A
2
K PP
Instituto Alberto Luiz Coimbra de U F RJ
Pés-Graduagao e Pesquisa de Engenharia

FUNCIONALIZACAO DE NANOPARTICULAS POLIMERICAS PARA
LIBERACAO DE MEDICAMENTOS SiTIO-DIRIGIDA

Ana Cristina Bomfim Peixoto

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de Pds-graduacdo em Engenharia
Quimica, COPPE, da Universidade Federal do
Rio de Janeiro, como parte dos requisitos
necessarios a obtencdo do titulo de Mestre em

Engenharia Quimica.
Orientadores: José Carlos Costa da Silva Pinto

Helen Conceicdo Ferraz

Rio de Janeiro
Marco de 2013



FUNCIONALIZACAO DE NANOPARTICULAS POLIMERICAS PARA
LIBERACAO DE MEDICAMENTOS SIiTIO-DIRIGIDA

Ana Cristina Bomfim Peixoto

DISSERTACAO SUBMETIDA AO CORPO DOCENTE DO INSTITUTO ALBERTO
LUIZ COIMBRA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA DE ENGENHARIA
(COPPE) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO COMO PARTE
DOS REQUISITOS NECESSARIOS PARA A OBTENCAO DO GRAU DE MESTRE
EM CIENCIAS EM ENGENHARIA QUIMICA.

Examinada por:

Prof. José Carlos Costa da Silva Pinto, D.Sc.

Profe, Helen Conceicdo Ferraz, D.Sc.

Prof. Marcio Nele de Souza, D.Sc.

Prof2. Cristina Tristdo de Andrade, D.Sc.

Profé. Priscilla Vanessa Finotelli, D.Sc.

RIO DE JANEIRO, RJ - BRASIL

MARCO DE 2013



Peixoto, Ana Cristina Bomfim

Funcionalizacdo de nanoparticulas poliméricas para
liberagdo de medicamentos sitio-dirigida/ Ana Cristina
Bomfim Peixoto. — Rio de Janeiro: UFRJ/COPPE, 2013.

XX, 173.:1il.; 29,7 cm.

Orientadores: José Carlos Costa da Silva Pinto

Helen Conceicdo Ferraz

Dissertacdo (mestrado) — UFRJ/ COPPE/ Programa de
Engenharia Quimica, 2013.

Referéncias Bibliograficas: p. 120-129.

1. Funcionalizagdo de polimeros. 2. Adsorcdo em
polimeros. 3. Polimeros para aplicagdes biomédicas. I.
Pinto, José Carlos Costa da Silva Pinto, et al.. Il.
Universidade Federal do Rio de Janeiro, COPPE,

Programa de Engenharia Quimica. I1l. Titulo




A minha Familia e ao

progresso da ciéncia.



Agradecimentos

A minha querida mée, que infelizmente ndo presenciara esta formacéo, porém é

eterna influenciadora dos meus estudos e conquistas.

A minha familia, meu pai lindo, meu irmdo Jodo, minha irma Paula, meus tios e
primos e minha sobrinha fofa pelo incentivo, pois, apesar da saudade, me apoiaram

nesta escolha. Pai, vocé € meu porto seguro.

Prof. Zé Carlos pela maravilhosa orientacdo, que me ensinou a usar “os olhos de

quem quer ver”.

Professora Helen Ferraz pela incrivel disposicdo em me ajudar a entender os

fenbmenos.

Todos os professores internos e externos ao PEQ que, de alguma forma,
contribuiram com a minha formacdo. Especialmente a Prof. Vera Salin (PEQ), por se
empenhar na formacédo de pessoas pensantes e ndo-conformadas, a Soninha (CCS) pelas
aulas de como escrever muito bem e ao Prof. Asher (UFBA) pela carta de

recomendacéo.
A meus amigos da boa terra (Salvador-BA) pela energia enviada.

Aos novos e velhos amigos que (re)encontrei aqui no Rio por me fazerem sentir

em casa e pela forca de sempre: Bia, Nay, Daniel, Greice, Vitor, Saminha, Lucas...

A meus amigos e colegas da turma de mestrado, pois foram a razdo das alegrias e

o0 consolo dos desesperos (entenda-se todos: Anderson, Carla, Bruno, Camila...)

Aos amigos dos laboratérios (LMSCP e GRIFIT), pela sinergia superprodutiva.
Especialmente a meus queridos Dirceu, Martinica e Fred, Debbylu, Ché, Jodo Victor,
Caio, Keselina, Caué, Brunos, Pedro, Simoni, as meninas do corpo técnico, o Marco e a

Tailane pelas superdicas.

Aqueles grandes incentivadores e responsaveis por eu fazer o mestrado: Suzete,

Stefan e Leo.

Aos colegas do PEQ, em geral, que confiaram e me apoiaram como representante
discente.



A vida, que ¢ muito boa pra mim!!!

A Deus, aos Orixas, a Buda, Allah, Krishna, Jah e todos os santos que me

guiaram.

Ao Prof. Antonio Gilberto Ferreira e ao laboratério de RMN do Departamento de
Quimica da Universidade Federal de S&o Carlos, pelas anélises de RMN.

A Professora Patricia Zancan e ao Laboratério de Oncobiologia Molecular -
LabOMol do Depto Farmacos, Fac. Farméacia — UFRJ, pelas analises de Viabilidade

Celular.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico e a

Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior, pelas bolsas de estudo.

Vi



“ On n'oublie rien de rien
On n'oublie rien du tout
On n'oublie rien de rien

On s'’habitue c'est tout

Ni ces départs, ni ces navires
Ni ces voyages qui nous chavirent
De paysages en paysages
Et de visages en visages
Ni tous ces ports, ni tous ces bars
Ni tous ces attrape-cafard
Ou I'on attend le matin gris
Au cinéma de son whisky
Ni tout cela, ni rien au monde
Ne sait pas nous faire oublier
Ne peut pas nous faire oublier

Qu'aussi vrai que la terre est ronde.”

On N'Oublie Rien (Jacques Brel)

vii
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A liberagdo controlada de medicamentos destaca-se entre as aplicagdes
poliméricas na area biomédica. Particularmente, a liberacdo in situ por meio de
particulas poliméricas sinalizadas e capazes de serem reconhecidas por receptores nas
células alvo, potencializa a eficiéncia dos sistemas de liberacdo. O objetivo deste
trabalho foi desenvolver particulas poliméricas funcionalizadas e com a capacidade de
interagir com biomoléculas. A funcionalizacdo foi realizada adicionando-se grupos
quimicos por intermédio de copolimerizacdo em miniemulsdo entre o MMA e 0s
comondmeros AA, AMA, HEMA, DMAEMA e MAM. Os comonémeros concentram-
se na superficie da particula de polimero devido a afinidade pelo meio aquoso, levando
a funcionalizacdo. Para avaliar a vetorizacao, foram feitos estudos de adsorcdo de BSA
nas superficies das particulas. A técnica utilizada foi capaz de promover com sucesso a
funcionalizacdo das nanoparticulas. Observou-se que os materiais, de forma geral,
apresentaram-se como bons adsorventes, capazes de imobilizar de 15% a 35% da
solugdo de proteina inicial, o que corresponde a aproximadamente 100 mg/g ou 4
mg/m2. As interacBes presentes sdo favordveis a adsorcdo, que é bem ajustada pelo
modelo de isoterma de Freundlich. Um estudo da influéncia dos iniciadores e
surfactante na adsor¢cdo mostrou que o aumento da concentracdo inicial destes
componentes promove um aumento na adsorgéo e influencia na dessorgdo em diferentes
meios. Ensaios de viabilidade celular in vitro foram realizados, confirmando a néo-

toxicidade das particulas de PMMA produzidas a linhagem celular MCF-7.
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Abstract of Dissertation presented to COPPE/UFRJ as a partial fulfillment of the
requirements for the degree of Master of Science (M.Sc.)
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Drug delivery systems constitute an important application of polymer materials in
the biomedical field. Particularly, targeting polymers with biomolecules that can be
recognized by cellular receptors can cause the increase of the drug realease efficiency.
The aim of the present study was to develop functionalized polymer particles with
ability to interact with biomolecules. The functionalization was accomplished by adding
functional groups to polymer particles through miniemulsion copolymerization between
MMA and some other comonomers, such as AA, MAA, HEMA DMAEMA and
MAAM. Due to the great affinity with water, comonomers concentrate on the surface
the polymer particles, leading to functionalization. In order to evaluate the vectorization,
adsorption studies were performed with BSA. It was shown that the proposed
techniques were able to successfully promote functionalization of polymeric
nanoparticles. It was found that all materials are good adsorbents leading to
immobilization of 15% to 35% of the initial protein charge, which corresponds to about
100 mg/g or 4 mg/m2. The interactions favor the BSA adsorption, which is well
described by the Freundlich isotherm model. The increase of the initiator and surfactant
concentrations lead to increase of the adsorbed content and decrease of desorption in
different media. Cell viability essays were carried out in vitro and showed that the
produced PMMA particles were not toxic for the MCF-7 cell lineage.
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d Diametro nm
Fator de correlagdo que leva em conta a concentracéo
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1 Introducao

A nanotecnologia constitui uma das bases para o surgimento e aperfeicoamento de
produtos e processos. Dentre os fins mais nobres almejados pela nanotecnologia estdo
as aplicacdes médicas e biomédicas. Dispositivos biomédicos vém sendo aprimorados a
cada dia, tornando possivel alguns tratamentos e melhorando métodos existentes. Para
atender esta demanda, varios materiais nanoestruturados vém sendo desenvolvidos.
Neste campo, 0s materiais poliméricos ocupam posicdo de destaque, dada a sua
versatilidade estrutural, que permite adequacéo de propriedades para cada aplicacdo. A
possibilidade de alterar o0s grupamentos quimicos presentes na arquitetura
macromolecular das cadeias e modificar a superficie de pecas e particulas pode
viabilizar, por exemplo, o estabelecimento de interacdes especificas entre o polimero e o
meio biologico (PICHOT, 2004).

Dentre as muitas aplicacfes possiveis de polimeros na rea médica, pode-se citar
especialmente a liberacdo controlada de farmacos, dada a grande contribuicdo que estes
sistemas podem trazer para aumentar a eficiéncia dos sistemas de medicacédo e reduzir
efeitos colaterais adversos. O objetivo de controlar a liberacdo é prolongar o tempo de
liberacdo do farmaco no organismo, mantendo as quantidades terapéuticas requeridas.
Adicionalmente ao controle e programacao, a liberacdo do farmaco no local especifico
constitui outra importante vantagem dos sistemas de liberagdo controlada (KIM et al.,
2010). Usualmente, este tipo de sistema pode ser produzido com uso de estratégias de
direcionamento a um alvo, chamadas vetorizagGes. A vetorizacdo ocorre quando as
particulas poliméricas carregadoras do farmaco sdo associadas (bioconjugagdo) a
biomoléculas que podem ser reconhecidas por receptores nas células ou tecidos alvo.
Desta forma, evita-se que a administracdo do farmaco seja ndo-especifica e aja tambem

sobre as células/tecidos saudaveis.

A composicdo e o tamanho dos veiculos carregadores de farmacos podem ser
manipulados para obtencao de particulas com as propriedades fisico-quimicas almejadas
para cada aplicacdo. Estas propriedades influenciam a estabilidade das particulas em
fluidos biologicos e, consequentemente, nas taxas de liberagdo do farmaco. O tamanho é

um parametro muito importante e sofre restricGes diferenciadas para cada aplicacéo.



Para que as particulas possam, por exemplo, penetrar nos intersticios entre células
tumorais, eles devem possuir didmetro entre 50 nm e 150 nm (MARCUCCI e
LEFOULON, 2004). Por todas essas razdes, o presente trabalho pretende desenvolver
nanoparticulas poliméricas funcionalizadas com capacidade de interacdo com

biomoléculas, para serem usadas em liberacéo sitio-dirigida de farmacos.

Na literatura, ja foram descritas algumas estratégias para a funcionalizacdo da
superficie de particulas de polimero. TIAN et al. (2011) descrevem as seguintes técnicas
como as principais estratégias de funcionalizacdo: (a) introducdo de grupos funcionais
através dos préprios mondmeros (muitas vezes protegidos antes da polimerizacdo, para
serem expostos apds a reacdo); (b) introducdo de grupos funcionais nas cadeias
poliméricas com auxilio de reagdes quimicas adicionais, apos a etapa de polimerizacéo.
Dentre as técnicas que podem ser utilizadas para incorporar mondmeros funcionais
diretamente na etapa de polimerizacdo, pode-se citar a técnica de polimerizacdo em
miniemulsdo, que favorece modificacdes especificas na superficie de particulas de
polimero, tendo em vista a existéncia de uma interface com o meio dispersante
(HOLZAPFEL et al. 2005). Aplicacbes biomédicas importantes, como
desenvolvimento de exames para diagnosticos e de sistemas de liberacdo controlada de
farmacos, sdo possiveis e estdo em constante evolucdo gracas a possibilidade de
controle dos mecanismos de encapsulamento fornecidos por essa técnica (HOLZAPFEL
et al. 2005).

1.1 Objetivo

O objetivo principal deste estudo foi a obtencdo de nanoparticulas poliméricas
funcionalizadas e capazes de interagir com biomoléculas, para fins de liberacdo de
farmacos diretamente na célula alvo. Para tanto, foram feitas copolimerizagfes via
miniemulsdo do MMA com comondmeros funcionalizados. Foram também conduzidos
estudos sobre a cinética das reacGes e da incorporacdo dos comondmeros, sobre a
influéncia de cada formulacdo na adsorcdo, e sobre a toxicidade das particulas

poliméricas produzidas.



1.2 Apresentacdo dos capitulos

Os capitulos foram organizados em conformidade com a cronologia dos
experimentos realizados e, portanto, seguindo uma ordem logica de pesquisa,
planejamento, apresentacdo de resultados, questionamentos, proposicdo de hipoteses,

validagdes e certificacdo das hipdteses feitas.

ApoOs esta introducgdo, apresenta-se uma revisdo da literatura no Capitulo 2 para
contextualizagdo, motivacdo e justificativa do trabalho. Em seguida, no Capitulo 3, séo
descritos 0s materiais, 0s equipamentos e as metodologias utilizadas para realizacdo dos

experimentos.

No Capitulo 4 faz-se a descricdo e a discussdo dos resultados. O Capitulo 4 esta
dividido em quatro secOes. Na Secdo 4-1, descrevem-se as copolimerizacGes via
miniemulsdo do metacrilato de metila (MMA) com os comonémeros: &cido acrilico
(AA), acido metacrilico (AMA), hidroxietil metacrilato (HEMA), dimetilaminoetil
metacrilato (DMAEMA) e metacrilamida(MAM). Apresenta-se uma investigacao
extensa sobre a reacdo, sua estabilidade, a velocidade de reacdo, converséo e algumas
propriedades finais do polimero, como massas molares médias, temperatura de transicdo

vitrea (Tg) e tamanho médio de particulas.

Na Secdo 4-2, descrevem-se 0s estudos de adsorcdo de BSA (albumina de soro
bovina) nas particulas fabricadas e descritas na se¢do anterior. Nesse capitulo, além da
quantificacdo da adsorcdo, sdo apresentadas caracterizacfes das particulas antes e
depois da adsorcdo, por meio da analise do potencial zeta e dos tamanhos de particula,
de forma a elucidar o processo de adsorcdo. Isotermas de adsorcdo também séo

discutidas nesta secéo.

Na Secdo 4-3 propde-se um estudo de validacdo dos ensaios de adsorcdo. Neste
caso a composicdo das particulas de polimero é variada com manipulacdo das
quantidades de surfactante e de iniciador, investigando a influéncia destes fatores na
adsorcdo. Caracterizagdes adicionais sdo realizadas para comprovar as hipoteses

levantadas.



Na Secéo 4-4 sdo apresentados e discutidos os resultados dos ensaios in vitro de
viabilidade celular conduzidos com as particulas fabricadas, visto que estas devem ser

testadas para uso em aplicacdes biomédicas.

Finalmente, apresentam-se, no Capitulo 5, as principais contribuicGes do trabalho
com apresentacdo das principais conclusbes obtidas e apresentacdo de algumas
sugestBes para realizacdo de estudos posteriores. A bibliografia consultada é
apresentada no Capitulo 6. Os Apéndices | e Il incluidos no final do documento
apresentam o detalhamento dos equacionamentos e calculos propostos, alguns dados

experimentais brutos usados na anélise e ilustracdes extras como graficos e espectros.



2 Revisao Bibliografica

2.1 Liberacdo controlada de farmacos

Em formulagBes convencionais, as concentragdes plasmaticas de farmacos sédo
diretamente proporcionais a dose administrada (KIM et al., 2009). Tais sistemas
resultam em dificuldade de manutencdo da dose terapéutica minima no corpo por
periodos de tempo prolongados e variam significativamente ao longo do tempo por
conta dos mecanismos metabdlicos e funcionais do organismo. Desta forma, para atingir
os efeitos terapéuticos necessarios, multiplas administracdes sdo usualmente
empregadas, aumentando a possibilidade de efeitos colaterais adversos (KIM et al.,
2009), por conta dos picos de concentracdo que podem superar o limite aceitavel
(Figura 2-1). Além disso, a pequena solubilidade de farmacos hidrofébicos nos fluidos
organicos e a toxicidade sistémica de medicamentos sdo dois dos problemas adicionais
que comprometem a eficiéncia terapéutica de farmacos convencionais (SIEGWART et
al., 2011). Por isso, existe um grande estimulo para o desenvolvimento de novas
tecnologias que tornem mais eficientes os sistemas de liberacdo de farmacos. Parte
essencial do desenvolvimento destas novas tecnologias é a preparacdo de materiais
capazes de proteger e controlar a liberacdo de farmacos e de outros compostos
terapéuticos, como proteinas e genes. A liberacdo controlada tem o objetivo de
prolongar o tempo de liberagcdo do farmaco no organismo, mantendo as quantidades
terapéuticas minimas requeridas como mostra a Figura 2-1. Desta forma, com o intuito
de estender o tempo de circulagdo do farmaco no sangue, estes vém sendo encapsulados
em nano ou microparticulas, que servem como meio de protecdo, transporte e controle
da liberacdo.

Os mecanismos de liberacdo controlada séo sistemas fundamentados normalmente
no controle por difusdo, do grau de inchamento, erosdo ou estimulos como pH,
temperatura e presenca de biomoléculas (WANG e VON RECUM, 2011). A
conjugacdo entre o material (normalmente polimérico) e o farmaco também pode
resultar em sistemas que aumentam o tempo de circulacéo e a estabilidade do farmaco

na corrente sanguinea. Neste caso, a ativacdo do farmaco pode ocorrer quando ha



degradacdo do material ou das ligacbes entre polimero e o farmaco conjugados
quimicamente em sitios especificos (KIM, 2009).

Faixa terapéutica

Nivel da droga no sangue

2a dosagem

Figura 2-1 Figura representativa das administracdes convencional com liberacéo
controlada de farmacos.

2.1.1 Encapsulamento

As pesquisas relacionadas ao encapsulamento foram iniciadas com o trabalho de
Warster, por volta de 1950, com o processo patenteado de encapsulamento de finas
particulas solidas em leito fluidizado (AZEVEDO, 2002). Hoje, o encapsulamento de
principios ativos com polimeros constitui um conjunto de técnicas largamente
empregadas nas industrias de produtos cosméticos, farmacéuticos, agricolas e de
revestimentos (JANSSEN, 1995). Muitas vezes, este processo € utilizado para
minimizar efeitos de toxicidade, para mascarar gosto e odor ou para facilitar a
estocagem e o transporte do produto encapsulado (JANSSEN, 1995). Como exemplos
de materiais que tém sido encapsulados com polimeros, é possivel citar o carbonato de
calcio, a silica, o grafite (aplica¢Oes elétricas e cataliticas), a magnetita (cromatografia
de afinidade), trioxido de di-alumina, o didxido de titanio (para tintas e plasticos de alto

desempenho), bloqueadores solares e farmacos (AZEVEDO, 2002).



As técnicas de encapsulamento sdo vastamente utilizadas para incorporacdo de
pigmentos com o objetivo principal de promover uma melhor interagcdo entre a matriz
polimérica e o material inorganico (pigmento) (CARIS, 1990). Quando se melhora a
distribuicdo do pigmento no filme polimérico final, a durabilidade e as propriedades
mecénicas do filme também sdo melhoradas (CARIS, 1990). Além disso, segundo
CARIS (1990), por intermédio do encapsulamento do pigmento com um polimero que
apresente carater semelhante ao do agente ligante empregado na formulacéo da tinta,
problemas de aglomeracdo podem ser sanados. Segundo LANDFESTER (2001), para o
encapsulamento de pigmentos por polimerizacdo em miniemulsdo, é necessario fazer o
ajuste cuidadoso de ambas as interfaces polimero/agua e polimero/pigmento, dado que o
pigmento é usualmente hidrofilico. Para tanto, dois sistemas surfactantes sao

normalmente necessarios.

Um campo de aplicacdo que estd ganhando cada vez mais espaco é o de
encapsulamento de farmacos. A necessidade de encapsulamento esta muitas vezes
associada a tecnologia de liberacdo controlada, que representa uma das fronteiras da
ciéncia e pode contribuir muito para o avanco da saude humana (AZEVEDO, 2002).
Um dos dispositivos mais usados para encapsular farmacos as nanoparticulas
poliméricas, que tem o papel dual de protegé-lo dos meios corpdreos adversos e
controlar a sua liberagdo. O farmaco pode ser mantido confinado em uma cavidade
envolta por uma membrana de polimero (nanocépsulas) ou pode estar uniformemente
disperso na matriz polimérica (nanoesferas) (MARCUCCI e LEFOULON, 2004). Nas
nanoesferas, forma-se um sistema monolitico, em que ndo é possivel identificar um
nacleo diferenciado. As nanocapsulas, ao contrario, constituem os chamados sistemas
do tipo reservatorios, em que € possivel se identificar um nudcleo diferenciado, que pode

ser sélido ou liquido.

2.1.2 Liberacéo controlada in situ

Adicionalmente ao controle e programacao da liberacdo do farmaco, capaz de
prolongar sua concentracdo plasmatica na dose terapéutica 6tima, a liberagcdo no local
especifico é outra importante vantagem dos sistemas de liberagdo controlada (KIM et

al., 2009). Usualmente, este tipo de sistema pode ser alcancado com auxilio de



estratégias de direcionamento a um alvo (vetorizacdo), aumentam a eficiéncia do

sistema de liberagéo e reduzindo os efeitos colaterais.

Segundo KIM et al. (2009), as estratégias de sistemas de direcionamento a um
alvo sdo basicamente duas: 1) sinalizacao passiva, que age em consonancia com o efeito
de evidenciada permeabilidade e retencdo (EPR) e 2) sinalizacdo ativa, que emprega

vetores ou ligantes direcionais.

O EPR é evidenciado em certas circunstancias como, por exemplo, na presenca de
tumores. CHO et al. (2008) discutem que, tumores sdo usualmente circundados por
novas vascularizagfes para garantir suprimento de oxigénio e nutrientes para o
crescimento acelerado das células. Além disso, 0s vasos sanguineos sdo reorganizados,
tornando-se desalinhados com as células endoteliais defeituosas e sendo dilatados pelo
desbalanceamento de reguladores angiogénicos, formando espacos que possibilitam a
drenagem de macromoléculas para o interior dos tecidos (efeito EPR). Como resultado
do aumento da permeabilidade vascular, particulas poliméricas, micelas ou lipossomos
com tamanhos caracteristicos na faixa de 10 a 500 nm e carregados com farmacos
anticancerigenos podem levar tais farmacos ao interior dos tecidos afetados. A
eficiéncia destes sistemas é tdo maior quanto maior for a capacidade da particula de
prolongar os periodos de circulacdo sanguinea. TIAN et al. (2011), exemplificam alguns
sistemas que exploram o efeito EPR, na maior parte baseados em copolimeros em bloco
com poli(etileno glicol), ou em polimeros biodegradaveis associados a polimeros
hidrofilicos, hidrofébicos ou sensiveis a temperatura € pH, o que melhora sua a

permeabilidade e a retencéo.

Os sistemas baseados somente no efeito EPR ndo sdo, contudo, completamente
eficientes, segundo CHO et al. (2011). Estes sistemas interagem com dificuldade com
as células tumorais mais profundas, além de requererem expressivas quantidades de
farmacos para atingir a dose terapéutica. Devido a rapida proliferacdo, células tumorais
superexpdem diferentes receptores, tais como o acido folico, vitaminas e agUcares, para
aumentar a taxa de absor¢do de nutrientes. Portanto, para aumentar a eficiéncia dos
sistemas de liberacdo, ligantes alvo podem ser associados as nanoparticulas
carregadoras do farmaco (que deve ter como caracteristica um prolongado tempo de
circulagdo sanguinea) (CHO et al., 2011). Tais ligantes incluem anticorpos,



carboidratos, aptameros®, e outras pequenas moléculas (MARCUCCI e LEFOULON,
2004). VetorizacOes especificas podem ser alcangadas com a conjugacdo de ligantes
alvo a superficie de micelas, por exemplo, que interagem facilmente com células
tumorais (TIAN et al., 2011). A incorporacdo de ligantes ativos na superficie de
nanoparticulas (vide ilustracdo da Figura 2-2) pode prover o direcionamento e 0
reconhecimento de tumores ou revascularizagbes, melhorando significativamente o
indice terapéutico pela reducdo da toxicidade (MURPHY et al., 2011). Entretanto,
apesar dos desenvolvimentos promissores nessa area, os efeitos sobre a farmacocinética,
a biodistribuicdo e o acumulo no tecido de particulas com sinalizacdo ativa tém
levantado algumas controvérsias. Alguns estudos mostram aumento da acumulacéo nos
tumores, enquanto outros estudos mostram que, o grau de acumulagdo permanece
constante, levando alguns a questionar se o fendmeno de EPR ndo seria o fator

preponderante na localizagéo dos tumores (HAMIDI et al., 2011).

Biomolécula/vetor

Ativo
encapsulado/
farmaco

Cadeias de
polimero

Figura 2-2 llustracdo de uma particula polimérica carregada com farmaco e
com vetores (biomoléculas) na superficie.

Segundo WANG e THANOU (2010), nanoparticulas com sistemas de
direcionamento a um alvo mostram acumulo mais rapido e maior concentracdo em
tumores, quando comparadas com sistemas ndo direcionados. Acredita-se que, a
introducdo de ligantes especificos pode ndo aumentar o acimulo de nanoparticulas em

tumores, mas podem melhorar a eficicia, aumentando as taxas de internalizacdo em

1 Aptameros sdo pequenos oligonucleotideos de cadeia simples, que tém sido desenvolvidos nos
Ultimos 15 anos para diversos alvos e com varias aplicages. Essas incluem a inibigdo de receptores e
enzimas, para a identificacdo de pequenas moléculas "sensoras" e o desenvolvimento de alvos
terapéuticos para diagnoéstico e imagem (FERREIRA e MISSAILIDIS, 2007).



células tumorais (WANG e THANOU, 2010). No entanto, quando anticorpos e folatos
foram usados como ligantes-alvo, a acumulacéo de nanoparticulas em tumores foi mais

rapida do que quando as nanoparticulas ndo foram sinalizadas.

Muitas sdo as biomoléculas que podem ser usadas como ligantes (vetores). Dentre
elas, estdo os anticorpos monoclonais® (mAb) que vém sendo usados com muita
frequéncia em sistemas de carregamento de farmacos. Segundo KIM et al. (2010),
micelas que conttm mAb sdo capazes de reconhecer e se ligar a vérias células
cancerosas in vitro e aumentar o acimulo nos tumores, quando comparadas a micelas
que ndo contém mAb verificado em experimentos realizados com camundongos. Como
exemplo de mADb utilizados estéo os anticorpos Herceptin®, usado contra o fator Her-2,
e 0 Avastin® que é um anticorpo monoclonal que se liga ao fator de crescimento
endotelial (VEGF).

Carboidratos como galactose, lactose e manose também podem ser usados como
ligantes especificos em sistemas de carregamento de farmacos para o tratamento de
doencas do figado, pois podem se ligar a receptores de asialoglicoproteina® (ASGPR)
(TIAN et al.,, 2011). Alternativamente, podem ser usados aptdmeros, que S&o
oligonucleotideos de DNA ou RNA, ou moléculas de peptideo que podem se ligar com
um antigeno alvo especifico. O uso de aptameros oferece muitas vantagens, tais como
ndo-imunogenicidade, estabilidade em faixas amplas de pH e de temperatura e
especificidade tumoral (KIM et al., 2010)

Células cancerosas normalmente expdem receptores integrinas avb3 e avb5 por
causa da elevada vascularizagdo. Estes receptores especificos ndo sdo apresentados em
células normais e interagem especificamente com as cadeias peptidicas de pequenas
sequéncias de aminoacidos (5 a 10) do tipo arginina-glicina-acido aspartico (RGD).
Como exemplo, copolimeros de poli(etilenoglicol)-poli(3-caprolactama)
funcionalizados com grupos terminais maleimideos vém sendo usados para vetorizagéo
com RGD (TIAN et al., 2011).

2 Anticorpos monoclonais sdo proteinas produzidas para detectar ou combater antigenos
(microorganismos que causam doencas) especificos do organismo (Instituto de Tecnologia em
Imunobioldgicos — Biomanguinhos website, 2013).

% Receptores de asialoglicoproteina sdo as proteinas mais encontradas na superficies de células
hepéaticas de mamiferos. Este receptor medeia as ligacdes e internalizacbes de glicoproteinas séricas
(DEVIRGILIIS et al., 1989).

