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O uso de particulas poliméricas que possam ser reconhecidas por receptores
celulares pode garantir o sucesso de aplicagdes de liberagao in situ de farmacos. Dessa
forma, o objetivo deste trabalho foi desenvolver nanoparticulas poliméricas
funcionalizadas e capazes de permear as células da barreira hematoencefalica para
entrega de farmacos, visando ao tratamento de doenc¢as neurodegenerativas. A técnica
de copolimerizacdo em miniemulsdo permitiu a produgéo de particulas nanométricas a
partir dos mondmeros metacrilato de metila, acido acrilico e acido metacrilico para
posterior funcionalizagdo, com tamanho médio em torno de 60 a 100 nm. Além disso,
comprovou-se 0 encapsulamento do farmaco clioquinol com eficiéncia maior que 90%.
A metodologia de imobilizacdo por reagdo quimica, com 1-etil-3-(3-dimetil amino propil)
carbodiimida, foi capaz de promover a funcionalizacdo das particulas com a inser¢éo do
peptideo trans-activating transcriptor. O material produzido foi avaliado quanto a
capacidade de transposicdo a barreira encefalica por meio de testes in vitro e in vivo.
Os resultados mostraram que as particulas produzidas sdo capazes de penetrar a
barreira hematoencefalica com sucesso, tendo sido encontradas no tecido cerebral de
camundongos. Devido a natureza ndo seletiva do peptideo modelo utilizado, as
nanoparticulas também atravessam outros tecidos, sendo encontradas em outros
orgdos. O tempo de meia-vida nos animais € pequeno, sendo removidos da circulagao

apo6s 30 minutos.
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The use of polymer particles that can be recognized by cellular receptors can
ensure the success of in situ drug delivery applications. Thus, the objective of this work
is to develop functionalized polymer nanoparticles capable of permeating blood-brain
barrier cells for drug delivery, aiming at the treatment of neurodegenerative diseases.
The technique of copolymerization in miniemulsion allowed the production of nanometric
particles from the monomers methyl methacrylate, acrylic acid and methacrylic acid for
later functionalization, with average size around 60 to 100 nm. In addition, the
encapsulation of clioquinol with an efficiency greater than 90% was proven. The
methodology of immobilization by chemical reaction, with 1-ethyl-3- (3-dimethylamino
propyl) carbodiimide, was able to promote the functionalization of the particles with the
insertion of the peptide trans-activating transcriptor. The produced material was
evaluated in terms of the ability to transpose the brain barrier by means of in vitro and in
vivo tests. The results showed that the particles produced can penetrate the blood-brain
barrier successfully, having been found in the brain tissue of mice. Due to the non-
selective nature of the model peptide used, the nanopatrticles also cross other tissues,
being found in other organs. The half-life in the animals is small, being removed from the

circulation after 30 minutes.
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Capitulo |

INTRODUCAO

1.1MOTIVACAO

Sistemas de liberacdo de farmacos tém sido alvos de intensas pesquisas nos
ultimos anos, sendo que o desenvolvimento de materiais poliméricos contribuiu para o
progresso de diversas tecnologias nesta area. Estes sistemas permitem a absorcéo e
liberacdo da substancia ativa de maneira controlada, evitando aplicacdo de doses em
concentracdes muito elevadas, além de permitir o direcionamento do farmaco a sitios
especificos (KIM et al., 2009; TIAN et al.,, 2012; PARK, 2014). A utilizagdo de
nanoparticulas poliméricas como veiculo para disponibilizagédo de farmacos surgiu como
uma alternativa para o tratamento de diversas doencas, como cancer, doengas oculares
e distarbios neuroldgicos, tendo sido bastante explorada nos ultimos anos (PATEL et
al., 2012; KREUTER, 2014).

Uma grande variedade de materiais poliméricos pode ser utilizada em aplicagdes
biomédicas, desde que apresente caracteristicas desejadas de biocompatibilidade e
versatilidade estrutural. Particularmente, o poli(metacrilato de metila) (PMMA) é um
polimero bastante conhecido e estudado como modelo para o desenvolvimento de
sistemas de liberacdo de farmacos a partir de nanoparticulas. A composicdo e o
tamanho das particulas podem ser manipulados de modo a obter produtos com
propriedades especificas para a aplicagdo (MENDES et al., 2012). Dentre as possiveis
aplicacdes dessas nanoparticulas, a utilizacdo no tratamento de doencas que
acometem o sistema nervoso central é bastante promissora.

O sistema nervoso central é uma estrutura complexa e sensivel, que se encontra
vulneravel a doencas capazes de afetar o0 mecanismo molecular das transformacdes
que ocorrem nas células nervosas. Dentre as desordens neurolégicas, a incidéncia de
doencas neurodegenerativas, caracterizadas pela perda progressiva de neurdnios, tem
aumentado bastante na populacdo. Estas doencas normalmente levam a perda de
funcBes motoras, fisioldgicas e cognitivas do paciente (MALHOTRA e PRAKASH, 2011).

No que tange ao tratamento destas doencas, um grande desafio que se impde a

varios tipos de terapias consiste em atravessar a barreira hematoencefalica, uma

1
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membrana de prote¢cdo do cérebro, possibilitando a disponibilizacdo de farmacos
diretamente no cérebro (KREUTER, 2014). A literatura relata que a maioria dos agentes
terapéuticos administrados de forma sistémica ndo € capaz de atravessar a barreira
hematoencefalica, sendo necessaria a intermediacdo de receptores. Dessa forma, o
estudo de superficies funcionalizadas capazes de interagir com 0s receptores da
membrana hematoencefalica pode possibilitar a passagem de nanoparticulas
carregadas com medicamentos para o cérebro, aumentando a eficacia do tratamento
(MAHOTRA e PRAKASH, 2011).

Dessa forma, o tema central dessa pesquisa foi o desenvolvimento de
nanoparticulas poliméricas para o0 encapsulamento e transporte de farmacos, com
capacidade de interacdo com receptores da membrana hematoencefélica, por meio da
imobilizacao de biomoléculas na superficie das particulas.

A pesquisa foi desenvolvida nos laboratérios de Engenharia de Polimeros
(EngePol) e Fendmenos Interfaciais (GRIFIT), ambos do Programa de Engenharia
Quimica. Para arealizacdo dos ensaios in vivo, buscaram-se parcerias com professores
da Faculdade de Farméacia da UFRJ. Os ensaios in vitro foram realizados com conjunto
com pesquisadores da Fiocruz/RJ. Os grupos tém experiéncia acumulada nas areas de
polimeros para aplicagdes biomédicas e de fendmenos interfaciais, com diversas teses
ja defendidas e artigos publicados. Citam-se como exemplos os trabalhos de LORCA et
al. (2012) e PAIVA et al. (2016), que estudaram a sintese de particulas por
polimerizacdo em miniemuls&o para o encapsulamento de filtros solares; FONSECA et
al. (2013), que trabalharam com o encapsulamento de praziquantel em particulas
produzidas via miniemulsdo; a produg&o de nanoparticulas por polimerizacdo RAFT em
miniemulsédo, que foi estudada por OLIVEIRA et al. (2013), MOREIRA et al. (2014) e
WAY (2017); PEIXOTO (2013), que explorou a copolimerizagdo para a produgéo de
nanoparticulas poliméricas com diferentes grupos funcionais para a imobilizacdo de
proteinas por adsor¢cdo; MOREIRA (2015), que também estudou a imobilizagédo quimica
de proteina em nanoparticulas poliméricas; PINTO et al. (2014), que desenvolveram
suportes poliméricos para catalisadores enzimaticos; e NICOLINI (2013) e MACHADO

(2015), que estudaram a imobilizacao de enzimas em nanotubos via reacéo quimica.

1.2 OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo principal o desenvolvimento de um sistema para

encapsulamento e transporte sitio-dirigido de farmacos, baseado em nanoparticulas
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poliméricas produzidas pela técnica de polimerizagdo em miniemulsdo, para aplicacao

no tratamento de doencgas neurodegenerativas.

Como objetivos especificos, citam-se:

e Avaliar o efeito do surfactante na producdo de nanoparticulas via
polimerizacdo em miniemulséo, utilizando ferramentas de planejamento
de experimentos;

¢ Investigar a encapsulamento de um farmaco modelo para entrega no
sistema nervoso central;

e Avaliar o efeito da composicdo superficial das nanoparticulas sobre a
eficiéncia de funcionalizacdo, usando polimeros a base de metacrilato de
metila e de seu copolimero com &cido acrilico e acido metacrilico;

e Estudar a adsorcao especifica de ligantes as nanoparticulas por meio de
rotas quimica e fisica, a fim de desenvolver um sistema capaz de
atravessar a barreira hematoencefalica;

e Avaliar a capacidade das nanoparticulas para atravessar a barreira
hematoencefalica por meio de ensaios in vitro e in vivo;

e Avaliar o perfil de liberagdo do farmaco encapsulado.

1.3APRESENTACAO DOS CAPITULOS

Esta tese de doutorado foi dividida em cinco capitulos e organizada de acordo
com a cronologia de realizacdo dos experimentos, seguindo uma ordem légica de
pesquisa.

Apos esta breve introdugéo, faz-se no Capitulo Il uma revisdo da literatura, de
modo a contextualizar e justificar o trabalho proposto. A revisdo é baseada na
apresentacdo de alguns dos principais estudos desenvolvidos na area de sistemas
poliméricos para liberacdo de farmacos, em especial relacionados a produgédo de
nanoparticulas para o transporte de ativos através da barreira hematoencefalica. Dessa
forma, faz-se uma breve descricdo a respeito da membrana hematoencefélica e sobre
o direcionamento de farmacos para o sistema nervoso central. Apresentam-se, neste
capitulo, as principais doencas neurodegenerativas e os métodos aplicaveis para o
tratamento. O capitulo descreve ainda os polimeros normalmente utilizados na area
biomédica e as técnicas empregadas para a producdo das nanoparticulas. A

funcionalizagdo das nanoparticulas por meio de imobilizagao de biomoléculas é também
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explorada, a fim de permitir a liberacdo sitio-dirigida do farmaco. Descrevem-se-se 0S
principais tipos de ensaios de liberacdo de farmacos disponiveis para avaliacao in vitro
e 0s modelos de liberagcdo para previsédo da cinética de liberacdo. Ao final do capitulo,
discute-se o tema da toxicidade de sistemas nanoparticulados e de viabilidade celular,
além de serem apresentados produtos baseados em nanoparticulas disponiveis no
mercado e em fase de testes.

O Capitulo 11l se inicia com a descricdo da metodologia experimental adotada
para realizacdo das reacdes de polimerizacdo, dos ensaios de funcionalizacédo e das
analises de caracterizacdo dos materiais obtidos. Dentre as técnicas de caracterizacao,
citam-se medidas de distribuicdo de tamanhos de particula e de potencial zeta,
avaliacdo morfologica por microscopia eletrénica de varredura (MEV) e microscopia
eletrbnica de transmissdo (MET), espectroscopia na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), ressonancia magnética nuclear (RMN), medidas de
angulo de contato, andlises térmicas de calorimetria diferencial de varredura (DSC) e de
termogravimetria (TGA), avaliagdo da conversao e massas molares, além da eficiéncia
de encapsulamento. Apresentam-se ainda o desenvolvimento e a validacdo do método
analitico para quantificacado do farmaco, bem como a metodologia usada para conduzir
os testes de liberacdo in vitro. A metodologia utilizada para avaliacdo da capacidade do
sistema desenvolvido em permear a barreira hematoencefalica € também discutida
neste capitulo.

Os resultados obtidos durante o desenvolvimento do trabalho sdo apresentados
nos capitulos seguintes. No capitulo IV sdo apresentados os resultados relacionados as
reacOes de polimerizacdo e encapsulamento do farmaco. Os resultados dos ensaios de
funcionalizag&o séo descritos e discutidos no capitulo V. No capitulo VI apresentam-se
os resultados relacionados aos testes de liberagdo conduzidos. Os resultados sobre a
capacidade de transposi¢édo a barreira hematoencefélica, por meio de ensaios in vitro e
in vivo sdo mostrados no capitulo VII.

O Capitulo VIII apresenta as principais conclusbes obtidas durante o
desenvolvimento desta tese de doutorado, mostrando os principais avanc¢os obtidos na
area e as perspectivas e sugestdes para continuacao do trabalho.

O Capitulo IX traz as referéncias bibliogréaficas utilizadas para a construcéo do

trabalho, sendo em seguida apresentados os APENDICES.
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Capitulo Il

REVISAO DA LITERATURA

2.1SISTEMAS DE LIBERACAO

Entende-se por liberacdo o processo em que um principio ativo presente em uma
forma farmacéutica torna-se disponivel para absorcéo pelo organismo. Assim, sistema
ou dispositivo de liberagdo séo termos que definem a forma ou 0 mecanismo pelo qual
0 principio ativo € disponibilizado no organismo, apds sua administragcdo (BASSYOUNI
et al., 2013). Com o desenvolvimento de novos materiais e tecnologias, os sistemas de
liberacdo podem ser utilizados ndo somente para a disponibilizacdo de pequenas
moléculas farmacéuticas no organismo, mas também para outros fatores terapéuticos,
como proteinas e genes (WANG e VON RECUM, 2011). A maioria dos sistemas de
liberacdo estudados é baseada em materiais poliméricos, devido ao carater versatil e
facilmente manipulavel desses materiais, capazes de se adaptarem as necessidades
especificas dos sistemas de interesse (WANG e VON RECUM, 2011; TIAN et al., 2012).

Podem-se dividir os sistemas de liberacdo de farmacos em dois grupos:
tradicionais e modificados. Nos sistemas de liberacdo tradicionais, a concentracdo do
farmaco atinge um pico logo apds a administracédo, declinando em seguida. Os niveis
de concentracao do farmaco sédo dependentes das doses administradas e cada farmaco
esta associado a uma faixa de acao terapéutica, acima da qual o farmaco é téxico e
abaixo da qual o farmaco € ineficaz. Além disso, ressalta-se a baixa solubilidade de
moléculas hidrofébicas nos fluidos corporais e a alta toxicidade de alguns
medicamentos, problemas que podem ser minimizados com a formulacdo de
dispositivos de liberacdo. Na liberacdo modificada, busca-se o desenvolvimento de um
sistema capaz de manter a concentra¢do do medicamento na corrente sanguinea dentro
da faixa terapéutica desejada (KIM et al., 2009; BASSYOUNI et al., 2013; PARK, 2014).
Estes perfis caracteristicos de liberacao sdo apresentados na Figura 2.1.

No caso da liberacdo modificada, os sistemas transportadores de farmacos
podem ser capazes de compartimentar a substancia ativa e direciona-la para os sitios

(espaco) onde deve exercer o efeito farmacolégico, controlando a velocidade de
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liberacdo (tempo) sem alterar a estrutura quimica da molécula transportada (KIM et al.,
2009).

LIBERACAO COMPORTAMENTO

/\MODIFICADA/\/ TRADICIONAL

— Nivel maximo
ﬁ desejado
\ / \ — Nivel minimo
\/ desejado
a r

\ \
T Dose 2 Dose 3 Tempo >

Concentragdo de farmaco —*

Dose 1

Figura 2.1: Representacéo dos perfis caracteristicos de liberacdo de farmacos.

2.1.1 Liberacdo modificada de farmacos

O termo liberagdo modificada é usado para descrever 0s sistemas cujas
caracteristicas de liberacdo do farmaco sao selecionadas com fins terapéuticos ou para
maior conveniéncia do paciente, ndo oferecidos pelas formas tradicionais. Dentre as
diferentes condicfes de liberagcdo modificada em relacdo ao tempo, a disponibilizacdo
do farmaco pode ocorrer de forma estendida, retardada ou controlada (PARK, 2014).

A liberacdo estendida tem como objetivo manter o processo de liberacdo do
farmaco por um periodo maior de tempo. Os termos liberacao prolongada, liberacéo
sustentada e liberacao repetida sao utilizados para descrever sistemas com este padréo
(NATARAJAN, 2014). Na forma retardada, o inicio da absorcao do principio ativo ocorre
ap6s um determinado periodo de tempo, apds o qual a liberacdo é praticamente
imediata (MANADAS et al., 2002). Ja o termo liberacdo controlada descreve a liberacao
do principio ativo baseada em um padrdo cinético pré-determinado, de modo que o
farmaco é liberado com taxas semelhantes em cada intervalo de tempo (WEISER e
SALTZMAN, 2014).

O termo liberagdo modificada é também utilizado para os sistemas sitio-
especificos, em que se tem o direcionamento do principio ativo. Estes tipos de veiculos
necessitam modificagbes nas propriedades superficiais que garantam a interacdo com
as células (MALHOTRA et al., 2013).
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Os sistemas de liberacdo modificada permitem o monitoramento tanto da massa
quanto da taxa com a qual o farmaco € distribuido, proporcionando beneficios
terapéuticos significantes, como disponibilizacdo em concentracdes elevadas
diretamente no local de acédo e por um longo periodo de tempo, minimizando efeitos
colaterais e problemas de sobredosagem e subdosagem (MANADAS et al., 2002; KIM
et al., 2009).

O mecanismo de liberacao do farmaco em dispositivos de liberacdo normalmente
é controlado pela difuséo, grau de inchamento, eroséo ou estimulos externos, como pH,
temperatura e presenca de biomoléculas (WANG e VON RECUM, 2011).

Nos sistemas controlados pela difusédo, o farmaco é liberado com base em um
gradiente de concentracdo. Estes sistemas sdo normalmente baseados na Lei de Fick
da difusdo, embora alteracdes da composi¢ao do material e da geometria do dispositivo
possam resultar em perfis de liberacdo néo lineares. Ja nos sistemas controlados pelo
inchamento, o aumento da flexibilidade do polimero apos a absorcéo de fluidos produz
maiores volumes livres, o que melhora a mobilidade das moléculas do farmaco e a
difusdo. O processo de erosdo normalmente é associado aos materiais biodegradaveis,
sendo a liberacdo controlada por mecanismos fisicos de transporte de massa e por
reacOes quimicas de degradacgdo. Finalmente, nos sistemas controlados por estimulos,
a liberacéo ocorre somente apos a ativacao do material ( WANG e VON RECUM, 2011).

A Figura 2.2 apresenta um resumo dos principais mecanismos de controle da liberagéo

de ativos.
Difusdo Inchamento Erosdo Estimulo
Liberagdo controlada - Liberagdo controlada - Liberagdo controlada - Alteragdo do
pelo gradiente de pelo grau de pela eroso quimica material devido a um
concentracdo; inchamento do ou fisica; estimulo;

- Modelos Fickianos. material; - Superficial ou - A ativagdo pode ser
Maior mobilidade das volumétrica; fisica (pH e
moléculas do farmaco; - Polimeros temperatura) ou
Perfil linear para curtos biodegradaveis. quimica (presenga de
periodos de tempo. glicose).

o
o
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Figura 2.2: Principais mecanismos de controle da liberagdo de farmacos.
Adaptada de WANG e VON RECUM (2011).
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2.2DIRECIONAMENTO DE FARMACOS AO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

O sucesso do tratamento de doencas que acometem o sistema nervoso central
(SNC) esta atrelado a capacidade de disponibilizacao especifica dos medicamentos. Os
farmacos dirigidos ao SNC precisam atravessar as barreiras de protecdo do cérebro,
formadas pela barreira hematoencefalica (BHE) e pelo liquido cefalorraquidiano (LCR)
(WONG et al., 2012). A BHE permite a passagem seletiva de moléculas essenciais por
meio de receptores (RONEY et al, 2005; BANKS, 2012; BEGLEY, 2014). O
desenvolvimento de sistemas capazes de atravessar as membranas de protecdo
constitui um desafio para os pesquisadores.

KIM et al. (2009) descreveram duas principais rotas para o direcionamento de
farmacos no organismo. A primeira refere-se a sinalizacdo passiva, em que as particulas
gue contém o agente terapéutico circulam pela corrente sanguinea e sdo acumuladas
em regides tumorais devido ao aumento localizado da permeabilidade dos vasos
sanguineos, cujo efeito é denominado de permeabilidade e retencdo aumentadas
(EPR). Neste caso, normalmente sdo utilizados sistemas conjugados com poli(etileno
glicol) para aumentar o tempo de circulagdo e a biodisponibilidade. Na segunda
estratégia, denominada sinalizacdo ativa, sdo utilizados ligantes especificos, como
proteinas, peptideos e anticorpos, capazes de serem reconhecidos por células do
organismo. A utilizacdo de sistemas cujas superficies foram projetadas para melhorar a
ligacdo seletiva com receptores especificos apresenta vantagens em termos de
acumulacdo nos sitios alvo, diminuindo a exposicdo de células sadias ao farmaco
(MALHOTRA e PRAKASH, 2011; ELSABAHY e WOOLEY, 2012).

Nos ultimos anos tem sido observado progresso significativo no campo da
nanotecnologia para o desenvolvimento de possiveis sistemas carreadores de farmacos
para o SNC (TORCHILIN, 2008; PATEL et al., 2012; CHEN e LIU, 2012). Estes sistemas
geralmente sao classificados nas seguintes categorias: lipossomas, nanoparticulas
poliméricas ou metalicas e dendrimeros (ELSABAHY e WOOLEY, 2012; KREUTER,
2014; MUSYANOVYCH e LANDFESTER, 2014). Os lipossomas séo vesiculas esféricas
formadas por bicamada lipidicas em torno de um nudcleo aquoso, capazes de armazenar
substancias hidrofilicas e lipofilicas. As nanoparticulas sdo estruturas esféricas que
podem ser produzidas a partir de diversos materiais. J& os dendrimeros sdo particulas
construidas por meio do crescimento radial, de forma repetitiva, a partir de um nudcleo
funcionalizado, dando origem a estruturas muito pequenas, da ordem de 1-10 nm,
ramificadas e com grande numero de grupamentos funcionais na superficie, capazes de
interagir com outras moléculas (MUSYANOVYCH e LANDFESTER, 2014). Dentre
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estes, as nanoparticulas poliméricas apresentam-se como candidatas promissoras para
utilizacdo em sistemas transportadores de farmacos para o SNC (RONEY et al., 2005;
PATEL et al., 2012; KREUTER, 2013; KREUTER, 2014). Além disso, a utilizacdo de
nanoparticulas para atravessar a BHE pode permitir o diagnéstico precoce de doencas
do SNC e também o controle da progresséo das doencas (KANWAR et al., 2012).

Os carreadores nanométricos apresentam usualmente alta especificidade e
efeitos colaterais reduzidos. No entanto, existem poucos produtos desenvolvidos devido
a problemas de solubilidade, instabilidade e baixa penetracdo no SNC (KREUTER,
2014).

2.2.1 A barreira hematoencefalica e o liquido cefalorraquidiano

Em 1885, Paul Ehrlich demonstrou experimentalmente que a inje¢cdo de um
corante no sistema circulatorio de mamiferos leva a coloracéo de todos os 6rgédos do
corpo, exceto o cérebro e a medula espinal. Atribuiu-se a essa observagdo uma baixa
afinidade do tecido nervoso para tal corante. Cerca de 30 anos mais tarde, Edwin
Goldmann notou o fendmeno oposto por meio da inje¢do de azul de tripano diretamente
no fluido cerebral. O corante manchou todo o sistema nervoso e nenhum dos 6rgaos
periféricos, sugerindo a presencga de uma barreira entre o sistema nervoso central (SNC)
e a circulagdo (CARDOSO et al., 2010).

A barreira hematoencefalica (BHE) é o mecanismo de defesa do cérebro contra
a entrada de patégenos, como virus, bactérias, parasitas e toxinas. A BHE atua também
como uma membrana semipermeavel, permitindo a disponibilizacdo de nutrientes e o
fluxo de ions, garantindo um ambiente adequado para o funcionamento do cérebro
(RONEY et al., 2005; KANWAR et al., 2012; WONG et al., 2012; KANDEL et al., 2014).

Segundo BALLABH et al. (2004), pequenas moléculas lipofilicas, tais como O- e
COg, podem difundir livremente através das membranas plasmaticas da BHE, de acordo
com os gradientes de concentracdo. Nutrientes, incluindo glicose e aminoacidos,
atravessam a membrana com o auxilio de transportadores, enquanto que a endocitose
mediada por receptores garante a passagem de moléculas maiores, incluindo insulina,
leptina e ferro transferrina.

Da mesma forma, devido a especificidade e natureza restritiva da BHE, somente
moléculas lipofilicas com massa molar menor que 500 Da conseguem atravessa-la em
quantidades farmacologicamente significativas. Porém a grande maioria dos possiveis

farmacos ndo cumpre este requisito (PATEL et al., 2012).
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A BHE é composta por células endoteliais agrupadas e muito proximas (Tight
junctions), garantindo a interface entre o cérebro e o sangue. Esta densidade celular
aumentada restringe ainda mais a passagem de substancias. As células endoteliais sdo
compostas por uma combinacdo de proteinas trans-membrana e protéinas
citoplasméticas, formando um sistema de conexdo célula-célula extremamente
restritivo. As caracteristicas estruturais dessas células endoteliais tornam a BHE uma

membrana celular quase continua (ZOU et al., 2013).

“Tight junctions” Neurdnio

Pericitos

Astrocito Endotélio

Figura 2.3: Representacéo da BHE.
Adaptada de BEGLEY (2004).

*Astrécitos: Células mais abundantes do SNC e responsaveis pela sustentacéo e nutricdo dos
neurdnios, além do funcionamento e formacgéo de sinapses.

**Microglia: Células que atuam na defesa imune do SNC.

***Pericitos: Células vasculares essenciais na manutencao das funcfes metabdlicas, mecéanicas
e de sinalizagdo. Estudos in vivo sugerem que as interagdes dos pericitos com as células
endoteliais sdo importantes para regular a BHE, sendo que a ruptura dessas interacbes pode
levar a disfuncéo inflamacédo da BHE (ROJAS et al., 2011).

10
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As células endoteliais, juntamente com os astrdcitos*, micréglia**, pericitos***,
neurbnios e matriz extracelular, formam esta unidade neurovascular, apresentada na
Figura 2.3. Este sistema altamente coordenado regula dinamicamente a permeabilidade
vascular e fornece uma base para a compreensao da fisiologia da BHE, incluindo os
mecanismos por meio dos quais esta pode ser influenciada pela acdo de farmacos e
doencas (BICKER et al., 2014).

Os astrocitos sdo células gliais que interagem com as células endoteliais,
assegurando adequada funcdo neuronal e controle do fluxo de sangue no cérebro
(BICKER et al., 2014). Os pericitos sé@o essenciais para a formagéo e manutengéo da
BHE, uma vez que atuam na regulacéo da homeostase cerebral. Estudos mostram que
a ruptura das interacdes entre os pericitos e as células endoteliais pode levar a
disfungéo e inflamacgdo da BHE. A matriz extracelular representa cerca de 20% do
volume total do cérebro e é responsavel pelo ancoramento dos receptores endoteliais
por meio de interagbes com proteinas. Alteragdes na estrutura da matriz extracelular
podem afetar a permeabilidade da BHE (CARDOSO et al., 2010).

O liguido cefalorraquidiano (LCR) é um fluido incolor que preenche os ventriculos
do cérebro e 0 espaco subaracnoideo (entre o cranio e o cortex cerebral), cuja funcdo
primordial € de protegdo mecénica. O LRC também fornece um sistema de drenagem e
remocao de produtos de metabolismo e moléculas do cérebro (WONG et al., 2012;
KANDEL et al., 2014).

A habilidade para atravessar a BHE esta relacionada as caracteristicas fisicas e
quimicas da superficie das nanoparticulas (COSTANTINO et al., 2005). Com o objetivo
de aumentar a eficiéncia de absorcdo pela BHE, certas modificacdes tém sido
investigadas, incluindo a conjugacdo a ligantes especificos ou revestimento por
surfactante (RAO et al., 2008).

2.2.2 Mecanismos de transporte através da Dbarreira

hematoencefélica
Com o intuito de explicar as possiveis formas de atravessar a BHE por meio de
sistemas nanoparticulados, KREUTER (2014) propés a existéncia de oito mecanismos

de transporte, sendo eles:

1) Aumento da retencdo das nanoparticulas nos capilares sanguineos do

cérebro, combinada a adsorcdo das nanoparticulas pela parede dos

11
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capilares. Dessa forma, o transporte através da BHE pode ocorrer devido
ao aumento do gradiente de concentragao;

2) Utilizacdo de polissorbato 80 (surfactante e emulsificante comercial Tween
80) como agente de revestimento, inibindo o sistema de efluxo,
especialmente pela glicoproteina P;

3) Efeito toxico sobre a vasculatura cerebral, levando a inflamacéo e aumento
de permeabilidade;

4) Solubilizagéo de lipideos da membrana, levando a sua fluidizacdo e maior
permeabilidade dos farmacos pela BHE;

5) Abertura das jungdes existentes entre as células da BHE, de maneira que o
farmaco pode permear através destas juncdes de forma livre ou em conjunto
com as nanoparticulas;

6) Endocitose pelas células (entrada de substéncias por englobamento pela
membrana celular), seguida pela liberacdo do farmaco;

7 Transcitose (trafego de substancias na célula em vesiculas) através da
camada de células da BHE;

8) Combinagéo dos efeitos acima descritos.