10



Vetores a base de folatos sdo, também, muito usados, pois receptores especificos
sdo encontrados em muitas células tumorais dos pulmdes, rins, ovario, mamas, cérebro,
utero e testiculos. MOGHIMI et al. (2001) enfatizam que os folatos oferecem muitas
vantagens sobre 0s anticorpos quando usados como ligantes, pois sdo nao-imunogénicos
por causa do pequeno tamanho, apresentam boa estabilidade e excelente especificidade
para tumores. Na forma de vitamina B, o acido folico é uma pequena molécula capaz de
se ligar a receptores de folatos expressos muitas vezes mais em células de tumores

epiteliais que em tecidos normais (TIAN et al., 2011).

Um método introduzido recentemente para vetorizacdo em sistemas de liberacao
de farmacos é o sistema biotina-avidina, que pode ser usado como reagente pre-alvo em
tratamentos com quimioterapia, portanto, a administracdo do medicamento é feita em
duas etapas (HAMIDI et al., 2011). Nesse sistema, para evitar possivel desnaturacdo
dos ligantes durante a sintese das particulas por conta do contato com solventes
organicos, primeiramente sdo administradas as moléculas reconhecedoras (anticorpos
monoclonais, por exemplo) conjugados com avidina, que se localizam e se concentram
no tumor. Posteriormente, administram-se as particulas conjugadas com biotina,
carregadoras dos produtos terapéuticos que irdo se fixar aos tecidos doentes devido a
grande afinidade entre a biotina e a avidin (HAMIDI et al., 2011).

2.2 Sistemas poliméricos usados para liberacao

controlada de farmacos

Nos ultimos anos, rapidos avangos foram feitos na area de liberacéo controlada de
farmacos. Neste campo, 0s materiais mais versateis e capazes de atender a demandas
especificas sdo geralmente poliméricos. Os materiais poliméricos colocam-se em
posicdo de destaque por causa da versatilidade estrutural que permite adequacdo em
termos de propriedades para cada aplicacdo. A possibilidade de alterar os grupamentos
quimicos pertencentes a arquitetura macromolecular das cadeias e modificar a superficie
das particulas pode viabilizar o estabelecimento de algumas interacdes especificas entre
0 polimero e o meio biolégico (PICHOT, 2004). A imobilizagdo na superficie da
particula polimeérica de camadas de compostos hidrofilicos, ou que respondam a

estimulos, ou que sejam ligantes especificos, abre caminho para novas e atrativas
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potencialidades (PICHOT, 2004). Tais avangos podem resultar em polimeros com
propriedades Unicas, com caracteristicas e estruturas bem definidas para a formulacéo
de sistemas “inteligentes” que podem ser aplicados a liberacdo controlada de farmacos
(SUNGWON, 2009).

Os polimeros usados como biomateriais sdo comumente chamados de
biopolimeros e podem ser de origem natural ou sintética, biodegradaveis ou ndo. Os
biopolimeros apresentam propriedades especificas para aplicagbes in vivo, sendo
compativeis com a diversidade e complexidade destes ambientes. Biopolimeros séo
biomateriais e, por isso, tém funcdo de interagir com sistemas bioldgicos para permitir
avaliacdo, tratamento, aumento ou substituicdo de érgdos ou funcgdes do corpo (TIAN et
al., 2011). Segundo TIAN et al. (2011), biopolimeros sintéticos sdo mais atrativos que
aqueles de origem bioldgica para fins biomédicos pois: (1) evitam o encadeamento de
reacGes imunes do corpo; (2) apresentam maior facilidade de modificacdo quimica e; (3)
tornam mais facil a manipulacdo das propriedades na superficie da particula do
polimero, sem que se alterem as propriedades do polimero como um todo (bulk). Além
disso, os polimeros sintéticos podem ser feitos de maneira mais reprodutivel,

apresentando desempenho mais previsivel e homogéneo que materiais naturais.

Propriedades especificas sdo quase sempre necessarias para o desenvolvimento de
sistemas de liberacdo controlada, como a correta solubilizacdo do farmaco, a existéncia
de respostas a estimulos especificos e a possibilidade de sinalizacdo das particulas
poliméricas para liberacdo diretamente no local/tecido. Neste contexto, os biopolimeros
que possuem grupos funcionais reativos sdo componentes essenciais para o
desenvolvimento de uma ampla variedade de aplicagdes bioldgicas e biomédicas,
incluindo sistemas de liberacdo controlada (SIEGWART et al., 2011). Nesta aplicacdo,
a presenca de grupos funcionais reativos possibilita a ocorréncia de reacdes de
reticulagéo e bioconjugacdo. Reticulagdes sdo bastante utilizadas para o aprisionamento
do farmaco dentro das particulas e a bioconjugacdo € a reacdo de incorporacdo do
farmaco ou ligantes sinalizadores diretamente na cadeia polimérica (SIEGWART et al.,
2011).

A liberagéo de farmacos diretamente no local especifico tem sido extensivamente
explorada como meio efetivo para liberagdo de terapéuticos para as células doentes.

Dentre a variedade de sistemas poliméricos usados para esse fim, exemplos tipicos sdo
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0s conjugados de polimero-proteina, os conjugados de polimero-farmaco, as micelas e
vesiculas (copolimeros em bloco de carater anfifilicos), os dendrimeros, as
nanoparticulas e, os micro e nanoggéis reticulados (SIEGWART et al., 2011; HAMIDI et
al., 2011). Cientistas tém citado estes novos sistemas de liberagdo de farmacos como
fatores chaves para futuros avancos em eficacia e seguranca dos procedimentos
terapéuticos, além de melhoramentos das caracteristicas fisico-quimicas dos farmacos e

0s respectivos perfis farmacocinéticos (HAMIDI et al., 2011).

Recentemente, sistemas copoliméricos tém alavancado progressos significativos
nessa area, contrapondo-se as limitagdes dos sistemas convencionais de liberagcdo de
farmacos, uma vez que sdo 0s principais componentes usados como veiculos
carregadores em sistemas de liberacdo controlada. Por exemplo, muitos sdo os trabalhos
que relatam o uso de copolimeros em bloco anfifilicos. Esses materiais sdo constituidos
por blocos hidrofilicos e hidrofébicos ligados covalentemente, que, por causa da
diferenca de solubilidade de cada bloco, se rearranjam em meio aquoso formando
micelas ou vesiculas (SIEGWART et al., 2011). A combinacdo de diferentes unidades
quimicas promove o desenvolvimento de novos materiais com inimeras novas
propriedades e diferentes arranjos nanoestruturais (HAMIDI et al., 2011). O uso de
diferentes monémeros garante flexibilidade a formulacdo desses polimeros. Assim
sendo, o carater hidrofilico, a temperatura de transi¢do vitrea (Tg), as propriedades
mecanicas e outros aspectos podem ser manipulados pela escolha de um mondmero
especifico ou pela copolimerizacio de diferentes tipos de mondmeros (OREFICE,
2006).

O presente trabalho estuda especificamente os dispositivos poliméricos chamados
de nanoparticulas. Nanoparticulas poliméricas podem ser fabricadas a partir de um
numero grande de diferentes mondmeros ou combinagdes copoliméricas. Dentre 0s
polimeros mais comuns, estdo incluidos o poliestireno e seus copolimeros com
divinilbenzeno, com butadieno, com vinil tolueno e com acrilatos (PMMA
principalmente), o poli(metil metacrilato)(PMMA) e o poli( hidroxietil metacrilato)
(PHEMA) (HERMANSON, 2008).

A composicdo e o tamanho de particulas polimeéricas sdo importantes parametros
para o desenvolvimento de respostas imunes do organismo. Segundo MARCUCCI e

LEFOULON (2004), para cada classe de veiculos transportadores de farmacos, estes
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pardmetros podem ser manipulados para obtencdo de particulas com as propriedades
fisico-quimicas almejadas. Estas propriedades influenciam a estabilidade das particulas
nos fluidos biologicos e, consequentemente, as taxas de liberacdo do farmaco. A
maioria das particulas poliméricas apresenta superficie hidrofébica por causa da
composicdo baseada em compostos orgénicos, 0 que pode ser responsavel por
interacbes ndo-especificas de proteinas (ligagdes por interacbes hidrofobicas) e reacdes
imunes. Segundo HERMANSON (2008), para evitar este efeito da hidrofobicidade,
modificacdes na superficie da particula sdo necessarias, adicionando grupos ionizaveis
ou aumentando a hidrofilicidade. Algumas construgcdes deste tipo provém uma
superficie hidrofilica enxertada, formando uma particula com maior biocompatibilidade.
Outras particulas poliméricas, entretanto, sdo fabricadas a partir de mondmeros
hidrofilicos, como HEMA, e possuem propriedades biocompativeis sem necessidade de
modifica¢bes adicionais. O tamanho € um pardmetro também importante para a
aplicacdo de liberagdo controlada, pois influencia diretamente a penetragdo das
particulas nos intersticios dos tumores, EPR, e nas taxas de depuracdo. O tamanho das
particulas deve estar usualmente na faixa entre 50-150nm de forma a ser grande o
suficiente para evitar a entrada em tecidos saudaveis e pequena o suficiente para
adentrar nos intersticios dos vasos sanguineos tumorais (MARCUCCI e LEFOULON ,
2004).

2.2.1 Polimeros mais utilizados

Os critérios gerais que podem ser considerados para que um material polimérico
seja utilizado em dispositivos médicos incluem as propriedades mecanicas e o tempo de
degradacdo apropriado para cada uso. Além disso, as particulas ndo devem induzir
reacbes toxicas ou imunoldgicas. No campo de liberacdo controlada, polimeros
biodegradaveis com grupos reativos ou que possuam resposta a estimulos vém sendo
vastamente estudados (TIAN et al., 2011). Além de serem funcionalmente ativos e
cumprirem com sucesso suas fungdes dentro do corpo, os polimeros usados como
biomateriais devem ser biocompativeis (OREFICE, 2006). Segundo OREFICE (2006),
a biocompatibilidade esta associada a quatro fendmenos ndo necessariamente
simultaneos: a) a concentracdo de biomacromoléculas junto a superficie dos materiais
(adsorgdo), apos a implantacdo no corpo; b) resposta local do tecido a presenca do

biomaterial, observada na forma de respostas inflamatérias e imunoldgicas (por
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exemplo, na embolizacdo); c¢) acdo do ambiente corp6reo sobre o material como no
estabelecimento de processo de degradacdo do polimero; d) auséncia de resposta do
corpo como um todo a presenca do biomaterial, percebida através do aparecimento de
tumores, alergias, infeccdes generalizadas, etc. A seguir sdo descritos os polimeros mais
utilizados para aplicagcdes biomédicas de origem natural, sintética, biodegradaveis ou

nao, de acordo com a literatura:
e Poliésteres alifaticos:

Poliésteres alifaticos, tais como o poli(acido latico) (PLA), o poli(acido glicolico),
a poli(3-caprolactana) (PCL) e seus copolimeros, tém sido largamente investigados para
aplicacbes biomédicas por causa das suas caracteristicas intrinsecas de
biodegradabilidade, bioreabsorcdo e biocompatibilidade (TIAN et al., 2011). Tais
poliésteres podem ser funcionalizados para ajustar as propriedades desejaveis nos
biopolimeros, tais como hidrofilicidade, as taxas de biodegradacdo, a bioadesdo e a
vetorizacdo em sistemas de liberacdo de farmacos. Em especial, biomateriais
poliméricos com propriedades ajustaveis por intermédio de grupos funcionais como
carboxilas, hidroxilas, aminas, acetais, brometos, cloretos e ligacGes duplas ou triplas de
carbono sdo demandados (TIAN et al., 2011).

Segundo HAMIDI et al. (2011), copolimeros baseados em poliésteres sao
biodegradaveis, biocompativeis e hidrofébicos, se hidrolisando de forma ndo enzimatica
no corpo. O processo de degradacdo produz principalmente didxido de carbono e &gua,
que podem ser excretados pelo rim. A alta resisténcia mecanica desacelera as taxas de

degradacéo e, portanto, promove uma liberacdo bastante lenta do farmaco.

Os poliésteres alifaticos contendo grupos reativos podem ser preparados por
homopolimerizagéo ou copolimerizagdo de mondmeros ciclicos com grupos funcionais
protegidos (TIAN et al., 2011). Segundo TIAN et al.(2011), o poli (a-acido maleico)
com grupos substituintes reativos do tipo carboxila pode se conjugar ao farmacos (via
ligaghes éster ou amina) para formar uma macromolécula biodegradavel capaz de
reduzir os efeitos colaterais do farmaco. Neste caso, o farmaco é liberado pela
degradacdo do polimero biodegradavel em aplicacdo de transporte e liberacédo
controlada de farmaco. Copolimeros em bloco de poli(etileno glicol) e poli(acido latico)
foram conjugados ao farmaco Docetaxel, oferecendo maior atividade citotoxica contra

celulas cancerosas HelLa. Arranjos micelares deste copolimero contendo doxorubicina

15



(DOX) podem ser vetorizados com folatos, levando a uma maior seletividade a células
cancerosas (YOO, 2004).

e Polimeros com base em Poli(etileno glicol)- PEG:

Segundo HAMIDI et al. (2011), os PEGs exercem uma funcdo importante no
controle do processo de inchamento da particula carregadora pelo ajuste da
hidrofilicidade. Além disso, o PEG contribui com o ajuste da compatibilidade com o
farmaco e minimiza a agregacao das particulas. Outra potencialidade do PEG hidrofilico
é promover 0 aumento da biocompatibilidade da particula. OREFICE (2006) salienta
que polimeros bastante hidréfilos como o PEG tém a capacidade de reduzir a adsorcao
de proteinas, evitando rea¢fes corpdreas que ocorrem quando a camada adsorvida ndo é

reconhecida como integrante dos tecidos, além de outros eventos ligados a coagulacéo.

Segundo PASUT (2007), o PEG vem sendo usado durante muito tempo em
aplicacdes farmacéuticas e cosméticas devido a propriedades Unicas, como nao gerar
reacGes imunes, antigénicas ou toxicologicas, ter alta solubilidade em agua e em muitos
solventes e, apresentar alta hidratacdo e flexibilidade, além de ser aprovado pela FDA
(Food and Drug Administration) para uso humano. Os grupos hidroxila do PEG podem
ainda ser modificados para ficarem reativos através de inimeras estratégias de ativacdo
por diferentes grupos quimicos. Prioritariamente, esses grupos sao do tipo aminas, pois
podem ser facilmente modificados e estdo presentes em proteinas. Polimeros reativos

podem também ser preparados com grupos como tiol ou cisteina (PASUT, 2007).
e Policarbonatos:

Policarbonatos alifaticos também sdo bons materiais, pois possuem grupos laterais
funcionalizaveis, como grupamentos carbonila, amina e hidroxila, que podem
facilmente atender as demandas de funcionalizacdo dos biomateriais. Além disso,
policarbonatos alifaticos possuem boa biocompatibilidade, pouca toxicidade e boa
biodegradabilidade. Policarbonatos de alta massa molar podem ser preparados pela
polimerizagdo por abertura de anel (ROP), usando monémeros ciclicos. Um ndmero
grande de mondémeros ciclicos funcionalizados tem sido usado com sucesso em homo e
copolimerizacdes do tipo ROP (TIAN et al., 2011).

Grupos funcionais enxertados em poli(éster-carbonatos) facilitam modificagdes

adicionais, como a adi¢cdo de moléculas de farmacos ou pequenos peptideos nos grupos
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funcionalizados do polimero. HE et al. (2011) adicionaram os farmacos antitumorais
Paclitaxel e Docetaxel, biotina e oligopepitideo RGD a grupos enxertados as cadeias de
copolimeros, provando o uso promissor de policarbonatos em sistemas de liberagédo

controlada.
e Polifosfoésteres (PPE):

PPEs com a unidades repetitivas do tipo fosfoésteres na cadeia principal sdo
materiais biocompativeis e biodegradaveis particularmente atrativos por causa da
estrutura similar a de acidos nucléicos naturais e facilidade de funcionalizacdo, quando
comparados a poliésteres convencionais. PPEs com diferentes propriedades, tais como
resposta a estimulos, foto-reticulacdo e reatividade, podem facilmente ser produzidos
somente modificando os grupos radicais que modificam a cadeia (TIAN et al., 2011).
Estes polimeros sdo usados para diversas aplicacdes biomédicas, dentre as quais a
sintese de vesiculas e micelas para liberacdo de farmacos e genes terapéuticos. A
pentavaléncia dos atomos de fosforo torna os PPEs mais favoraveis & funcionalizacéo
dos substituintes laterais (TIAN et al., 2011). WANG et al. (2008) apud TIAN et al.
(2011) desenvolveram copolimeros em bloco de poli(etil etileno fostato) e poli (3-
caprolactama) em arranjo micelar contendo Paclitaxel, com superficie conjugada a
galactosamina (galactose é ligante do ASGP-R), e usaram, com sucesso 0 material em
aplicacdes para reducdo da proliferacdo de células HepG2 (carcinoma hepatocelular

humano).
e Poliaminoéacidos:

Segundo HAMIDI et al.(2011), apesar de originados a partir de proteinas naturais
e serem, portanto, biocompativeis, copolimeros baseados em poliaminoacidos possuem
propriedades de imunogeracdo e fracas propriedades mecénicas, que explicam porque
esses compostos ndo sdo considerados como biomateriais em potencial. Entretanto,
cientistas tém vislumbrado resolver estas deficiéncias por meio da enxertia de cadeias

laterais de aminoacidos as cadeias principais de polimeros sintéticos.

Segundo DEMING (2007), copolipetideos de a-amino acido-N-carboxyanhidridos
(NCAs) apresentam particular potencial para uso biomedico. Particularmente na
liberacdo controlada de farmacos, membranas polipeptidicas podem ser bastante Uteis,

visto que a estrutura de dibloco pode ser arranjada na forma vesicular estavel,
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apresentando vantagens em relacdo a vesiculas lipidicas (por exemplo, maior
estabilidade e ajustavel funcionalidade e permeabilidade). Entretanto, as aplicacdes de
poliaminoacidos sdo limitadas por sua baixa solubilidade em fluidos organicos e
caréncia de grupos funcionais, o que vem sendo corrigido pela modificagdo funcional
deste polimero (TIAN et al., 2011).

TIAN et al. (2011) cita muitos estudos que foram capazes de incorporar
biomoléculas, como RGD e galactose, em copolimeros baseados em poliaminoacidos.
Na liberacdo de farmacos, poliaminoacidos tais como poli(acido glutamdico) e poli(l-
lisina) ttm uma alta densidade de grupos substituintes reativos (carboxila ou amino)
disponiveis para reacdes de acoplamento. P poli(acido glutamdico) foi conjugado ao
farmaco Paclitaxel, ja& vem sendo usado para o tratamento de cancer de pulmao
(O’BRIEN, 2008 apud TIAN et al., 2011).

e Poli(acrilicos/acrilatos):

Segundo HAMIDI (2011), os grupos carboxila pendentes na estrutura de
copolimeros baseados em acidos acrilicos podem se agregar e formar arranjos
supramoleculares em faixas especificas de pH, aumentando a biodisponibilidade oral de
componentes muito lipofilicos. A agregacdo ocorre geralmente em pH inferior a 7,
enquanto em pHs mais altos esses materiais se dissociam parcialmente ou
completamente, como resultado da ionizacdo dos grupos carboxila. Uma série de
mondmeros da familia dos acrilatos ja é usada em aplicagdes biomédicas. Os
poliacrilatos sdo polimeros produzidos usualmente por poliadi¢do via radicais livres. No
presente trabalho, sdo estudados especificamente polimeros derivados de acrilatos e que

possuem grupos funcionais reativos.

O poli(metacrilato de metila) (PMMA) é o mais importante dos polimeros da

familia dos acrilatos. O PMMA ¢ classificado como um polimero termoplastico, obtido
usualmente através da reacdo de adigcdo via radicais livres do metacrilato de metila
(MMA), sendo largamente utilizado em dispositivos biomédicos. Segundo MENDES et
al. (2012), as particulas de PMMA constituem sistemas com boa biocompatibilidade e
podem ser produzidos por polimeriza¢cbes em emulsdo, miniemulsdo ou suspensdo e ja
foram testadas em dispositivos para tratamento de cancer e administracGes orais com
bons resultados (MENDES et al., 2012). O PMMA possui um grupo éster na sua cadeia,

tornando-o um polimero mais polar.
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O poli(acido acrilico) (PAA) e o poli(acido metacrilico) (PAMA) podem ser

obtidos a partir dos respectivos mondémeros &cido acrilico e acido metacrilico para
producdo de polimeros solGveis em agua. Segundo GOKEL (2004), estes mondmeros
fornecem um meio para a introducdo de grupos carboxila em copolimeros. A presenca
desses comondmeros pode melhorar as propriedades de aderéncia e estabilidade
mecanica das dispersdes, fornecer estabilidade a compostos basicos (incluindo aménia),
aumentar a resisténcia ao ataque de Oleos e fornecer centros reativos para reticulagcdo
posterior por ions metalicos bivalentes, diaminas, ou epoxidos. O acido acrilico é usado
principalmente como espessante e agente de suspensdo para a recuperacdo de petroleo,
dispersante de pigmentos em tintas, fabricacdo de resinas de troca idnica (com ligacdes
cruzadas), agentes de floculacdo para as particulas em suspensdo na agua e adesivos
(MARK, 1999). O Poli (acido metacrilico) encontra aplicagdes muito semelhantes,
incluindo também aplicacdes na area téxtil, de mineracdo e de cosméticos (MARK,
1999). O PAMA tem como caracteristicas especiais ser um acido fraco, formar sélidos
frageis que ndo podem ser moldados, reticular com o aquecimento, se decompor sem
amolecimento a altas temperaturas, apresentar tixotropia’ em baixas concentracées na

agua e fazer interacbes com contra-ions ou particulas carregadas (MARK, 1999).

O uso de metacrilato de 2-hidroxietila (HEMA) como mondmero permite a

introducdo de grupos hidroxila reativos em copolimeros, permitindo a posterior
reticulacdo com um agente bifuncional reativo como o diisocianato, um diepdxido, ou
resina melaminaformaldeido (GOKEL, 2004). Grupos hidroxila também podem
promover a adesdo de substratos polares (GOKEL, 2004). Segundo MARK (1999), as
maiores aplicacOes desses materiais estdo relacionadas a fabricacdo de lentes de contato,
de sistemas de liberacdo controlada de farmacos, preparacdo de colunas cromatograficas
e producdo de agentes floculantes, e possuindo como propriedades especiais a

hidrofilicidade e o0 bom inchamento em agua e em solucdes eletroliticas.

A utilizacdo de metacrilato de dimetilaminoetila (DMAEMA) como mondmero

permite a introducao de grupos amino independentes, que podem servir como sitios para
reticulagdo secundaria, tornar os copolimeros sollveis em acido e favorecer a
ancoragem de corantes e pigmentos (GOKEL, 2004). OLIVEIRA et al. (2011), fizeram

* A tixotropia é a capacidade de um gel se liquefazer, & medida que se aplica uma determinada
guantidade de calor ou uma forga mecanica, como cisalhamento ou vibragoes. Apds a cessagdo do calor

ou da forca aplicada, esse mesmo gel, entdo liquefeito, possui a capacidade de voltar a forma original
(COSTA, 2006).
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uma pesquisa ampla sobre este monémero, explicitando que ele pode ser usado para
preparacdo de polimeros que respondem a estimulos térmicos e de pH, polimeros que
tenham afinidade especial com DNA e si-RNA (formando um complexo plasmidico
capaz de ser fagocitado por células) e polimeros com carregados positivamente que
podem ser utilizados para os mais diversos fins, como fabricacdo de resinas de troca

ionica.

Poli(metacrilamida) ndo € um polimero da familia dos acrilatos; entretanto, este

polimero contém o grupo funcional amida e pode ser utilizado em dispositivos
poliméricos biomédicos. WOLF et al. testaram alguns polimeros catibnicos
biodegradaveis de metacrilamida como carregadores de genes para o tratamento de
cancer de ovario. LUTEN et al. (2006) utilizaram este polimero também para fabricacao
de dispositivos para carregamento de genes por serem sensiveis a hidrolise e possuir
grupos catidnicos laterais. Copolimeros de metacrilato de metila (MMA) com
metacrilamida (MAA) (PMMA-co-PMAA) podem ser considerados como copolimeros
de elevada temperatura de transi¢do vitrea. As boas propriedades térmicas sdo devido as
interagfes de ligagcdo de hidrogénio fortes entre estes dois tipos de mondmero
(SLOBODIAN et al., 2012). Estes copolimeros também apresentam elevado grau de
homogeneidade, causada por uma boa miscibilidade (SLOBODIAN et al.,2012).

2.2.2 Biocompatibilidade versus Biodegradabilidade

Uma ampla discussdo ainda € travada nos dias de hoje sobre a real necessidade de
um polimero apresentar a propriedade de biodegradacdo para serem utilizados para fins
biomédicos. Segundo OREFICE (2006), até recentemente, os polimeros usados em
aplicacdes biomedicas eram escolhidos visando provocar 0 minimo possivel de reagédo
por parte do tecido hospedeiro. O conceito de biocompatibilidade estava ligado
fortemente a ideia de inerticidade, ilustrada pelo enclausuramento do material pelo
corpo através de uma fina capsula fibrosa. Atualmente, e certamente no futuro, os
biopolimeros deverdo interagir com as entidades biologicas, no sentido de guiar o curso
dos processos inflamatdrio- imunolédgicos no organismo e restabelecer a funcionalidade,
a morfologia e a saude dos tecidos inicialmente afetados. HOLZAPFEL et al. (2005)
citam que a ndo-biodegradabilidade pode constituir um ponto muito positivo quando se
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deseja que as nanoparticulas circulem por longos periodos de tempo no sangue. Além
disso, é importante ressaltar que a excre¢do de particulas pequenas pelos rins constitui

um mecanismo viavel de remocédo do organismo em muitos casos.

Segundo OREFICE (2006), as seguintes ressalvas devem ser consideradas quanto

aos biopolimeros:

1- Eles devem degradar quando necessario: a cinética de biodegradacdo deve
ser compativel com a cinética de recuperacdo dos tecidos atingidos. Além
disso, o processo de biodegradacdo ndo deve resultar em queda brusca de
propriedades mecanicas.

2- A biodegradacdo, se desejada, deve resultar na producdo de produtos de
degradacdo ndo toxicos, que possam ser metabolizados e que ndo alterem

drasticamente as condi¢des do ambiente corp6reo, como o pH.

Segundo PASUT et al. (2007), dentre as caracteristicas almejadas em polimeros
usados para fins de liberagdo de farmacos estd a biodegradabilidade ou, em casos de
polimeros ndo biodegradaveis, este deve possuir uma massa molar adequada que
permita eliminacdo pelo corpo e evite acumulacdo no organismo. Portanto, a massa
molar do polimero deve estar abaixo do limite usual de filtracdo pelos rins, que é de 40
a 50 x103 g/gmol (PASUT et al., 2007).

2.2.3 Toxicidade e viabilidade celular de nanoparticulas
poliméricas

A despeito do rapido desenvolvimento de pesquisas com materiais funcionais
nanoparticulados, ainda existe um conhecimento muito limitado acerca dos riscos
relativos a salde e ao meio ambiente decorrentes do uso de nanoparticulas e
nanomateriais (MAHMOUDI et al., 2011). Uma questdo relevante esta associada ao
fato de que materiais biocompativeis largamente utilizados e testados em dimensdes
convencionais podem provocar reacdes completamente diferentes quando utilizados em
escala nano. Isso ocorre porque, nesta escala, a superficie, as forcas de repulsdo e
atracdo e as especificidades quimicas, estdo muito mais pronunciadas. Segundo

MAHMOUDI et al. (2011), a possivel mudanca de carga das particulas no organismo
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deve ser considerada, pois cargas podem afetar o ciclo normal de células por provocar
interagBes diretas ou indiretas com o DNA. Alem disso, as particulas com dimensdes
nano podem atingir células e organelas que as particulas de maior tamanho nédo podem,
de maneira que ndo é possivel afirmar que um material seguro nas macrodimensdes

continuara seguro na escala nano.

Para verificagdo da toxicidade das nanoparticulas, muitos trabalhos fazem ensaios
de viabilidade celular in vitro e, em muitos casos, as respostas sdo positivas quanto a
ndo-toxicidade. Um dos ensaios mais utilizados na literatura para avaliar a toxicidade de
nanoparticulas poliméricas €é o MTT. O ensaio de MTT baseia-se na medida do dano
induzido pelo composto em estudo no metabolismo celular de glicideos por meio da
avaliacdo da atividade de desidrogenases mitocondriais. A viabilidade mitocondrial, e
consequentemente a viabilidade celular, é quantificada pela reducdo do MTT (o sal
tetrazolium 3-4,5 dimetiltiazol-2,5 difenil tetrazolium brometo, de coloracdo amarela e
soltvel em agua) a formazan (sal de coloracdo arroxeada e insollvel em &agua) pela
atividade daquelas enzimas. Dessa forma, a reducdo do MTT a formazan, é diretamente
proporcional a atividade mitocondrial e a viabilidade celular (TWENTYMAN e
LUSCOMBR, 1987).

2.3 Polimeros funcionalizados

De acordo com a Unido internacional de quimica pura e aplicada - IUPAC
(HORIE et al., 2004), a definicdo de polimeros funcionais é:
1) Um polimero que carrega grupos funcionais especificos (tais como grupos
hidroxila, carboxila ou amino) e que tornam o polimero reativo, ou;
2) Um polimero que exerce uma fungdo especifica pela qual é produzido e
utilizado. A fungéo pode ser tanto uma funcéo quimica como uma funcéo fisica,

como condutividade elétrica.

Um polimero funcional, ainda de acordo com a IUPAC, é aquele que possui
reatividade quimica especifica ou usos fisico, quimico, bioldgico, farmacoldgico, dentre
outros usos que dependem de grupos quimicos especificos existentes. Exemplos de
polimeros funcionais sdo aqueles que possuem atividade catalitica, que se ligam

seletivamente a espécies, que capturam ou transportam portadores de carga ou energia,
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que transportam farmacos para um 0Orgédo caracteristico no qual o farmaco € liberada,

que convertem luz em portadores de carga, etc.