Nos ultimos anos pesquisas apontam que alguns destes mecanismos Sao
ineficazes para atravessar a BHE. Assim, os mecanismos (1-5) séo considerados pouco
relevantes para elucidar o comportamento das particulas (KREUTER, 2014).

Conforme apresentado por KREUTER et al. (2003), a criacdo de gradientes de
concentracdo do farmaco por aderéncia das nanoparticulas na superficie dos capilares
sanguineos ndo € suficiente para garantir um transporte eficiente. A difusdo do ativo
depende também do sistema de efluxo* pela glicoproteina P**. Foi mostrado ainda que
a injecado de nanoparticulas revestidas com polissorbato 80 ndo permite o transporte
desejado ao cérebro. Dessa forma, o sistema de efluxo ndo pode ser bloqueado pela

presenca de polissorbato, o que refuta os mecanismos 1 e 2.

*Sistema de efluxo: Transporte de moléculas e substancias para fora da célula.

**Glicoproteina P: Proteina que atua como uma bomba de efluxo ativa (dependente de energia)
gue transporta farmacos para a parte externa das células do figado, rins, cérebro e trato
gastrointestinal, estando envolvida no processo de absorcdo, distribuicdo, metabolismo e
excrecao de diferentes farmacos (AZEREDO et al., 2009).

12
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Da mesma forma, os mecanismos 3, 4 e 5 também podem ser questionados,
como sugerido por OLIVIER et al. (1999) e CALVO et al. (2001). O primeiro trabalho
indicou que o recobrimento de particulas com polissorbato 80 poderia induzir o aumento
da permeabilidade da BHE devido a um efeito toxico, facilitando o transporte. Porém, o
segundo estudo mostrou que, ao aumentar o tempo de circulagdo das particulas no
organismo, aumentava-se também a concentragdo no cérebro, sem perda de
integridade da BHE.

Os resultados destes trabalhos mostraram aspectos importantes que devem ser
levados em conta na concepcao de sistemas de entrega de farmacos no SNC, como as
propriedades especificas que o transportador deve apresentar para permitir a interacao
com as células endoteliais e circulagado no organismo (CALVO et al., 2001)

Assim, acredita-se que o mecanismo de transporte para o cérebro ocorra
principalmente por endocitose das particulas por meio de receptores ha BHE, seguido
por transcitose pelas células (KREUTER, 2001; ABBOTT et al.,, 2010; CHEN e LIU,
2012; WOHLFART et al., 2012; KREUTER, 2014). A endocitose envolve a ligacdo da
molécula vetor associada a um veiculo de transporte do farmaco. Este sistema é
reconhecido por ligantes especificos na membrana celular, formando os endossomas
(vesiculas contendo as substancias a serem transportadas) (TORCHILIN, 2008). A

Figura 2.4 apresenta 0s principais mecanismos de transporte através da BHE.

Difusdo de

Transporte Endocitose i
pequenas . Plassagem . Endo.utose Sistema de
SANGUE : P direta pela mediante mediante
moléculas transcitose “Tight junction” receptores dsorca el
lipofilicas ight junction adsorg¢do
“Tight junction” . A 4 . o

CEREBRO & w W (+)

¢ )

Figura 2.4: Principais mecanismos de transporte através da BHE.
Adaptada de ROOY et al. (2011).
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Os estudos prévios indicam que, sem que se modifique a superficie, as
nanoparticulas poliméricas apresentam capacidade limitada para atravessar a BHE.
Deste modo, para atingir os receptores, a superficie das nanoparticulas pode ser
funcionalizada pela insercéo de proteinas ou peptideos (PATEL et al., 2012; WONG et
al., 2012). A Figura 2.5 apresenta o esquema de uma nanoparticula polimérica

funcionalizada e contendo um farmaco.

P
e

O Particula polimérica

WA\
Ligantes

o ,
Farmacos

Figura 2.5: Esquema de uma nanoparticula polimérica funcionalizada.

Como possiveis ligantes para o transporte de farmacos através da BHE, recentes
trabalhos mostram que o uso de apolipoproteinas adsorvidas sobre nanoparticulas pode
ser eficiente (KREUTER et al., 2002; KREUTER et al., 2007; ABBOTT et al., 2010). As
apolipoproteinas séo proteinas que se ligam aos lipidios, sendo responsaveis pelo
transporte de lipideos através do sistema circulatério. Além disso, podem também atuar
como cofatores de enzimas e ligantes de receptores (KREUTER, 2014).

Experimentos realizados por KREUTER et al. (2002), em que patrticulas de
poli(cianoacrilato de butila) (PBCA) recobertas com polissorbato 80 foram avaliadas,
mostraram que as apolipoproteinas E e B (apo E e apo B) foram capazes de interagir
com receptores na BHE. Os resultados deste estudo sugeriram ainda que as moléculas
de polissorbato 80 funcionaram como ancora para as apolipoproteinas. Outro trabalho
de KREUTER et al. (2007) mostrou que as apolipoproteinas A-l (apo A-lI) também
interagem com receptores.

Estes resultados indicam que diferentes receptores na BHE podem ser utilizados
para o transporte de farmacos. Por outro lado, alguns receptores estdo também

presentes em outros sitios do organismo, como os receptores de transferrina (transporte
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de ferro para as células) e insulina, constituindo uma limitacdo para tal abordagem
(KREUTER, 2014).

Além das apolipoproteinas, o peptideo TAT (trans-activating transcriptor)
também pode ser utilizado para permitir a passagem das particulas pela BHE
(COSTANTINO et al., 2005; TOSI et al, 2007; TORCHILIN, 2008; MALHOTRA e
PRAKASH, 2011; WONG et al., 2012; KREUTER, 2014). A molécula TAT é classificada
como um peptideo de penetragdo celular. Estes peptideos contém uma sequéncia
menor que 20 aminoacidos, rica em residuos basicos e que possuem a capacidade de
se deslocar através da membrana plasmatica. Além disso, o peptideo TAT € derivado
da proteina codificada pelo ativador da transcri¢céo do virus da imunodeficiéncia humana
tipo 1, sendo classificado também como um peptideo derivado de proteina (BEGLEY,
2004; TORCHILIN, 2008; WONG et al., 2012).

A sequéncia de aminoacidos do peptideo TAT é representada na Figura 2.6 e se
estende do residuo 47 a 57, composto por dois aminocidos lisina e seis aminoacidos
arginina, que conferem carater catibnico ao peptideo (TORCHILIN, 2008; CIONANASU
et al., 2010; MALHOTRA e PRAKASH, 2011). A presenca destes aminoacidos na
estrutura resulta na presenca de grupos amino livres na cadeia, além daqueles
presentes na porgao terminal.

A entrada do peptideo de penetracdo na célula pode ser realizada de duas
formas: via penetracdo direta ou entrada mediada por endocitose. A penetracdo direta
envolve um processo independente de energia por translocacéo celular e interacdes
eletrostéaticas. No processo mediado por endocitose, a membrana plasmatica se dobra
e envolve a substancia transportada do meio exterior para o interior da célula. Este
processo requer energia celular. As principais pesquisas mostram que o peptideo TAT
¢ internalizado por endocitose (CIONANASU et al., 2010; ZOU et al., 2013).

Estudos realizados por COSTANTINO et al. (2005) mostraram que
nanoparticulas de poli(acido latico-co-acido glicélico),PLGA, modificadas pelo peptideo
TAT foram capazes de atravessar a BHE, permitindo a entrega do farmaco loperamida
no SNC apés administragdo intravenosa. Em outro trabalho do grupo, TOSI et al. (2007)
mostraram mais uma vez a possibilidade de utilizacao do peptideo TAT como vetor de
associacao com receptores nas células cerebrais.

Nanoparticulas do tipo casca-nucleo com TAT imobilizado na superficie foram
estudadas por LIU et al. (2008) para o desenvolvimento de um sistema de transporte de
farmaco. As particulas produzidas apresentavam interior hidrofébico de colesterol, onde
0 ativo podia ser dissolvido, e casca de poli(etilenoglicol). Os resultados mostraram que

a presenca do peptideo TAT possibilitou a passagem do sistema através da BHE.
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Tyr-Gly-Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-Gin-Arg-Arg-Arg

Tyr —Tirosina
Gly — Glicina
Arg — Arginina
Lys — Lisina

Gln - Glutamina

Figura 2.6: Sequéncia de aminoéacidos do peptideo TAT.

RAO et al. (2008) sugeriram que certas regides do peptideo TAT, conhecidas
como dominio de transducdo de proteina, podem passar através de membranas
biol6gicas por um mecanismo que é independente de transportadores e da endocitose
mediada por receptor. O trabalho mostrou que a utilizacdo de nanoparticulas
conjugadas com peptideo TAT permitiu a disponibilizacdo do farmaco no SNC em
concentracao terapéutica e por tempo prolongado.

CIONANASU et al. (2010) mostraram que o peptideo TAT é capaz de penetrar
membranas biolégicas e também formar poros de tamanhos nanométricos, que
poderiam ser utilizados para passagem de pequenas moléculas. Dessa forma, o
peptideo atua como um vetor para entrega de marcadores, farmacos, proteinas, DNA e
nanoparticulas.

TIAN et al. (2012) mostraram que nanoparticulas de gelatina recobertas com
poli(etilenoglicol) e funcionalizadas com TAT conseguiram passar pelo sistema de
captura reticulo endotelial e atravessar a BHE, atingindo o sistema nervoso central, em
ensaios realizados com camundongos. As analises foram realizadas por imagens in vivo
dos animais e microscopia de transmissao de cortes do cérebro.

ANAND et al. (2015) desenvolveram um sistema nanométrico com peptideo TAT
imobilizado e marcador de fluorescéncia, para transporte através da BHE. Os resultados

indicaram o transporte através da BHE para os estudos in vitro com células de rato e
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humanas. Além disso, a translocacdo pode ser mediada por mais de um mecanismo de
absorcéo, ndo dependendo unicamente do receptor.

GARTZIANDIA et al. (2016) estudaram o transporte de nanoparticulas lipidicas
e poliméricas para o cérebro pela rota de administra¢do nasal, utilizando peptideos de
penetracao celular. A presenca do peptideo na superficie das particulas contribuiu para
o0 transporte, garantindo uma maior concentracao de particulas no alvo.

Estes estudos evidenciam a potencial aplicagcdo do transporte mediado por
peptideos de penetracdo celular, como o TAT, no desenvolvimento de sistemas de
nanoparticulas aplicadas ao tratamento de doencas relacionas ao SNC.

2.2.3 Principais doengas que atingem o sistema nervoso central

A incidéncia de distarbios neuroldgicos, incluindo a doenca de Alzheimer,
doenca de Parkinson, esclerose multipla e tumores cerebrais, tem aumentado
principalmente devido ao envelhecimento populagéo. Os disturbios neurodegenerativos
englobam uma série de condi¢Bes caracterizadas pela perda persistente e progressiva
dos neurdnios (WONG et al., 2012). Segundo dados da Organizagdo Mundial da Saude
(OMS), cerca de 35,6 milhdes de pessoas no mundo em 2010 conviviam com o mal de
Alzheimer, uma doenca neurodegenerativa e ainda sem cura, que afeta cerca de 5%
das pessoas com mais de 65 anos e cerca de 20% daquelas com mais de 80 anos. No
Brasil ndo ha estatisticas que indiquem o indice de pessoas afetadas, mas pode-se
estimar, com base nas pesquisas feitas nos Estados Unidos, que no pais existam entre
500 mil e um milh&o de pessoas portadoras da doenca.

As causas da doenga de Alzheimer ainda n&o sdo completamente conhecidas.
A doenca é tipicamente caracterizada pela morte dos neur6nios, reduzindo a quantidade
de conexfes. O primeiro sintoma relatado pelos pacientes é a perda de memoria
(KANDEL et al., 2014). A medida que a doenca progride, outras capacidades cognitivas
ficam prejudicadas (BANKS, 2012; KANWAR et al, 2012). As caracteristicas
patolégicas da doenca séo evidenciadas pela presenga de placas B-amildides e
emaranhados neurofibrilares de proteina tau. Estes emaranhados formam depdsitos
insollveis que se acumulam no cérebro. Como resultado, causam um efeito destrutivo
dos neurdnios e aumentam o estresse oxidativo (ABBOTT et al., 2010; WONG et al.,
2012; KANDEL et al., 2014).

O diagndstico precoce da doenca de Alzheimer é dificultado pela sutileza das

alteracdes cognitivas que ocorrem no inicio. Os tratamentos disponiveis ndo podem
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parar a progressdo da deméncia, de forma que recentes abordagens terapéuticas
procuram deter a neurodegeneracao antes que os danos irreversiveis se acumulem. O
desenvolvimento de técnicas de diagndstico mais sensiveis se faz ainda necessario
(KANDEL et al., 2014; CHENG et al., 2015).

A doenca de Parkinson é caracterizada pela degeneracdo de neurdnios
localizados na regido do encéfalo. Os sintomas dependem principalmente do tipo de
neurdnio degradado e incluem reducdo do controle motor, falta de equilibrio, tremor e
rigidez muscular (MODI et al., 2010). De modo semelhante a doenca de Alzheimer, o
tratamento disponivel para a doenca de Parkinson é sintomatico. Muitos fatores podem
contribuir para o desenvolvimento da doenca, como enovelamento incorreto de
proteinas, inflamacédo de neurbnios e formacao de espécies reativas de oxigénio, além
da perda da integridade da BHE (KANWAR et al., 2012).

O numero de pessoas que sofrem com doengas relacionadas ao SNC vem
crescendo, de modo que existe uma demanda urgente pelo desenvolvimento de
métodos de tratamento eficientes, capazes de favorecer a passagem de moléculas
terapéuticas pela BHE.

Para os casos de doencgas crbnicas, as nanoparticulas podem gerar problemas
de acumulagdo no SNC, uma vez que a administracdo de farmaco é frequente
(KREUTER, 2014). Por isso, o uso de particulas degradaveis e o estudo de outros
mecanismos de eliminag&o das particulas devem ser também encorajados.

Segundo KREUTER (2014), uma das areas mais promissoras para a utilizacao
de sistemas de liberacdo de farmaco mediado por nanoparticulas € o tratamento de
tumores cerebrais. Estes tumores representam uma das formas de cancer humano mais
agressivo e 0 progndstico para pacientes continua muito desfavoravel. Embora sejam
caracterizados por rapida proliferacéo, crescimento difuso e extenso edema cerebral, a
destruicdo da BHE é um evento local. Por esta razdo, os farmacos anticancerigenos
podem penetrar nas areas do tumor, mantendo a concentracao nas regides periféricas

em niveis mais baixos ou ndo detectaveis.

2.3POLIMEROS PARA SISTEMAS DE LIBERACAO DE FARMACOS

A pesquisa e desenvolvimento de materiais poliméricos contribuiram para o
progresso de diversas tecnologias de sistemas de liberacdo de fdrmacos. Nas Ultimas
décadas, houve consideravel aumento do interesse por essa tecnologia, evidenciado

por meio do maior numero de publicacdes e patentes na area (KIM et al., 2009; TIAN et
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al., 2012; PARK, 2014). A selecdo de materiais de partida para o desenvolvimento de
sistemas aplicados as areas farmacéutica e médica é rigorosa quanto a biosseguranca
(WONG et al., 2012).

Os polimeros usados como biomateriais sdo comumente denominados
“biopolimeros”. Uma grande variedade de materiais poliméricos vem sendo utilizada em
aplicagdes biomédicas, principalmente devido as caracteristicas fisico-quimicas
biocompativeis (OREFICE, 2012).

Os materiais poliméricos podem ser trabalhados para garantir propriedades
interessantes, em especial para a utilizagdo como excipientes para a liberacdo de
farmacos. E possivel alterar grupos quimicos pertencentes a cadeia do polimero e,
dessa forma, modificar a superficie exposta, o que permite estabelecer novas interacdes
entre o material e o meio de contato. Tal caracteristica permite o controle e a liberacéo
localizada dos principios ativos nos tecidos (MALHOTRA e PRAKASH, 2011; WANG e
VON RECUM, 2011; MENDES et al., 2012).

A escolha de um polimero para um sistema de liberacdo de farmacos depende
de varios fatores, que incluem as propriedades do principio ativo e do material, além da
aplicacdo desejada (TIAN et al., 2012).

Até recentemente, os polimeros eram escolhidos de maneira a provocar a
minima reacdo possivel no tecido corpéreo. Dessa forma, o conceito de
biocompatibilidade estava ligado a ideia de inerticidade; ou seja, o material ndo poderia
interagir com as estruturas biolégicas. Atualmente, uma nova visdo aponta para
sistemas capazes de se comunicarem com os tecidos, sem perda de viabilidade. Dessa
forma, os polimeros utilizados nos sistemas de liberagdo controlada de farmacos devem
ser ndo carcinogénicos, hipoalergénicos e nao causarem resposta inflamatéria no local
de aplicagdo (KREUTER, 2014).

Muito se discute na literatura a respeito da concepcdo de sistemas para
aplicacdes biomédicas a partir de materiais biodegradaveis ou nao biodegradaveis. A
biodegradabilidade n&do pode ser considerada necessariamente como uma exigéncia
para a utilizacdo do material, pois, uma vez que o polimero ndo cause danos aos tecidos
e células do organismo (apresente biocompatibilidade), sua utilizacdo como um
biomaterial pode ser plenamente justificada. Assim, os sistemas de liberacdo de
farmacos podem ser baseados no uso de polimeros de origem natural ou sintética,

assim como aqueles biodegradaveis ou ndo biodegradaveis (OREFICE, 2012).
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2.3.1 Polimeros biodegradaveis

Uma grande variedade de polimeros biodegradaveis naturais ou sintéticos tem
sido estudada para o desenvolvimento de dispositivos para a liberacdo controlada de
farmacos. A biodegradagdo envolve um processo natural em que os polimeros séo
convertidos a compostos mais simples. OREFICE (2012) destacam algumas distincdes
importantes: o processo de degradacdo pode ser determinado por agente bioldgico,
denominado biodegradacao; ou incluir processos fisicos e quimicos, chamado neste
caso de bioerosdo. Além disso, os materiais podem ser biodegradaveis ou
biorreabsorviveis. No primeiro caso, o material é quebrado in vivo e ndo é eliminado
pelo organismo, enquanto no segundo, o material € eliminado do corpo.

Dentre os polimeros naturais mais utilizados em aplicacdes biomédicas, citam-
se a quitina, a quitosana, o alginato, os copolimeros a base de acido hialurénico e a
gelatina. Dentre os polimeros sintéticos, 0s mais comumente encontrados em
aplicacdes biotecnologicas séo os polianidridos, os poliuretanos, os poliaminoacidos, 0s
poli(orto-ésteres) e os poliésteres (UHRICH et al., 1999; TIAN et al., 2012).

Os polianidridos estdo entre os polimeros mais reativos e hidroliticamente
instaveis dentre aqueles usados como biomateriais. Devido a elevada reatividade, os
polianidridos sao facilmente degradados. A maioria dos polianidridos utilizados na area
biomédica é baseada no acido sebacico (C10H1504) e produzida por polimerizagcéo de
condensacdo. Estudos de toxicidade mostram satisfatoria biocompatibilidade do
material (UHRICH et al., 1999).

Além dos polianidridos, os poliuretanos apresentam muitas aplicacbes
biomédicas devido a boa biocompatibilidade, flexibilidade e degradabilidade. A
funcionalizacéo desses polimeros pode melhorar suas propriedades, como a atividade
bioldgica e a hidrofilicidade (TIAN et al., 2012).

Os poliaminoacidos sao utilizados predominantemente para sistemas de
liberacdo de farmacos de baixa massa molar. As cadeias laterais de aminoacidos
oferecem grupos quimicos para a ligacdo de farmacos ou agentes de ligacdo cruzada
que podem ser usados para modificar as propriedades fisicas e mecéanicas do polimero.
Porém, a natureza antigénica torna a utilizacdo biomédica destes materiais ainda ndo
completamente validada. Outra preocupac¢do com os poliaminoécidos é a estabilidade
hidrolitica intrinseca da ligagcdo amida, que requer enzimas de clivagem de ligacao para
degradacdo. A dependéncia de enzimas geralmente resulta em fraca liberacdo
controlada in vivo (TIAN et al., 2012).
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Os poli(orto-ésteres) séo Uteis para aplicagbes em sistemas de liberacdo
controlada de farmacos. A motivagao para a utilizacdo € que estes sistemas permitem
a liberacdo do farmaco somente apds a hidrolise das cadeias do polimero na superficie
do dispositivo, inibindo a disponibilizacdo por mecanismos de difusdo (UHRICH et al.,
1999).

Os poliésteres sdo o0s sistemas mais bem caracterizados e amplamente
estudados em processos de liberagdo de farmacos. A sintese dos polimeros
policaprolactona (PCL), poli(acido glicélico) (PGA) e poli(acido latico) (PLA) é baseada
na abertura do anel do mondémero ciclico correspondente. A polimerizagdo espontanea
da lactona normalmente é lenta para a producdo de materiais de alta massa molar,
sendo necesséria a utilizacdo de um catalisador (UHRICH et al., 1999).

O PGA é um poliéster alifatico que apresenta alta cristalinidade, elevado ponto
de fusdo e baixa solubilidade em solventes organicos. Estas caracteristicas tornam a
utilizacdo do PGA geralmente limitada. Com o objetivo de adaptar as propriedades do
PGA para maior numero de aplicagdes, o uso do PLGA, um copolimero formado pelos
mondmeros acido glicélico e acido latico, vem sendo investigado (KREUTER, 2014).

Segundo KREUTER (2014), os polimeros mais estudados para utilizagdo em
sistemas de liberagdo de farmacos no SNC sdo o PLGA e aqueles baseados em
poli(alquil ciano acrilatos), como o poli(cianoacrilato de butila) (PBCA), principalmente
devido a rapida biodegradacdo no organismo, minimizando efeitos tdxicos e de
acumulacdo (WONG et al., 2012). O desenvolvimento de sistemas baseados em
polimeros biodegradaveis deve atentar para a possivel toxicidade dos produtos de
degradacao, que é um tema ingenuamente ignorado em muitas discussoées, ja que ndo
€ 6bvio que os produtos de degradacéo sao inofensivos e podem ser eliminados pelo

organismo.

2.3.2 Polimeros nao biodegradaveis

Os polimeros ndo biodegradaveis normalmente utilizados em sistemas de
liberacdo de farmaco séo o poli(alcool vinilico)(PVA), poli(etileno-co-acetato de vinila)
(EVA), silicone e poli(metacrilato de metila) (PMMA) (SHASTRI, 2003; FU e KAO, 2010).
A liberacdo do farmaco a partir de polimeros ndo biodegradaveis se da basicamente por
difusdo das moléculas inicialmente contidas na matriz. O perfil de liberacdo
normalmente ndo apresenta explosao inicial, que € muito comum em outros sistemas.

Dessa forma, a cinética de liberacao pode ser mais bem controlada (FU e KAO, 2010).
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2.3.3 O poli(metacrilato de metila)

O poli(metacrilato de metila) (PMMA) é um polimero termopléstico do grupo dos
acrilicos e pode ser utilizado para o preparo de sistemas para liberacdo de farmacos por
apresentar boa biocompatibilidade (MENDES et al., 2012; COLOMBO et al., 2013;
FEUSER et al., 2014). O polimero é normalmente obtido pela reacdo de adi¢do via
radicais livres do mondémero precursor, o metacrilato de metila (MMA), como mostrado

na Figura 2.7.
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Figura 2.7: Estrutura quimica do PMMA.

O mecanismo cinético das reacfes via radicais livres envolve trés etapas
béasicas, conhecidas como iniciacdo, propagacao e terminacao. Na etapa de iniciacédo
sdo gerados os radicais livres que dao inicio a reacdo, com a formagédo de um centro
ativo que garante o crescimento da cadeia polimérica, chamado polimero “vivo”. Na
etapa seguinte, o crescimento da cadeia ocorre por meio de sucessivas incorporacdes
de unidades monoméricas ao polimero “vivo”. Ao final, a etapa de terminacdo
compreende na perda de atividade do centro ativo, gerando uma cadeia de polimero
“‘morto” (OLIVEIRA et al., 2013).

Na reacao, o iniciador atua na abertura da dupla ligacéo vinilica do monémero,
provocando o crescimento da cadeia. O processo € normalmente muito rapido e
caracterizado por atingir conversdes muito proximas a 100%, o que resulta em materiais
de alta massa molar (RODRIGUEZ et al., 2003). Particulas de PMMA podem ser
produzidas por polimerizagdo em emulsdo, miniemulsdo ou suspenséo, dependendo da
aplicacdo pretendida (YUAN et al., 2013).

O PMMA ¢ classificado como um material duro e rigido, porém quebradico,
apresentando temperatura de transicao vitrea em torno de 105 °C (RODRIGUEZ et al.,
2003). Devido as boas propriedades opticas, de resisténcia mecanica e estabilidade, o

PMMA encontra ampla aplicagdo comercial. Na area biomédica, o polimero vem sendo
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utilizado principalmente como cimento ésseo e dental, no desenvolvimento de implantes
permanentes para lentes intra-oculares, em cirurgias plasticas e no revestimento de
formulacdes para administracao oral (SHASTRI, 2003; GRACA et al., 2017).

2.3.4 O poli(acido acrilico) e o poli(acido metacrilico)

O poli(acido acrilico) (PAA) e o poli(acido metacrilico) (PMAA) sdo também
polimeros da familia dos acrilatos e s&o obtidos a partir dos respectivos monémero &cido
acrilico (AA) e acido metacrilico (RODRIGUEZ et al., 2003). A Figura 2.8 apresenta a
estrutura quimica do PAA e do PMAA. Os polimeros produzidos com base nesses
mondmeros apresentam alta solubilidade em agua.

A sintese de copolimeros acrilicos € bem conhecida na literatura e pode ser
utilizada para obter sistemas com melhor controle de distribuicdo de tamanhos, além de
permitir a insercao de grupos funcionais na superficie do polimero, o que pode contribuir
para melhoria das propriedades de biocompatibilidade, adesdo e estabilidade
(PEIXOTO et al., 2016). A utilizagdo do &acido acrilico ou do &cido metacrilico como co-
monémero permite a inser¢do de sitios acidos no polimero final, que podem entédo ser
utilizados como centros ativos de reagdes posteriores. Além disso, a presenca do acido
confere maior hidrofilicidade ao polimero, podendo alterar favoravelmente as

propriedades superficiais das particulas poliméricas.
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Figura 2.8: Estruturas quimicas do PAA e do PMAA.
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2.4ANANOPARTICULAS POLIMERICAS

Nas ultimas décadas, nanomateriais poliméricos tém recebido grande atengéo
dos pesquisadores devido as propriedades especiais que podem ser obtidas a partir dos
tamanhos pequenos. Por exemplo, a elevada area especifica adquirida em sistemas de
pequena dimensdo garante propriedades desejaveis para a aplicacdo em diversos
campos.

As nanoparticulas poliméricas séo estruturas usualmente sdlidas e esféricas que
podem ser preparadas a partir de polimeros naturais ou sintéticos. Encontra-se na
literatura uma classificacdo de tamanhos variavel para estes sistemas. De acordo com
a ASTM (2012), devem ser consideradas nanoparticulas aquelas estruturas que
apresentam ao menos duas dimensdes na faixa entre 1 nm e 100 nm. No entanto, para
fins farmacéuticos, de acordo com a Unido Europeia, podem ser classificados como
nanoparticulas os sistemas que apresentam ao menos uma dimensao com tamanho
menor que 1000 nm e que sejam biologicamente ativos, tendo em particular a
capacidade de veicular um farmaco (European Commission, 2012; WONG et al., 2012).

O agente terapéutico pode estar aprisionado na matriz polimérica ou na
superficie da particula, por conjugacdo ou adsor¢cdo (WONG et al., 2012). A carga (util
de farmaco diminui com a reducdo do tamanho de particula; porém, particulas com
tamanho maior que 1000 nm podem causar emboliza¢cdo pulmonar ou se acumularem
no figado e baco. Além disso, particulas muito pequenas podem ser rapidamente
eliminadas pelos rins (KREUTER, 2014). Dessa forma, particulas poliméricas com
tamanho entre 20 e 100 nm apresentam maior potencial para aplica¢des in vivo, devido
a capacidade de circular no sangue por longos periodos de tempo (ELSABAHY e
WOOLEY, 2012)

As nanoparticulas constituem sistemas muito estudados na area farmacéutica
nas ultimas décadas, com o objetivo especifico de prolongar e melhorar o controle da
administracdo de farmacos (BERTRAND e LEROUX, 2012). Existe uma grande
variedade de medicamentos que pode ser disponibilizado a partir de sistemas
nanoparticulados, baseados em farmacos hidrofilicos e hidrofébicos, vacinas e
macromoléculas biolégicas (KREUTER, 2014).

A multifuncionalidade das nanoparticulas desempenha um papel importante na
concepcédo de veiculos de disponibilizagdo de farmacos em tecidos alvo. A entrega de
farmacos ao SNC apresenta grandes desafios, como a passagem seletiva das particulas
pela BHE e a manutencdo do farmaco sem que ocorra a degradacao e na concentracao
terapéutica desejada (MALHOTRA e PRAKASH, 2011).
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A liberacdo de farmacos a partir de nanoparticulas € uma area de pesquisa
interessante e desafiadora. Particulas com dimens@es pequenas garantem baixa
irritacdo, biodisponibilidade adequada e compatibilidade com os tecidos. O uso da
nanotecnologia em sistemas de disponibilizacdo de farmacos pode conduzir & solugéo
de diversas questdes relacionadas a solubilidade de medicamentos, prolongamento da
exposicao ao principio ativo por liberacdo controlada e permeagéo do farmaco. Por isso,
a nanotecnologia pode vir a constituir a melhor ferramenta para o tratamento de doengas
crbnicas, em que a administragédo do farmaco é frequente (KREUTER, 2001).