Segundo TIAN et al. (2011), a funcionaliza¢&o dos polimeros é muito desejavel
em aplicacdes de liberacdo controlada, favorecendo o melhoramento das propriedades
dos polimeros tradicionais. HERMANSON (2008) afirma que grupos reativos ou
funcionais podem ser criados na superficie das particulas para o subseqiente
acoplamento de ligantes com auxilio da mistura de monémeros funcionais na reacdo de

polimerizacéo.

2.3.1 Técnicas para funcionalizar a superficie de
polimeros

A funcionalizacdo da superficie com grupos reativos apropriados pode constituir
um pré-requisito para uso de particulas poliméricas em aplicagdes biotecnoldgicas
(PICHOT, 2004). Um grande nimero de pesquisadores vem se dedicando ao projeto e
preparacdo de polimeros com propriedades apropriadas para interacdo com moléculas
bioldgicas, sem afetar a estabilidade coloidal no caso das particulas nem a atividade

bioldgica das biomoléculas.

Na literatura, ja foram descritas algumas estratégias para a funcionalizacdo da
superficie de polimero. TIAN et al. (2011), citam duas estratégias principais: (a)
introducdo de grupos funcionais por meio dos monémeros polimerizados (muitas vezes
de forma protegida antes da polimerizacdo, para exposicdo ap0s a reacdo); (b)
introducdo de grupos funcionais nas cadeias poliméricas com auxilio de reacoes

quimicas adicionais, ap0s a polimerizacao.

PICHOT (2004) especifica os métodos mais usados para fabricacéo de particulas

funcionalizadas:

i) polimerizacdo em meio heterogéneo (usualmente em meio aquoso e com iniciacao
via radicais livres, embora o uso de iniciadores i6nicos seja promissor, levando a
dispersdes de particulas com uma larga faixa de tamanho (entre 10 nm e alguns

micrémetros, dependendo da técnica);
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i) modificacdo quimica da particula pré-formada por meio de reacBes quimicas
complementares;

iii) modificacdo de polimeros pré-existentes com estratégias fisico-quimicas que
dependem da natureza do polimero;

iv) auto-organizacdo de copolimeros em bloco ou enxertados, por meio de interacGes
moleculares ou eletrostaticas especificas;

v) formacdo de complexos produzidos por polieletrolitos ou surfactantes de cargas
opostas;

vi) sintese de dendrimeros, gerando particulas monodispersas e multifuncionais na

faixa de 1-10 nm.

Segundo PICHOT (2004), a técnica de polimerizagdo em meio heterogéneo é
particularmente apropriada para simultaneamente obter um latex monodisperso e
controlar as propriedades da superficie das particulas. No presente trabalho, utiliza-se a
técnica de polimerizacdo em meio heterogéneo por miniemulsdo para obtencdo das

nanoparticulas como descrito a seguir.

2.4 Polimerizacdes via radicais livres pela técnica de

miniemulsao

A sintese de polimeros funcionalizados por miniemulsdo pode acontecer de duas
formas: bésicas 1) polimerizacdo de um ou mais mondmeros funcionais; 2) modifica¢do
do polimero disperso em miniemulsdo por reacdo quimica ou associacdo com moléculas
pequenas, por enxerto ou degradacdo controlada do polimero (CRESPY e
LANDFESTER, 2010). Alternativamente, iniciadores funcionais também podem ser

utilizados para funcionalizar as particulas (GONZALEZ, et al., 1995).

A fim de descrever as particularidades de técnica de polimerizacdo em
miniemulsdo, é importante discutir um pouco as técnicas de polimerizacdo em meio
disperso, em especial a polimerizagdo em emulsdo. Muitos trabalhos possuem boas
revisbes sobre o assunto, como em OLIVEIRA (2011), ANTONIETTI e
LANDFESTER (2001) e ASUA (2002); por isso este tema ndo sera aprofundado nesta

secao.
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As polimerizagdes em emulséo sdo realizadas em um meio disperso, como
descreve CORTINA (2007). O sistema é formado inicialmente por uma dispersdo de
gotas de mondmero estabilizadas por um emulsificante, por micelas formadas pelo
agente surfactante contendo monémero dissolvido em seu interior e pela fase aquosa
(fase continua). Adicionando-se um iniciador soltvel na fase aquosa, a polimerizagéo é
iniciada quando radicais livres sdo capturados pelas micelas inchadas com mondmero
(nucleacdo micelar). Neste caso, surge uma nova fase: as particulas de polimero
inchadas com mon6meros e estabilizadas por emulsificante. A polimerizacdo ocorre
prevalentemente nas particulas de polimero por causa de sua maior abundancia e area
superficial, uma vez que estas ttm menor tamanho que as gotas de mondémero (ver
Figura 2-3). No entanto, a polimerizacdo fica limitada pela taxa de difusdo do
mondmero contido nas gotas através da fase aquosa para abastecimento das particulas
de polimero. Nas miniemulsdes sdo formadas nanogotas de monémero com tamanho
consideravelmente menor e, portanto, maior superficie especifica. Desta forma, as
goticulas de mondmero também podem ser nucleadas (ASUA, 2002), dispensando a

formacéo de micelas de surfactante.

A grande maioria das reacfes de polimerizacdo em emulsdo e miniemulsdo é
realizada via radicais livres. Neste caso, as etapas basicas do mecanismo de reacao sdo a
iniciacdo, a propagagdo e a terminagdo, que estdo bem descritas nos livros de
polimerizacdo. O iniciador é normalmente solubilizado na fase aquosa (continua) e este
pode induzir trés tipos de nucleacdo (ANTONIETTI e LANDFERTER, 2002). A
nucleacdo micelar € prevalente em sistemas em emulsdo (e microemulsdo) e ocorre
quando o radical, proveniente da decomposicao do iniciador, é capturado pelas micelas
que estdo inchadas com mondmeros (as gotas atuam como reservatorio de monémero)
(ANTONIETTI e LANDFERTER, 2002). A nuclea¢do homogénea é mais comum nas
chamadas emuls@es livres de surfactante, mas também podem ocorrer em sistemas em
miniemulsdo, dependendo da solubilidade do mondmero e da concentragéo de iniciador.
(ANTONIETTI e LANDFERTER, 2002). Neste caso, a polimerizacdo ocorre
inicialmente na fase aquosa e as particulas sdo formadas pela agregacéo ou precipitacdo
dos oligbmeros (as gotas também atuam como reservatorio do monémero. A nucleacéo
das gotas € a mais pronunciada em sistemas em miniemulsdo e acontece quando a
polimerizacdo ocorre diretamente nas gotas de mondmero dispersas inicialmente na fase

continua, possibilitando a utilizacao de iniciadores solUveis na fase orgénica (dentro das
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gotas) (ANTONIETTI e LANDFERTER, 2002). Neste caso, é fundamental a aplicacéo
de uma técnica apropriada para conduzir a dispersdo inicial do monémero no meio

continuo até a escala manomeétrica caracteristica das emulsoes.
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Figura 2-3 Sistema tipico de polimerizagdo em emulséo e miniemulséo.

Como discutido por ASUA (2002), as polimeriza¢bes em miniemulséo tém sido
alvo de muitas pesquisas e desenvolvimento de uma vasta gama de materiais que
somente podem ser produzidos atraves desta técnica. A miniemulsdo é uma técnica de
polimerizacdo que tem permitido muitos avangos na area biomédica, destacando-se das

demais técnicas que permitem a obtencdo de produtos nanométricos por apresentar uma
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larga série de vantagens, como o a redu¢do da quantidade de surfactante na formulagéo,
resultar em produtos que apresentam maior estabilidade e principalmente porque
possibilita a obtencdo do produto final encapsulado em apenas uma Unica etapa de

reacao.

Polimerizaces em miniemulsdo sdo consideradas principalmente quando se
deseja sintetizar particulas com tamanho nanométrico e quando existe 0 objetivo de
incorporar substancias nas particulas. Apesar do apelo ambiental associado a reducéo da
utilizacdo de solventes organicos, a técnica de polimerizacdo em miniemulsdo ndoé
amplamente utilizada em processos convencionais, ja que o tamanho final reduzido das
particulas poliméricas confere uma dificuldade operacional consideravel para separacéo.

Por isso, o produto final € comercializado preferencialmente na forma de latex.

E importante destacar que, as polimerizacdes em emuls&o e miniemuls&o, de um
modo geral, proporcianam polimeros de alta massa molar, visto que as taxas de
propagacdo sdo altas e as taxas de terminacdo sdo reduzidas por causa do bem
conhecido efeito de compartimentacdo. A taxa de terminacdo é baixa por causa da baixa
probabilidade de existéncia de dois radicais na mesma gota. Quando dois radicais se
encontram em uma particula que possui dimensdes tdo pequenas, a terminacdo é
praticamente instantanea. Entdo, em uma particula polimérica, existe um ou nenhum
radical em propagacdo, que causa 0 aumentando da massa molar, visto que a

propagacao continua até que um segundo radical penetre a particula.

O principal mecanismo de nucleacdo em miniemulsdo é a nucleacdo das gotas e
esta € a razdo fundamental para as aplicaches desta técnica (ASUA, 2002;
ANTONIETTE e LANDFESTER, 2002). Neste caso, cada gota funciona como um
nanoreator batelada e ndo existe uma variacdo grande entre o tamanho das gotas iniciais
e o0 tamanho das particulas finais, ndo havendo a necessidade de difusdo do monémero
pela fase continua. Como descrito por LUCENTE (2008), a goticula de monémero
inicial é o local da polimerizagdo ao invés da micela, como é o caso da emulsdo
convencional. Essa é a principal caracteristica que favorece a incorporagdo de
pigmentos, farmacos entre outras substancias diretamente nas gotas durante a

polimerizacéo.

A miniemulsdo ndo e termodinamicamente estavel e esta sujeita a dois principais

mecanismos de desestabilizacdo, que podem alterar o ndmero e o tamanho das
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particulas da dispersdo original: a degradagdo difusional (“Ostwald ripening”) e a
coalescéncia entre as gotas (LUCENTE, 2008). Para minimizar estes efeitos, o sistema é
cineticamente estabilizado com o uso de surfactante e de um agente hidrofdbico,
também chamado de co-estabilizante, que aumenta a barreira para difusdo do monémero
para 0 meio aquoso e dificulta a perda de estabilidade (LUCENTE, 2008). Como
descrito por CORTINA (2007), este co-estabilizante impede a degradacéo difusional
das gotas menores com a criacdo de uma pressao osmotica interna. Por isso, a escolha

do co-estabilizante € um fator importante, pois este permanece no produto final.

HOLZAPFEL et al. (2005) salienta que a técnica de polimerizacdo em
miniemulsdo favorece modificaces especificas na superficie do polimero por
intermédio da adi¢do de grupos funcionais, que sdo de grande importancia para muitas
aplicacdes, como por exemplo, na incorporacao de biomoléculas por ligagdes covalentes
com as nanoparticulas. PICHOT (2004) ressalta alguns critérios normalmente
necessarios para as nanoparticulas funcionalizadas fabricadas via polimerizacdo em
miniemulsdo atenderem as exigéncias para aplicagdes biomédicas: i) tamanho de
particula (que controla a superficie exposta) e a distribuicdo de tamanhos
(monodispersdo é usualmente exigida por causa da maior uniformidade do produto
final); ii) densidade de carga na superficie; iii) polaridade da interface das particulas; iv)
presenca de grupos biorreativos (quando enxertos covalentes sdo desejaveis); V)
biodegradabilidade; vi) biorreabsor¢éo; vii) ndo toxicidade.

PICHOT (2004) salienta que a propriedade mais importante e essencial para a
maior parte das aplicacbes € a estabilidade coloidal do latex, devido ao uso em
condicdes de salinidade, temperatura e estresse mecanico que podem ser drasticas para
algumas aplicagdes (como na liberacdo controlada em sistemas vivos, por exemplo).
Desta forma, o autor sugere que a estabilizacdo deve ser controlada cuidadosamente ou
durante a sintese, ajustando a formulacdo, ou com auxilio de um protocolo de

estabilizag&o posterior.

LANDFESTER (2003) usou esta técnica de polimerizacdo em miniemulsdo para
copolimerizar o acido acrilico com estireno e obteve particulas funcionalizadas, usadas
para permitir a formacdo de ligacdes com anticorpos. A fim de evitar a polimerizacao
do acido acrilico na fase aquosa, foi usado um iniciador soluvel em 6leo, o0 2, 2'-Azobis-

(2, 4-dimetil valeronitrila) (ADVN). Devido ao carater hidrofilico do &cido acrilico,
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existe a tendéncia de que este mondmero fique na superficie da particula. Para a sintese,
foram usados de 0 e 6% de acido acrilico em estireno. A miniemulsdo foi conduzida
com 1,2% em massa de SDS, gerando particulas com diametro médio na ordem de
90nm, independente da quantidade de acido acrilico usada. Observou-se que a

quantidade de 3% de &cido acrilico era 6tima para reagcGes com anticorpos.

GAUTIER et al. (2001) sintetizaram o copolimero anfifilico de Poli(metacrilato
de metila-co-4cido metacrilico) em duas etapas. Inicialmente, realizou-se a
polimerizacéo radicalar controlada por transferéncia de atomos (ATRP) do metacrilato
de metila com o metacrilato de trimetil silila, seguida pela clivagem do grupo silila. Na
segunda etapa, foi feito um tratamento do polimero em metanol, para exposi¢do do

grupo acido.

HOLZAPFEL et al. (2005) sintetizaram nanoparticulas de estireno-co-acido
acrilico com incorporacdo de corante fluorescente através da técnica de polimerizacao
em miniemulsdo. Para a preparacdo, 0s autores usaram uma mistura de acido acrilico e
estireno, iniciador (V59), agente hidréfobo (hexadecano) e o corante foi adicionado na
fase aquosa, compreendida pelo surfactante SDS e por adgua desmineralizada. Neste
mesmo trabalho foram sintetizadas também, nanoparticulas de poli(estireno-co-
aminoetil metacrilato hidroclorito) (PS-co-PAEMH). O monémero aminado foi
dissolvido na fase aquosa que era composta por agua e surfactante ndo-iénico Lutensol.
Apo6s 1h de pré-emulsificacdo, a mistura foi sonicada em banho de gelo por 120
segundos a 90% de amplitude (em equipamento Branson sonifier W450 digital, ¥4” tip).
A copolimerizacdo aconteceu por 20 h a 72°C com velocidade de agitacdo de 500 rpm.
Os autores mostraram que, no caso do co-mondémero &cido acrilico, o tamanho das
particulas manteve-se constante quando o comonémero era misturado em até 10% em
massa; acima disso, o tamanho das particulas aumentava significativamente. A
explicacdo para este fendmeno foi a alta velocidade de reacdo do AA em baixos pHs
(quantidades grandes de AA), formando longos blocos de PAA hidrofilico na interface
com 0 meio aquoso que apresentam-se inchados com agua, aumentando o tamanho. Ja
no caso do comonémero aminado, presente na forma de um sal bastante hidrofilico, o
comondmero funcionava como um mecanismo surfactante adicional, ajudando a
estabilizar a emulséo eletrostaticamente. Por isso, foi verificada sempre a diminuicdo do

tamanho das particulas com 0 aumento da porcentagem em massa do AEMH.
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LI et al. (2002) sintetizaram latexes funcionalizados de particulas, constituidas
por um nucleo de PMMA e uma casca de polimero aminado soltvel em &gua, preparada
por copolimerizacdo direta por enxerto induzida pela adi¢do de pequenas quantidades de
hidroperdxido de terc-butila (TBHP) a 80 °C por 2 h. O trabalho investigou o efeito dos
enxertos sollveis (poli(etileno imina) e poli(alil amina)) contendo diferentes grupos
amina, da temperatura de reacdo, da concentracdo de TBHP, da massa molar do nucleo
de PMMA, do pH, da eficiéncia de enxertagem e do tamanho das particulas. O trabalho
validou este método para obtencdo de latexes funcionalizados com teor de solido de até
22% em massa, provando a obtengdo de particulas com estrutura casca-nlcleo bem

definidas.

2.5 Adsorcao de proteinas em polimeros

Existe um interesse muito grande no estudo da adsorcdo de proteinas em
particulas poliméricas por causa da importancia desses materiais em aplicacdes
biomédicas, como no caso da liberacdo controlada de farmacos. Segundo OREFICE
(2006), por causa da flexibilidade quimica elevada, polimeros podem ser modificados
com macromoléculas bioldgicas, permitindo a aplicacdo desses materiais para producédo
de biorreatores, biossensores, Kits de diagnosticos, sistemas de liberacdo controlada de
farmacos, oOrgdos artificiais, suportes para o crescimento de tecidos e suportes para
terapia genética. Varios tipos de moléculas com atividade biolégicas podem ser
imobilizadas em polimeros, tais como proteinas, enzimas, segmentos peptidicos, dentre

muitas outras.

Muitos estudos se dedicam ao entendimento do comportamento fisico, quimico e
biolégico dos sistemas constituidos por particulas poliméricas que contém compostos
organicos adsorvidos sobre a superficie, inclusive porque polimeros interagem com
proteinas do corpo quando sdo usados em aplicagdes in vivo. Estes sistemas tém sido
estudados por varios pontos de vista, mas, segundo KIM e YOON (2002), os resultados
ainda sdo inconsistentes devido a complexidade intrinseca, visto que proteinas ndo
podem ser tratadas como pequenas moléculas de soluto e particulas polimeéricas ndo sao

necessariamente esféricas e possuem superficie muitas vezes heterogéneas.
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Varios métodos de imobilizacdo de biomacromoléculas tém sido propostos na
literatura. A maioria dos métodos parte de uma superficie considerada ativada para
acoplamento; ou seja, admite-se que a superficie do material possui grupos quimicos
reativos como hidroxilas (-OH), aminas (-NH;) e acidos carboxilicos (-COOH) (TIAN
et al., 2011). Segundo PICHOT (2004), a presenca dos grupos biorreativos favorece a
imobilizacdo de biomoléculas por adsorcdo fisica (através de interagdes hidrofdbicas,
ligacOes de hidrogénio e interacOes eletrostaticas), mas preferencialmente por ligacGes
covalentes ou quelacdo. Segundo PICHOT (2004), o controle da polaridade na interface
da particula deve ser apurado, principalmente para evitar a desnatura¢do das proteinas
(por interacdes hidrofébicas). Para tanto, copolimerizacbes com mondmeros mais

polares ou hidrossoluveis vém sendo praticadas.

Nos ensaios de adsor¢do de proteinas em polimeros, as proteinas sdo 0s
adsorvatos e os polimeros sdo os adsorventes. Segundo LI, et al. (2005), as interacdes
envolvidas sdo normalmente do tipo eletrostatica, hidrofébica ou pontes de hidrogénio.
Os autores explicam que era comum admitir que as intera¢fes hidrofébicas eram mais
pronunciadas, embora atualmente, existam controvérsias sobre o comportamento
especifico e os mecanismos de adsorcdo, sugerindo que ainda ha bastante trabalho a ser

feito nesta area.

Segundo KIM e YOON (2002), se 0 mecanismo exato de adsorcdo de proteinas
em particulas poliméricas fosse bem conhecido, entdo as ligagdes de hidrogénio, as
ligagbes ibnicas e as interacBes hidrofébicas poderiam ser exploradas para
funcionalizacdo, o que poderia promover uma enorme reducdo de tempo e esforco
requeridos para imobilizar proteinas por meio de ligacbes covalentes produzidas com

auxilio de reagfes complicadas.

2.5.1 Adsorcdo fisica

A adsorcao pode ser um processo de natureza fisica ou quimica. A adsorgéo fisica
(fisissorcdo) é originada principalmente por forcas de Van der Waals ou forgas
eletrostaticas entre moléculas do adsorvato e os atomos que compdem a superficie do
adsorvente; ou seja, as moléculas encontram-se fracamente ligadas a superficie e os

calores de adsorcdo sdo baixos (COELHO, 2006). Neste caso, pode existir a formagéo
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de multicamadas adsorvidas, uma vez que as forcas envolvidas séo de longo alcance e
ndo € necessario o contato direto com a superficie. Assim, as camadas posteriores

podem ser adsorvidas por interacdes com as camadas anteriores.

De forma geral, diz-se que as proteinas sdo capazes de adsorver sobre a maioria
das superficies, visto seu carater complexo no que diz respeito a cargas e estrutura.
Segundo HERMANSON (2008), um dos métodos mais simples para agregar
biomoléculas as particulas poliméricas hidrofobicas € usar adsorcao passiva. A adsor¢ao
de proteinas sobre particulas hidrofobicas pode ocorrer por meio de interacGes fortes de
aminoacidos apolares ou aromaticos com a superficie das particulas poliméricas, com
concomitante exclusdo de moléculas de agua. Segundo KIM e YOON (2002), a fracao
de cobertura da superficie da particula pelas proteinas é extremamente dependente da
concentracdo de proteinas no seio da fase. Desta forma, estabelece-se um equilibrio
entre as proteinas adsorvidas e livres na solucdo. A adsorcdo de proteinas em
microesferas poliméricas é considerada um processo complexo e frequentemente
envolve muitas etapas desde a ligacdo inicial das proteinas nas particulas até o
equilibrio final. Adicionalmente, a conformacéo das proteinas pode variar, passando por
certo grau de deformacdo ou mudanca estrutural devido a grande area de interacdo (LI,
et al., 2004).

As forcas de interacdo entre moléculas de proteina e particulas poliméricas
podem ser classificadas como hidrofébicas, idnicas (ou eletrostaticas), ligacdes de
hidrogénio e forgas de Van der Waals (KIM e YOON, 2002), como mostra a Figura 2-4.
Interacbes hidrofobicas normalmente sdo apresentadas como as principais interacdes
envolvidas, desde que a superficie do polimero seja hidrofébica. Neste caso, a maxima
adsorcéo e favorecida por pH proximo ao ponto isoelétrico da proteina (KIM e YOON,
2002). BAGCHI e BIRNBUAM (1981) observaram em seus experimentos com
adsorcdo de anticorpos que estes possuem ponto 6timo de adsor¢do em pH proximo ao
do ponto isoelétrico da proteina, indicando que as interagdes eram inteiramente

hidrofobicas e ndo dependiam de interacdes de cargas.

Alguns mondémeros ou iniciadores podem proporcionar ao polimero cargas
negativas, capazes de formar ligacfes idnicas com as cargas positivas das moléculas de
proteina. Estas cargas sdo normalmente agregadas aos polimeros por grupos carboxila,

provindos dos mondmeros, ou grupos sulfatos, de iniciadores. Alguns mondémeros
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também podem inserir grupos hidroxila e amino, que juntamente com o grupo carboxila

sdo passiveis de interagir via pontes de hidrogénio com proteinas KIM e YOON (2002).

Acredita-se que as propriedades particulares das superficies, juntamente com as
propriedades especificas das proteinas, determinam a organizacdo das camadas de
proteina adsorvida (NOGUEIRA, 1999). As proteinas tém tendéncia de formar
multicamadas em superficies hidrofébicas. Por isso, HERMANSON (2008) sugere que
se limite o excesso de proteina durante o processo de adsorcéo. Se grandes excessos de
proteina sdo adicionados a particula, podem ser formadas estruturas muito instaveis, que
resultam em possiveis perdas continuas da proteina adsorvida durante a aplicacdo. A
maioria dos protocolos recomenda uma concentragdo de 3 a 10 vezes de excesso, em
relacdo a concentracdo para formacdo de uma monocamada. Como exemplo, a
conhecida proteina albumina de soro bovina (BSA) (Mw 67000 g/gmol) tem uma
capacidade de adsorcao de aproximadamente 3 mg/m2 de superficie. Desta forma, 1 g de
microesferas de poliestireno com 1 um de diametro, por exemplo, é capaz de adsorver

aproximadamente 18 mg de BSA.
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Figura 2-4 Principais interacdes na interface entre polimero/proteina (adaptado de
KIM e YOON, 2002).
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A adsorcdo passiva pode resultar em efeitos prejudiciais pronunciados as
biomoléculas, quando adsorvidas em superficies hidrofébicas. BUTLER et al. (1992)
verificaram que 90% dos anticorpos monoclonais e 70% dos anticorpos policlonais
eram desnaturados ap6s adsorcdo em superficie de poliestireno. Proteinas possuem
predominantemente nucleos hidrofébicos e superficies hidrofilicas; por isso, interacdes
hidrofébicas com particulas podem acarretar mudangas conformacionais da proteina,
para aumentar a interacdo entre o adsorvato e o adsorvente. Tais mudancas
conformacionais podem resultar na completa desnaturacdo da primeira camada de
proteina adsorvida nas particulas. As camadas subsequentes estdo ligadas a camada
inicial de proteinas por meio de ligaches entre as moléculas de proteina ou
simplesmente formam agregados nos quais as camadas mais externas possuem
conformacao e atividade mais preservadas (HERMANSON, 2008).

Segundo NOGUEIRA (1999), as propriedades do meio, tais como pH,
temperatura e forca idnica sdo determinantes na adsorcdo. BAGCHI e BIRNBUAM
(1981) mostraram que, apds a adsorcdo de anticorpos, estes continuavam fortemente
ligados & superficie enquanto era mantido o pH inicial da adsor¢do. Observaram ainda
que, com as mudancas de pH decorrentes das etapas de lavagem, por exemplo, havia
uma tendéncia de remocdo dos anticorpos adsorvidos. Portanto, sugere-se que a
adsorcdo de proteina em particulas poliméricas hidrofébicas seja conduzida em pH
préximo ao ponto isoelétrico da proteina, para assegurar maior eficiéncia de adsorcéo, e
que este pH seja mantido tanto quanto possivel nas etapas de processamento e uso do

material.

A composicdo da particula polimérica constitui um fator muito importante para
explicar a quantidade de proteina adsorvida e sua estabilidade e atividade apos a
imobilizagdo. Geralmente, copolimeros entre um mondmero hidrofobico e monémeros
polares (tais como &cido acrilico ou metacrilico) criam uma superficie que possui
carater hidrofébico e apresenta simultaneamente areas carregadas (HERMANSON,
2008). A adsorcdo de proteinas na superficie das particulas copoliméricas ocorre entdo
por ambas as interagcdes hidrofébicas e de cargas opostas. Como resultado, obtém-se
menor desnaturacdo de proteinas e melhor preservacéo da atividade apds a imobilizagdo
(HERMANSON, 2008).
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Polimeros puramente hidrofobicos adsorvem proteinas muito fortemente, mas
possuem forte tendéncia de desnaturacdo da primeira camada adsorvida. Copolimeros
que apresentam alguma polaridade ou sdo negativamente carregados, se ligam a
proteinas menos avidamente, porém resultam em melhor preservacdo da atividade
(HERMANSON, 2008).

2.5.2 Adsorcao quimica / ligagédo covalente

Na adsorcdo quimica, ocorre a formacdo de interacdes quimicas entre a espécie
adsorvida e o solido adsorvente, havendo a transferéncia de elétrons e a formacéo de
ligagBes quimicas entre 0 adsorvato e a superficie do sélido. Neste caso, pode-se formar
apenas uma camada molecular adsorvida, visto que é necesséaria a interacéo direta entre

a superficie e a proteina (ou adsorvente) (PORPINO, 2009).

Muitas particulas poliméricas possuem grupos funcionais na estrutura da cadeia
gue podem estar expostos na superficie. As quantidades destes grupos dependem do tipo
e da proporcdo de monémeros usados no processo de polimerizacdo ou do grau de
modificacfes secundarias realizadas na superficie (HERMANSON, 2008). Estes grupos
funcionais expostos podem ser usados para formar ligagbes covalentes com
biomoléculas a partir de condicdes de reacdo apropriadas (HERMANSON, 2008).
Dependendo do tipo de grupo funcional e da biomolécula que se quer conjugar, algumas
reacOes podem utilizar varias etapas intermediarias. A bioconjugacao através de ligacdo
covalente requer maior esforco que a adsorcdo passiva, mas pode resultar em

conjugados com melhor especificidade e que perduram ativos por mais tempo.

GIBANEL et al. (2001) prepararam coloides poliméricos contendo as
funcionalidades aldeido e acetal por um processo de polimerizacdo em emulsdo em duas
etapas. As suspensGes poliméricas formadas foram usadas como suportes para
realizacdo de ligacGes covalentes com anticorpos e proteinas e testaram o complexo
formado como dispositivos para diagndsticos. Os autores verificaram uma forte

manutenc¢do (maior que 45%) das biomoléculas fixadas sobre as particulas.

ORTEGA-VINUESA et al. (1995) fizeram uma comparacdo entre 0os méetodos de
adsorcdo fisica e quimica (ligacdo covalente) para imobilizagdo de anticorpos na
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superficie de particulas em suspensdo contendo grupos funcionais carboxila. Os autores
mostraram que 0s comportamentos eletrocinéticos dos complexos formados entre
proteina e polimero dependem do tipo de acoplamento, sendo as ligacdes covalentes
mais propicias a manutencdo da estabilidade da biomolécula e a promogéo de melhores

respostas imunes.

2.5.3 Isotermas de Adsorcao

Isotermas de adsorcdo sao relacbes de equilibrio estabelecidas entre as
quantidades disponiveis para adsorcdo e aquelas efetivamente adsorvidas, sendo
normalmente utilizadas para avaliar a capacidade de adsor¢cdo de uma determinada
molécula sobre um adsorvente especifico. As isotermas de adsor¢do constituem uma
ferramenta muito usada para discriminacdo de diferentes adsorventes para uma
determinada aplicacdo (MORENO-CASTILHA, 2004). Como descrito por PORPINO
(2009), as isotermas fornecem informacdes relacionadas a quantidade méxima de soluto
adsorvido, a forca da interacdo, ao nimero de camadas adsorvidas e a presenca e

tamanho de poros.

Como descrito por MORENO-CASTILHA (2004), o formato da isoterma de
adsorcdo é a primeira ferramenta experimental para diagnostico da natureza do
fendmeno de adsorcdo, possibilitando a classificagio em modelos comuns com base
fenomenologica. A isoterma mais estudada € a isoterma de Langmuir, relacionada a
superficies homogéneas e derivada do fendmeno de adsorcdo de gases em monocamada.

A Equacdo de Lagmuir tem a forma:

r K.C I
- = acao Z-
I, 1+K.C quae

em que I'" é a quantidade adsorvida por unidade de area, I', € a quantidade maxima que
pode ser adsorvida (cobertura completa ou saturacdo da superficie) e C é a concentragdo
de proteina no equilibrio na solugcdo em contato com o adsorvente. K é a constante de

equilibrio de adsorcao-dessorcéo.
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A isoterma de Freundlich (Equacdo 2-2) é tipica de superficies heterogéneas e
prevé a formacdo de multicamadas, sendo provavelmente a mais comum (MORENO-
CASTILHA, 2004). Neste caso, Kg relaciona-se com a capacidade de adsor¢édo e n é
uma constante que indica se a adsorcao é favoravel ou ndo. Segundo PORPINO (2009),

o fenémeno de adsor¢éo é favorecido se n esta na faixa entre 0 e 10.

T 1
-— = KF.Cn Equacéo 2-2
Im

Além destes modelos, existem muitos outros tipos de isotermas propostas e
estudas como a linear, a sigmoidal e a de alta-afinidade. Mas, segundo KIM e YOON
(2002), embora existam muitos modelos matematicos para adsorcdo de proteinas, ndo
existe nenhum modelo universal uniparamétrico que possa ser usado como referéncia

absoluta.

Segundo KIM e YOON (2002), os formatos de isotermas experimentais de
sistemas constituidos por proteinas e polimeros sdo bastante semelhantes aquela de
Langmuir. Contudo, é questiondvel se proteinas e polimeros, como estruturas
complexas que sdo, promovam uma adsor¢do em um Unico sitio ativo. Por isso, 0s
autores sugerem o uso da equacdo Langmuir-Freundlich (Equacdo 2-3), em que um

segundo parametro n é fixado como uma constante que depende do tipo de proteina.

1
r K;p.Cn
-— = Ll Equacéo 2-3
T 2
m 1+KLF.Cn

2.6 Comentarios finais

Foi possivel verificar, por intermédio da revisdo da literatura, a existéncia de
muitos trabalhos envolvendo biopolimeros, suas aplicagdes e interacdes com o corpo

humano, demonstrando o interesse expressivo no desenvolvimento de tecnologia nesta
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area. Especialmente, a liberagdo controlada e direcionada a um alvo especifico tem
demonstrado aprimorar sistemas de administracdo de medicamentos, tornando-os mais
“inteligentes” e eficientes. Entretanto, sdo poucos os trabalhos que estudam a utilizagao
direta da técnica de adsorcéo de proteinas em polimeros para imobilizacdo de moléculas
na superficie de nanoparticulas poliméricas para direcionamento de medicamentos a um
alvo. O presente trabalho faz uma comparacgéo entre diferentes copolimeros fabricados
pela técnica de miniemulsdo para obtencdo de nanoparticulas funcionalizadas,
verificando a influéncia de cada grupo na adsorcdo. Nao foram encontrados trabalhos
semelhantes para os copolimeros estudados no presente trabalho, como o P(MMA-co-
DMAEMA) e o P(MMA-co-MAM). Para os outros copolimeros, foram encontrados
alguns trabalhos, porém utilizando técnicas de polimerizacdo e formulacGes diferentes.
Diversos trabalhos na literatura constituiram bases para fundamentacdo da metodologia
experimental e interpretacdo dos resultados do presente estudo, destacando-se
HERMANSON (2008), ANTONIETTI e LANDFESTER (2001), HOLZAPFEL et al.
(2005), KIM e YOON (2002) e LI et al. (2005).
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3 Materiais e Métodos

3.1 Materiais

Todos os reagentes foram utilizados conforme recebidos e estdo apresentados

abaixo com as respectivas especificacoes.

>

Para as reacOes de polimerizacdo foram utilizados:

Metacrilato de metila (MMA) 99,5%, estabilizado —~VETEC quimica fina.
Metacrilato de 2-hidroxietila (HEMA) 97%, contendo de 200-220 ppm de
inibidor hidroquinona monoetil éter — Sigma-Aldrich.

Acido acrilico (AA) 99% P.A— VETEC quimica fina.

Acido metacrilico (AMA)- Doacdo das Industrias Quimicas Taubaté 1QT.
Lote F09266.

Metacrilato de 2-dimetilamino etil (DMAEMA) 98%, contendo 700-1000
ppm de inibidor hidroquinona monoetil éter — Sigma-Aldrich.
Metacrilamida (MAM)- 100%. Doacédo da BASF.

Lauril Sulfato de Sodio (SDS) 90% — VETEC Quimica Fina.

N-Hexadecano — P.A. VETEC Quimica Fina.

Bicarbonato de sédio PA - Proquimios.

Agua Destilada.

Persulfato de Potassio (PP) - > 99.0% Sigma-Aldrich.

Perdxido de Benzoila (PBO) P.S.72-77%, contendo no maximo 25% de
agua —-VETEC.

Hidroquinona 99% — VETEC.

Para os ensaios de adsor¢do foram utilizados:
Albunina de Soro Bovina (BSA) - po liofilizado 96% Sigma-Aldrich.

Albumina de Serum Humana — (HSA) — po liofilizado, 97% Sigma-Aldrich
Agua Milli-Q.
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Azul de Coomassie — VETEC.
Etanol (95%) — VETEC.
Acido fosforico (85%) — VETEC.
Tampdes fosfatos de potéssio 0,1M com pHs 6, 7 e 8 preparados com:

» Fosfato de potéssio dibasico anidro P.A. ACS — VETEC quimica

Para preparacdo do

reagente Bradford.

fina;

= Fosfato de potassio monobasico P.A ACS anidro — VETEC
quimica fina.
Tampdo 4&cido acético-acetato 2M com pH 4,5 preparado conforme
formulacdo descrita em MORITA e ASSUMPCAO (2007) com:

= Acetato de sodio anidro P.A. — QUIMIS (licenciada
Mallinckrodt);

= Acido acético glacial 99,8% supra puro — VETEC quimica fina.
Membrana 0,22 um de poro e 33 mm de diametro para acoplamento em
seringa (Sterile Millex Filter Unit-Millipore, éster de celulose; Millex GP

ndo estéril de poli(éter sulfona), Millipore slgp033nb).

Para os ensaios in vitro foram utilizados:

A linhagem celular de cancer de mama ndo metastatica MCF-7 obtida do
Banco de Células do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho, UFRJ.
Meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) e soro fetal bovino e
equino obtidos da Gibco-Invitrogen Corporation (N.Y., USA).
PBS: solucdo salina tamponada com fosfato preparada com:

" 8,0g NaCl - Merck

" 0,2g KCI - Merck

= 1,159 NaH2PO4 99% - Merck

= 0,29 Na2HPOA4.7H20 - Merck
Dimetilsulfoxido (DMSO) 99.5% GC - Sigma-Aldrich
Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2-2,5-difenil-2H-tetraz6lio (MTT)
97.5% HPLC - Sigma-Aldrich.
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3.2 Equipamentos

»  Para preparacgdo da miniemulsdo, caracterizacdo e polimerizacao:

= Sonicador Vibra Cell VCX 750 da Sonics, para fabricacdo da miniemulséo.
= Dispersor ULTRA TURRAX IKA T18 Basic de alto desempenho, para

fabricacdo da miniemulséo.

= Mini-reator de vidro Mettler Toledo, modelo EasyMax 102 (100 mL)
encamisado, com controle automético da temperatura, aquipado com

termopar, agitador e condensador, onde foram realizadas todas as reacGes de

polimerizacédo (Figura 3-1).

Bocal de

amostragem

Figura 3-1 Unidade de polimerizacdo (Mini-reator).

= Tensibmetro de anel Sigma 70 — KSV Instruments, para medidas de tensdo

superficial e interfacial.

»  Para caracterizacdo do polimero:

= Malvern Instruments Zeta Size-Nano, modelo Nano-ZS, para as andlises de
tamanho de particula por espalhamento de luz e potencial zeta.
= Calorimetro DSC- 8500 Perkin-Elmer, EUA, para determinacdo da

temperatura de transicédo vitrea (Tg) dos polimeros.
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= Cromatografo Viscotek (VE2001) equipado com detector de refracéo
Viscotek VE3580 e quatro colunas Phenomenex com géis de porosidade
500, 10° , 10° e 10° A, para determinac&o das massas molares.

= RMN (UFSCar) - Equipamento Bruker Avance-111-400, equipado com um
magneto Oxford de 9,4T de campo magnético, cuja frequéncia relacionada
ao nucleo de hidrogénio-1 é de 400 MHz. Sonda de deteccdo direta de
banda larga para tubos de 10 mm.

= FTIR Thermo, modelo Nicolet 6700. Acessério para amostras solidas
SMART ORBIT com diamante na area de leitura. Anélises em reflexdo total
(Resolucéo 4, n° de scans = 128, n° de scans de background = 64, amplitude
do interferograma = 3,0-9,8).

= MEV -Microscopio Eletrénico de Varredura Fei Company, modelo Quanta
200, com tensdo méxima de 30 kV, em alto vicuo e em SE (elétrons
secundarios). As fotomicrografias foram processadas em um analisador de
imagens da Fei Company e as amostras eram metalizadas no metalizador
JFC 1500, Jeol LTDA.

»  Paraos ensaios de adsorcdo:

= Espectrofotobmetro UV-Vis de Shimadzu, modelo UV mini 1240; UV-Vis
Analyst, modelo UV1803.

= PHmetro e condutivimetro SCHOTT® Instruments ProLab 2000.

= Centrifuga Eppendorf, modelo centrifuge 5810R com méaxima rotacdo de
Max.4000 rpm, com rotdmetro adaptador para 12000 rpm (F34-638).

= Agitador Roto-Shake Genie de 5 a 20 rpm, da Scientific Industries.

3.3 Polimerizagdo em miniemulséo

As reacdes de polimerizacdo neste trabalho foram realizadas pela técnica de
polimerizacdo em miniemulséo, fazendo a dispersdo do monémero em agua. A seguir

estdo descritas as metodologias usadas para realizacdo dos experimentos.
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3.3.1 Testes de copolimerizacdo e funcionalizacdo das
particulas

Para concepcdo dos sistemas emulsionados, preparam-se as solugdes aquosa e
organica separadamente, para depois mistura-las. A preparacdo da fase aquosa (64,5%
da massa total reacional) consistia na solubilizacdo do surfactante (1% em massa, em
relacdo a fase orgénica) e do bicarbonato de sodio (0,01g de NaHCO3) em &gua. O
NaHCOj; é o agente tamponante da solucdo. A fase orgénica (FO) compunha 35,5% da
massa total reacional e era preparada misturando-se primeiramente o MMA com o
comondémero (quando foi utilizado comonémero, a quantidade adicionada foi sempre
igual a 7,0% em massa) e 0 coestabilizante hexadecano (3% em massa referente ao
mondmero). O quantidade de comondmero utilizada (7%) esta dentro da faixa sugerida
por HOLZAPFEL et al. (2005). No caso em que foi utilizado o iniciador organossoluvel
PBO, o iniciador foi adicionado a mistura da FO antes da emulsificacdo. A mistura das
duas fases foi feita primeiramente com um agitador magnético durante 5 minutos,
formando uma pré-emulsdo. No caso em que o comondmero era a metacrilamida
(MAM), devido a baixa solubilidade do monémero em MMA, 0 MAM era misturado a
fase aquosa para formacdo da pré-emulsdo inicial. Posteriormente, era feita a
homogeneizacdo em agitador aparelho Turrax, usando uma velocidade de 8000 rpm
durante 5 min. O uso deste aparelho possibilita a reducdo do tamanho das goticulas para
aproximadamente 300 nm. No caso em que o iniciador solivel na fase organica estava
presente, usou-se um banho de gelo durante o procedimento de emulsificacdo. A Tabela

3-1 mostra detalhadamente a composicdo das fases para as reacoes.

Os comondmeros utilizados com o objetivo de adicionar os grupos funcionais foram
acidos acrilico (AA) e metacrilico (AMA), o metacrilato de 2-hidroxietil (HEMA), o
metacrilato de dimetilaminoetil (DMAEMA) e a metacrilamida (MAM). A Figura 3-2
apresenta um esquema das reag0Oes realizadas, especificando os grupo funcionais que se

quer incorporar em cada copolimerizagcdo com o metacrilato de metila (MMA).

Antes da realizacdo das reacOes de polimerizacdo, foram realizadas algumas
medidas de tensdo superficial e tensdo interfacial para verificacdo da estabilidade das
interfaces entre as substancias utilizadas. As medidas foram realizadas por intermédio
de um tensiometro de anel simulando as interfaces presentes nas dispersdes usadas para

as reacOes de polimerizagdo. Nas medidas de tenséo interfacial, uma das fases era
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composta pela mistura dos comonémeros e a outra por uma mistura de agua destilada,
SDS e bicarbonato de sédio (em proporcGes iguais aquelas usadas para as reagdes de
polimerizacdo). Foram realizadas também medidas de tensdo superficial de cada
mondmero com o ar. Excepcionalmente, como a metacrilamida (MAM) ndo possui boa
solubilidade em MMA, as medidas de tensdo interfacial e superficial com este
mondmero foram realizadas solubilizando a MAM em agua, assim como € composto o

meio reacional para a copolimerizacdo com este monémero.

Tabela 3-1 Reacdes de polimerizagdo para incorporacao de grupos funcionais.

Comonomero Ll o) T?jrzegerlz;%ra
0,5% em massa °C)
- Persulfato de Potéssio 70
- Perdxido de Benzoila 80
HEMA Persulfato de Potassio 70
HEMA Perdxido de Benzoila 80
DMAEMA Persulfato de Potassio 70
DMAEMA Perdxido de Benzoila 80
AMA Persulfato de Potassio 70
AMA Perdxido de Benzoila 80
AA Persulfato de Potéssio 70
AA Perdxido de Benzoila 80
MAM Perdxido de Benzoila 80

U Em relacéo & fase organica

Como visto na (Figura 3-2), as reacdes foram realizadas por duas diferentes rotas,
usando iniciador hidrossoltvel ou organossolivel, de forma a verificar a influéncia
destes na copolimerizagdo e disposi¢do dos grupos funcionais nas particulas. Além
disso, desejava-se observar os efeitos da polimerizacdo na fase aquosa, visto que 0s
comondmeros sdo bastante sollveis em agua. Ambas reacdes foram realizadas em mini-

reator de vidro de 100 mL com agitacdo e temperatura controladas.
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As reacdos de polimerizagdo que usavam persulfato como iniciador foram realizadas
a 70°C, adicionando-se 0,5% em massa (em relacdo a FO) de iniciador persulfato de
potassio a mistura emulsionada dentro do mini-reator para um tempo de reacdo de 2 h e
agitacdo de 500 rpm. Para as reagdes conduzidas com o Perdxido de Benzoila, o
iniciador ja se encontrava dentro das gotas, como descrito na fase de preparacdo da
miniemulsdo. As reacdes com PBO ocorrem a 80 °C pelo mesmo periodo de tempo e

usando a mesma agitacao que as reagdes conduzidas com persulfato.

Foi feito o acompanhamento da dindmica da reacdo através de amostragens
sequenciais, para verificacdo da conversdo (gravimetria), massa molar e tamanho de
particulas ao longo da reacdo. As aliquotas foram retiradas a cada 5 min durante os 30
primeiros minutos e depois com 40, 50, 60, 90 e 120 minutos de reacéo. Para analise da
conversdo e massa molar, as amostras era adicionado um inibidor de reacdo (solugédo
hidroquinona 0,01g/mL), estas sdo secas em placa de aquecimento (100 °C) e
posteriormente em estufa a vacuo (730 mmHg) mantida na temperatura ambiente. Para
anélise do tamanho, as amostras (em suspensao) eram conservadas em banho de gelo e

analisadas posteriormente por espalhamento de luz em instrumento ZetaSizer.

HEMA DMAEMA AMA AA MAM
H, CH, CH, CcH3
[—cn, i -cu,—l:— ~at- SRR CEC .,[_é_cm_|_
\ PMMA
T"s
0\T /0
L OH |
CH,
- -n
Rota 01 : s Rota 02
0 0 ”/v-’\r 5
K0-§50-0-8 o =)
‘0-8$-0-0-S-u 'K A A A =
Il Il ‘ I oY 8_
0 o
@
Persulfato de Potassio —PP - hidrossoltvel Perdxido de Bonzoila — PBO - organossolvel o

Figura 3-2 llustracdo dos diferentes grupos funcionais e rotas dos experimentos realizados.
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Para o polimero final (seco em placa de aquecimento e estufa a vacuo e macerado),
além destas analises, foram feitas analise de RMN e FTIR, para verificar a incorporacao
do comondmero e, consequentemente, do grupo funcional. Também foi feita a
verificacdo do potencial zeta das particulas em suspensao e da temperatura de transicao
vitria do polimero seco por DSC. As analises de RMN foram realizadas no Laboratorio
de Ressonancia Magnética Nuclear da UFSCar-SP. As amostras foram dissolvidas em
2,5 mL de cloroférmio deuterado (CDCI3). Espectros de hidrogénio foram obtidos com
16 varreduras, janela espectral de 8KHz, tempo de aquisicao de 4,7 s e tempo de espera
de 1 s. Os espectros de carbono-13 foram adquiridos em condicdo de total
desacoplamento, com uma média de 30000 varreduras, tempo de aquisi¢do de 0,8 s,

tempo de espera de 0,1 s e janela espectral de 22000 Hz.

3.3.2 Avaliacdo da composicao da superficie

Visando verificar a influéncia do iniciador e do surfactante presentes na superficie
das particulas sobre as propriedades de adsor¢do, montou-se um plano experimental em

cruz, como mostrado na Figura 3-3.

1,6 .
g 1,2
- * * IS
3038
.©
(&)
€04 *

0 .
0 0,5 1 1,5 2
SDS(%)

Figura 3-3 llustracdo do plano experimental em cruz.

Estas reacGes foram realizadas de forma muito semelhantes aquelas estudadas para a
funcionalizagdo da superficie. Contudo, variaram-se as quantidades de iniciador e
surfactante, mantendo-se a composic¢éo do polimero constante somente com 0 PMMA.
Além disso, utilizou-se como mecanismo para fabricagdo da miniemulsdo o

equipamento de ultrassom com frequéncia central de 20 kHz e amplitude de 20%, ao
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invés do Turrax. A Tabela 3-2 mostra as reacGes realizadas nesse bloco de

experimentos.

Tabela 3-2 Reacdes de polimerizacdo para verificagdo de propriedades da
superficie.

NuUmero da Iniciador / % em massa em
reacio relacio a FO % de Surfactante

Reacdes 01+ Perdxido de Benzoila 1,0 1,0
Reaces 02+ Persulfato de Potassio 0,5 1,0
Reacdo 03+ Persulfato de Potassio 1,0 1,0
Reacédo 04+ Persulfato de Potassio 0,5 0,5
Reacdo 05+ Persulfato de Potassio 1,0 1,5
Reacédo 06+ Persulfato de Potassio 1,5 1,0

Como nos outros testes de copolimerizacdo, a dinamica da reacdo foi
acompanhada com retirada de aliquotas durante a reacdo. Entretanto, foram feitas
analises de tamanho de particula nos tempos 0, 20, 60 e 120 minutos e de conversao nos
tempos 5, 10, 15, 20, 35, 60 e 120 minutos, deixando a analise de massa molar apenas
para o polimero final. O polimero final também foi caracterizado por infravermelho e

potencial zeta.

3.4 Ensaios de adsorcdo com a BSA

Para todos os polimeros fabricados, além das caracterizacBes padrbes das
propriedades de polimeros, foram feitos ensaios de adsor¢do com o objetivo de verificar
a influéncia da composicdo do polimero sobre o desempenho da adsorcdo de BSA na
superficie. A Figura 3-4 apresenta um esquema da metodologia utilizada para realizagédo
dos testes de adsorcdo de proteina. Esta metodologia foi adaptada de HERMANSON
(2008) e REVILLA et al. (1995). Foram colocados em contato 5 mL de suspenséo
polimérica diluida a 5 g/L e 5 mL de solucdo de BSA 2 g/L em tampé&o acetato de pH
4,5 durante 24 h sob agitacdo constante (20 rpm) em shaker e na temperatura de 23°C.
A concentracdo inicial de proteina foi baseada em célculo de 5 vezes a saturagdo
(monocamada) da superficie, baseado em HERMANSON (2008) e disponivel no
Apéndice I. Posteriormente, a suspensdo foi filtrada em membrana de 0,22 um de

didametro. Para os ensaios de copolimerizacdo (Secgédo 3.3.1) foram utilizados filtros de
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éster de celulose, enquanto que para os ensaios descritos na seccdo 3.1.2 utilizou-se
poli(éter sulfona) como meio filtrante. O filtrado era diluido dez vezes e dosado com
auxilio da metodologia de BRADFORD (1976). Os resultados foram monitorados por
absorcéo de luz no comprimento de onda 595 nm. A absorbancia era convertida em
concentracdo por intermédio de uma curva de calibragdo constituida com padrdes
contendo diferentes concentracOes de solugdo de BSA (Figura 3-5). Por fim, a massa
adsorvida de proteina era quantificada pelo balango de massa, subtraindo-se a massa
inicial da massa dosada no filtrado. Com o objetivo de verificar a natureza da adsorcgéo e
a permanéncia da proteina adsorvida, foram feitos ensaios de dessor¢do em meios
adversos. As amostras pés-adsorcdo foram centrifugadas e ressuspensas trés vezes em
agua e em solucgdes aquosas. de tampéo fosfato com pHs 6, 7 e 8. A Gltima ressuspensao
foi deixada sob agitacdo durante 24 h a 37 °C, simulando a temperatura corporea. As
amostras foram centrifugadas por 15 minutos a 4000 rpm e ressuspensas nos respectivos
meios. Este ensaio foi realizado para a primeira série de reaces. Para as reacles
seguintes, fez-se necessaria somente a verificacdo da dessorcdo em agua e pH 7 para a

primeira solucédo de lavagem.

solucdo de
Bia2efl em
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Figura 3-4 Esquema da metodologia utilizada para os ensaios de adsorc¢ao.
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Figura 3-5 Exemplo de curva de calibragédo da absorbancia como fungéo da
concentracdo de proteina BSA.

Foram também construidas as isotermas para os polimeros das reac6es 01, 13 e 16,
de forma a verificar como o tipo de interacdo variava para as diferentes rotas na
presenca ou auséncia de comondmero. Para tal, manteve-se a solucéo padrdo de proteina
de 2 g/L e adicionaram-se diferentes volumes de suspensdo polimérica, como mostra a
Tabela 3-3. Admitiu-se que o equilibrio era atingido apos 24 h e mediu-se a quantidade
adsorvida com a mesma metodologia ja descrita. O periodo de 24 h foi extrapolado com
base em dados da literatura (LI et al., 2005; YOON, et al., 1998), na qual experimentos

semelhantes atingem o equilibrio sempre em periodo inferior a este (entre 3h e 12h).

Tabela 3-3 Diferentes concentragdes utilizadas para
obter as isotermas de adsorgéo

volume de sol. concentragdo de

I?ontos da polimérica polimero tasse £
isoterma (mL) (mg/ml) polimero (g)
A 1,00 0,83 0,005
B 2,00 1,43 0,010
C 4,00 2,22 0,020
D 5,00 2,50 0,025
F 8,00 3,08 0,040
G 10,00 3,33 0,050

Volume de solugéo de proteina em contato=5 mL.
Concentracdo inicial da solugdo de proteina= 2 g/L.
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3.5 Ensaios in vitro

Os ensaios de viabilidade celular in vitro foram realizados no Laboratorio de
Oncobiologia Molecular - LabOMol - do departamento de Farmacos, na Faculdade de
Farmécia da UFRJ, sob responsabilidade da Professora Patricia Zancan. Para 0s ensaios
in vitro, utilizaram-se particulas formadas pela rea¢do “3+” ¢ contendo albumina de soro
humana (HSA) adsorvida. Primeiramente foi feita a cultura das células. As células de
carcinoma mamario humano da linhagem MCF-7 foram mantidas em frascos de cultura
e acondicionadas em estufa com CO,. A linhagem celular MCF-7 foi cultivada em meio
DMEM (Meio de Eagle modificado por Dulbecco) e foi suplementada com 10% de soro
fetal bovino, glutamina (0,29 g/l) e bicarbonato de sddio (3,7 g/l), sendo mantida em pH
7,4. O indculo inicial foi de 50000 células/ml, que foram subcultivadas a cada dois dias
e mantidas em fase log de crescimento celular, como descrito por ZANCAN et al.
(2010).

Na sequéncia, foram feitos experimentos para avaliacdo da toxicidade com
auxilio de ensaios de viabilidade celular, avaliada por intermédio de dois métodos: (1)
MTT e (2) integridade membranar pela quantificacdo da atividade LDH extravasada
para meio de cultura. Células (10000 células/ml) foram cultivadas em placas de 96
pocos, em meio de cultura apropriado para cada linhagem dispostos em no trabalho de
FURTADO et al. (2012). Ap6s 48 horas, 0 meio de cultura em contato com as células
foi removido e substituido. Diferentes concentragcbes (0 - 1750 pg/mL) de
nanoparticulas de PMMA adsorvida ou ndo com albumina sérica humana (HSA) foram
adicionadas. Apds 24 h, a viabilidade foi determinada pelo método de MOSMANN
(1983) com adicdo de 5 mg/ml de MTT (Brometo de 3,4,5-dimetilazol-2,5-
difeniltetrazolium) dissolvido em tampdo PBS. As placas de cultura contendo essa
solugéo foram deixadas por 4 horas a 37 °C. Ao final da fase de incubacéo, descartou-se
o sobrenadante e os cristais de formazam produzidos foram dissolvidos em 200 pl de
DMSO. A absorvéancia do corante foi medida no comprimento de onda de 570 nm com a
subtracdo do sinal de fundo em 650 nm, utilizando-se o Espectrofotdmetro Victor 3
(PerkinElmer, USA) (FURTADO et al., 2012).

A viabilidade celular também foi avaliada através da quantificacdo da atividade da
enzima lactato-desidrogenase (LDH) presente no meio de cultura. Apds 24 h de

incubacdo das células com as solucGes de nanoparticulas, a atividade da LDH foi
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avaliada em um meio reacional contendo 50 mM Tris-HCI (pH 7,4), 1 mM NAD" e 44,6
mM lactato de sodio. A reducdo do NAD" foi avaliada pela medida da absorvancia em
340 nm no espectrofotdmetro Victor 3 (PerkinElmer, EUA) (FURTADO et al., 2012).

Em ambos os ensaios fizeram-se medidas de absorbancia que foram convertidas
em medidas normalizadas em relacdo a situacdo do meio de cultura (100%) para
apresentacdo nos gréficos. Para todos os ensaios foram feitos controles em iguais
condicGes com a HSA pura e as nanoparticulas sem HSA adsorvida.
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4 Resultados

Na forma concebida originalmente, o presente trabalho tinha a pretensdo de
realizar bioconjugacdes por adsor¢do e também por reagdes quimicas covalentes de
proteinas com os grupos funcionais adicionados. Entretanto, os resultados obtidos com
ensaios de adsorcdo fisica foram considerados bastante satisfatorios e intrigantes, de
maneira que se optou por investigar este tipo de interacdo mais profundamente.
Juntamente com os resultados preliminares, encontramos motivacdo especial com as
exposicoes de KIM e YOON (2002), que incentivam este tipo de investigacdo. Eles
declaram que, se 0 mecanismo exato de adsorcdo de proteinas em particulas poliméricas
fosse bem conhecido, entdo pontes de hidrogénio, ligagOes iOnicas e interacOes
hidrofébicas poderiam ser usadas para promover uma enorme reducdo de tempo e
esforco requeridos para realizacdo de ligagdes covalentes entre proteinas e polimeros

com auxilio de reacBes muitas vezes complicadas.

A fim de esclarecer a nomenclatura adotada, sabe-se que a ASTM (2012) sugere
que sejam consideradas como nanoparticulas aquelas estruturas que apresentam duas ou
trés dimensdes entre 1 nm e 100 nm. As particulas aqui fabricadas ndo sdo
monodispersas e, muitas vezes, ndo apresentam média de tamanho nesta faixa. Porém,
quando considerada a distribuicdo de tamanhos, certa parcela das particulas encontra-se
dentro desta faixa. Desta forma, adotou-se neste trabalho a classificacdo publicada pelo
comité cientifico europeu no documento sobre a base cientifica para a definicdo do
termo "nanomaterial” (SCENIHR, 2010), enquadrando as particulas aqui obtidas como

nanoparticulas (NPs).

4.1 Copolimerizacdes e funcionalizagao das

particulas

Sdo apresentados a seguir os efeitos relativos a adicdo dos comondmeros na
polimerizagdo. Como descrito no Capitulo 3, os comondmeros HEMA, DMAEMA,
AMA, AA e MAM foram usados em proporgdo de 7% em massa na copolimerizacao
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com o metacrilato de metila. Todos estes comondmeros tém forte afinidade com a agua
e, para fins de avaliacdo da metodologia, foram estudadas duas rotas de reagdo: com
iniciador hidrossoltvel (rota 01) e com iniciador organossoltvel (rota 02). O objetivo
foi verificar a influéncia do iniciador sobre a etapa de nucleacdo e de formacédo de

polimero na fase aquosa.