Quando os nanomateriais sdo introduzidos em ambientes biologicos, efeitos
como agregacdo, coagulacdo e absorcdo podem ocorrer. Estes efeitos podem ser
devidos as inumeras interagdes que ocorrem nas interfaces do nanomaterial e das
biomoléculas e fluidos. As propriedades das nanoparticulas, tais como carga superficial,
hidratagdo, distribuicdo de tamanhos, dispersdo, estabilidade, aglomeragdo e
agregacao sao dependentes das condi¢bes do meio, como pH, temperatura e presenca
de macromoléculas biolégicas ou orgéanicas (LIN et al., 2014). Estas propriedades
devem ser bem estudadas e caracterizadas para a concepg¢do de um sistema carreador
de farmacos.

Os problemas associados as nanoparticulas poliméricas sao relacionados aos
residuos de solventes organicos gerados durante o processo de producéo, a possivel
toxicidade do polimero e ao aumento da escala para a aplicabilidade industrial. As
nanoparticulas apresentam alta energia de superficie, o que aumenta a possibilidade de
aglomeracéo, tornando-se instaveis (MEHNERT e MADER, 2012).

Encontram-se descritas na literatura varias técnicas para o preparo de
nanoparticulas contendo ativos. Dependendo do método utilizado, a organizagao
estrutural pode ser diferente. As moléculas ativas podem estar retidas na matriz
polimérica, encapsuladas em um nucleo, estar quimicamente conjugadas ao polimero
ou adsorvidas em sua superficie. Assim, distinguem-se duas organizac¢des principais:
as nanocapsulas e as nanoesferas, como mostrado na Figura 2.9.

As nanocapsulas sdo sistemas vesiculares em que o farmaco se encontra no
interior de uma cavidade oleosa ou aquosa, revestida por uma membrana polimérica.
As nanoesferas sdo sistemas matriciais, em que o f&rmaco pode estar disperso ou
adsorvido. Estes sistemas podem aumentar a solubilidade do farmaco, proteger as
substancias de degradacdo e ainda modificar o perfil de distribuicAo no organismo
(SCHAFFAZICK et al., 2003).
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Figura 2.9: Representacao esquematica de nanocapsulas e nanoesferas, sendo que o
farmaco se encontra: a) dissolvido no nucleo; b) adsorvido a parede; c) retido na
matriz; d) adsorvido ou disperso na matriz da nanoparticula polimérica.
SCHAFFAZICK et al. (2003).

A incorporacdo de farmaco as nanoparticulas pode se dar durante a producao
da nanoparticula ou por adsorgéo a superficie do material pré-formado. A conjugagéao in
situ garante maior prote¢cdo do principio ativo contra uma possivel degradagédo e
fagocitose pelas células do organismo, além de permitir o encapsulamento com elevada
eficiéncia. Em relagédo ao processo de liberacdo do farmaco, as nanoparticulas podem
permitir uma liberagé@o de forma controlada (KANWAR et al., 2012).

2.4.1 Técnicas para o preparo de nanoparticulas

De maneira geral, sdo empregadas duas principais estratégias para o preparo
de sistemas de nanoparticulas poliméricas: a dispersdo de polimeros pré-formados e a
polimerizacdo dos mondémeros. Assim, Vvarias técnicas podem ser utilizadas, como
evaporacdo de solvente, salting-out, nanoprecipitacdo, polimerizagdo em emulsdo e
miniemulséo (THICKETT e GILBERT, 2007; SOUTO et al., 2012).

Na maioria das técnicas que trabalham com os polimeros pré-formados, sao
utilizados solventes organicos na etapa de dissolucdo do material. Estes solventes
podem gerar problemas relacionados a toxicidade e ao risco ambiental, quando o
descarte é realizado de maneira incorreta. Além disso, os residuos de solvente devem
ser removidos do produto final. Com o objetivo de encapsular compostos nas
nanoparticulas, as técnicas baseadas na polimerizagdo dos mondmeros permite a
insercdo com maior eficiéncia e em uma Unica etapa de reacéo. Independentemente do
método de preparo empregado, os produtos sdo usualmente obtidos como suspensfes
coloidais aquosas (SCHAFFAZICK et al., 2003).
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PAIVA et al (2016) avaliou trés técnicas de preparo de sistemas nanométricos
(lipossomas, nanoemulsfes e nanoparticulas poliméricas) para a encapsulamento de
filtros solares. Os resultados mostraram que, dentre estas, as nhanoparticulas
poliméricas produzidas por polimerizacdo em miniemulsdo garantiram maiores

eficiéncias de encapsulamento e a obtencdo de produtos mais estaveis e homogéneos.

2.4.2 Polimerizagdo por emulsao e miniemulséo

A técnica de polimerizacdo em emulsédo é um processo heterogéneo em que 0s
mondmeros séo dispersos em uma fase continua, normalmente constituida por agua e
um surfactante, e sdo polimerizados por radicais livres provenientes da decomposi¢éo
de um iniciador soluvel na fase continua. O produto desta reacdo é uma disperséo
estavel de um polimero, denominada latex (THICKETT e GILBERT, 2007).

A polimerizagdo em emulsao possibilita a obtencdo de polimeros com diferentes
caracteristicas, como composicao, distribuicdo de massa molar e grau de cristalinidade,
bem como latices com diferentes propriedades coloidais, como morfologia, distribuicio
de tamanhos de particulas e capacidade de formacéo de filmes. O processo apresenta
ainda as seguintes vantagens: melhor dissipacdo de calor durante a reacdo, com a
utilizacdo de agua como fase continua; auséncia de solventes organicos; produto final
fluido e obtencéo de polimeros com massa molar elevada; e velocidade relativamente
alta de reacao, quando comparada com outras técnicas (THICKETT e GILBERT, 2007).

O sistema de polimerizacdo em emulsdo tipico, conforme apresentado por
SOUTO et al. (2012) e PEIXOTO (2013), € inicialmente constituido por uma dispersao
de gotas de mondmero estabilizada pelo emulsificante (denominada fase orgéanica),
pelas micelas formadas pelo agente surfactante (inchadas com monémero) e pela agua.
Adicionando-se um iniciador sollvel na fase aquosa, a polimerizacdo nas gotas €
evitada, ocorrendo preferencialmente a nucleacdo das micelas (nucleagdo micelar).
Com a formacao de polimero nas micelas e consequente reducdo da concentracdo de
mondmero, surge uma pressdo osmaotica que faz com que os monémeros das gotas
migrem para as micelas, dando continuidade a polimerizacdo. No entanto, 0 processo é
limitado pela taxa de difusdo do monémero contido nas gotas através da fase aquosa
para abastecimento das micelas. Na Figura 2.10 é apresentado um esquema ilustrativo

do mecanismo de polimerizagdo em emulséo.
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Figura 2.10: Representacdo esquematica da polimeriza¢gdo em emulsao.

Em adicdo ao processo de polimerizagdo em emulsdo, as miniemulsdes
tornaram-se alvo de muitos estudos. Neste caso, sdo formadas gotas de monémero com
tamanho consideravelmente menor e, portanto, maior superficie especifica,
prevalecendo o mecanismo de nucleacdo das gotas, o que dispensa a formagéo de
micelas de surfactante. A polimerizacdo se processa de forma isolada, ndo ocorrendo
transferéncia de monémero via difusdo pela fase aquosa, sendo caracterizada pela
formacéo de particulas com tamanhos de 50 a 500 nm (ANTONIETTI e LANDFESTER,
2002; ASUA, 2002).

Em geral, as miniemulsdes consistem em pequenas goticulas estaveis,
distribuidas em uma fase continua. O sistema é obtido por meio da aplicacdo de
cisalhamento elevado, utilizando técnicas de ultrassom ou homogeneizadores de alta
pressao. A estabilidade das goticulas é assegurada pela adigdo de um co-estabilizador.
O co-estabilizador apresenta baixa solubilidade na fase continua e garante uma barreira
de difusdo do monémero para o meio aquoso, o que dificulta o transporte das gotas
pequenas para as grandes e a perda de estabilidade (LANDFESTER, 2009). A Figura
2.11 apresenta um esquema ilustrativo do mecanismo de polimerizagdo em
miniemuls&o.

Para a polimerizagdo em miniemulsdo, dois mecanismos de nucleagéo
diferentes séo possiveis. O primeiro e preferivel € 0o mecanismo de nucleacao nas gotas,
em que a polimerizacao é iniciada por radicais que entram nas goticulas de monémeros,

promovendo a producdo de particulas poliméricas com tamanhos similares aos das
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gotas de mondémeros. O segundo mecanismo possivel é a nucleagcdo homogénea. Neste
caso, a polimerizacéo ocorre inicialmente na fase aquosa e as particulas sao formadas
pela agregacdo ou precipitacdo dos oligdmeros. Esta forma de nucleacdo deve ser
normalmente evitada, pois leva a distribuicdes de tamanho de particulas largas e
bimodais (ZIEGLER et al., 2009; PEIXOTO et al., 2016).
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Figura 2.11: Representacdo esquematica da polimerizacdo em miniemulsao.

As principais caracteristicas das miniemulsdes foram enumeradas por
ANTONIETTI e LANDFESTER, (2002) e por CAPEK (2010):

1) A formacg&o da miniemulsdo requer a utilizacdo de um sistema eficiente de
dispersédo. O tamanho da gota ao longo do processo de emulsificagédo é
direcionado para um estado de equilibrio dindmico entre as taxas de
aglomeracéo e quebra das gotas;

2) A estabilidade parcial das gotas apés a dispersao sob cisalhamento elevado
€ obtida por meio da utilizagdo de um agente osmaético, o co-estabilizador,
gue nao se difunde entre as goticulas individuais. Devido a presenca do co-
estabilizador, uma pressdo osmética é criada, que compensa a pressao de
Laplace causada pela energia de interface, que promove a transferéncia de

massa das pequenas gotas para as grandes gotas;
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3) A ocorréncia de coalescéncia entre as gotas é diminuida pela adicdo de
surfactante. A concentracdo do surfactante na miniemulsdo deve encontrar-
se abaixo da concentracdo micelar critica (CMC), garantindo a ndo formacéao
de micelas e a prevaléncia do mecanismo de polimerizagédo por nucleacéo
homogénea das gotas.

4) A quantidade de agente tensoativo e a cobertura da superficie das gotas
relaciona-se com o tamanho de particula resultante da polimerizacao, sendo
que o aumento da concentragdo de surfactante contribui para a diminuigéo
do tamanho da particula. Quanto menor € o tamanho das particulas, maior
€ a cobertura necesséria por surfactante;

5) A polimerizagcdo por miniemulsdo pode ser iniciada a partir de iniciadores
hidrofilicos ou hidrofébicos. No caso do iniciador solivel em agua, a
formacao do radial livre ocorre na fase continua e o processo de inicio da
polimerizacdo é semelhante ao da emulsdo convencional. O iniciador
hidrofébico pode ser utilizado na polimerizacdo de monémeros com alta
afinidade pela 4gua, com o objetivo de prevenir a ocorréncia de nucleagéo

homogénea na fase aquosa.

A polimerizagdo em miniemulsdo é uma técnica de polimerizacdo que tem
permitido muitos avancos na area biomédica. A técnica apresenta muitas vantagens,
como a reducao da quantidade de surfactante adicionada e a ndo utilizacao de solventes
organicos. Além disso, permite a sintese de produtos nanométricos com maior
estabilidade e possibilidade de encapsulamento durante a reacéo de polimerizagéo.

Apesar do apelo ambiental associado a redugdo da utilizacdo de solventes
organicos, a técnica de polimerizacdo em miniemulsdo ndo € normalmente escolhida
NOS Processos convencionais, ja que o tamanho final reduzido das particulas poliméricas
confere uma dificuldade operacional consideravel para a separacdo. As técnicas
disponiveis para obtencao das particulas secas, como secagem em estufa e liofilizacao,
podem ndo ser adequadas, uma vez que ha perda da integridade do material por
aglomeracédo ou laminacdo. Dessa forma, é preferivel a utilizacdo do produto final na
forma de latex.

CRESPY e LANDFESTER (2010) salientaram que a técnica de polimerizacao
em miniemulsdo permite modificacdes especificas na superficie do polimero por
intermédio da adicdo de grupos funcionais, que sédo de grande importancia para muitas
aplicacdes, como na incorporagdo de biomoléculas as nanoparticulas por ligacdes

covalentes.
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PICHOT (2004) ressaltou alguns critérios normalmente necessarios para que as
nanoparticulas fabricadas via polimerizacdo em miniemulsdo atendam as exigéncias
para posterior funcionalizacéo pela imobilizacédo de ligantes especificos. O tamanho e a
distribuicdo de tamanhos s&do importantes parametros que controlam a superficie
disponivel para adeséo e a uniformidade do produto final. A densidade de cargas na
superficie das particulas relaciona-se com as possiveis interagdes entre o polimero e o
ligante. Além disso, a presenca de grupos biorreativos é necesséaria para que seja
possivel realizar a imobilizagdo covalente.

A técnica de polimerizacdo em miniemulsao foi utilizada por HOLZAPFEL et al.
(2005) para conduzir a copolimerizacao de estireno com &cido acrilico para emprego do
produto como marcador celular. O acido acrilico foi utilizado com o intuito de aumentar
a densidade de cargas na superficie do polimero. Os resultados mostraram que o
tamanho da particula relaciona-se com a quantidade de acido acrilico incorporado no
copolimero. Para proporgdes maiores que 15% de AA observou-se um aumento no
diametro médio, além da formacdo das chamadas “hairy layers” na superficie das
particulas, principalmente compostas por poli(acido acrilico), solivel em agua, o que
contribui para a diminui¢cao da estabilidade.

ZIEGLER et al. (2009) sintetizaram particulas a base de estireno e metacrilato
de metila contendo grupos fosfato, por meio da copolimerizagdo em miniemulsdo com
acido vinil fosfénico. O estudo da cinética de polimerizagdo mostrou que, para as
particulas a base de estireno, 0 sistema apresentou comportamento tipico de
miniemulsdo, prevalecendo o mecanismo de nucleacdo nas gotas. Ja na reacao com
metacrilato de metila, o principal mecanismo observado foi de nucleagdo homogénea.
Este comportamento foi atribuido a diferenca de solubilidade dos mondémeros na agua.