Com o intuito de verificar a ocorréncia da copolimerizacdo, foram feitas analises
de DSC, GPC, FTIR e RMN mostradas a seguir. Com as anélises de RMN, pretendeu-
se estimar quantitativamente a propor¢cdo de cada mondmero incorporado na cadeia
polimérica. A analise do comportamento dinamico da reacdo foi realizada com auxilio
do monitoramento do didmetro de gota e de particula, analise de massa molar do

polimero e de conversédo (gravimétrica).

Os caélculos das quantidades incorporadas de cada monémero no polimero final
foram realizados a partir de espectros de RMN, verificando a &rea dos picos referentes a
determinados atomos de hidrogénio/carbono presentes na estrutura. Para os célculos,
foram usados como referéncia os autores SILVA (2009) e BRANDOLINI e HILLS
(2000). Devido a grande semelhanga estrutural existente entre 0s mondémeros utilizados,
houve significativa dificuldade para realizar os célculos. Por isso, foram utilizados
preferencialmente espectros de H-RMN em lugar de espectros de C-RMN, tornando
melhor a visualizacdo. Os espectros de RMN completos para os copolimeros estdo
apresentados no Apéndice Il, enquanto no interior das proximas se¢des sera mostrada
apenas uma parte ampliada dos espectros de H-RMN. Da mesma forma, no decorrer
desta secdo, a apresentacdo das Tgs sera feita com auxilio de multiplas curvas de DSC
em um Unico grafico. As curvas de DSC completas e as respectivas marcagdes usadas
para os calculos das temperaturas de transi¢cdo vitrea podem ser visualizadas no
Apéndice Il. Estdo também dispostas no Apéndice 1l as evolugdes das distribuicbes de

massa molar para cada reacao.

As taxas de reacdo (R) foram calculadas como a razdo entre a massa de

mondmero (ou mondmero mais comondmero) consumida (AMpen) NO intervalo de
tempo At, de acordo com a Equacio 4.1. Nesta equacio, mi, € a massa de
mon

mondmero (ou mondmero mais comondmero) presente no instante t' correspondente.
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i i—1
R = AMinon _ MMpmon " ™Mmon N
=" - prapr Equacéo 4-1

A equacdo de FOX (1956) também foi utilizada para o célculo da quantidade de

comondmero incorporada no copolimero. Esta equacdo é baseada em uma ponderagdo

entre as Tgs dos homopolimeros e do copolimero formado como mostra a Equacgéo 4-2.

1 _ 1) + 2 Equacéo 4-2
Tgcop Tg1 Tg>

Nesta equacgdo, o € a fragcdo de comondmero incorporado no copolimero, Tgcop,

Tg: e Tg, sdo as temperaturas de transicao vitrea para os copolimeros, para 0 PMMA

(homopolimero 1) e para os homopolimeros dos respectivos comondomeros. Tgcop € Tg1

foram medidas por anélise de DSC, enquanto as temperaturas de transi¢do vitrea dos

homopolimeros dos comondémeros foram extraidas da literatura (BRANDRUP, 1999).

4.1.1 Homopolimero PMMA

Observou-se que as diferentes rotas utilizadas para a polimerizacéo interferem na
dindmica da reacédo e nas propriedades finais do polimero obtido, o que se explica pelos
diferentes mecanismos de reacdo. Os gréaficos da Figura 4-1 evidenciam esta diferenca.
Pode ser observado que o uso do iniciador organossolivel (PBO) resulta em um
didmetro médio de particulas maior, como observado na Figura 4-1 (a), e massas
molares um pouco menores para o polimero, como verificado na Figura 4-1 (c), quando
comparados aos resultados obtidos utilizando iniciador hidrossoluvel. Além disso, o uso
deste iniciador retarda a dindmica da reacéo e é responsavel por conversdes mais baixas.
Segundo ANTONIETTI e LANDFESTER (2002), quando o iniciador organossoluvel é
utilizado para realizacdo de reagOes de polimerizagdo em miniemulsdo, eles estdo
presentes inicialmente no interior das gotas e se decompdem com 0 aquecimento em
dois radicais. Entretanto, cadeias polimericas de tamanho consideravelmente grande so
podem ser formadas quando apenas um radical (dentre os dois formados a partir da
decomposic¢éo do iniciador) esté presente dentro das gotas. Isso se deve ao fato de que a
gota é muito pequena e a concentracdo local de radicais € muito alta, resultando em
terminacdo precoce das cadeias. Portanto, para que a reacdo realmente se desenvolva,

faz-se necessario que um dos radicais formados dessorva em direcdo a fase aquosa
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(ANTONIETTI e LANDFESTER, 2002). Este mecanismo é provavelmente a
explicacdo para o retardamento da dindmica da reacdo, para a formagéo de cadeias com
massas molares mais baixas e para reagbes com conversdes mais baixas. Esta
explicacdo é fundamentada nas altas taxas de terminacao resultante da presenca de dois
radicais simultaneamente dentro das gotas. Adicionalmente, ANTONIETTI e
LANDFESTER (2002) relatam que o PBO ndo é o iniciador mais eficiente para
utilizacdo em polimerizagbes conduzidas em miniemulsdo, pois possui baixa

hidrofilicidade, o que limita a dessor¢édo para a fase aquosa.

Apesar de existirem na literatura (PASUT et al., 2007) referéncias a um limite
superior (50000 g/gmol) de massa molar para que o polimero possa ser eliminado pelos
rins, ainda existe muita controvérsia sobre este tema. Por isso, o foco nessa etapa do
trabalho ndo foi a obtencdo de particulas com massa molar pré-estabelecida. Foram
concentrados esforcos na manutencdo da estabilidade coloidal e na regularizacdo do
tamanho de particulas, de maneira que nas proximas etapas 0s diametros se
encontrassem na faixa requerida de 50 a 150 nm descrita por MARCUCCI e
LEFOULON (2004) como ideal para o acesso (via EPR) a células e tecidos doentes.
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Figura 4-1 Evolucao dindmica da reacdo para 0 PMMA conduzida com os iniciadores
PBO e PP: a) didmetro médio de particulas; b) taxa de reagdo; c) conversdo; d) massa
molar ponderal média.
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Para ambos iniciadores, existe uma reducdo sistemética do didmetro com o
tempo. Este comportamento ndo € tipico de uma reacdo de polimerizacdo em
miniemulsdo, em que a nucleacdo das gotas prevalece. No caso padrdo, o didmetro das
gotas permanece essencialmente constante. O resultado tem provavel explicacdo na
existéncia de mecanismos de nucleagdo micelar ou homogénea, intensificados pela
presenca do iniciador soltvel na fase aquosa. A interpretagdo é reforcada pela existéncia
de mdaltiplas modas nas distribuicbes de tamanho de particula. Como mostrado nas
Figura 4-2 e Figura 4-3, formam-se modas posicionadas em diametros inferiores aos
diametros iniciais, cujas intensidades aumentam continuamente com o tempo. As
hipoteses de coexisténcia de nucleacdes micelar ou homogénea foram investigadas e
observou-se que a nucleacdo homogénea tem maior probabilidade de estar ocorrendo.
Para que ocorra nucleacdo micelar, é necessario que existam micelas no meio; ou seja, a
concentracdo de surfactante deve estar acima da concentragdo micelar critica (CMC).
Os célculos para quantificacdo do percentual de surfactante livre mostrados no
APENDICE | indicam que ndo devem existir micelas por excesso de surfactante nas
condicdes de reacdo, de maneira que pode ser descartada a hipotese de nucleagdo

micelar.

A nucleacdo homogénea é mais evidenciada quando sdo usados mondmeros com
afinidade pela fase aquosa (polares ou hidrossoltveis), como é o caso do MMA.
ZIEGLER et al,. (2009) chegaram a conclusdo de que tanto a nucleacdo homogénea
quanto a nucleacdo das gotas coexistiam, quando realizaram a polimerizacdo do PMMA
com acido vinil fosfénico, que é também um monémero com alta solubilidade em agua.
Quando foi utilizado o PP como iniciador, a nucleagdo homogénea foi preponderante e
as particulas formadas possuiam distribuicdo de didmetros final em torno de uma Unica
moda. Quando utilizado PBO como iniciador, a distribuigdo final de tamanho de
particulas apresentou duas modas distintas, sugerindo que a nucleacdo homogénea era

apenas parcial e concomitante a nucleacdo das gotas.

Observa-se na Figura 4-2, com o uso de PBO como iniciador, que a distribuicdo
de tamanho de particulas se desloca inicialmente para valores mais altos e se alarga,
provavelmente por conta da coalescéncia e possivel degradacéo difusional. No entanto,
apo6s 30 minutos, quando a conversdo atinge cerca de 30%, ocorre forte nucleagdo de
particulas pequenas, causando reducdo de diametros médios, aumento das taxas de

reacdo e das massas molares médias, como esperado pela cinética classica
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(ANTONIETTI e LANDFESTER, 2002; ASUA, 2002). Observa-se na Figura 4-3, no
entanto, que o uso do PP favorece a formacao de particulas pequenas desde o inicio da

reacao, por conta da formacdo de radicais na fase aquosa diretamente.

A ocorréncia da nucleacdo homogénea limita a aplicacdo das particulas para
encapsulamento, visto que o produto encapsulado, originalmente dentro das gotas, ndo
pode ser transferido para as novas particulas formadas. O fator aparentemente
preponderante para existéncia da nucleacdo homogénea neste trabalho foi o uso do
homogeneizador do tipo Turrax para preparacdo da miniemulsdo inicial nesta primeira
bateria de experimentos. Isto pode ser verificado quando se comparam o0s resultados
obtidos nesta bateria de experimentos com aqueles mostrados pelos experimentos do
plano em cruz (discutido na Secgéo 4.3) para a mesma formulagdo e mesmas condicoes
experimentais, porém utilizando o sonicador. Como nem o0 sonicador nem o Turrax
afetam a solubilidade do MMA na 4gua nem a taxa de dessorc¢do de radicais nas gotas, o
efeito observado pode ser decorrente da distribuicdo de tamanho de particulas, que €
mais larga quando o Turrax é utilizado (ver Figura 4-4). Para a mesma formulacéo, a
formacdo de particulas maiores corresponde a uma diminuicdo da quantidade de
particulas e da area disponivel para que o iniciador encontre e nucleie preferencialmente
as gotas, o que favorece a formacdo de novas particulas por conta do aumento relativo

das taxas de polimerizacdo na fase aquosa.
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Figura 4-2 Distribuicdo de diametro de particulas ao longo do tempo para
homopolimero de PMMA utilizando PBO como iniciador.
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Figura 4-4 Distribuicdes de didmetro inicial e final para reaces de homopolimerizacdo
de MMA conduzidas com PP e PBO como iniciadores.
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Observou-se também que, com o decorrer do tempo, as suspensdes poliméricas
obtidas a partir de polimerizagdes com o perdxido de benzoila decantavam. Apesar de
parecerem estaveis logo apds a polimerizacdo, a suspensdo era desestabilizada com o
decorrer do tempo. Este efeito de desestabilizacdo pode ser decorrente da menor
concentracdo de cargas na superficie, quando se usa 0 PBO como iniciador, ou também
pode ser resultado das distribui¢fes de tamanho mais largas obtidas com o Turrax e com
o PBO.

A Figura 4-5 mostra as propriedades finais medidas para os homopolimeros de
PMMA. Observa-se que ha uma leve reducdo na temperatura de transicdo vitrea,
decorrente da distribuicdo mais larga da massa molar, quando é utilizado o iniciador
PBO. A reducdo da massa molar e, por conseguinte, da Tg sdo reflexos do mecanismo
de polimerizacdo dependente da dessorcdo de radicais ja explicados nesta secdo.
Também foram realizadas analises de RMN para os hopolimeros de MMA, que serdo

mostrados nas proximas se¢@es comparativamente aos copolimeros fabricados.
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Figura 4-5 Propriedades do PMMA final obtido: a) Tg; b) Mw

O principal resultado obtido nesta etapa do trabalho foi a obtencdo de um
“benchmark” para comparacdo com as demais reagdes. Os homopolimeros
“pbenchmarks” foram produzidos em tréplicas e as rea¢des foram bastante reprodutiveis.
Nas se¢des seguintes serdo estudadas caso a caso as copolimeriza¢cbes do MMA com 0s

comondémeros funcionais e, nestes casos, foram produzidas réplicas Unicas de cada
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experimento, embasado na grande reprodutibilidade de reagdes de polimerizacdo como
estas. A Tabela 4-1 resume as propriedades dos mondmeros utilizados que ajudam na
interpretacdo dos resultados que serdo mostrados posteriormente. Com base nos dados
de tensdo interfacial da Tabela 4-1, por exemplo, pode-se justificar a desestabilizacdo
coloidal observada quando foi usado o comondémero DMAEMA, visto que o0 uso deste
mondmero leva a uma tensdo interfacial mais alta. A Tabela 4-1 mostra que as razdes de
reatividade ndo sdo muito diferentes de um e, por isso, prevé-se uma boa incorporacao
de comondmeros em todos o0s casos. E possivel também observar a solubilidade dos
mondmeros em agua, que pode justificar o aumento das taxas de nucleacdo homogénea
nos casos em que foi utilizado PP como iniciador e a formacéo de polimero rico em
comondmero na interface com a agua. Apos os estudos de cada caso, a Secdo 4.1.7,

resume as propriedades e 0s mecanismos propostos para explicar cada copolimerizacéo.

Tabela 4-1 Propriedades dos Monémeros

Razéo Propriedades de
Solubilidade Massa molar de reatividade ™ superficie/interface @
Mondmero| em H,O do Yoo
(9/L)® | monomero @ r ru |y (mN/m)| (mN/m)

MMA (I) 16 100,12 i i 25,65 6,8
HEMA miscivel 130,14 0,75 15 26,4 13,90
DMAEMA miscivel 157,21 0,699 1,2 25,99 15,38
AMA miscivel 86,0892 0,63 0,25 26,06 571
AA miscivel 72,06 0,418 1,73 26,372 2,53
MAM 200 85,11 1,27 1,57 | 37,084% -

(1) A 25°C. Retirados de BRANDRUP, J.; IMMERGUT, E.H.; GRULKE E.A (1999);
(2) Medidas em tensidmetro de anel, com solucbes e interfaces similares aquelas preparadas para as

reacoes.

(3) Solubilizada em &gua, como no experimento, visto que ndo é soltvel em MMA.
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4.1.2 P(MMA-co-AA)

CH3

foi 'H% o

—CH3 OH

Figura 4-6 Formula estrutural do copolimero P(MMA-co-AA), com a
marcacdo dos hidrogénios usados para anélise de H-RMN.

Os comondmeros utilizados neste trabalho foram escolhidos ndo somente de
acordo com os grupos funcionais presentes, mas também pela semelhanca com o
mondmero principal, 0o MMA. Como pode ser visualizado na Figura 4-6, a estrutura do
poli(acido acrilico) é bastante semelhante a do PMMA. Dentre 0os monémeros
utilizados, o AA é aquele que possui a estrutura mais simples, sendo o0 Unico cuja
molécula é significativamente menor que a do MMA, devido a inexisténcia de

grupamentos metila laterais.

A adicdo do acido acrilico modifica muito a dinamica da reacdo, como pode ser
visto na Figura 4-7. A presenca do AA provoca uma desaceleracdo da reagdo, quando
utilizados ambos os iniciadores. Observa-se que, quando se utiliza o iniciador PP, 0s
efeitos de retardamento da dindmica existem; porém, o copolimero final possui massas
molares e didmetro médio de particulas muito semelhantes aqueles do PMMA
homopolimero. Além disso, a reacdo atinge conversdes levemente mais altas que no
caso do PMMA. Neste caso, assim como na reacdo com MMA puro, pode-se inferir que
existe um mecanismo de nucleacdo homogénea bastante pronunciado, provocando a
reducdo do didmetro médio com o tempo de reacdo (como pode ser visto na Figura 4-
7(a)). Diferentemente, quando se utilizou PBO como iniciador, o efeito sobre as
propriedades finais do polimero sdo bastante distintos do PMMA. Apesar de atingir uma

conversao de 87%, as taxas de reagdo observadas foram muito baixas e praticamente
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nédo se observa o efeito pronunciado de aceleragéo da reagdo, como visto na Figura 4-

7(d). Além disso, o polimero final produzido possui massa molar ponderal média muito

mais baixa que no caso do PMMA, quando foi utilizado o PP. O formato das curvas de

conversdo (87% ao final) e de taxa sugerem que a reacdo ndo Se processou

completamente. A presenca do AA parece desacelerar tdo fortemente a polimerizagéo

pela rota 02 que o tempo estimado de 2 h ndo foi suficiente para que a reagdo se

completasse. Por causa da altissima afinidade do AA pela agua, este mondmero

encontra-se particionado nas duas fases (aquosa e organica). Uma hipotese provavel é a

de que uma parcela do AA solubilizada na fase aquosa ndo estivesse participando da

polimerizacdo por causa da baixa hidrofilicidade do iniciador PBO, levando a reducéo

da conversdo. No entanto, esta hipdtese ndo € sustentada, quando se verificam as Tgs

dos copolimeros formados, uma vez que as Tgs de ambos os copolimeros fabricados

com PP e com PBO sdo muito préximas (108,7 °C e 109,7 °C respectivamente),

indicando que a incorporacdo de AA é aproximadamente a mesma nos dois casos.

b)

Figura 4-7 Analises da dindmica da reacé@o de copolimerizagdo do P(MMA-co-AA):
a) diametro médio; b) conversao; ¢) massa molar ponderal media; d) taxa de reacéo.
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Verifica-se na Figura 4-8 uma vez mais a existéncia do mecanismo de nucleagéo
homogénea quando utilizado o iniciador PP. J& no caso em que se utiliza o PBO, nédo
parece existir nucleacdo homogénea, uma vez que as distribuicbes de tamanho de
particula sdo deslocadas continuamente para diametros maiores com o decorrer da
reacdo (ver Figura 4-9). A hipdtese mais provavel para explicar o aumento do tamanho
de particulas é o acimulo de blocos ricos em AA na interface com a &gua, formando
“penugens” hidrofilicas, como explicam HOLZAPFEL et al. (2005) em trabalho que
estuda a copolimerizacdo do AA com estireno. Estas “penugens” podem ser
responsaveis por uma maior atracdo entre as particulas, promovendo aglomeragdo e
aumentando o tamanho das particulas. Esta hipotese fundamenta também o efeito na
reducdo da massa molar, uma vez que, essa camada de AA na superficie das particulas
oferece impedimento a dessorcdo de radicais, favorecendo a terminacdo, reduzindo a
massa molar final e impedindo o aumento das taxas de polimerizacdo na fase aquosa

que levam a nucleacdo homogénea.

As Figura 4-7 (a) e Figura 4-8 mostram ainda que a etapa de nucleagdo
homogénea é significativamente afetada pela presenca do AA, mesmo quando a reacao
é iniciada com PP. Pode-se observar que a reducdo do didmetro médio das particulas,
caracteristica da nucleacdo homogénea, é retardada para aproximadamente 45 minutos
decorridos de reacdo, enquanto que para o PMMA o fenbmeno acontece por volta dos 5
minutos de reagdo. Esse efeito € proveniente da solubilidade muito maior do PAA em
agua, o que certamente desfavorece a coagulacdo e precipitacdo de novas particulas
poliméricas. Portanto, sob este ponto de vista, a adicdo de pequenas quantidades de AA
a mistura reacional pode ser extremamente benéfica ao processode encapsulamento de

ativos com polimeros a base de MMA.

Como na copolimerizagdo com 4&cido metacrilico, a semelhanca entre o0s
compostos e a sobreposicdo dos picos dificultou o calculo preciso da quantidade do
comondémero incorporado por H-RMN e C-RMN, apesar de notar-se claramente as
modificagfes no espectro na Figura 4-10. Resultados semelhantes foram encontrados
por STRANDMAN et al., 2006. Foi realizado um calculo aproximado tomando como
base a integracdo do pico para o hidrogénio B3 do AA em propor¢do ao pico referente
aos quatro hidrogénios Al e B1 (2 x Al e 2x A2). Foi encontrada uma propor¢do de
11,8% de AA no copolimero produzido com PP como iniciador, o que confirma a

incorporacdo apreciavel do comondmero no produto final.
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Figura 4-9 Dindmica de distribuicdo de tamanho médio de particulas ao longo
da reacdo de polimerizagcdo do MMA com o AA iniciada por PBO.
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Figura 4-10 Espectros de H-RMN para o0 P(MMA-co-AA) obtido pela
polimerizacdo iniciada com PP.

As andlises de DSCs também comprovaram que houve incorporagéo significativa
dos comondmeros, ja que houve abaixamento significativo das Tgs, como pode ser
visualizado na Figura 4-11. Isto se deve a presenca do AA, cuja Tg do homopolimero
PAA (entre 75 °C e 106 °C) é significativamente mais baixa que a do PMMA (117,2 °C,
quando usado PP, e 116,7 °C, quando usado PBO). Havendo copolimerizacéo, a Tg do
copolimero tende entdo a assumir um valor intermedidrio entre as Tgs dos
homopolimeros. Pode-se aferir o percentual de comonémero incorporado no copolimero
utilizando as Tgs medidas por DSC, mediante a Equacédo 4-2 (FOX, 1956). Os célculos
permitem estimar que as cadeias poliméricas sdo compostas por aproximadamente 13,9
% de AA, quando utilizado o iniciador hidrossolavel, e 12,35% de AA, quando
utilizado iniciador organossoltivel. Ambos os valores sdo bastante préximos daquele
encontrado com base no espectro de H-RMN e corroboram para a conclusdao de que o
AA encontra-se em propor¢Ges maiores que a proporcao alimentada, indicando uma

maior reatividade deste mondmero com relagdo ao MMA.
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As Figura 4-11 (a) e (b) mostram as curvas de DSC e DMM, respectivamente para
os copolimeros finais, comparativamente as dos homopolimeros de MMA. Verifica-se
novamente que o efeito do AA sobre a massa molar foi muito mais pronunciado quando
foi utilizado PBO como iniciador e que a incorporacdo do AA foi aproximadamente a
mesmas utilizando ambos os iniciadores, visto que as Tgs sdo muito proximas. O efeito
de alargamento das massas molares na presenca do comondmero resulta provavelmente
da mudanca das condicdes reacionais ao longo do tempo, por causa das diferentes
reatividades do MA e do AA.
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Figura 4-11 Analise térmica (a) e distribuicdo de massa molar (b) dos
polimeros de P(MMA-co-AA) obtidos.

Conclui-se nesta se¢cdo que o AA afeta diferentemente o andamento da reacao e as
propriedades finais do polimero, quando sdo utilizadas a rota de iniciacdo por iniciador
hidrossolivel e a rota de iniciacdo por iniciador organossolivel. Quando PP foi
utilizado, observou-se a presenca de nucleagdo homogénea e propriedades finais muito
semelhantes as do PMMA, embora tenha sido observado atraso pronunciado da etapa de
nucleacdo. Quando PBO foi utilizado, observou-se a formacédo de particulas maiores e
massas molares reduzidas em relacdo ao PMMA, provavelmente por cauda da formagéo
de “penugens” hidrofilicas de PAA na interface com a &gua, que podem ser
responsaveis por aglomeragdes. O AA possui uma boa insercdo no copolimero (em
torno de 12%), que € um pouco maior que a proporc¢édo alimentada (10,45 % em mol), o
que se deve a alta reatividade do mondmero, inclusive com preferéncia pela

copolimerizacdo (r<1) que pela homopolimerizagao.

66



4.1.3 P(MMA-co-AMA)

CHs CH3
{CHz—CHCHz—C}
n m

—O O
O—CHj, OH

Figura 4-12 Formula estrutural do copolimero P(MMA-co-AMA),
com a marcacéo dos hidrogénios usados para analise de H-RMN.

Como pode ser visto na Figura 4-12, os mondmeros metacrilato de metila e 4cido
metacrilico sdo extremamente semelhantes e diferem apenas por um grupo metila (no
MMA), posicionado no lugar de um atomo de hidrogénio (no AMA). Esta semelhanca
dificulta muito a caracterizacdo do copolimero. Analises realizadas durante a reacdo
(Figura 4-13) revelaram que as reagdes com o comondmero &cido metacrilico
proporcionaram conversdes finais iguais estatisticamente (97,7%) aquelas do PMMA
homopolimero (94,8%), quando utilizada a rota por iniciador hidrossolavel. Ja quando
se utilizou o PBO como iniciador, a conversao final foi menor (86,2%) do que a do
PMMA homopolimero (90,4%). Pode ser observada uma cinética de reacdo muito
similar aquela resultante da adicéo do acido acrilico, em que a presenca do comonémero
retarda a reacdo. A semelhanga com o AA pode ser visualizada também na massa molar
menor para as rea¢fes com PBO e na dindmica do tamanho médio de particulas. Devido
a grande semelhanca existente entre os resultados obtidos com o0 AA e 0 AMA,
acredita-se na ocorréncia dos mesmos fendmenos de nucleagdo homogénea (quando
utilizado o PP) e formacdo de “penugens” de polimero rico em PAMA na superficie,
quando utilizado o PBO. Isso reforca a ideia de que a adicdo do mondmero soltvel em
agua pode ser benefica ao processo de encapsulamento de ativos por polimeros
baseados em MMA. Observou-se também a desestabilizacdo da emulsdo quando

utilizada a rota de reacdo iniciada por PP; contudo, como a reacdo ja havia se
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Mw (g/gmol)

completado neste momento (ap6s 1 h de reacdo), as analises posteriores puderam ser
realizadas com sucesso.
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Figura 4-13 Analises da dinamica da reacdo de copolimeriza¢do do P(MMA-co-
AMA): a) diametro médio; b) conversao; ¢) massa molar ponderal média; d) taxa de
reacao.

As Figura 4-14 e Figura 4-15 mostram a evolugéo das distribuicdes de tamanho de
particula durante a reagédo para as duas rotas empregadas. VVé-se claramente a ocorréncia
de nucleacdo homogénea, quando utilizado o PP, pela formacdo de modas de didametros
menores que aumentam de intensidade com o tempo, reduzindo o didmetro médio de
particulas final. Observa-se que, com o uso do PBO, o comportamento é muito distinto.

Neste caso, surgem modas maiores que vdo aumentando de intensidade ao decorrer da
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reagdo, até constituirem uma média de tamanho final maior que o didmetro inicial.
Observa-se, em particular, o significativo atraso da ocorréncia da nucleacdo homogénea
quando é adicionado AMA ao meio, por causa da expressiva solubilidade do PAMA no

meio aquoso.
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Figura 4-14 Dinamica de distribuicdo de tamanho de particula ao longo da reacdo de
polimerizacdo do MMA com o0 AMA pela rota iniciada por PP.
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Figura 4-15 Din&mica de distribuicdo de tamanho de particula ao longo da reacéo
de polimerizacdo do MMA com o AMA pela rota iniciada por PBO.
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Os espectros de H-RMN e as curvas de DSC (Figura 4-16 e Figura 4-17)
comprovam a incorporacdo do comonbémero. As andlises de DSC mostram que
ocorreram grandes mudancas na Tg, que passou de 116,7 °C no PMMA para 125,59 °C
no copolimero, quando foi usado o PBO como iniciador, e de 117,25 °C no PMMA para
130,23 °C no copolimero, quando foi utilizado PP como iniciador. A elevacdo da Tg é
devido a maior Tg do homopolimero de PAMA (228 °C).

Os espectros de H-RMN mostraram mudancas significativas com a adigdo de
AMA ao meio reacional; entretanto, devido a grande semelhanca existente entre 0s
compostos, muitos picos sdo sobrepostos, tornando dificil a quantificacdo do
comondmero incorporado. SOUTO-MAIOR et al. (2005) estudaram copolimeros de
MMA com AMA e encontraram 0s mesmos deslocamentos quimicos para copolimeros
e homopolimeros analisados por *C-RMN em estado sélido, mostrando que a anélise
de constante de tempo de relaxacdo no sistema de eixos rotatério (T."'p) era mais
eficiente para discriminacdo dos copolimeros. GIORDANENGO et al.(2009) também
investigaram copolimeros P(MMA-co-AMA) e verificaram a sobreposi¢do dos picos. O
calculo aproximado resultante da integracdo do pico referente ao hidrogénio B2 do
AMA em proporcao ao pico dos 4 hidrogénios Al e B1 permite inferir uma proporcéao

de 7,5 % molar de comonémero inserida no copolimero, bastante similar a quantidade

alimentada.
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Figura 4-16 Espectro de H-RMN do PMMA-co-PAMA (rota 01).
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O uso da Equacéo de 4-2 permite estimar o percentual de 20,5 % molar de AMA
no copolimero final, quando foi utilizada a rota 01, e de 14,5 % molar de AMA no
copolimero final, quando foi utilizado PBO. Essa proporcao calculada € bastante
superior agquela encontrada por RMN e a porcentagem alimentada (8,2 % em mol),
podendo ser devido ao uso inapropriado da Equagéo de Fox neste sistema particular. A
Figura 4-17 (b) mostra a distribuicdo de massas molares para os copolimeros de MMA
com AMA em comparacdo com o PMMA homopolimero. Observa-se que ambas as
rotas produziram distribuices mais largas, deslocadas para massas molares mais baixas
para o copolimero em relagdo ao PMMA. Este efeito foi muito mais pronunciado
quando foi usado o PBO como iniciador, uma vez que, como ja explicado, existe uma
maior tendéncia de terminacdo das cadeias quando o iniciador esta inicialmente dentro
das gotas. Como no caso da copolimerizacdo com AA, o alargamento das distribuicdes
de massa molar na presenca do AMA se deve provavelmente as mudangas nas
condicgdes de reacdo ao longo do tempo, por causa das diferentes reatividades de cada

mondmero.
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Figura 4-17 Analise térmica (a) e distribui¢do de massas molares (b) do P(MMA-
co-AMA) obtido.

Esta secéo reflete a grande semelhanca existente entre os resultados obtidos com o
AA e 0 AMA, com diferenca significativa somente na largura das curvas de massas
molares, que foram mais amplas (indices de polidispersdo mais altos) quando foi
utilizado o AMA, provavelmente por causa das diferentes razdes de reatividade, como
mostrado na Tabela 4-1. As mesmas hipdteses validas para explicar os resultados
obtidos com o AA, de nucleacdo homogénea ocorrendo nas reacdes iniciadas com PP e
a formacgdo de camadas ou “penugens” de copolimero rico em PAMA nas reacoes

conduzidas com PBO, parecem ser também validas para 0 AMA.
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4.1.4 P(MMA-co-HEMA)

PMMA-CD-PHEMACH CH
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Figura 4-18 Formula estrutural do copolimero P(MMA-co-HEMA),
com a marcacdo dos hidrogénios usados para anélise de H-RMN.

Assim como observado com os outros comondmeros utilizados, o HEMA tem
uma estrutura semelhante a do metacrilato de metila, apresentando um carbono e uma
hidroxila a mais como grupos laterais, 0 que aumenta bastante sua hidrofilicidade
(Figura 4-18).

O acompanhamento da dindmica da reacdo mostrou que a presenca do HEMA
afeta a reacdo de forma diferente dos outros comondmeros, como mostrado na Figura
4-19. Pode-se observar que a presenca do HEMA néo retarda a reacéo e, no caso da
utilizacdo da reacdo iniciada por PP, a presenca do HEMA até acelera a reacdo (ver
Figura 4-19 (b) e (d)). A aceleracdo da reacdo é provavelmente decorrente do aumento
pronunciado das taxas de nucleacdo homogénea, ja que o polimero de HEMA néo é
soltvel em agua. Entretanto, os comportamentos dindmicos para didmetros medios de
particula (verificar Figura 4-19 (a)) sofrem influéncia similar a observada com o0s outros
comondmeros, demonstrando a ocorréncia de nucleacdo homogénea pronunciada
quando se utiliza PP como iniciador e formacdo de camadas de PHEMA na interface
com a agua, aumentando o didmetro médio de particulas quando foi utilizado o PBO. A
adicdo do HEMA influencia consideravelmente a massa molar do produto final e de
maneira bastante diferente da observada com os monémeros AA e AMA. Observam-se

massas molares maiores que as do PMMA pela rota hidrossoltivel e menores que a do
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Diametro (nm)

Mw (g/gmol)

PMMA pela rota de iniciador organossoluvel. As massas molares mais altas podem
encontrar explicacdo na possibilidade do HEMA promover reticulagdes. Como ndo ha
agente reticulante no meio, pode ocorrer reticulacdo por intermedio de transferéncia de
cadeia para o polimero, com remocéo de hidrogénio da hidroxila. QIE (2011) também
estudou o HEMA como comondmero e verificou aumento do contetdo de gel com o
aumento da concentragdo alimentada de HEMA. Provavelmente pelo mesmo motivo, as
massas molares do copolimero final foram similares a do PMMA para a reacao
conduzida com PBO. Pode-se observar na Figura 4-19 (c) que apdés 40 minutos de
reacdo, o Mw de ambos os copolimeros cresce rapidamente e este fenébmeno é
independente da conversdo observada na Figura 4-19 (b). As altas conversdes obtidas
com PP e 0 aumento continuado das massas molares nesse caso séo evidéncias de que

existe um mecanismo de reticulacao na presenca do HEMA.
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Figura 4-19 Anélises da dindmica da reagdo de copolimerizacdo do P(MMA-co-
HEMA) a) diametro médio de particula; b) conversdo; ¢) massa molar ponderal
média; d) taxa de reacéo.
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Pode-se verificar na Figura 4-20 a ocorréncia de nucleagdo homogénea (quando
usado PP) ja no inicio da reacéo, visto o decaimento pronunciado do didmetro médio de
particulas com o tempo. Porém, devido as altas taxas de polimerizacdo logo no inicio da
reacdo, ndo foi possivel visualizar a formacgdo e intensificacdo gradual da moda em
didmetros menores. Portanto, a adicdo de mondmero sollvel ao meio de reagdo soO
parece ser adequada para a operacdo de encapsulamento se o polimero também for
solGvel no meio aquoso, 0 que ndo é o caso do HEMA.

A Figura 4-21 mostra a formacdo de modas de didametro maiores, quando foi
utilizado o PBO. Assim como nos casos de uso de AA e AMA, uma possivel explicacdo
é a formagdo de camadas (ou “penugens’) de copolimero hidrofilico rico em PHEMA,
que promovem a aglomeracao das particulas. Esses blocos de HEMA posicionam-se na

superficie das particulas, na interface com a agua, devido a intensa hidrofilicidade do
mondmero.
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Figura 4-20 Din&mica de distribuicdo de tamanho de particula ao longo da
reacdo de polimerizagdo do MMA com o HEMA pela rota 01.
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Figura 4-21 Dinamica de distribuicdo de tamanho de particulas ao longo da reacdo de
polimerizacdo do MMA com o0 HEMA pela rota 02.

As andlises do polimero final confirmam que ocorreu a incorporacdo do
comondmero. Com auxilio das analises de H-RMN (Figura 4-22), pode-se calcular uma
inser¢do de 8,17% em base molar do mondmero HEMA na cadeia. O calculo para o
HEMA baseou-se no maior pico referente aos hidrogénios A2 e B2 e, portanto, o valor
da integral deste pico foi dividida pelos 5 hidrogénios a que se refere (3x A2 do MMA e
2x B2 do HEMA), fornecendo a propor¢cdo de HEMA incorporado. O menor pico,
tomado como referéncia, esta associado ao hidrogénio da hidroxila (B5) do HEMA. A
Figura 4-22 mostra uma ampliacdo nos espectros H-RMN, comparando os polimeros
obtidos com e sem adi¢cdo do comondmero. Pode-se observar que as diferencas entre 0s
espectros sdo sutis, muitas vezes com sobreposicdo dos picos. A incorporacdo do
comondmero é similar a composicdo de alimentacdo, o que pode ser justificado pelas

elevadas conversdes obtidas

A Figura 4-23 mostra que ndo houve mudanga muito expressiva nas Tgs apos a
copolimerizacdo, tendo em vista a pequena porcentagem do comondmero inserida e as
massas molares bastante elevadas dos copolimeros. A presenca de reticulagbes aumenta
a massas molares e reduz a mobilidade das cadeias, aumentando a temperatura de

transicao vitrea, como confirma QIE (2011).
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Utilizando a equacédo de Equacdo 4-2 (FOX, 1956) verificou-se uma quantidade
incorporada de 7,3%, muito proxima daquela calculada por RMN (8,17%) e maior que a
percentagem alimentada na receita (5,8 % em mol), quando utilizado PP como
iniciador. Quando se utilizou PBO, a equacdo de FOX estima um percentual de apenas
2,3% de monémero incorporado. Os calculos com base nas Tgs podem ndo ser
propriamente apliciveis ao caso do copolimero com HEMA, haja vista a provavel
presenca de reticulacbes que afetam diretamente as Tgs. Além disso, a menor
incorporacdo no caso em que se utiliza PBO como iniciador pode ser explicada pela alta
solubilidade do HEMA na &gua.
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Figura 4-22 Espectro de H-RMN para P(MMA-co-HEMA\) (rota 01)
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Figura 4-23 Analise térmica (a) e distribuicdo de massas molares (b) dos
P(MMA-co-HEMA) obtidos.

Portanto, conclui-se que o HEMA participa da polimerizagéo, sendo incorporado
em proporcdes semelhantes aquela alimentada. A presenca do HEMA na alimentacéo
afeta significativamente o andamento da reacdo e as propriedades finais do polimero.
Acredita-se que o HEMA favoreceu a formacdo de reticulagdes por meio de reacdes de
transferéncia de cadeia para o polimero, levando a um aumento significativo das massas
molares. A inser¢do do comonémero no copolimero foi muito maior quando utilizado
PP (em torno de 8%) que quando utilizado PBO (2,4%), por causa da grande
solubilidade em &gua. Esse fato causa nucleacdo homogénea expressiva de particulas

em reac0es iniciadas por PP, ja que o PHEMA ndo é sollvel na agua.
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4.1.5 P(MMA-co-MAM)
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Figura 4-24 Formula estrutural do copolimero P(MMA-co-MAM)
com a marcacao dos hidrogénios usados para analise de H-RMN.

A metacrilamida possui um &tomo de nitrogénio primario (Figura 4-24); ou seja, 0
nitrogénio estd ligado a dois hidrogénios, o que facilita a disponibilidade deste
nitrogénio para realizacdo de reacdes quimicas e interacdes adicionais, funcionando
como um grupo funcional reativo. Apesar do grupo amida, a estrutura deste monémero
ainda é bastante semelhante a do MMA.

No caso da copolimerizagdo com metacrilamida, a reacdo foi realizada somente
pela rota iniciada por PBO, pelo fato deste monémero nao ser solivel no MMA. Como
a metacrilamida (um solido de cor branca) foi solubilizada diretamente na fase aquosa, e
com o objetivo de evitar a polimerizacdo em agua, o iniciador PBO foi solubilizado na
fase orgénica.

Com relacdo a conversdo, a adigdo da metacrilamida ndo afeta fortemente o
andamento da reacdo e a reacdo se completa de forma muito semelhante a das reacoes
de metacrilato de metila puro, o que pode ser facilmente justificado pela baixa
solubilidade da MAM na fase organica. Obtém-se também didmetros meédios de
particula muito proximos daqueles encontrados na homopolimerizacdo; no entanto, a
presenca do comondmero gera massas molares menores, pois as particulas sd&o um
pouco maiores (Figura 4-25). Os deslocamentos dos tamanhos de particulas para valores
maiores deve-se ao atraso da etapa de nucleacdo, por conta da elevada solubilidade do
PMAM na agua. Esse efeito, como ja observado, é benéfico para a incorporagao de

ativos. A presenca da MAM influencia menos significativamente o didmetro médio de
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PMMA (PBO)

particulas que os outros mondmeros, inclusive quando se observa a distribuicdo de
didmetros ao longo da reacdo (ver Figura 4-26) em comparagdo com aquela do
homopolimero de PMMA (Figura 4-2). Este comportamento pode ser devido a alta
solubilidade do PMAM na agua, que reduz o depdsito de polimero na interface entre as

fases organica e aquosa.
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Figura 4-25 Analises da dinamica da reacéo de copolimeriza¢do do P(MMA-co-
MAM): a) diametro médio de particulas; b) conversao; ¢) massa molar ponderal
média; d)taxa de reacéo.
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Figura 4-26 Dinamica de distribuicdo de tamanho de particulas ao longo da reacao
de polimerizacdo do MMA com 0 MAM iniciada com PBO.

No caso da metacrilamida, sua similaridade com o MMA também dificulta o
calculo preciso da quantidade de MAM incorporada no copolimero. Com base na area
dos picos do espectro de H-RMN (Figura 4-27), infere-se que existe aproximadamente
uma proporcao de 19,12% de PMAM no polimero final. O célculo baseou-se nho maior
pico referente aos hidrogénios A2 e B2 e, portanto, o valor da integral foi dividido por 5
(3x A2 do MMA e 2x B2 do PMAM). Um menor pico esta associado aos hidrogénios
do CH2 (B1) do PMAM. Esse valor, no entanto, parece ser excessivo e pode ser
resultante da identificacdo inadequada das areas dos diferentes picos por causa de

sobreposicao.
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Figura 4-27 Espectros de H-RMN do P(MMA-co-MAM) obtido com iniciacéo
por PBO.

A presenca da metacrilamida provoca um abaixamento da Tg, como pode ser
visto na Figura 4-28, uma vez que a Tg do PMAM ¢ bastante baixa (38,5°C) e a
quantidade incorporada deste comonémero produz um copolimero com Tg
intermediaria entre a Tg dos homopolimeros. Pela equacdo de Fox, calcula-se uma
quantidade de 3,57 % de MAM no copolimero, muito diferente do valor calculado por
RMN (19,2 %). Provavelmente, o calculo baseado em RMN esta superestimado, visto
que os picos para os hidrogénios Al e Bl possuem certa sobreposi¢cdo, como ja
comentado.

A Figura 4-28 apresenta as curvas de DSC e as distribuicbes de massas molares
para o copolimero final. O P(MMA-co-MAM) possui Tgs e massas molares um pouco
deslocadas para valores mais baixos em relacdo ao homopolimero de MMA, facilmente
explicados pela incorporagdo de comondmero e pelo menor nimero de particulas no

meio de reacéo.
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Figura 4-28 Analise Térmica (a) e distribuicdo de massa molar (b) do (PMMA-co-
MAM).

Conclui-se, portanto, que a adicdo da MAM diretamente na fase aquosa induza
reduzida adicdo deste comondmero na cadeia polimérica. Este fato € sustentado pela
baixa porcentagem de comondmero incorporada (célculo pela Equacdo de Fox) e na
baixa influéncia da presenca da MAM sobre a cinética de reacdo e a evolucdo dos
didametros de particulas com o tempo de reacdo. O calculo pela equagdo de Fox estima
um percentual de inser¢cdo do mondmero (3,6 %), menor do que o percentual alimentado
(8,85%), 0 que corrobora a hip6tese de baixa reatividade deste monémero na
copolimerizacdo com o0 PMMA. A MAM é o Unico comondmero utilizado que possui
razdo de reatividade maior que 1 (r= 1,57), mostrando uma menor afinidade com o
MMA. Além disso, a reacdo ocorre essencialmente no meio orgénico, embora 0 MAM

esteja principalmente na fase aquosa.
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4.1.6 P(MMA-co-DMAEMA)
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Figura 4-29 Férmula estrutural do copolimero P(MMA-co-
DMAEMA) com a marcacdo dos hidrogénios usados para analise de
H-RMN.

Apesar das semelhangas que ainda podem ser observadas com o MMA (Figura
4-29), dentre os mondmeros utilizados a DMAEMA é o mais diferente do MMA, pois
possui um grupo lateral muito mais volumoso, apresentando trés carbonos e um atomo

de nitrogénio a mais.

Observou-se que a DMAEMA afeta a estabilidade coloidal da miniemulsao
quando a reacdo se processa. Isto é devido a atividade interfacial do mondmero, ja
estudada por HOLZAPFEL et al. (2005) e OLIVEIRA (2011) e comprovada neste
estudo pelos valores de tensdo interfacial (ver Tabela 4-1). Mondmeros aminados
possuem tendéncia de aquisicdo de cargas positivas e interagem com 0s tensoativos
anibnicos na superficie das gotas, desestabilizando a emulsdo. Como as reacdes ndo se
completaram e ndo foi obtida uma suspensdo final estavel na forma de latex, as

amostragens durante a reacdo e as analises posteriores ficaram comprometidas.

A reacdo conduzida com iniciador PP desestabilizou apds 15 min de reacéo,
enquanto no caso do iniciador PBO, a reacdo procedeu-se durante 1 h e 30 minutos.
Desta forma, os resultados das andlises a seguir sdo mais significativos para a segunda
reacdo. Para a reacdo conduzida com iniciador hidrossoluvel ndo foi possivel a
realizacdo da analise de massa molar, pois o polimero formado ndo era soltvel. Um dos
fatores que podem ser somados para a ocorréncia da desestabilizagdo da emulsédo no
caso da rota 01 foi a taxa de reacdo extremamente elevada logo no inicio da

83



polimerizagdo (Figura 4-30-(d)). Como no caso do HEMA, as altas taxas de reagéo
foram decorrentes da expressiva formacgédo de particulas por nucleacdo homogénea, por
conta da alta solubilidade do DMAEMA na agua e baixa solubilidade do PDMAEMA
em meio aquoso.

A miniemulsdo formada inicialmente para a copolimerizacdo com 0 DMAEMA
ndo possuia estabilidade muito grande, visto os didmetros iniciais de 450 nm (para rota
com PP) e superiores a 1 um (quando o PBO estava presente) eram muito maiores que
os didmetros iniciais das demais miniemulsdes produzidas com os outros mondémeros. A
Figura 4-30 apresenta 0 acompanhamento das reac6es ao longo do tempo para diametro
médio de particulas, conversdo, massas molares médias e taxa de reacdo, mostrando que
a reacdo foi comprometida pela desestabilizacdo coloidal. Os grandes diametros de
gotas iniciais foram responsaveis por conversdes e massas molares reduzidas, embora as

baixissimas massas molares sugerirem a existéncia de fenbmenos mecanisticos mais
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Figura 4-30 Analises da dindmica da reacdo de copolimerizacdo do P(MMA-co-
DMAEMA): a) diametro médio de particulas; b) converséo; ¢) massa molar ponderal
média; d) taxa de reacéo.
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Foi possivel acompanhar a distribuicdo de didmetro de particulas apenas para a
reacdo com PP, pois as distribui¢cbes das reacbes com PBO apresentaram qualidade
baixa de deteccdo no equipamento (diametros muito grandes) por conta da expressiva
coagulacdo. A Figura 4-31 mostra que a miniemulsdo sofre variagfes iniciais muito
grandes de diametro médio em apenas 15 minutos de reacdo, por conta da nucleacao

expressiva de novas particulas poliméricas nos instantes iniciais de reagao.
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Figura 4-31 Dinadmica de distribuicdo de tamanho de particulas ao longo da reacéo
de polimerizacdo do MMA com o DMAEMA iniciada por PP.

Apesar da reacdo ndo ter completado as 2h horas programadas devido a
desestabilizacdo coloidal, observou-se com auxilio da técnica de H-RMN (Figura 4-32)
que em torno de 12,4% do comondmero foi incorporado na reagéo iniciada com PBO.
Entretanto, quando se analisam as curvas de DSC, constata-se a existéncia de multiplas
Tgs (Figura 4-33), indicando que existe uma mistura complexa de diferentes materiais
pouco compativeis. O célculo da quantidade incorporada por H-RMN baseou-se na area
do maior pico referente aos hidrogénios A2 e B2 e, portanto, o valor da integral foi
dividido por 5 (3x A2 do MMA e 2x B2 do DMAEMA). O menor pico em dubleto esta
associado aos hidrogénios das metilas (B5) ligadas diretamente ao nitrogénio do
DMAEMA.

A Figura 4-33 mostra a comparacao entre as curvas de DSC para os copolimeros e
0 PMMA, evidenciando a multiplicidade de Tgs no copolimero. A presenca de trés Tgs
distintas indica que se formam trés fases distintas que ndo se misturam: a primeira
constituida por PDMAEMA (Tg igual a 19,8 °C), a segunda constituida por copolimero
(Tg igual a 74,9 °C) e uma terceira fase rica em PMMA (Tg igual a 114,19°C). O
calculo pela equacédo de Fox baseado na Tg intermediaria (copolimero) infere que ha em
torno de 11% de DMAEMA no copolimero (fabricado pela rota 02), confirmando o

calculo conduzido por H-RMN. O mesmo célculo para o copolimero fabricado pela rota
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01 mostra que praticamente ndo houve copolimerizacdo (apenas 0,23% de DMAEMA
incorporado) decorrente da desestabiliza¢éo no inicio da reacéo.
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Figura 4-32 Espectros de H-RMN do P(MMA-co-DMAEMA) obtido por
iniciacdo com PBO.
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A Figura 4-34 mostra a distribuicdo de massas molares para o copolimero de
MMA e DMAEMA produzido com PBO, comprovando que a reagdo enfrentou
dificuldades para se completar. As massas molares muito baixas sdo resultados dos
maiores diametros médios de particula, mas provavelmente indiqguem também um efeito

inibitorio sobre a reacdo ainda ndo investigado.
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Figura 4-34 Distribuicdo de massa molar final para o
copolimero de MMA e DMAEMA.

Devido aos problemas de estabilidade da emulsdo, o uso do DMAEA como
comondmero foi descartado para as etapas seguintes de estudo, visto que, para sua
manutencdo seriam necessarias mudancas na formulacdo (uso de tensoativo ndo i6nico)

e na metodologia da reacdo que estariam fora do escopo deste trabalho.

4.1.7 Comentarios finais

Nesta secdo sdo sintetizadas as propriedades e principais observagdes feitas em
relacdo aos dos copolimeros produzidos. As Tabela 4-2 e Tabela 4-3 resumem as
propriedades medidas para os polimeros fabricados, fazendo-se também uma
comparagdo com o0s seus respectivos homopolimeros. Na Tabela 4-2 estdo apresentadas

as Tgs preditas (calculadas como mostra o Apéndice I, para a formulacdo alimentada e
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100% de conversdao) e medidas para os copolimeros, indicando quando houve
copolimerizacdo. Verifica-se que as tensdes superficiais ndo sofrem grande mudanca
com a presenca dos comondmeros, embora as tensdes interfaciais sejam bastante

diferentes.

O calculo da quantidade de mondmero incorporado no copolimero foi realizado a
partir de calculos tedricos baseados na razéo de reatividade (demonstrados no Apéndice
), por integracdo dos picos do espectro de H-RMN (quando possivel) e pela equacédo de
FOX (1956). E possivel observar na Tabela 4-2 que os célculos tedricos podem resultar
em valores bastante distantes daqueles feitos com auxilio dos espectros de H-RMN e
por ponderacdo das Tgs. Os célculos baseados na razdo de reatividade sdo uma
estimativa para o tempo inicial de reacdo e, portanto, a medida que 0s monémeros sao
consumidos, o percentual de cada monémero na cadeia se modifica. Além disso, 0s
valores de razdo de reatividade foram retirados da literatura (BRANDRUP et al., 1999)
e nem sempre reproduzem as condi¢Ges experimentais e a técnica utilizada para o
presente trabalho. Os célculos foram realizados para reacdo em massa, 0 que pode
acarretar possiveis diferencas para meios dispersos de polimerizacéo. Contudo, como as
razbes de reatividade sdo proximas del, a incorporacdo é quase sempre similar a

composicdo de alimentacdo, com exce¢do do AA.

Comparando os valores encontrados pela equacdo de Fox e por H-RMN, observa-
se que, para 0 HEMA e para o DMAEMA o percentual destes comondmeros no
copolimero encontrados pelas duas técnicas foi muito proximo. No caso da MAM, os
valores encontrados foram bastante distintos para as duas técnicas, mas, como ja foi
dito, provavelmente a area de integracao da curva por H-RMN foi superestimada devido
a sobreposicao dos picos. Pela Tabela 4-3 pode-se comparar os diferentes copolimeros.
Verifica-se que o P(MMA-co-HEMA) apresenta massas molares e indice de
polidispersdo muito maiores do que os outros copolimeros, demonstrando o efeito da
reticulacdo. No que se refere as conversdes finais, pode ser visto que todos os
copolimeros (exceto aquele com DMAEMA) promovem conversdes mais altas (em
torno de 97%), quando se utiliza o0 PP como iniciador, e mais baixas (em torno de 85%),
qguando se utiliza o PBO. Esse efeito é devido principalmente as mais altas taxas de

nucleacdo homogénea na presenca de PP.
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Tabela 4-2 Célculo da porcentagem de comondmero incorporado

% comonodmero incorporado

% ali , () , Calculo baseado nas Tgs
o alimentado Caélculo tedrico Calculo baseado | 45s homo e copolimeros?
Polimero em mol baseado nas razdes de| em espectro de — —
reatividade RMN In|PCI|3a(()jor Inlch)lFa;ldor
P(MMA-co-HEMA) 5,80% 7,80% 8,17% 2,32% 7,28%
P(MMA-co-DMAEMA) 4,79% 6,80% 12,38% 10,85% 0,36%
P(MMA-co-AMA) 8,19% 12,70% 7,5% 14,52% 20,48%
P(MMA-co-AA) 10,45% 23,60% 11,8% 12,35% 13,96%
P(MMA-co-MAM) 8,85% 7,40% 19,12% 3,57% -

D
@

Célculo de acordo com equacionamento mostrado no APENDICE I.

Célculo baseado na Equagdo 4-2 (FOX, 1956).

Transigo vitrea - Tg (°C)

Tabela 4-3 Propriedades dos polimeros

Massa Molar final

i Area total® .
Propriedade ; Tq Tg copolimero | Tg copolimero I Conversdo (%)
(m?/g) ) 3 . Polidispersio

Polimero homopohmgro calculada medida por DSC

PBO | pp | litratura® pp T pRo | pp PBO PP |PBO| PP | PBO | PP | PBO
PMMA 27,49 (51,48 105-150 117,25 116,7 13 14 2,0 3,8 94,8 90,4
P(MMA-co-HEMA) 19,91 169,43 85 115,08 | 113,91| 1141 115,7 38 11 | 119 | 73 97,9 85,5
P(MMA-co-DMAEMA) - - 19 91,881 | 91,05 | 1151 |74,9/11419| 0,2 | 08 | 143 | 4,0 93,3 37,7
P(MMA-co-AMA) 13,01 | 37,96 228 123,11 | 121,81| 130,2 125,6 10 | 79 | 6,7 4,0 97,7 86,2
P(MMA-co-AA) 14,35 | 56,53 75-106 115,68 | 114,50| 108,7 109,2 13 | 63 | 2,7 3,2 97,9 87,1
P(MMA-co-MAM) 31,13 | - 38,5 105,09 | 104,09| - 108,8 - 73 - | 32 - 85,6

(1) Area calculada utilizando os didmetros médios medidos e conforme equacionamento do APENDICE I;
(2) BRANDRUP, J.; IMMERGUT, E.H.; GRULKE E.A (1999); A
(3) Meédia entre resultados de quatro diferentes calculos tedricos baseados na formulacdo alimentada. (APENDICE 1).

89



Para as etapas de adsorcdo da secdo seguinte, calculou-se a &rea superficial
disponivel para realizar as adsor¢des de acordo com o0 equacionamento apresentado no
APENDICE I. Os valores encontrados para as areas (ver Tabela 4-3) mostram que 0s
copolimeros fabricados com PP tém maior area disponivel, visto o didmetro menor das
particulas formadas, como resultado de ocorréncia de nucleacdo homogénea. Dentre 0s

copolimeros, aquele com maior area superficial € 0o P(MMA-co-HEMA).

Conclui-se nesta se¢do que, com excecdo da DMAEMA, foi possivel realizar a
copolimerizacao entre 0 MMA e 0s comondmeros por meio da técnica de miniemulsao,
inserindo assim, grupos funcionais importantes nas cadeias que podem ser usados
posteriormente para reacdes secundarias e que serdo estudados em relacdo a sua
influéncia na adsorcdo na seccdo 4.2. Foi feito um estudo minucioso das reacdes e de
como a insercdo do comondmero afeta a dindmica da reacdo e as propriedades finais do
polimero. Cada mondmero afeta diferentemente as massas molares e a Tg do
copolimero final, o didmetro médio de particulas e a conversdo do mondmero. As rotas
aplicadas (via iniciador hidrossoluvel e via iniciador organossoluvel) também séo de
fundamental importancia para determinacdo das propriedades finais como a massa
molar e o tamanho de particulas, bem como afetam diretamente a conversdo dos
mondmeros. O uso do iniciador PBO provoca uma sistematica reducdo da converséo,
aumento de tamanho médio de particulas e massas molares mais baixas do produto
final. O uso de PP promove uma acentuada taxa de nucleagdo homogénea, observada
pela dindmica de reducdo no tamanho de particulas. Para incorporacdo de ativos,
observou-se que a adicdo de AA e AMA ao meio reacional pode ser bastante benéfica,
evitando ou atrasando consideravelmente a formacdo de novas particulas por nucleagdo

homogénea.
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4.2 Adsorcao e Dessorcao

Esta secdo apresenta e discute os resultados dos experimentos de adsorgédo
conduzidos com os diferentes copolimeros fabricados, com o intuito de verificar a
influéncia dos grupos funcionais adicionados sobre as forcgas e interagdes que regulam o
processo de adsor¢do. O primeiro resultado desta secdo de experimentos foi o
desenvolvimento da metodologia para adsorcdo usando diretamente a suspensdo
polimérica. A maior parte da literatura realiza o procedimento de secagem das particulas
antes de efetivar os ensaios de adsor¢do; entretanto, ndo foi possivel neste trabalho secar
as particulas sem que houvesse aglomeracdo ou grande perda de area (ver Figura 4-35).
Resultados similares foram reportados por FONSECA (2012) e LORCA (2012).
Portanto, para os estudos de adsorcdo, desenvolveu-se uma metodologia que utiliza
diretamente a suspensao polimérica, como descrito na Secéo 3.4. Utilizando-se a técnica
de liofilizacdo para secagem, foram obtidas particulas bastante aglomeradas, como
mostra a Figura 4-35 (a). Quando a técnica de centrifugacdo foi empregada para
concentrar a suspensdo, as particulas mantiveram sua individualidade; porém, a
ressuspensdo com vortex ou sonicador, novamente resultou em aglomeracdo (Figura
4-35 (c) e (d)). Por conta desses resultados, e com o0 objetivo de ndo alterar a morfologia
das particulas poliméricas produzidas, os testes de adsorcdo foram conduzidos

diretamente na suspensdo polimérica resultante do sistema de reacao.

Os testes de retencdo de proteinas em membranas de poli(6xido de etileno)
apontaram uma retencdo moderada em torno de 15% de proteina. Este valor foi
descontado para a realizacdo dos calculos das quantidades adsorvidas. A Tabela 4-4
resume as medidas de adsorcdo para cada copolimero. Aparentemente, a escolha do
iniciador interfere diretamente nas taxas de adsor¢do. Quando sdo analisadas as
guantidades adsorvidas (% ou massica), conclui-se que o iniciador hidrossoltvel
promove um aumento na adsorcdo; porém, em termos da razao entre a massa adsorvida
e a area das particulas, a relacdo € invertida visto que todas as rea¢bes com PBO
produzem particulas maiores que aquelas produzidas com PP. A influéncia do iniciador
sobre as taxas de adsor¢do, no entanto, serd mais profundamente estudada na secéo

seguinte.
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Figura 4-35 Micrografias (MEV) das particulas apds procedimentos de
secagem por métodos tradicionais. a) liofilizagdo; b) centrifugacéo; c)
ressuspensao em vortex; d) ressuspensdo em ultrassom.