A técnica de copolimerizacdo por miniemulsdo de MMA com diversos
monbmeros solluveis em agua foi estudada por PEIXOTO et al. (2016). Os produtos
obtidos apresentaram propriedades de tamanho e superficie diferentes, dependendo do
comondmero e do tipo de iniciador utilizado na reacdo. Os materiais produzidos com
iniciador organico apresentaram distribuicdes de tamanho mais homogéneas, indicando

gue o mecanismo de nucleacdo de gotas foi preferencial.

2.5FUNCIONALIZACAO DE NANOPARTICULAS

A Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) distingue o termo

"polimero funcional" de duas maneiras: um polimero contendo grupos funcionais
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(grupos hidroxi, carboxi ou amino), que tornam o substrato reativo; ou um polimero que
desempenha uma funcéo especifica, que neste caso pode ser uma funcdo quimica
ligada a reatividade ou a uma aplicacdo fisica, como condutividade elétrica. Os
polimeros contendo grupos funcionais reativos sdo geralmente considerados capazes
de sofrer reacdes quimicas (HORIE et al., 2004).

Segundo a IUPAC, um polimero funcional € aquele que apresenta reatividade
quimica especifica ou cujos usos fisicos, biolégicos ou farmacolégicos dependem de
grupos quimicos especificos. Dessa forma, a funcionalizagdo de um polimero € a
introducdo de grupos quimicos desejados para criar uma estrutura especifica com
propriedades fisicas, bioldgicas e farmacoldgicas diferenciadas (HORIE et al., 2004).

A funcionalizacdo das nanoparticulas poliméricas por meio da inser¢cdo de
grupos reativos pode ser considerada como um pré-requisito para sua utilizacdo na area
biomédica (PICHOT, 2004). A insercdo dos grupos funcionais nos polimeros pode
ocorrer durante a polimerizagdo, com o uso de mondémeros especificos, ou por meio de
posterior modificacdo quimica no polimero (TIAN et al., 2012).

A presenca de grupos reativos permite a imobilizacdo de biomoléculas por
adsorcdo fisica ou pelo acoplamento covalente. No primeiro caso, interacdes
hidrofébicas, ligagbes de hidrogénio ou interacdes eletrostaticas sdo responsaveis pela
ligagdo do suporte a biomolécula. A imobilizagdo por ligagbes covalentes é garantida
pela presenca de certas fun¢des quimicas disponiveis nas biomoléculas, como amina,
tiol, carboxila e hidroxila (PICHOT, 2004).

O direcionamento das nanoparticulas que contém o farmaco é possivel por meio
da funcionalizacao da superficie, garantindo o reconhecimento do ligante. Os receptores
presentes na membrana celular permitem as particulas responderem aos estimulos
provocados nesse ambiente. A ligacdo entre os receptores celulares e seus ligantes,
que pode incluir proteinas, peptideos e moléculas sintéticas, é rigorosamente controlada
pelas interagdes fisicas, eletrostaticas, hidrofobicas e hidrofilicas (RODDA et al., 2014).

As nanoparticulas que apresentam biomoléculas imobilizadas na superficie
constituem entidades de troca dinAmica com o meio envolvente, uma vez que a célula
“enxerga e reconhece” estas estruturas. Os processos cinéticos incluem interacdes
entre a particula e a molécula biologica e entre a particula e a superficie celular,
incluindo os receptores especificos. Observa-se também interagdo entre a particula e
qualquer molécula livre de elevada afinidade presente no meio e que poderia competir
pela superficie da célula, como esquematizado na Figura 2.12. Além disso, multiplos
fatores, como o tamanho e curvatura da superficie da particula e a natureza quimica da
superficie e do nacleo da particula, determinam a disposi¢éo das biomoléculas (MAHON
et al., 2012).
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O processo de insercdo de unidades biologicas na superficie de nanoparticulas
tem sido alvo de muitas pesquisas recentes (EHRENBERG et al., 2009; MAHON et al.,
2012; WELSCH et al., 2013) e os principais métodos descritos para a funcionalizacédo
incluem técnicas de adsor¢cdo pela formacdo de ligagbes covalentes e/ou interaces
especificas.

Particula com %&l.
biomolécula
imobilizada

s« Molécula

[

Membrana celular

Figura 2.12: Representagcdo esquematica das interagdes entre a particula e a célula.
Adaptada de MAHON et al. (2012).

2.5.1 Adsorcao nédo especifica

A técnica de adsorcdo ndo especifica envolve o acoplamento do elemento
biol6gico por meio de ligagbes fracas, tais como forcas de Van der Waals, forgas
eletrostéaticas, ligacdes de hidrogénio ou interacdes hidrofébicas. A imobilizagdo é
alcancada simplesmente pelo contato das particulas com o material biolégico pelo
tempo suficiente para que o equilibrio da adsorcao seja atingido (WELSCH et al., 2013).

Segundo EHRENBERG et al. (2009), as interacdes hidrofébicas tendem a
dominar o balango de energia na maioria dos casos, mas as forgas eletrostaticas
também podem desempenhar um papel importante nesse processo. A determinacéo do

grau de imobilizacéo, afinidades de ligacdo e estequiometrias de associacdo entre a
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biomolécula e a nanoparticula em fluidos biol6gicos pode ser particularmente complexa.
O entendimento dos mecanismos de adsor¢éo convencional em sélidos € relevante para
explicar o comportamento das nanoparticulas.

A adsorcao ndo especifica € o método mais simples para a imobilizacdo de
biomoléculas em nanoparticulas; porém, esta metodologia resulta quase sempre em um
acoplamento fraco, uma vez que a molécula pode ser facilmente dessorvida mediante
alteracdes de condi¢gbes do meio, como pH, temperatura e forca idbnica (WELSCH et al.,
2013).

2.5.2 Adsorcao por ligacao covalente

A conjugacao por meio de ligacdo covalente é atraente, pois fornece uma rota
para a formagédo de uma camada biofuncional, sendo a biomolécula ligada de maneira
irreversivel e estavel. Tipicamente, os protocolos de conjugacdo consideram a
disposicao dos grupos funcionais na biomolécula e na nanoparticula funcionalizada.

Os procedimentos mais comuns para imobilizar moléculas em suportes que
contém grupos carboxilas, como no caso do presente trabalho, utilizam carbodiimidas.
De maneira geral, de acordo com esta rota quimica, o grupo amina da biomolécula forma
uma ligacdo peptidica com o grupo carboxilico da nanoparticula, constituindo a etapa
de ativacao. Esta técnica € aplicada a funcionalizacdo de varios tipos de materiais, como
silica, polimeros e ouro (MAHON et al., 2012).

Segundo HERMANSON et al. (1992), as carbodiimidas podem ser usadas para
facilitar a formacdo de ligacdes entre grupos carboxilico e amino. O 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) é bastante utilizado em rea¢c6es de conjugacao,
sintese de peptideos e como agente de imobilizacdo no preparo de géis de afinidade.
O EDC é soluvel em agua, o que permite a utilizacdo sem a necessidade de prévia
dissolugcdo em solventes orgéanicos.

O EDC permite a formacao da ligagéo peptidica sem a necessidade da presenca
de uma molécula de espacamento. A proposta de reagdo prevé que o carbono ligado
aos nitrogénios da molécula de EDC reaja com o grupo carboxilico do suporte, por
exemplo, para formar uma espécie intermediaria altamente reativa e instavel. Esta
espécie ativa reage com uma amina primaria na biomolécula para a formacao da ligagcédo
peptidica. A reacdo produz ainda um subproduto que é solavel em &gua, podendo ser
removido com o auxilio de lavagens com agua ou solugdo tampao (HERMANSON et al.,

1992). Esta rota para imobilizacdo de biomdleculas é esquematizada na Figura 2.13.
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A literatura mostra que a reacdo de ativacdo dos grupos carboxilicos ocorre
preferencialmente na faixa de pH entre 3,5 e 4,5 enquanto a formacao da ligacdo amida
ocorre na faixa de pH entre 4 e 6. Entretanto, a hidrélise maxima do EDC ocorre em
meio &cido e a solugcdo torna-se estavel em pH maior que 6,5. Dessa forma, a
experiéncia indica que o pH ideal para utilizagdo do EDC situa-se entre 4,5 e 7,5. Além
disso, tamp®&es contendo grupos aminas livres e carboxilicos devem ser evitados, uma

vez que estes podem competir com os grupos do suporte (HERMANSON et al., 1992).
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Figura 2.13: llustracdo esquematica da rota quimica de adsorcéo utilizando EDC.

MAHON et al. (2012) destacaram os principais desafios encontrados para o
desenvolvimento de interfaces entre biomoléculas e sistemas nanoestruturados. O sitio
ativo do ligante alvo deve estar posicionado de maneira que permita a reacao, sendo
que o arranjo tridimensional, o nimero e o espagcamento dos ligantes devem ser
considerados. Em relacéo a biomolécula inserida, esta deve promover a interacdo com
os receptores das células. Além disso, as particulas devem garantir tempo suficiente de
circulagéo no organismo, de modo a aumentar a quantidade que efetivamente atinge o
local alvo.

A N-hidroxi-succinimida (NHS) pode também ser utilizada em paralelo com EDC,
para a formacédo de um éster ativado. A vantagem deste método é relacionada a maior
estabilidade do composto intermediario formado, o que melhora a formacgéo da ligacao
peptidica de interesse (HERMANSON et al., 1992).
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O sucesso do acoplamento dos intermediarios EDC e NHS é dependente da
acessibilidade dos grupos carboxilicos no suporte. Caso 0S grupos terminais
apresentem um empacotamento estérico ordenado, a formacao do éster intermediario
pode ser limitada ou ndo ocorrer (MALHOTRA et al., 2013).

LIU et al. (2008) utilizaram o EDC e NHS como agentes de ativacdo para a
imobilizagcao do peptideo TAT em nanoparticulas. O sistema foi incubado por 1 hora sob
refrigeracéo para ativagao, sendo o TAT adicionado logo depois. A partir da analise dos
espectros de *H-RMN das amostras produzidas, verificou-se o sucesso da insercédo do
TAT pelo aparecimento de picos caracteristicos dos grupos presentes nos aminoacidos
do peptideo, como aqueles posicionados em 2,52 - 2,58 ppm, relativos a arginina, e 6,6
e 6,9 ppm provenientes do anel aromatico da tirosina.

A rota quimica via EDC foi também utilizada por MALHOTRA et al. (2013) para
imobilizacdo do peptideo TAT em particulas de quitosana e poli(etilenoglicol), apés
insercdo de um grupo acido. Neste trabalho, a etapa de ativacdo teve duracdo de 24
horas. A formacédo da ligacdo foi verificada por meio de espectros de FTIR, pelo

aparecimento de uma banda em 1660 nm, caracteristica da amida.

2.6 FARMACOS PARA TRATAMENTO DE DOENCAS
NEURODEGENERATIVAS

Um consideravel nimero de moléculas vem sendo estudado para o transporte
através da BHE com o auxilio de nanoparticulas. Dentre estas, incluem-se farmacos
para o tratamento de tumores cerebrais, analgésicos, inibidores de protease e enzimas
(WOHLFART et al., 2012).

Segundo KREUTER (2014), a utilizacdo de nanoparticulas poliméricas sugere,
em principio, a possibilidade de transporte de todos os tipos de compostos, desde que
exista a ligagdo com um receptor responsavel pela transcitose. Esta abordagem é
limitada pela quantidade de farmaco necessaria para alcancar o efeito terapéutico
desejado e também pela quantidade de polimero, quando doses frequentes sao
requeridas. Como a disponibilizacdo de farmacos para o tratamento de doencas
neurodegenerativas € restringida pela passagem através da BHE, o estudo de
nanoparticulas poliméricas é de grande interesse.

Alguns farmacos apresentam limitacdes em relacdo a terapia oral, mais
comumente usada. A hidrofilicidade ou lipofilicidade da molécula pode constituir uma

restricdo a biodisponibilidade, sendo necessarias doses frequentes. Devido a esta alta
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dosagem, efeitos colaterais, como nauseas, taquicardia e distlrbios alimentares, podem
também surgir, gerando inconvenientes aos pacientes. Dessa forma, a investigacdo de
sistemas nanoparticulados pode garantir a passagem pelo cérebro e proporcionar uma
liberacdo controlada do farmaco, o que pode reduzir a frequéncia de administracéo e
minimizar os efeitos colaterais (WILSON et al.,2008).

Segundo GUZIOR et al. (2015), para a doenca de Alzheimer, a terapia
colinérgica é a mais utilizada. Este tratamento visa a melhorar a transmisséo colinérgica
cerebral, uma vez que o nivel de acetilcolina (neurotransmissor decisivo no desempenho
cognitivo) é reduzido em pacientes com a doencga, seja por diminuicao da producédo ou
pela excessiva destruigcdo pela enzima acetilcolinesterase. A literatura descreve uma
série de farmacos que podem ser utilizados no tratamento, como tacrina (WILSON et
al., 2010), rivastigmina (WILSON et al., 2008; JOSHI et al., 2010; GUZIOR et al., 2015),
galantamina, donepezil, memantina (GUZIOR et al., 2015), derivados de quinolina
(RONEY et al., 2005; MAO e SCHIMMER, 2008) e curcumina (CHENG et al., 2015).

A tacrina € um inibidor da colinesterase usada no tratamento da doenca de
Alzheimer em estagio moderado, tendo sido o primeiro farmaco aprovado pela Food and
Drug Administration (FDA) em 1993. Embora o exato mecanismo de ag&o do principio
ativo seja ainda desconhecido, postula-se que este exerce o efeito terapéutico por meio
do aumento das fungBes colinérgicas. Assim, o efeito primario da tacrina é a inibicao
reversivel da colinesterase, butirilcolina-esterase e acetilcolinesterase. O farmaco pode
também bloquear os canais de potassio, 0 que aumenta a dura¢éo do potencial de acao
e a liberacéo de acetilcolina a partir dos neurdnios (WILSON et al., 2010). No entanto,
atualmente o uso da tacrina ndo é considerado seguro, por resultar em efeitos toxicos
para o figado.

Em todo caso, a tacrina abriu caminho para a pesquisa de novas moléculas com
a mesma acao farmacoldgica, porém com efeitos colaterais reduzidos. Rivastigmina,
donepezil, galantamina e mementina sao farmacos aprovados pela FDA para o
tratamento da doenca de Alzheimer. A rivastigmina é capaz de bloquear a butirilcolina-
esterase, enquanto a galantamina modula os receptores de acetilcolina nicotinicos. O
donepezil € um inibidor moderado da autoagregacdo de placas B-amildides. A
memantina € uma antagonista do receptor de acido-metil-aspartico, que protege as
células neuronais e reduz a toxicidade (GUZIOR et al., 2015).