Tomando como base para analise a quantidade adsorvida por area disponivel
(ng/cm?) pode-se afirmar que, utilizando o iniciador hidrossoltvel, as diferencas entre o
desempenho do polimero de PMMA e os dos seus copolimeros funcionais é muito
pequena, sugerindo que, por essa rota, a funcionalizacdo da superficie ndo parece ser
determinante para a imobilizacdo de BSA por adsorc¢éo. Quando se utiliza a rota 02, no
entanto, observa-se significativa mudanca, principalmente quando os materiais séo
funcionalizados com acidos carboxilicos (&cidos acrilico e metacrilico), promovendo

um aumento em torno de 50% das quantidades adsorvidas.

Estes resultados indicam que a funcionalizacdo da superficie resulta em melhor
desempenho quando a reacdo é conduzida na presenca de PBO, pela rota 02. Dois
podem ser 0s principais motivos: 1) O iniciador PP compete com os grupos funcionais
dos comonémeros pela permanéncia na superficie, visto que ambos tém afinidade
grande pela agua. Entretanto, a quantidade de iniciador na formula¢do é muito menor
(quatorze vezes menor) que a quantidade de comondmero, o que reduz o efeito desta
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competicdo. 2) A ocorréncia de nucleacdo homogénea, pode ter contribuido com a
reducdo da quantidade de grupos ativos na superficie das particulas. Deve-se observar
que o iniciador é inserido na cadeia polimérica como grupo terminal, sendo por isso
mais facilmente posicionado na superficie da particula polimérica que os mondmeros
sujeitos a restricGes estéricas e configuracionais. Adicionalmente, como concluido na
secdo anterior, o uso da rota iniciada por PBO promove o surgimento de “penugens” de
copolimero hidrofilico rico em comonémero funcional na superficie das particulas,

contribuindo para a interacdo polimero-proteina.

Tabela 4-4 Sumério das medidas de adsor¢do de BSA para os diferentes polimeros

Area Quantidade Quantidade | Quantidade

Polimero % especifica  adsorvida adsorvida adsorvida
incorporada®  (m2/g) (%) m?)
PBO PBO
PMMA i 27.49 | 51.48] 28,10 34,98 133,35 | 165.99 | 0,49 | 0,32
P(MMA-
co- 817%  |1901|69.43|26,37 31,24 12512 148,25| 063 | 0,21
HEMA)
P(MMA- 75%  |1301|37.96|1581|27.91| 93.75 |132.45| 0,72 | 0,35
co-AMA)
Pc(gf'z"/f)' 11.8%  |14.35 56,53 | 23.27 | 31.40 | 110.42| 186,22 | 0.77 | 0.33
P(MMA- o
oAy | 35786 3113| - |2857| - |13556| - | 044 | -

(1) Calculada pelo espectro de H-RMN.
(2) Célculo baseado na Equagdo 4-2 (FOX, 1956)

A técnica de Bradford utilizada para realizacdo das medidas de concentracdo de
proteinas pode introduzir erros significativos nas medidas de quantidades adsorvidas,
como pode ser observado pelas barras de erro da Figura 4-36. Por outro lado, analises
ndo paramétricas (Figura 4-37) ndo deixam duvida quanto a discriminacdo dos
polimeros no que diz respeito a adsorgdo. Pode ser verificado claramente que o erro esta
associado aos ensaios de adsorcdo, pois, embora o valor absoluto da quantidade
adsorvida varie de uma réplica para outra em cada polimero, observa-se um conjunto de
materiais que consistentemente levam a maiores quantidades adsorvidas do que outros.
Dentre eles, inclui-se o préprio PMMA homopolimero, capaz de imobilizar cerca de
30% da solucdo proteica posta inicialmente em contato com as particulas poliméricas.
Os copolimeros que contém grupos funcionais carboxila (P(MMA-co-AA) e P(MMA-
co-AMA)) e hidroxila (P(MMA-co-HEMA) conduzem a desempenhos ainda melhores.
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Desta forma, surge a hipétese de que ligacBes de hidrogénio possam controlar o

processo de adsor¢do. Segundo YOON et al. (1998), quando grupos carboxilados estdo

presentes, as interacdes por ligacOes de hidrogénio sdo mais expressivas em pH 4,5

(quando a dissociacdo de grupos carboxila é baixa) e proporcionais a quantidade destes

grupos presente, podendo até suprimir as interacdes hidrofébicas. O PMMA também é
capaz de realizar ligagdes de hidrogénio (NOGUEIRA, 1999). O artigo de YOON et al.

(1998) ainda ressalta que podem existir, em menor quantidade, a interacdo eletrostatica

proveniente dos fragmentos de iniciador nas cadeias.
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Figura 4-36 Quantidades de BSA adsorvida para os diferentes
copolimeros.
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Figura 4-37 Comportamento das réplicas na adsorcdo de BSA para
os diferentes copolimeros.

Visando avaliar o efeito do processo de adsorcdo sobre as propriedades elétricas
das particulas, procedeu-se a determinacdo do potencial eletrocinético (potencial zeta).
Observa-se na Figura 4-38, que todos os materiais inicialmente apresentam uma
superficie negativamente carregada, com potencial zeta em torno de -60mV. Apés o
processo de adsor¢éo ocorre sempre uma significativa redugdo da magnitude das cargas,
gue se tornam aproximadamente neutras. O ponto isoelétrico da BSA situa-se em pH
igual a 4,7 (LI, HU e LIU, 2005; PEULA-GARCIA et al. 1997). Portanto, no pH
investigado, igual a 4,5, a proteina encontra-se com carga liquida levemente positiva
(PZ= +9,8). A albumina é considerada uma proteina flexivel e tende a mudar sua
conformagdo durante o processo de adsorgdo, orientando suas cargas de forma a
favorecer a interacdo com o substrato. Esta flexibilidade de conformacdo é melhor

estabelecida no ponto isoelétrico (LI, HU e LIU, 2005).

Esses resultados mostram que houve neutralizacdo das cargas negativas dos
suportes durante o processo de adsorcdo de BSA, possivelmente orientada com seus

residuos positivos em direcdo a superficie. A formacgdo de multicamadas de proteina
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resultou em uma carga liquida neutra. A hipdtese de formacéo de multicamadas também

é suportada pelo aumento do tamanho das particulas apds adsor¢do, como mostra a

Figura 4-39. Portanto, ndo parece haver davidas sobre a efetiva adsor¢do de moléculas

de BSA sobre a superficie das particulas poliméricas produzidas.
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Figura 4-38 PotenC|aI Zeta das particulas poliméricas antes e depois da

adsorcédo de BSA.
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Figura 4-39 Tamanho médio das particulas poliméricas antes e depois da

adsorcédo de BSA.
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Apesar da mudanca na carga inicial da particula durante o processo de adsorcao,
ndo foi possivel correlacionar esta variagdo com a quantidade adsorvida (Tabela 4-5). A
baixa correlacdo entre o potencial zeta e a quantidade adsorvida permite especular que a
interacdo predominante ndo é de natureza eletrostatica ou ibnica, mas provavelmente
uma interacdo hidrofobica ou de outra natureza ndo eletrostadtica. O aumento da
quantidade adsorvida com a area especifica, independentemente do material, corrobora
a inespecificidade da ligacdo. Entretanto, como foi visto anteriormente, a presenca dos
grupos funcionais, principalmente carboxilicos, favorece o aumento da quantidade
adsorvida. Desta forma, parece haver concomitancia entre diferentes interacdes, porém
a formacdo de multicamadas atenua o efeito da carga e dos grupos funcionais na

visualizacdo pelo potencial zeta.

Tabela 4-5 Matriz de correlagdo PZ e % Adsorvida

Pot. Zeta Potencial Zeta Delta de

Variaveis inicial pos-adsor¢do = Pot. Zeta
% Adsorvida -0,27 -0,09 0,30
Adsorcao (pg/cm?) -0,05 0,22 -0,14

Experimentos de dessorcdo foram realizados para todas as amostras em agua e
tampéo fosfato (pH 6,0, pH 7,0 e pH 8,0) em temperaturade 23°C e em 37 °C. As
medidas de percentual dessorvido foram feitas apds 24 h e ndo foi observada dessorcao
significativa para nenhum dos casos. Esse resultado € muito significativo pois mostra
que o processo de adsorcdo leva a preparacdo de sistemas estaveis. Para duas das
amostras, avaliou-se a concentracdo de proteinas também no sobrenadante apds cada
etapa de centrifugacdo, para troca de meio e observou-se que havia proteina dessorvida
apenas no primeiro fluido (meio) de ressuspensdo e que as porcentagens de dessor¢édo

dependem da rota de reacdo (PBO ou PP) e do pH do meio em contato, como mostra a

Tabela 4-6. Muitos estudos afirmam que a adsorcdo € mais intensa em pH
proximo ao do ponto isoelétrico. LI, HU e LIU (2005) relatam que acima ou abaixo
deste pH a proteina possui cargas que induzem repulsdo eletrostatica, reduzindo
bastante a adsorcdo. Para o sistema estudado, a BSA possui Pl em pH-4,7; logo, quanto
mais afastado deste pH, maior sua carga liquida, facilitando a dessor¢éo. Esse resultado

é corroborado pelos dados apresentados na Tabela 4-6, em que se observa maior
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dessor¢do em pHs mais afastados do Pl. O processo de dessor¢do sera, no entanto,
melhor estudada na seccdo 4.3 deste trabalho.

Tabela 4-6 Percentual de dessorcdo em diferentes meios.

g P A-co A\ (PP) P A-co A) (PRO
H,0 15,62 9,97
pH6 3,12 4,78
pH7 23,23 6,80
pH8 23,39 11,10

Isotermas de adsorcdo foram obtidas a fim de verificar a natureza das forgcas que
controlam o processo de adsorces nos polimeros. Devido a grande similaridade entre
as primeiras isotermas obtidas e o laborioso processo de obtencdo dos pontos para
construir as isotermas, foram construidas apenas as isotermas de adsor¢do para o
PMMA e o P(MMA-co-AMA). A Figura 4-40 mostra as isotermas. Foram testados os
modelos de adsorcdo de Langmuir, Langmuir-Freundlich e Freundlich (LI et al., 2005)
e o melhor ajuste foi sempre obtido para este Gltimo modelo. Para o ajuste das
isotermas, foram utilizados artificios de reparametrizacdo propostos por SCHWAAB e
PINTO (2008).

As isotermas de adsor¢do revelaram que o processo de adsorcao é favorecido em
~ ~ 1 . ~ , ~
relacdo ao de dessor¢édo (; < 1). Quando baixas concentragdes de proteina estdo

presentes, ha uma baixa interacdo entre proteina e polimero; contudo na presenca das
primeiras moléculas adsorvidas, a interacdo se torna mais forte. O bom ajuste
propiciado pelo modelo de Freundlich também indica uma ndo uniformidade nos sitios
de adsorcdo e a formagdo de multicamadas. Estes resultados confirmam as
interpretagdes propostas anteriormente. A Tabela 4-7 apresenta os valores dos
parametros e da variancia para os ajustes das isotermas pelos modelos de Langmuir (L),
Freundlich (F) e Langmuir-Freundlich (L-F), mostrando que este ultimo modelo
forneceu o melhor ajuste. As equagdes para estes modelos estdo descritas na Sec¢do 2.5.1

(Equacéo 2.1, Equacdo 2.2 e Equacéo 2.3).

98



Q (ugBSAcm?)

Q(ugBSAlcm?)

a)
1,40
— 120 -
£ 1,00 -
< 0,80 -
n
M 0,60 -
(@]
< 0,40 -
O 0,20 - @ > %
0,00 . .
0,00 0,50 1,00 1,50
Ceq (g/L)
12
. Ajuste para Langmuir-Freundlich )
ci1 /
o//
038 a
06
04 Cc2
Co:3 ‘
o2 cs cp
Cci7 _ /
00 “
12
iy Ajuste para Freundlich
, .
08 /
06
04 c2
CD:S
02 cs ca-
I S
-01?0,2 0,0 02 04 0,6 08 10 12 14

Ceq (gl)

Q (ugBSAcm?)

Q (uglen?)

b) C
1,8 ) 6
16 o
g 147 o ° @
S 121 £ 4 -
205 S
] 0,8 - 3:) 3 -
o 0,6 m 2 -
2 04 -
N—r y e g) 1
0,2 7 ~— T
02 - O 04 04
-0,4 T . -1 ; .
0 0,5 1 15 0 0,5 1 15
Ceq (9/L) Ceq (g/L)
18 5
Gl
1+ Ajuste para Langmuir-Freundlich Ajuste para Langmuir-Freundlich Ve
4 /
14 "
12 /
/ 3 [
10 £
6 //“ =
4 // ! cﬂ;3¢“”‘
2 y/ cs &h j/4
. ce co &Gt ca c2 0 ol S
2% o
i: Ajuste para Freundlich w| Ajuste para Freundlich
14 25 /
12 ~ 20
10 E /
. /” o 10 /
s : }/
2 cs co & ji/w?/ 0 o8 @ ¢s @~
-?02 00 02 04 06 08 10 12 14 7?0,2 0,0 02 04 06 038 10 12 14
C(gL) Ceq (gl)

Figura 4-40 Isotermas de adsorcdo e respectivos ajustes para 0s modelos de Langmuir-Freudlich e Freundlich para as amostras
dos polimeros: a) PMMA iniciado com PP; b) P(MMA-co-AMA) iniciado com PP ; ¢c)P(MMA-co-AMA) iniciado com PBO.
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Tabela 4-7 Parametros e R? dos modelos ajustados para as isotermas de adsorcao.

R2 (%)

Polimero L L-F F L L-F L-F F L L-F F

PMMA (PP) 8,5 155 4278 | 507,8 | 257,2 | 3,7 3,7 | 59,38 | 87,7 | 87,7

P(MMA-co-AMA) (PP) 28,3 36 9943 6,7 |2899] 135 | 135 | 315 | 93,5 | 93,6

P(MMA-co-AMA) (PBO) | 27 | 401872 | 42493 | 5203 | 47 | 27,2 | 104 | 482 | 99,2 | 99,1

Observa-se por intermédio da Tabela 4-7 que, apesar dos ajustes para todos 0s
casos terem sido melhores para 0 modelo de Freundlich e Langmuir-Freundlich, os
parametros estimados sdo bastante distintos quando existe a presenca dos grupos
carboxilicos. Os valores para n e Kg sdo muito maiores para os copolimeros com AMA
que para 0 PMMA homopolimero, mostrando que os grupos funcionais carboxilicos
agem positivamente, favorecendo a adsorcdo. Os parametros Kr e n estdo diretamente
relacionados com a capacidade e a favorabilidade da adsorcdo, respectivamente,
portanto, valores maiores para ambos 0s casos sdo indicios de que o AMA tem papel

fundamental no processo de adsorcao.

LI et al. (2005) também encontraram o melhor ajuste das isotermas de adsorcao
para BSA em microesferas sulfonadas de PMMA com auxilio da equacdo de
Freundlich. Eles concluiram que a adsorcdo de BSA em PMMA era mais complicada
que em um sistema ideal (Langmuir), envolvendo interacdes intermoleculares entre as
moléculas de proteina, por um processo dinamico que é diretamente afetado pelos
grupos sulfonados. Da mesma forma, observa-se aqui que parecem existir interacdes
intermoleculares entre as proteinas que se adsorvem na superficie das particulas.
Contudo, a influéncia dos diferentes grupos funcionais sobre este processo ndo pdode ser

percebida nos experimentos realizados.

4.2.1 Comentarios finais

A principal conclusdo deste capitulo é que as nanoparticulas fabricadas se
comportam como bons adsorventes e que, apesar das medidas apresentarem erros
significativos, a analise para cada réplica (visualizando um comportamento que se

repete) ndo deixa davidas quanto aos polimeros que adsorvem melhor. Os copolimeros
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produzidos na presenca de &cidos carboxilicos em reagdes iniciadas com PBO
apresentaram-se como melhores adsorventes As séries de experimentos discutidos nas
préximas se¢des tém também a intencdo de reduzir os erros que podem estar associados
as operacdes de diluicdo, manipulacdo entre outros, com auxilio da realizacdo de

experimentos controle.

Apesar de o iniciador PBO promover melhor funcionalizagdo e adsorgéo, as
suspensoes finais dos copolimeros produzidos com PBO s sdo estaveis a curto prazo,
desestabilizando e decantando com o decorrer do tempo. Desta forma, preferiu-se
utilizar o iniciador hidrossolivel para a conducdo da sequéncia de experimentos.
Surpreendentemente, o homopolimero de PMMA pode ser considerado como um bom
adsorvente de BSA, de acordo com os resultados obtidos. Como o PMMA constitui um
padrdo de mais facil obtencdo e reprodutibilidade, ele sera utilizado para a conducado das
préximas etapas deste trabalho, usando PP como iniciador. A despeito disso, deve ficar
claro que os copolimeros produzidos com PBO na presenca de AA e AMA podem
apresentar melhor desempenho no processo de adsor¢do, embora sejam menos estaveis

a longo prazo.
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4.3 Estudo sobre a composicao da superficie

Esta secdo apresenta os resultados obtidos para o plano em cruz de experimentos,
cujo objetivo foi investigar a interferéncia das quantidades de surfactante e de iniciador
no processo de adsor¢do de BSA na superficie das particulas. O surfactante utilizado
nos testes foi 0 SDS, molécula tensoativa que se posicionam na superficie das particulas
e assim estabilizam a suspensdo. O mesmo ocorre com os fragmentos de iniciador
persulfato de potéssio que, apesar de fazerem parte da cadeia polimérica (encontrando-
se na sua extremidade), tendem a posicionar-se na interface, devido a significativa

polaridade e afinidade com meio dispersante agua.

Pode-se verificar na Figura 4-41 que a quantidade de surfactante afeta diretamente
o tamanho médio de particulas inicial e final. Como ja se podia esperar, a reducao da
quantidade de surfactante reduz a eficiéncia tensoativa, provocando um aumento do
tamanho médio de particula. Verifica-se, portanto, que, para obtenc¢do de particulas com
didmetro médio abaixo de 150 nm, deve-se utilizar um montante de surfactante igual ou
superior a 1,0 % em massa referente a quantidade de monémero. A quantidade de
iniciador, por outro lado, ndo influencia expressivamente a dinamica dos tamanhos
médios de particulas, mostrando que o SDS exerce o fator preponderante sobre a

estabilidade da miniemulsdo.

250
----- 1.0%SDS1.0%PP 5 1.5%SDS1.0%PP
230 [ 05%SDS1.0%PP ——— 1.0%SDS1.5%PP
210 —o—1.0%SDS0.5%PP — A 1.0%SDS0.0%PP1.0%PBA

190
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=
\‘
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90 1 1 1 1 1 1
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Figura 4-41 Dinamica das reacdes do plano em cruz. Efeito das concentracdes de SDS
e PP sobre os tamanhos médios de particula.
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E conveniente também fazer uma comparacio entre as reacBes em que a
miniemulsdo foi preparada com o Turrax e o sonicador. O sonicador promove a
manutencdo aproximada do didmetro inicial de gota, como deve ocorrer para a
miniemulsdo quando a nuclea¢do dominante é aquela no interior das gotas. Ja quando o
Turrax € utilizado, coexiste a nucleagdo homogénea (efeito ja discutido na Sec¢édo 4.1)
que ndo é desejada. A Figura 4-42 mostra claramente que a dindmica de tamanhos é
bastante diferente para as duas técnicas, comprovando que, nas condi¢fes empregadas,
0 uso do sonicador é muito mais eficiente para fabricacdo das nanoparticulas via
miniemulsdo. A diferenca de comportamento é devida principalmente as largas
distribuicGes de tamanhos obtidos (Figura 4-4) com o Turrax, que reduz o numero de
particulas em suspensdo e favorece a ocorréncia de nucleacdo homogénea, como
discutido na Secdo 4. Pode-se verificar também que o uso do sonicador prové a
formagéo de cadeias de menor massa molar, como pode ser observado na Figura 4-43, e
conversdes mais altas (97% para o sonicador e 94% para o Turrax), ambos fatores sdo
diretamente decorrentes da diminuicdo no tamanho médio de particulas. O menor
diametro médio de particulas gerado pelo sonicador aumenta as taxas de reacdo e
conversdo pela presenca de maior nimero de gotas, e favorece as terminacdes, devido
ao aumento da concentracdo de radicais em particulas menores. A dinamica das
distribuicdes de tamanho de particulas (apresentadas no APENDICE I1) mostra que n&o

ocorreu nucleacdo homogénea para nenhuma das reacdes do plano em cruz.

350
<L 1,0 % de SDS; 0,5 % de iniciador

300
T 250 z‘- o sonicador
E ---O---Turrax
2 200 -}
-O [}
\q) 'I
= < :
f% 100 7 d_o__o ------ O----- O o o
Q 50 -

0 . | | | |

0 20 40 60 80 100 120
Tempo (min)

Figura 4-42 Comparagéo entre o uso do turrax e ultrassom para
preparacdo da miniemulséo.
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Figura 4-43 Comparacao entre as distribuicdo de massas molares para os polimeros
resultantes da polimerizacdo em miniemulsao preparada com Turrax e com
sonicador.

A Figura 4-44 mostra que ndo houve variagOes significativas nas massas molares
obtidas para as reaces do plano em cruz, com excecdo do caso em que foi utilizado
PBO (0% de PP), devido as altas taxas de terminacdo decorrentes da dissociacdo do
iniciador dentro das gotas, como explicado da Secdo 4-1. As Figura 4-45 e Figura 4-46
mostram que a dindmica da reacdo é bastante diferente da formulacéo. Pode-se verificar
que a quantidade de surfactante influencia bastante a taxa de reacdo por causa da
influéncia sobre o tamanho médio das gotas e, consequentemente, sobre o nimero
médio de particulas presentes no meio de reacdo. Quanto maior a quantidade de
surfactante, menores sdo as gotas formadas e mais répida é a reacdo, visto que a
nucleacdo é facilitada com maiores area e populacédo de gotas. Igualmente importante é
o0 percentual de iniciador, pois taxas de reacdo mais altas sdo observadas quando se
emprega mais iniciador. Neste caso, ha efeitos adicionais que devem ser considerados,
como a nucleacdo homogénea, ja que, as maiores taxas de reagdo na fase aquosa podem

produzir novas particulas.
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Figura 4-44 Distribuicdes de massas molares para com diferentes
polimeros produzidos pelas reacBes do plano em cruz
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Figura 4-45 Dinamica das reac¢des do plano em cruz. Taxas de polimerizacéo
para diferentes concentracdes de SDS e PP.
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Figura 4-46 Dinamica das reagdes do plano em cruz. Conversao de mondmero para
diferentes concentracdes de SDS e PP.

E importante salientar que a conversdo final é funcdo principalmente da
quantidade de surfactante usada na formulacdo. Pode-se verificar (Figura 4-47) que
existe uma correlacdo direta e alta entre a quantidade de surfactante e a converséo final,
ou seja, quanto maior a quantidade de surfactante, maior a conversdo, por causa dos
menores tamanhos médios de particulas e maior concentracdo de particulas formadas.
Porém, ndo existe uma relacdo semelhante com o percentual de iniciador. A Tabela 4-8

resume as propriedades medidas para cada reacdo do plano em cruz.

Com relacdo as adsorcOes, pode-se verificar que ndo existe uma relagao linear
entre as quantidade de surfactante ou iniciador com as quantidades de BSA adsorvida.
Entretanto, verifica-se que a presenca de ambos em alta quantidade promove um
aumento na quantidade de BSA adsorvida. Na série relacionada ao SDS (em cinza na
Figura 4-48), vé-se que acima de 1,0% , ndo ha mais um aumento significativo na

quantidade adsorvida, sugerindo a saturacdo da superficie. O efeito € 0 mesmo quando
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igual quando se representam os valores adsorvidos em grama de BSA por grama de
polimero, mostrando que este efeito ndo é devido a area, mas sim ao surfactante em si.
Ja na série relacionada ao inciador (em preto), pode-se perceber que ha um aumento da
quantidade adsorvida quando se aumenta de 0,5% para 1,0%; porém, para maiores
adicdes de PP, observa-se nova reducdo na quantidade adsorvida. Esses resultados
sugerem que a natureza da superficie da particula polimérica exerce influéncia

preponderante sobre o processo de adsorcao
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Figura 4-47 Relacdo entre conversdo e didmetro médio de gotas para 0s experimentos
do plano em cruz.

Tabela 4-8 Propriedades medidas para as nanoparticulas poliméricas fabricadas seguindo o

plano em cruz.

D PO ela
OR ACAO .-. TG b4 :: lA a0
d adldS0o a0
1.0%SDS0.0%PP1.0%PBO | 111,0 |146,0| 92,09 -23,40 14,37 0,095
1.0%SDS0.5%PP 108,7 |167,6| 97,17 -14,70 12,19 0,097
1.0%SDS1.0%PP 103,9 |146,2| 97,93 -38,60 12,74 0,190
0.5%SDS1.0%PP 123,9 |195,3| 88,47 -43,00 10,36 0,119
1.5%SDS1.0%PP 96,1 |131,1| 98,62 -37,30 11,23 0,177
1.0%SDS1.5%PP 103,1 |153,1| 92,56 -46,00 11,50 0,140




Foi verificada também a influéncia da formulagéo sobre o processo de dessorgao.
A Tabela 4-9 mostra o percentual dessorvido e 0 que restou de proteina na particula
como funcdo da formulagdo. Observou-se que a dessorcdo é maior em pH 7,0 do que
em agua. Como a adsorcéo foi realizada em pH 4,5, a mudanca do pH do meio muda a
carga da proteina, afastando-a do seu ponto isoelétrico e promovendo a insercdo de
cargas negativas, aumentando a repulsdo e consequentemente a dessorcdo. Além disso,
o tampao fosfato (pH 7,0) possui ions que podem interagir com as proteinas, levando a

sua dessorcao.

0,210
0,170 - o
S
% [
5 0130 - ;
g
Q
= 0,090 -
0,050 :
o R R R R R
@\3‘3’ N S N s N s> N s > s
R
%Q-Q WO N Q2 N WO
N
N
Figura 4-48 Quantidades de BSA adsorvidas pelos diferentes polimeros
produzidos no plano em cruz.
Tabela 4-9 Dessorcao nos diferentes polimeros
Restou adso ao
9% Desso of
0/qP0 OBSA
O o]0, a0 (0 PO ero » 2 x
e O emp 0
O p 0 O D 0
1.0%SDS0.0%PP1.0%PBO | 20,11 45,41 36,10 | 25,50 | 0,08 0,05
1.0%SDS0.5%PP 22,95 54,97 29,45 | 17,69 | 0,08 0,05
1.0%SDS1.0%PP 13,53 28,50 73,31 | 60,65 | 0,16 0,14
0.5%SDS1.0%PP 21,30 56,49 34,72 | 19,26 | 0,09 0,05
1.5%SDS1.0%PP 16,40 34,42 73,17 | 57,42 | 0,15 0,12
1.0%SDS1.5%PP 13,64 37,13 54,41 | 39,61 | 0,12 0,09
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Verifica-se que os polimeros produzidos com menores quantidades de SDS ou
Persulfato levaram a uma dessorgédo mais acentuada, sendo que a menor dessorgéo foi
observada no ponto central. Além disso, as dessorcdes em agua e em pH 7,0 sdo
proporcionais, apresentando correlacdo 93%, o que sugere que, independentemente do
meio, a composicdo (surfactante e iniciador) é determinante no processo de adsorc¢éo. A
Figura 4-49 mostra as quantidades de proteina retidos nas particulas ap6s dessor¢cdo em
meio aquoso e em pH 7,0. Constata-se que o polimero que mais retém proteina
adsorvida é aquele que menos dessorve, produzido no ponto central do plano
experimental. Em seguida, os polimeros mais eficientes sdo aqueles produzidos com os
maiores percentuais de surfactante e de iniciador, respectivamente. Desta forma, é
notdrio que iniciador e surfactante exercem um papel fundamental na manutencéo da

proteina adsorvida.

O potencial zeta fornece uma medida importante e qualitativa sobre os processos
de adsorcdo. Pode-se constatar, por meio da Figura 4-50 e de maneira similar ao efeito
discutido na Secdo 4.2, que apOs o processo de adsor¢do ocorre uma mudanca
expressiva da carga nas particulas, comprovando que existem proteinas ali adsorvidas,
as quais apresentam uma pequena carga positiva (pH 4,5 < Plgsa=4,7). Apds a
dessorcdo em H,O, observa-se que, com a perda de uma parcela das proteinas
adsorvidas, o potencial zeta € reduzido e volta a ser negativo, ainda que menos negativo
que antes da adsorcdo, devido a proteina remanescente. No caso das particulas que
foram submetidas ao processo de dessor¢do em pH 7,0, o potencial zeta torna-se
bastante negativo, sendo que em alguns casos sdo mais negativos do que na suspensdo
inicial. Isto s6 é possivel devido ao percentual de proteinas que resta adsorvido, pois
estas encontram-se acima do seu ponto isoelétrico e, por isso, carregadas negativamente
(pH 7,0 < Plgsa=4,7).
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Figura 4-49 Carga de BSA nas particulas produzidas no plano em
cruz apos a dessorcdo em H,O e pH 7,0.
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Figura 4-50 Potencial Zeta das particulas produzidas antes e depois
dos processos de adsor¢éo e dessorcao.
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Transmitancia(%)

Transmitancia (%)

Os espectros de infravermelho (Figura 4-51) também demonstram que ha uma
adsorcdo significativa de proteina nas particulas. As andlises e identificacdo dos grupos
foram baseadas nos artigos de GRDADOLNIK e MARECHAL (2000) e DUAN et
al.(2008) e no banco de dados publicado por YAMAJI et al (2013). Sao apresentados 0s
espectros de infravermelho para os produtos das duas primeiras reac0es; entretanto, 0s
demais espectros de infravermelho s&o muito semelhantes e encontram-se para consulta
no APENDICE II.

- 1.0%SDS 0.5%PP

40 - 1715 1556408 1145 507
20 -
ffffffff c/ BSA adsorvida
i s/ BSA
o] . ; . ; . ; . ; . I . I . I
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n° de onda (cm-")

120 —

1.0%SDS 0.0%PP 1.0%PBO
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Figura 4-51 Espectros de infravermelho das particulas produzidas no plano em cruz
com e sem proteina adsorvida.
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De acordo com DUAN et al. (2008), o grupo C=0 do PMMA esté representado
na banda 1715/1720 cm™ e o grupo C-O-C possui banda de absor¢édo entre 1150 cm™ e
1250 cm™. Alem disto, bandas de absorcdo caracteristicas das vibracbes do PMMA
estdo posicionadas em 980 cm®, 1062 cm™ e 843 cm™. Quando o0 polimero possui
proteina adsorvida, pode-se verificar o surgimento de alguns novos picos associado a
atenuacao de picos caracteristicos do polimero, principalmente o pico referente ao grupo
C=0, que era bem pronunciado antes da adsor¢do. As bandas posicionadas em 3400 cm’
1 normalmente associadas a umidade pela presenca de grupos OH, podem também ser
associadas aos grupos N-H. Quando estas bandas estdo deslocadas a direita, podem
representar (segundo GRDADOLNIK e MARECHAL, 2000) grupos N-H das proteinas
formando pontes de hidrogénio (em 3359 cm™ e 3285 cm™). Bandas que também
evidenciam estas ligacbes de hidrogénio sdo as bandas do grupo N-H que sdo
normalmente posicionadas em 1500 cm™ e que, neste caso, estdo deslocadas a esquerda
(1556/1560 cm™). O mesmo autor sugere que o deslocamento da banda do grupo COO,
normalmente posicionada em 1390 cm™, para 1405 cm™ significa que este grupo
também estd formando ligacGes de hidrogénio. Portanto, a presenca destas bandas
deslocadas e a atenuacdo do pico de C=0 do polimero indicam a ocorréncia e interacoes

polimero-proteina (ou mesmo proteina-proteina) via ligacdes de hidrogénio.

4.3.1 Comentarios finais

Experimentos conduzidos na presenca de quantidades variaveis de SDS e PP
mostraram que as quantidades adsorvidas de BSA dependem das quantidades de
surfactante e de iniciador usadas. De forma geral, o aumento das cargas resulta em
aumento das quantidades adsorvidas. Além disso, ensaios de infravermelho sugerem a
formacdo de ligagBes de hidrogénio entre a proteina e o polimero. Esses resultados
ajudam a explicar por que a insercdo de comondmeros carboxilicos afetam
positivamente o processo de adsor¢do de BSA, quando o PBO foi usado como iniciador
na secao 4.2. A reducdo das quantidades adsorvidas quando o PBO foi trocado pelo PP
como iniciador pode ser explicado pelo deslocamento dos grupos funcionais da

superficie pelos residuos iénicos do PP.
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4.4 Ensaios in vitro com HSA adsorvida

Para verificacdo da toxicidade das nanoparticulas foram realizados ensaios in vitro
utilizando a proteina de soro humano (HSA) adsorvida na superficie das particulas.
Como controle, 0s mesmos ensaios também foram realizados para as nanoparticulas
sem proteina adsorvida (suspensdo original) e para HSA pura. As nanoparticulas
escolhidas para realizacdo dos ensaios foram aquelas do ponto central do plano em cruz
(Secdo 4.3), visto que resultaram nos melhores desempenhos para adsorcao e dessorcgéo.
A formulacdo usada para preparacdo destas particulas foi 1.0% de SDS, 1.0% de
Persulfato de potéssio e 35% de PMMA, com diametro final de 146,20 nm.

Devido a grande semelhanga existente entre as estruturas da HSA e da BSA, ndo
houve diferencas muito grandes nos processos de adsor¢do dessas duas proteinas. A
Tabela 4-10 apresenta os dados comparativos de adsor¢do e dessorcdo das duas
proteinas. Pode-se verificar que a HSA resulta em melhores desempenhos nos processos
de adsor¢do que a BSA, adsorvendo um pouco mais e dessorvendo menos. Isto também
pode ser visualizado a partir das medidas de potencial zeta, em que as particulas com
HSA adsorvida atingem a uma carga final mais positiva (Tabela 4-11), visto que a HSA
tem um ponto isoelétrico (dado do fornecedor: P1=5,2) maior que o da BSA (PI=4,7).

Portanto, em pH 4,5 a HSA possui carga liquida mais positiva.

Tabela 4-10 Dados de adsor¢do da HSA e BSA sobre as particulas poliméricas
produzidas no ponto central do plano em cruz

Adsorcao Dessorcao
. o , emH20 empH7,0
Proteina Yo mg/g ug/cm (%) (%)
HSA 19,09 | 70,02 | 0,157 13,08 18,11
BSA 14,43 | 74,17 | 0,166 14,01 31,72

* A concentragdes iniciais medidas para as proteinas em solucdo foram C°ga=
1,07 g/L, C%ga= 0,94 g/L.
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Tabela 4-11 Potencial Zeta das particulas poliméricas produzidas no ponto central
do plano em cruz antes e pos adsor¢do com HSA e BSA.

Pot. Zeta - (mV)

Amostras PZ
Pl BSA +4,7

NPs com BSA adsorvida = + 16,77
Pl HSA +5,2

NPs com HSA adsorvida = +22,7

As Figura 4-52 e Figura 4-53 apresentam os resultados para os ensaios de MTT e
LDH extravasado, respectivamente. O ensaio de MTT baseia-se na medida do dano
induzido pelo composto/extrato em estudo no metabolismo celular de glicideos,
avaliando-se as atividades de desidrogenases mitocondriais. Pode-se verificar que, para
todos os sistemas testados e variadas concentracfes, nem as particulas de PMMA puro,
nem aquelas com proteina adsorvida provocaram perda de viabilidade celular; ou seja,

ndo sdo tdxicas para as células testadas.

® Nanoparticula de PMMA com HSA
O HSA
125 4 ——- Mediana dos efeitos da Nanoparticula com HSA e HSA puro
100 4 I
= ______I___%__I__j___}__;
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o 8 1004 4 4 A
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- 50 - ,
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Regresséo para
Nanoparticula de PMMA
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Concentracio (ug/ml)

Figura 4-52 Resultados dos ensaios de MTT realizados com HSA e
particulas poliméricas produzidas no ponto central do plano em cruz.
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A mesma reposta de ndo-toxicidade foi encontrada pelo ensaio de LDH
extravasado. Neste ensaio, quanto maior a atividade da LDH, maior é o dano a célula,
pois esta € uma enzima intracelular (citoplasmatica). Se fosse observado um aumento da
sua atividade no meio de cultura, este estaria diretamente associado a perda de
integridade membranar da célula, que deixaria esta enzima ser extravasada para 0 meio
de cultura, perdendo viabilidade. A regressao linear mostrada para as nanoparticulas de
PMMA sem HSA apresentam um efeito benéfico protetor; ou seja, houve uma reducao
do nivel basal de extravasamento da enzima devido a uma protecdo realizada pelas
particulas. Portanto, pode-se afirmar que as nanoparticulas de PMMA n&o reduzem a
viabilidade celular; ou seja, ndo sdo toxicas para as células testadas. Resultados
semelhantes foram encontrados por MENDES et al. (2012), atestando que o PMMA ¢

bastante biocompativel.

1.25
o & 1.00
3G
§ =
5 o 7
S ]
= 8
T T
/] £ 050+ @ Nanoparticula de PMMA com HSA
b O HSA
¥ Nanoparticula de PMMA
0.25 4 —— Regress&o para Nanoparticula de PMMA
——- Mediana dos efeitos da Nanoparticula com HSA e HSA puro
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Figura 4-53 Resultados dos ensaios de LDH extravasado realizados com HSA e
particulas poliméricas produzidas no ponto central do plano em cruz.
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5 ConclusoOes e Sugestdes

Este capitulo tem o objetivo de sintetizar as conclusfes expostas ao longo dos
capitulos e fazer sugestdes para trabalhos futuros que tenham a pretensdo de estudar o

assunto.

5.1 Conclusoes

A técnica de polimerizacdo em miniemulsdo permitiu realizar com sucesso as
copolimerizagbes com a maioria dos comondémeros utilizados, promovendo a
funcionalizacdo das particulas com modificacfes apreciaveis na evolucdo dindmica das
reacOes. Entretanto, quando foi utilizado o iniciador hidrossolavel, houve
concomitancia entre 0os mecanismos de nucleacdo das gotas e nucleacdo homogénea.
Este comportamento ndo desejavel pode ser minimizado com a modificagdo da técnica
de preparagdo da miniemulsdo de Turrax para sonicador. O uso do iniciador PBO
promove melhor a funcionalizacdo, pois evita a nucleacdo homogénea e promove a
formacdo de camadas de copolimero rico em comondémero funcional na superficie das
particulas; no entanto, a suspensao final s6 é estavel a curto prazo, desestabilizando-se e
decantando com o decorrer do tempo. Observou-se também que a adicdo de
comondmeros sollveis em agua e que formem polimeros solGveis em agua pode ser
muito benéfica ao processo de encapsulamento de ativos, por reduzir as taxas de

nucleagdo homogénea.

Verificou-se também que, para obtencdo de particulas com didmetro abaixo de
150 nm requeridos para aplicagdes por efeito EPR, faz-se necessario o simples ajuste da
formulacdo e das quantidades de surfactante. Para o caso em questdo, um montante de

surfactante igual ou superior a 1,0% foi capaz de atender a este requisito.

A conhecida dificuldade de secagem e separacdo dos solidos da suspenséo
polimérica resultante de reacdes em miniemulsdo foi aqui contornada utilizando-se a
suspensdo (latex) diretamente para os ensaios de adsorcdo, evitando-se agregacOes e
perdas de area. Este tipo de manipulacdo das amostras proporcionou bons resultados e

resultou numa solucdo alternativa aos métodos que usam a secagem do material.
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Apesar dos erros de medicdo decorrentes da técnica utilizada, as andlises ndo
paramétricas ndo deixam divida quanto aos diferentes desempenhos dos copolimeros
nos ensaios de adsorcdo. Verificou-se que os copolimeros produzidos na presenca de
acidos carboxilicos e o proprio PMMA homopolimero produzido com PBO como
iniciador foram os melhores adsorventes dentre os polimeros testados, para adsorcao de
BSA.

Ensaios de adsorcdo foram realisados com polimeros produzidos na presenca de
diferentes quantidades de surfactante e iniciador, verificando-se que ndo existe uma
relacdo linear entre quantidade de surfactante ou iniciador com a quantidade adsorvida.
Entretanto, verificou-se que a presenca de ambos em alta quantidade (1,0% e 1,5%)
promove um aumento nas quantidades adsorvidas. Adicionalmente, constatou-se que o
polimero que mais retém proteina € aquele que resulta em menores quantidades
dessorvidas, sendo produzido no ponto central do plano experimental (1% de SDS e 1%
de PP). Desta forma, é notdrio que as quantidades de iniciador e surfactante usados na

formulagdo exercem papel fundamental na manutengdo da proteina adsorvida.

As isotermas de adsorcdo revelaram que o processo de adsorcdo é favoravel e
melhor ajustada pelo modelo de Freundlich, indicando a ndo uniformidade nos sitios de
adsorcédo e a formacdo de multicamadas. O processo de adsorcdo se mostra complexo,
onde a interacdo proteina-proteina se faz presente e é provavelmente o responsavel pelo
formato da isoterma. Para baixas concentracdes de proteina ocorre uma reduzida
interacdo entre proteina e polimero; contudo, na presenca das primeiras moléculas
adsorvidas, a interacdo se torna mais forte. Por meio das isotermas também pode-se
concluir que os grupos carboxilicos presentes nos copolimeros promovem aumento na
capacidade de adsorcao e tornam a adsorcdo mais favoravel, fundamentado nos valores

maiores dos parametros estimados K, e n.

A baixa correlacdo existente entre o potencial zeta e a eficiéncia da adsorcao
sugere que a interacdo predominante ndo é de natureza eletrostatica, mas provavelmente
hidrofébica. Por outro lado, a presenga de grupos funcionais como carboxilico, bem
como o surfactante e fragmentos de iniciador afetam expressivamente as quantidades
adsorvidas. De acordo com a literatura estudada e analisando os resultados de
infravermelho e as isotermas de adsorcdo, pode-se afirmar que estdo presentes

interacOes de hidrogénio e que ha formacao de multicamadas de proteina adsorvida. Os
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mecanismos de adsor¢do observados sdo capazes de fixar as proteinas na superficie das
particulas, como visualizado nos varios experimentos de dessorcao realizados, podendo
ser utilizados como alternativas aos processos baseados em reacGes covalentes mais

complexas na confeccédo de particulas sinalizadas com biomoléculas.

Os ensaios in vitro de viabilidade celular comprovaram que as nanoparticulas de

PMMA ndo reduzem a viabilidade celular; ou seja, ndo sdo tdxicas as células testadas.

5.2 Sugestoes

Neste trabalho foi revelada a natureza complexa das forcas de interagcdo na
adsorcdo polimero-proteina; porém vislumbrando o dominio e manipulacdo de cada
uma das forcas envolvidas, mais experimentos Sdo necessarios. Sugere-se para 0S
trabalhos posteriores que se facam manipulacdo das varidveis percentual de
comondmero carboxilado (e, portanto, do grupo funcional carregado), para verificar a
importancia das interacdes do tipo ponte de hidrogénio no processo de adsor¢éo e o pH
do meio, visto que interacdes eletrostaticas podem ser mais pronunciadas fora do ponto

isoelétrico da proteina.

Adicionalmente, visando ao objetivo final da aplicacdo, que é a liberacdo de
farmacos em células alvo especificas, sugere-se que sejam feitos testes de
encapsulamento do farmaco e que seja verificada a influéncia do farmaco na
estabilidade coloidal da emulsdo, no tamanho de particula obtido e nas propriedades de

superficie e adsorcao.

Para averiguacdo da capacidade de interacdo das particulas fabricadas (com e sem
proteina adsorvida) com as células e a possibilidade destas serem captadas para o
interior das células, sugere-se a realizacao de testes in vitro adicionais, com as particulas
marcadas com corante encapsulado, para visualizacdo da captagdo. Seria interessante
proceder os testes de interacdo e toxicidade das particulas tanto em células normais

quanto em células cancerosas

E também instigante a investigacdo sobre o efeito dos comonémeros que formam
polimeros soltveis no meio aquoso como inibidores da nucleagdo homogénea. Desta

forma, sugere-se que pesquisas posteriores investiguem este fendmeno mais a fundo,
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verificando a relacdo entre a eficiéncia na inibicdo da nucleagdo homogénea e a

quantidade de comondmero usado na formulagéo.

Uma investigacdo sobre a cinética de adsorcdo das proteinas nas particulas
poliméricas pode fornecer informacgdes importantes e possibilitar a reducdo dos tempos
dos experimentos, extrapolados neste trabalho para 24h. Além disso, mais isotermas de
adsorcdo sdo imprescindiveis para melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos nas

adsorcoes nos diferentes copolimeros.
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APENDICE | — Equacionamento para
calculos tedricos

Célculo da massa de surfactante livre para formacéo de

micelas
M, =M? — M2? Equagéo 0-1
ad _ Atotat _ 6M ~ )
Ms™ = o,  pda. Equacdo 0-2
6.0
a, = Equacdo 0-3
s X32-PMMA-Csds-k aua
_ 6.0,35 — 246 10° m?
% =32418. 0,94. 0,0035. 0,8 0 g
Mg 632 0,2561 g de SDS
= =V, e
§ 94.104.324,18. 1072 2,46 .103 g
M = 0,32 —0,2561 = 0,0639g
M; 0,0639
Ce = = = 1,10. 10_3i < CMCgps = 2,36.1073 9
Volsgua 58 ml ml
onde: M’s = Massa de surfactante disponivel para formar micela; M°= Massa de surfactante

alimentada = 0,32g; M.2% = Massa de surfactante adsorvido na interface; A = Area total das
goticulas de monémero; M = Massa de mondmero alimentada = 32g; p= Volume especifico do
mondmero = 0,94 g/cm?; d = didmetro médio de gota = 324,18 nm; as= area ocupada pelo
surfactante/ eficiéncia de cobertura [m?gsurf]; ¢ = fragio da fase orgénica = 0,35; y3,=
didmetro médio de Sauter = 324,18 nm; Csds= concentracdo de SDS em massa do total =
0,0035; k = fator de correlagdo que leva em conta a concentracdo dissolvida no meio continuo
= 0,8*; Voly,0= volume de 4gua= 58mL
* Hecht, L. L. et al. (2011)
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Célculo da Tg dos copolimeros

Meédia0l: Tg = (1 —w) XTgl + w X Tg2

Tg1
dia 02- In (L) = m@InGg)
Média 02: In () = o 1 P

Meédia 03: — = L2210 4 @
Tg Tg1l Tg2

N

Média 04: In(Tg) = w X In(Tg1l) + (1 — w) X In (Tg2)

oi= fracdo em massa do monémero;

do copolimero;

Tg= temperatura de transicao vitrea

Tgi= temperatura de transicao vitrea

do homopolimero i.

PMMA-co-PHEMA |116,2 | 114,5|113,1| 113,3]115,3| 113,7| 115,8 | 114,1 | 115,1 | 113,9
PMMA-co-

PDMAEMA 111,5|109,9 | 65,0 | 65,7 | 86,7 | 85,8 | 104,2|102,8 | 91,9 | 91,0
PMMA-co-PAMA |126,2|124,5(119,6|119,6]122,6]120,8]124,1]122,3]123,1]121,8
PMMA-co-PAA  |116,5|114,9113,9114,1]116,0( 114,4] 116,3] 114,6 | 115,7| 1145
PMMA-co-PMAM [112,9111,2] 94,5 | 95,0 [103,5]102,2]109,5 | 108,0 | 105,1 | 104,1
PMMA-co-PMAM |112,9111,2] 94,5 | 95,0 [103,5]102,2]109,5 | 108,0 | 105,1 | 104,1

Tg» homopolimero

Polimero °C)

1 PBO 117,25
PMMA PP 116,7
PMMA-co-PHEMA 85

PMMA-co-PDMAEMA 19
PMMA-co-PAMA 228
PMMA-co-PAA 75-106
PMMA-co-PMAM 38,5

(1) Calculada por ensaio em DSC.

(2) BRANDRUP, IMMERGUT e GRULKE (2005).
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Calculo do % de comondmero incorporado

Modelo:

M1 +M1-> MIM1 (Kll)

M1+ M2 > _MIM2 (Ki2)

M2+ M2 - _M2M2 (Ky)

M2+ M1 -> M2M1: (K21)

EquacGes:
K11
rl =—
K12

_ K22
T K21

dm1] _ [m1]x(r1x[m1]+[m2]) _ mil
d[m2]  [m2]x(r2x[m2]+[m1]) m2

Onde: 1=MMA; 2= comondmero; M=monémero; _M1'= Cadeia em crescimento cujo

altimo mondmero incorporado foi 1; _M2= Cadeia em crescimento cujo Ultimo

mondmero incorporado foi 2; Kij = constante cinética da reacdo; r= razao de reatividade

= preferéncia entre homopolimerizagdo e copolimerizagdo; Fo = razdo de inser¢d dos

mond&meros no tempo zero estacionario; [mi] = concentracdo molar do mondémero i; mi

= concentragcdo molar do mero i no copolimero.

RRaz_é(_) de [mi] mol/L % 5
Mondmero eatividade 0 COMONomero
incorporado
MMA (1) - - - - -
HEMA 0,75 1,5 8,77 0,513 7,80%
DMAEMA 0,699 1,2 8,77 0,42 6,80%
AMA 0,63 0,25 8,83 0,72 12,70%
AA 0,418 1,73 8,84 0,924 23,60%
MAM 1,27 1,57 8,87 0,79 7,40%
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Célculo da area especifica média e concentracéo de

proteina para adsorcdo de uma monocamada

Supondo que as particulas fabricadas sejam esféricas e usando o diametro (d)
médio de gotas medido por espalhamento de luz, os célculos de area seguiram o

seguinte equacionamento:

Area da esfera = 7 x d?

d3
Volume da esfera = T X -

Atotal = n° particulas x &rea de uma particula

o . _ volume total de mondmero massa de monoémero 6
n° de particulas = =
volume de uma esfera (gota) Pmondémero xd3
6x massa de monoémero 6Xx massa de monoémero
Atotal = X mxd?=

PmonomeroXmXd3 PmonémeroXd

Para o célculo da concentracdo de BSA utilizada baseada na saturacdo da
superficie (monocamada), foi utilizada a area calculada acima conforme os célculos

abaixo, supondo uma conformacéo esférica da proteina:
diametroggy, = 7nm
Areagg, = 3,85x107 1" m?

) Atotal
n9gss = n? de moléculas de BSA para monocamada = ——
Areaggy

Nn9gss. Massa Molarggs,

C traga =
OMCentTacassa = o de Avogadro .Volume da solugao
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APENDICE Il — Graficos complementares

Espectros de Infravermelho
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Figura All.1 — Espectros de infravermelho comparativos para homopolimero de

PMMA para diferentes iniciadores.
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Figura All.2 — Espectros de infravermelho comparativos entre o PMMA e 0

copolimero com PHEMA, com iniciador PP.
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Figura All.3 — Espectros de infravermelho comparativos entre o PMMA e 0

copolimero com PHEMA, com iniciador PBO.
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Figura All.4 — Espectros de infravermelho comparativos entre o PMMA e 0
copolimero com PDMAEMA, com iniciador PP.
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Figura All.5 — Espectros de infravermelho comparativos entre o PMMA e 0
copolimero com PDMAEMA, com iniciador PBO.
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Figura All.6 — Espectros de infravermelho comparativos entre o PMMA e 0

copolimero com PAMA, com iniciador PP.
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Figura All.7 — Espectros de infravermelho comparativos entre o PMMA e 0

copolimero com PAMA, com iniciador PBO.
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Figura All.8 — Espectros de infravermelho comparativos entre o PMMA e 0

copolimero com PAA, com iniciador PP.
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Figura All.9 — Espectros de infravermelho comparativos entre o PMMA e 0
copolimero com PAA, com iniciador PBO.
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Figura All.10 — Espectros de infravermelho comparativos entre 0 PMMA e 0

copolimero com PMAM, com iniciador PBO.
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Figura All.11 — Espectros de infravermelho comparativos para nanoparticula de

PMMA antes e apds adsorcao (composicdo: 1,0%SDS,0,0%PP,1,0%PBO).
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Figura All.12 — Espectros de infravermelho comparativos para nanoparticula de
PMMA antes e apds adsorcao (composicdo: 1,0%SDS,0,5%PP).
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Figura All.13 — Espectros de infravermelho comparativos para nanoparticula de

PMMA antes e apds adsorcdo (composicdo: 1,0%SDS,1,5%PP).
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Figura All.14 — Espectros de infravermelho comparativos para nanoparticula de

PMMA antes e ap0s adsorcdo (composicao: 0,5%SDS,1,0%PP).
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Figura All.15 — Espectros de infravermelho comparativos para nanoparticula de
PMMA antes e ap0s adsorcéo (composicao: 1,5%SDS,1,0%PP).
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Figura All.16 — Espectros de infravermelho comparativos para nanoparticula de

PMMA antes e apds adsorcao (composicdo: 1,0%SDS,1,5%PP).
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Espectros de RMN
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Figura All.17 — Espectros de C-RMN do PMMA
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Figura All.18 — Espectros de H-RMN do PMMA
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Figura All.19 — Espectros de C-RMN do PMMA-co-PHEMA.
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Figura All.20 — Espectros de H-RMN do PMMA-co-PHEMA.
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Figura All.21 — Espectros de C-RMN do PMMA-co-PDMAEMA.
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Figura All.22 — Espectros de H-RMN do PMMA-co-PDMAEMA.
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Figura All.23 — Espectros de C-RMN do PMMA-co-PMAM.
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Figura All.24 — Espectros de H-RMN do PMMA-co-PMAM.
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Figura All.25 — Espectros de C-RMN do PMMA-co-PAA.
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Figura All.26 — Espectros de H-RMN do PMMA-co-PAA.
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Figura All.27 — Espectros de C-RMN do PMMA-co-PMAM.
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Figura All.28 — Espectros de H-RMN do PMMA-co-PMAM.

154



Dinémica das distribuicdes de didametro de particula para as reacdes do plano em cruz

25 0 min 25 20 min
20 __ 20
S =
0 -1}
s 15 B 15
= =
w w
= =
E 10 - 2 10

5 5

(0] T T T T T 0 T— T r— T T T T

1 10 100 1000 10000 100000 10 100 1000 10000 100000
Didmetro (nm) Didmetro (nm)

2T 60 min 25 7 120 min
__20 | ” __20 | n
£ £
U U
B 15 = 15
= =
w w
= =
E 10 | E 10

5 | 5 \

1 10 100 1000 10000 100000 10 100 1000 10000 100000
Diametro (nm) Diametro (nm)

Figura All.29 — Dindmica para a distribuicdo de diametro de particulas para o polimero de
composicdo: 1.0%SDS0.0%PP1.0%PBO.
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Figura Al1.30 — Dindmica para a distribuicdo de diametro de particulas para o polimero de
composicao: 1.0%SDS0.5%PP.
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Figura All.31 — Dindmica para a distribuicdo de diametro de particulas para o polimero de
composicao:1.0%SDS1.0%PP.
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Figura All1.32 — Dindmica para a distribuicdo de diametro de particulas para o polimero de
composicao: 0.5%SDS1.0%PP
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Figura All1.33 — Dindmica para a distribuicdo de diametro de particulas para o polimero de
composicao: 1.5%SDS1.0%PP.
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Figura All.34 — Dindmica para a distribuicdo de diametro de particulas para o polimero de
composicao: 1.0%SDS1.5%PP.
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Distribuicbes de massas molares para os copolimeros produzidos

Intensidade relativa

1,20

1,00

0,80

0,60

0,40

0,20

0,00

® 20 min

A 25 min

X 30min

60min

120min

50000

500000 5000000

Massa molar (g/gmol)

1,20 -

20 min

1,00 -
@ 30 min

0,80 - X 45 min

0,60

0,40 -

Intensidade relativa

0,20 -

0,00 :
10000 100000 1000000 10000000

Massa molar (g/gmol)

Figura All.35 — Dindmica das distribuicdes de massas molares

para 0 homopolimero de PMMA utilizando PP como iniciador.

Figura All.36 — Dindmica das distribuicdes de massas molares
para 0 homopolimero de PMMA utilizando PBO como iniciador.
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Figura All.37 — Dinadmica das distribuicbes de massas molares Figura All.38 — Dinamica das distribuicbes de massas molares

para o copolimero de P(MMA-co-HEMA) utilizando PP como iniciador.  para o copolimero de P(MMA-co-HEMA) utilizando PBO como iniciador.
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Figura All.39 — Dindmica das distribuicbes de massas molares

para o copolimero de P(MMA-co-DMAEMA) utilizando PP como iniciador.
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Figura All.40 — Dinamica das distribuicbes de massas molares para
o copolimero de P(MMA-co-DMAEMA) utilizando PBO como iniciador.
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Figura All.41 — Dindmica das distribuices de massas molares Figura All.42 — Dindmica das distribuicdes de massas molares para

para o copolimero de P(MMA-co-AMA\) utilizando PP como iniciador. o copolimero de P(MMA-co-AMA) utilizando PBO como iniciador.
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Figura All.43 — Dindmica das distribuicdes de massas molares
para o copolimero de P(MMA-co-AA) utilizando PP como iniciador.

Figura All.44 — Dindmica das distribuicdes de massas molares para

o copolimero de P(MMA-co-AA) utilizando PBO como iniciador.
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Figura All.45 — Dindmica das distribui¢cGes de massas molares para o
copolimero de P(MMA-co-MAM) utilizando PBO como iniciador.
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Curvas de DSC
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Figura All.46 — Curvas de DSC para 0o PMMA homopolimero iniciado com PP

(reacOes realizadas em tréplica).
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Figura All.47 — Curvas de DSC para 0o PMMA homopolimero iniciado com PBO

(reacOes realizadas em tréplica).
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Figura All.48 — Curva de DSC para o copolimero P(MMA-co-HEMA) Figura All.49 — Curva de DSC para o copolimero P(MMA-co-HEMA)

iniciado com PP. iniciado com PBO.
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Figura All.50 — Curva de DSC para o copolimero P(MMA-co-DMAEMA)  Figura All.51- Curva de DSC para o copolimero P(MMA-co-DMAEMA)
iniciado com PP. iniciado com PBO.
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Figura All.52 — Curva de DSC para o copolimero P(MMA-co-AMA)

iniciado com PP.
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Figura All.53— Curva de DSC para o copolimero P(MMA-co-AMA)

iniciado com PBO.
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Figura All.54 — Curva de DSC para o copolimero P(MMA-co-AA)

iniciado com PP.
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Figura All.55— Curva de DSC para o copolimero P(MMA-co-AA)

iniciado com PBO.
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Figura All.56 — Curva de DSC para o copolimero P(MMA-co-MAM) iniciado com PBO.
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