A rivastigmina, cuja estrutura quimica € mostrada na Figura 2.14, é o principio
ativo do medicamento comumente utilizado hoje para o tratamento da doenca, tendo
sido mostrado que o farmaco é capaz de melhorar ou manter as fungdes cognitivas dos
pacientes (WILSON et al., 2008).
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Figura 2.14: Estrutura quimica da rivastigmina.

O clioquinol (5-cloro-7-iodo-8-hidroxiquinolina), cuja estrutura quimica é
apresentada na Figura 2.15, foi muito utilizado na década de 1950 como agente anti-
parasitario oral para o tratamento e prevencdo de amebiase intestinal. No entanto, em
1970 formulagdes de clioquinol oral foram retiradas do mercado devido a relatos de
neurotoxicidade. Recentemente, estudos mostraram que o clioquinol apresenta
atividade para a utilizagdo no tratamento de céncer e da doenca de Alzheimer (MAO e
SCHIMMER, 2008).
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Figura 2.15: Estrutura quimica do clioquinol.

O clioquinol é um agente quelante de Cu / Zn e conhecido por solubilizar e inibir
a acumulacdo das placas B-amildides, associadas a doenca de Alzheimer. Apos a
remocao do cobre, a agregacao dessas proteinas é revertida (RONEY et al., 2005). Um
estudo clinico realizado por RITCHIE et al. (2003) demonstrou que o tratamento com
clioquinol, além de bem tolerado, proporcionou reducédo dos niveis plasmaticos das
placas B-amildides e elevagéo dos niveis de zinco em individuos com a doenga em fases
moderadas e graves. Esses pardmetros podem ser associados a uma menor taxa de
deterioracdo cognitiva. Agentes quelantes de metais, como o clioquinol, oferecem
potencial terapéutico para o mal de Alzheimer. Na Tabela 2.1 sdo apresentadas as

principais propriedades do clioquinol.
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Tabela 2.1: Algumas propriedades do clioquinol.

Formula molecular CoHsCIINO

Massa molar 305,5 g/mol

Cor P6 amarelo

Ponto de fuséo 178 °C

Solubilidade Praticamente insoltvel em agua. Soluvel

em cloroférmio e acido acético.

Estabilidade Escurece quando exposto a luz

Dados retirados de PubChem, 2015.

Em relacao a toxicidade do farmaco, estudos de MAO e SCHIMMER (2008)
conduzidos em animais e humanos mostraram que as doses indicadas para o
tratamento do mal de Alzheimer, anteriormente descritas por RITCHIE et al. (2003), na
faixa de 13 a 25 pumol/L na corrente sanguinea, ndao apresentaram toxicidade.

E importante enfatizar que o clioquinol apresenta caracteristicas altamente
lipofilicas, o que torna possivel o seu encapsulamento in situ em nanoparticulas
poliméricas de PMMA.

A curcumina é um pigmento natural e principal componente ativo do acafrdo-da
india. Este agente tem sido estudado nos ultimos anos para o tratamento potencial de
véarias doencgas, como o cancer, mal de Alzheimer e inflamacdes (TIWARI et al., 2014;
CHENG et al., 2015). No caso especifico para a doenca de Alzheimer, a curcumina
apresenta a capacidade de se ligar as placas B-amildides, diminuindo a sua
acumulacédo, além de permitir a localizagdo destas placas no cérebro por técnicas de
imagem por fluorescéncia, o que pode facilitar o diagnostico da doenca.

TIWARI et al. (2014) compararam a eficacia da curcumina como neuroprotetor
guando encapsulada em nanoparticulas de PLGA e em uma formulagéo livre. Na forma
livre, a curcumina apresenta limitacbes em relacdo a biodisponibilidade, sendo
rapidamente metabolizada. O sistema nanoparticulado possibilitou a liberacdo do ativo
por 8 dias em ensaios in vitro.

CHENG et al. (2015) avaliaram o potencial de utilizacdo da curcumina no
diagndstico do mal de Alzheimer por ressonancia magnética, por meio da conjugacao
com nanoparticulas magnéticas. As particulas produzidas apresentaram baixa

toxicidade e capacidade de penetracdo na BHE em testes de permeabilidade in vitro.
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Os resultados mostraram que a curcumina se liga as placas amiléides em cérebros de

ratos, possibilitando a visualizac@o para deteccdo da doenca de Alzheimer.

2.7LIBERACAO DO FARMACO E MODELOS CINETICOS

A liberacdo do farmaco encapsulado nas nanoparticulas poliméricas pode ser
avaliada por meio de ensaios in vitro e in vivo. Os testes iniciais de liberagdo in vitro
constituem um controle qualitativo do sistema e fornece informagbes para futuros
estudos de liberacéo in vivo (BHARDWAJ e BURGESS, 2010).

Os testes de liberacdo in vitro desenvolvidos para sistemas nanoparticulados
normalmente sdo adaptagfes dos aparatos recomendados pelas farmacopeias. Estes
ensaios incluem separacdo por centrifugacdo, difusdo por membrana de didlise e
métodos de fluxo continuo (RAWAT e BURGESS, 2011; GANDHI et al., 2014). Durante
os ensaios de liberagéo, é importante a manutengéo da condic¢éo sink; ou seja, que o
volume do meio de dissolugéo seja no minimo trés vezes maior que aquele necessario
para obter uma solucdo saturada do farmaco (RAWAT e BURGESS, 2011).

No primeiro caso, as particulas com o farmaco sdo colocadas em um pequeno
volume de meio em tubos e separadas por centrifugacdo a cada amostragem. No
método de difusdo, uma membrana de dialise é utilizada para separar a formulacéo e o
meio de dissolucdo. As amostragens sdo entdo realizadas em intervalos de tempo
determinados, sendo o meio de dissolucdo reposto. No entanto, podem-se citar
limitacdes destes métodos, como violagao das condi¢des sink, agregacéao das particulas
devido a agitacdo insuficiente e perdas durante a amostragem. J& o método de
escoamento continuo envolve a passagem do meio de dissolucao através de uma célula
que contém a formulacdo (RAWAT e BURGESS, 2011).

Muitas vezes a comparacao dos resultados obtidos pelos testes de liberacdo é
dificultada pela utilizag&do de sistemas sem padronizagdo de geometria e condi¢des de
operacdo. Em todo caso, os resultados podem ser utilizados para modelagem da
cinética de liberagdo. A modelagem matemética dos sistemas de liberacdo e
previsibilidade de disponibilizacdo do farmaco constitui um campo de cada vez maior
importancia académica e industrial e apresenta um enorme potencial futuro. Estes
modelos visam a elucidar o comportamento do material e fornecer mecanismos de
previsdo da cinética de liberacdo (LAO et al., 2011).

Os processos que ocorrem na maioria dos sistemas poliméricos de liberagcdo

englobam a difusdo, a liberacdo por processo de ativacdo ou a erosdo da matriz
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polimérica. A grande maioria dos modelos teoricos baseia-se em equacdes de difusao.
O fenbmeno da difusdo estd intimamente ligado a estrutura do material através do qual
0 processo ocorre, sendo a morfologia dos polimeros levada em consideracdo no
modelo. InUmeras teorias matematicas para descrever os sistemas de liberacdo de
farmacos ja foram apresentadas na literatura (MANADAS et al., 2002; LAO et al., 2011).

A difusdo pode ser descrita como 0 movimento espontaneo e estocastico de
moléculas de uma zona de elevada concentracdo para uma area de baixa concentracao
em um dado volume. Fick (1855-1995) realizou as primeiras analises deste fenbmeno
de transporte de massa, sendo seu trabalho reconhecido por duas equacgbes
fundamentais, as chamadas Leis de Fick da difusdo (MANADAS et al., 2002).

A Primeira Lei de Fick é usada para descrever a difusdo em estado estacionario;
isto é, quando a concentragdo nao se altera em relacao ao tempo, dependendo somente
da posicdo. Para o caso unidimensional, a Lei de Fick pode ser escrita como

apresentado pela Equacgéo 2.1,

— _p 9
] =-DZ 2.1)

onde J é o fluxo difusivo (a quantidade de particulas do farmaco que passa através de
uma unidade de &rea por unidade de tempo); C é a concentracdo da espécie,
dependente apenas da posi¢édo; D € o coeficiente de difusdo do farmaco, dependente
da natureza do farmaco e do meio; e x é a posi¢cdo normal ao plano central da membrana
ou filme. O sinal negativo mostra que a difusdo ocorre contra o gradiente de
concentracdo. O coeficiente de difusdo de um farmaco em um polimero pode ser
influenciado por varios parametros como a densidade de reticulacdo, o grau de
ramificacdo e o grau de cristalinidade do material (LAO et al., 2011).

A Segunda Lei de Fick, representada pela Equacao 2.2, é usada para descrever
0 sistema em estado transiente, quando a concentragcdo varia ndo s6 com a posicao,
mas também com o tempo.

ac a%c

EY =D Fy) (2.2)

Todos os parametros da Equacao 2.2 apresentam o mesmo significado apresentado na

Equacdo 2.1, com excecdo de C, que agora representa a concentracdo da espécie

dependente do tempo e da posicéo.
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Ambas as equacles formaram a base de varios modelos de liberacdo de
farmacos desenvolvidos nas ultimas décadas. Em alguns casos, a equa¢do do modelo
€ deduzida por meio da andlise tedrica do processo, como no caso da cinética de ordem
zero. Na maioria dos casos, porém, ndo existe um fundamento tedrico, sendo utilizada
apenas uma equacao empirica. Os modelos comumente utilizados para descrever 0s
perfis de liberagdo sdo os de Higuchi e Peppas (MANADAS et al., 2002; LAO et al.,
2011).

A cinética de ordem zero exibe um perfil considerado perfeito, uma vez que
descreve a liberacdo de concentracdes iguais de farmaco por unidade de tempo; ou
seja, a taxa de liberacdo é constante e independente da concentracdo de farmaco
(COSTA e LOBO, 2001). As formas farmacéuticas que seguem o perfil de primeira
ordem geralmente sdo aquelas que contém farmacos hidrossollveis em matriz porosa.
Este modelo caracteriza-se por apresentar a liberagéo do farmaco de forma proporcional
a quantidade remanescente em seu interior, de modo que a quantidade de farmaco
liberada por unidade de tempo diminui (MANADAS et al., 2002). A equacéo de Higuchi
permite uma descri¢do simples para a liberagéo de farmacos a partir de um sistema em
gue o farmaco esta disperso uniformemente por toda a matriz. O modelo admite estado
estacionario ou pseudoestacionario, de forma que a primeira Lei de Fick pode ser
aplicada. O modelo semi-empirico de Peppas € utilizado para descrever a liberacao de
farmacos a partir de sistemas poliméricos. A equagao pode ser traduzida como uma lei
de poténcia, sendo util para descrever varios mecanismos de transporte, incluindo a
difusdo Fickiana, o transporte ndo-Fickiano, bem como o comportamento de liberacdo
de ordem zero. O mecanismo de transporte pode ser definido pelo valor do expoente n
da equacdo. Para esferas, a difusao Fickiana é o mecanismo de transporte dominante
quando n é igual a 0,43, enquanto que o transporte ndo-Fickiano é descrito por
parametros na faixa entre 0,43 e 1. Quando n é igual a 1, a liberacdo de ordem zero é
obtida (LAO et al., 2011).

Apresentam-se na Tabela 2.2 as equacdes dos principais modelos utilizados
para descrever a cinética de liberacdo. Deve-se notar que, em todas as equacbes
descritas, Q representa a fracdo do farmaco liberada no tempo t e Q, representa a

quantidade inicial de farmaco.
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Tabela 2.2: Principais modelos de liberacéo.

Modelo Equacéo

Ordem zero Q=ky t+0Q, k, a constante cinética de ordem zero.

o ot k,é a constante cinética de primeira
Primeira ordem Q=Qy-e"r ordem.

ky é a constante cinética de Higuchi, que

_ _ descreve a liberacéo do farmaco como um

Higuchi Q= ky-t processo de difusdo baseado na Lei de
Fick.

kp € uma constante que combina as
caracteristicas geométricas e estruturais

Peppas Q=kp-t" do sistema polimero / farmaco; e n é o
expoente de liberacdo, indicativo do
mecanismo de transporte.

2.8 TOXICIDADE E VIABILIDADE CELULAR

A toxicidade de sistemas nanométricos constitui uma area de grande interesse
e importancia, devido a expansédo nas ultimas décadas da utilizacdo da nanotecnologia
em aplicagdes biomédicas e farmacéuticas. Quando um material € reduzido a dimenséo
nanométrica, as propriedades podem ser drasticamente diferentes dos materiais
originais, resultando em propriedades fisicas e quimica Unicas. Estas propriedades séo
inerentes ndo somente ao tamanho, mas também a morfologia e organizagcédo espacial
destes materiais. Dessa forma, os perfis de toxicidade dos nanomateriais podem
também ser diferentes, sendo que a avaliacao envolve considerages fisicas, quimica
e moleculares (VEGA-VILLA et al., 2008).

Devido ao tamanho caracteristico, as nanoparticulas apresentam uma grande
area especifica. Esta propriedade pode ser traduzida como um aumento da atividade
biologica devido as diferentes possibilidades de interagbes com as células e seus
componentes. Além disso, a estabilidade do sistema esta condicionada a efeitos de
aglomeracéo e coalescéncia (VEGA-VILLA et al., 2008).

A trajetoria das nanoparticulas no organismo e o desencadeamento da resposta
imune ainda ndo sdo muito bem conhecidos; porém, existe uma crescente preocupacao
com o papel destes materiais e possiveis reacdes alérgicas (BERTRAND e LEROUX,
2012).

BERTRAND e LEROUX (2012) sugerem um possivel mecanismo para a

circulacdo de carreadores de farmacos coloidais. Partindo de uma injecao periférica
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intravenosa, o sistema é enviado diretamente para o coracdo através da circulacao
venosa. O sangue € liberado e segue para os pulmdes. Algumas particulas podem ficar
presas nos pulmdes devido ao pequeno didmetro dos capilares pulmonares. Apos as
particulas passarem pelos vasos capilares dos pulmdes, sdo bombeadas pelo coracéo,
alcancando a circulagéo sistémica, chegando aos demais 6rgdos. Com base nos valores
do fluxo sanguineo em cada 6rgado proposto por DAVIES e MORRIS (1993), a
concentracao relativa de material que atinge o tecido pode ser estimada. Na Figura 2.16
€ apresentado um esquema ilustrativo desse processo, bem como a concentracdo

relativa do material que chega aos tecidos, apdés bombeamento pelo coracao.

Sistema nervoso
central

Intestino

Injecdo venosa

Figura 2.16: Esquema ilustrativo da distribuigcdo do fluxo sanguineo na circulagdo e
valores da porcentagem relativa em cada 6rgdo. Adaptada de BERTRAND e LEROUX
(2012).

A literatura mostra que as nanoparticulas podem causar inflamacédo, danos no
DNA, destruicdo de membranas e produzir espécies reativas. A avaliacdo da toxicidade
de nanoparticulas pode ser realizada mediante estudos de viabilidade celular pelo
ensaio MTT (brometo de tetrazolium 3-4,5 dimetiltiazol-2,5 difenil tetrazolium) (VOIGT
etal., 2014). Este teste é baseado na medida do dano induzido pelo material em questéo
no metabolismo celular de glicideos, por meio da avaliacdo da atividade de enzimas
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desidrogenages mitocondriais. A viabilidade mitocondrial, e consequentemente a
viabilidade celular, é quantificada pela redu¢édo do MTT, de colora¢do amarela e soltvel
em agua) a formazan (um sal de coloracéo arroxeada e insolavel em agua) (ZACAN et
al., 2010).

Os estudos de toxicidade sdo fundamentais para estabelecer o potencial de
utilizacdo das nanoparticulas in vivo. Dessa forma, compreender as propriedades fisico-
quimicas e moleculares e os processos fisioldgicos que envolvem as nanoparticulas é
imperativo para que 0 uso na area médica se estabelegca como uma modalidade de
tratamento confiavel e sustentavel (VEGA-VILLA et al., 2008).

VOIGT et al. (2014) realizaram estudos de toxicidade de nanoparticulas de
PBCA in vitro por meio do teste MTT e in vivo. Os resultados mostraram que as
nanoparticulas ndo induzem a morte neuronal em concentragfes efetivas, mesmo
guando revestidas com surfactantes, que sao normalmente adversos a viabilidade de
culturas celulares. Segundo GRACA et al. (2017), superficies carregadas posivamente
normalmente aumentam a citotoxicidade, quando comparadas as particulas com carga
negativa ou neutra.

GRACA et al. (2017) reportaram que até a presente data, os estudos de
toxicidade de nanoparticulas de PMMA nao mostraram efeito toxico significativo, uma
vez que ndo foram detectadas alteragbes de viabilidade, crescimento e atividade
metabdlica de células. O mesmo grupo realizou uma combinacdo de ensaios para
verificar a bpossivel toxicidade de nanoparticulas de PMMA e PMMA-Eudragit. Os
estudos mostraram que as particulas sdo internalizadas em linhagem de células de
fibroblastos de ratos e ndo exibiram efeito toxico relevante.

MENDES et al. (2017) mostraram, por meio de testes de citotoxicidade MTT e
ensaios de azul de tripano que nanoparticulas de PMMA produzidas via polimerizacao
em miniemulséo, ndo causam efeitos de tdéxicos em células leucémicas. Ja quando as
nanoparticulas que continham extratos de plantas com atividades antitumorais
encapsulados foram capazes de aumentar a morte celular quando comparadas as

amostras de PMMA puro.

2.9 NANOPARTICULAS NO MERCADO
Sistemas constituidos por nanoparticulas vém sendo estudados nos ultimos

anos com o objetivo de desenvolver inimeras aplicagbes clinicas, como liberagéo de

farmacos, novas formas de terapias, diagnéstico e implantes ativos. Como ja discutido,
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0s sistemas baseados em nanoparticulas oferecem vantagens em comparag¢do aos
demais, como a possibilidade de atingir e tratar areas especificas do organismo.
Atualmente j& existem produtos contendo nanoparticulas aprovados pelos 6rgaos
reguladores no mercado e outras formulacdes em testes clinicos (ANCELMO e
MITRAGOTRI, 2016).

De acordo com pesquisas recentes, o mercado global em nanomedicina
correspondia a 248 bilhdes de ddlares em 2014, com projecdo de crescimento para
2019, chegando a 528 bilhées de délares. O principal campo de crescimento deste
mercado € na area de sistemas de liberacdo de farmacos, aplicados principalmente ao
tratamento de céncer, doengas relacionas ao sistema nervoso central e cardiovascular
e controle de infec¢bes (BCC RESEARCH, 2015).

ANCELMO e MITRAGOTRI (2016) listaram os principais produtos que contém
nanoparticulas, mostrados na Tabela 2.3, j4 foram aprovados, assim como outros que

estdo em fase de testes clinicos.

Tabela 2.3: Produtos baseados em nanoparticulas e usados para terapia venosa no

tratamento do cancer.

Nome Tipo de particula Farmaco Situagao
Doxil (Janssen) Lipossoma Doxorrubicina Aprovado FDA
(1995)
Myocet (Teva UK) Lipossoma Doxorrubicina Aprovado EMA
(2000)
Margibo (Spectrum) Lipossoma Vincristina Aprovado FDA
(2012)
Onivyde (Merrimack) Lipossoma Irinotecan Aprovado FDA
(2015)
Albumina . Aprovado FDA
Abraxane (Celgene) conjugada Paclitaxel (2012)
BIND — 0.14 (BIND PLGA ou PLA Docetaxel Em teste (Fase
Terapeutics) 1))
Cynviloq (Sorrento) Micela polimérica Paclitaxel Em teste
Dpcetaxel (Samyang Micela Docetaxel Em teste (Fase
Biopharmaceuticals) 1))

Adaptado de ANCELMO e MITRAGOTRI (2016).
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O Doxil foi o primeiro “nanomedicamento” aprovado pelo FDA em 1995 e
consiste de um sistema de lipossomas contendo doxorrubicina para o tratamento de
cancer. Logo apos, surgiram outras formulacdes também baseadas em lipossomas,
como Marqgibo, Myocet e Onivyde. Para o tratamento de céncer, o Unico sistema
nanométrico nao lipossomal ja aprovado é o Abraxane, um conjugado de proteina
albumina e paclitaxel. Em relacéo as formulagcbes em fase de testes, ja séo encontrados
sistemas baseados em polimeros e micelas, como BIND, Cynvilog e Docetaxel, além
dos lipossomas.

Para o desenvolvimento de um sistema de transporte de farmacos com
nanoparticulas, uma série de desafios deve ser enfrentada. Os principais desafios sao
relacionados aos aspectos biol6gicos, como o entendimento das interacdes entre estes
materiais e 0 organismo, estudos intensos de biodistribuicdo e toxicidade. Além disso,
outra questdo bastante relevante diz respeito ao escalonamento dos processos de
producéo e viabilidade econémica, uma vez que a maioria dos sistemas descritos na

literatura encontram-se em fase de estudos de bancada.

2.10 COMENTARIOS FINAIS

Neste capitulo foram apresentados alguns dos principais estudos desenvolvidos
na area de sistemas de liberacdo de farmacos baseados em nanoparticulas poliméricas
relacionados ao tratamento de doencgas neurodegenerativas. Os objetivos deste texto
incluiram a contextualizacao e justificacdo do presente trabalho, além de mostrar a
experiéncia do grupo de pesquisa.

O numero de pacientes portadores de doencgas neurodegenerativas, como mal
de Alzheimer e mal de Parkinson, tem aumentado nos ultimos anos, principalmente
devido ao envelhecimento da populacdo. Essas doencas geram grande sofrimento aos
pacientes e familiares, além de elevados custos. Dessa forma, a busca de alternativas
gue permitam o tratamento e melhoria das condicbes de vida dos pacientes é
imprescindivel.

Como apresentado, o tratamento das doencgas que atingem o sistema nervoso
central esta atrelado a capacidade de disponibilizacdo de farmacos no cérebro. A
entrega de farmacos, por sua vez, € condicionada a passagem pela barreira
hematoencefalica, membrana de protecdo do cérebro. Uma abordagem bastante
promissora para o tratamento dessas doencas € a utilizacdo de nanoparticulas

poliméricas funcionalizadas como veiculo para o transporte de farmacos. Neste caso,
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as nanoparticulas poliméricas modificadas com biomoléculas conjugadas na superficie
podem ser reconhecidas por receptores ha membrana, permitindo a passagem através
da barreira hematoencefalica.

Nessa pesquisa, 0s materiais base selecionados para o desenvolvimento do
sistema de transporte de farmaco foram os polimeros acrilicos derivados dos
monbémeros MAA, AA e MAA, o farmaco clioquinol e o peptideo TAT. Os polimeros
escolhidos apresentam caracteristicas comprovadas de biocompatibilidade, sendo
amplamente utilizado na area biomédica. O clioquinol pode ser usado como um farmaco
modelo para o tratamento de doencas neurodegenerativas, sendo ja reportado em
estudos clinicos. O peptideo TAT € uma biomolécula de penetracao celular, o que pode
favorecer o transporte das nanoparticulas através dos tecidos.
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Capitulo [I]

MATERIAIS E METODOS

3.1REAGENTES
Para as reacoes de polimerizacao foram utilizados os seguintes reagentes:

¢ Monbmero metacrilato de metila (MMA) com pureza minima de 99,5%,
fornecido pela Sigma Aldrich (Rio de Janeiro, Brasil);

¢ Monbmero acido acrilico (AA) com pureza minima de 99%, fornecido pela
Sigma Aldrich (Rio de Janeiro, Brasil);

e Surfactante dodecil sulfato de s6dio (SDS) com pureza minima de 99%,
fornecido pela Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro, Brasil);

e Monbmero acido metacrilico (MAA) - Doagdo das Industrias Quimicas
Taubaté (Taubaté, Brasil) IQT. Lote F09266;

e Surfactante brometo de cetil trimetil aménio (CTAB) com pureza minima de
99%, fornecido pela Merck Millipore (Séao Paulo, Brasil);

e Persulfato de potassio (KPS) com pureza minima de 99%, fornecido pela
Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro, Brasil), utilizado como iniciador nas
reacOes de polimerizagao;

o Peréxido de benzoila (PBO) com pureza minima de 97%, fornecido pela
Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro, Brasil), utilizado como iniciador nas
reacOes de polimerizagao;

e Azobisisobutironitrila (AIBN) fornecido pela Merck Millipore (Sao Paulo,
Brasil) com 98,5% de pureza minima e usado como iniciador nas reacdes
polimerizacao;

e Bicarbonato de sodio P.A. com pureza minima de 99,7%, fornecido pela
Proquimios (Rio de Janeiro, Brasil), utilizado como agente de controle de
pH;

e n-Hexadecano P.A. com pureza minima de 99,5%, fornecido pela Vetec

Quimica Fina (Rio de Janeiro, Brasil), utilizado como co-estabilizador;
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¢ Hidroquinona com pureza minima de 99%, fornecida pela Vetec Quimica
Fina (Rio de Janeiro, Brasil), utilizada como inibidor da reacdo de
polimerizacéo;

e 5-Cloro-7-iodo-8-quinolinol (Clioquinol) com pureza minima de 95%,
fornecido pela Sigma Aldrich (Rio de Janeiro, Brasil), utilizado com farmaco
modelo para encapsulamento;

e Poli(acido acrilico) com didametro de particula <1000 um e pureza minima de
99%, fornecido pela Sigma Aldrich (Rio de Janeiro, Brasil);

o Acetona P.A. com 99,5% de pureza minima, fornecida pela Vetec Quimica
Fina (Rio de Janeiro, Brasil), usada para limpeza de vidrarias e
equipamentos;

¢ Etanol P.A. com 99,8% de pureza minima, fornecido pela Vetec Quimica
Fina (Rio de Janeiro, Brasil), utilizado para limpeza de vidrarias e

equipamentos.

Para os ensaios de adsorcéo foram utilizados os seguintes reagentes:

e l-etil-3-(3-dimetil amino propil) carbodiimida (EDC) com pureza minima de
97%, fornecido pela Sigma Aldrich (Rio de Janeiro, Brasil), utilizado como
agente de ativacdo de grupos acidos;

e Proteina albumina de soro bovino (BSA) com 98% de pureza minima,
fornecida pela Sigma Aldrich (Rio de Janeiro, Brasil), usada como molécula
modelo para adsorcao;

¢ Aminoacido Lisina com 98% de pureza minima, fornecida pela Sigma Aldrich
(Rio de Janeiro, Brasil), usada como molécula modelo para adsorcao;

o Peptideo HIV-1 TAT (47-57), Tyr-Gly-Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-GIn-Arg-Arg-Arg,
com 95% de pureza minima, fornecido por Sigma Aldrich (Rio de Janeiro,
Brasil);

e Marcador de fluorescéncia 2-amino benzamida (2-Abz), com 98% de
pureza, fornecido pela Sigma Aldrich (Rio de Janeiro, Brasil);

e Solucao de Bradford: preparada em laboratério utilizando-se azul brilhante
de coomassie com pureza minima de 99,5 %, fornecido pela Sigma
Aldrich(Rio de Janeiro, Brasil); etanol com pureza de 95% e &cido
ortofosférico com pureza de 85%, ambos fornecidos pela Vetec Quimica
Fina (Rio de Janeiro, Brasil); utilizada para ensaios de quantificacdo apos

adsorcéo.
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Reagente OPA: Solucédo completa de o-ftaldialdeido, na concentracéo de 1
mg/mL, fornecido pela Sigma Aldrich (Rio de Janeiro, Brasil), usado em
ensaios de quantificacdo apos adsorcao;

Solucéo tampéo Fosfato: preparada em laboratorio utilizando-se fosfato de
sadio dibésico e fosfato de s6dio monobasico, ambos apresentando pureza
minima de 99% e fornecidos pela Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro,
Brasil); utilizada como meio de adsorgéo;

Solucdo tampéo Acetato: preparada em laboratério utilizando-se acido
acético glacial, fornecido pela Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro, Brasil) e
acetato de sédio anidro com pureza minima de 99%, fornecido pela Sigma
Aldrich (Rio de Janeiro, Brasil); utilizada como meio de adsor¢ao;

Solugéo tampéo Borato: preparada em laboratorio utilizando-se tetraborato
de sbédio com pureza minima de 99% e hidréxido de sédio com pureza
minima de 97%, fornecidos pela Sigma Aldrich (Rio de Janeiro, Brasil);

utilizada nos ensaios de quantificagao.

Nos ensaios de liberacéo e quantificacdo do farmaco foram usados os seguintes

reagentes:

Solugdo tampéo Fosfato salino: preparada em laboratério utilizando-se
fosfato de sédio dibasico, fosfato de s6dio monobasico e cloreto de sédio,
todos apresentando pureza minima de 99% e fornecidos pela Vetec Quimica
Fina (Rio de Janeiro, Brasil); utilizada como meio de liberacéo;

Surfactante dodecil sulfato de sédio (SDS) com pureza minima de 99%,

fornecido pela Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro, Brasil).

Nos experimentos in vivo, 0s seguintes reagentes foram utilizados:

Solucdo tampédo Fosfato salino: preparada em laboratério utilizando-se
fosfato de sédio dibasico, fosfato de s6dio monobasico e cloreto de sodio,
todos apresentando pureza minima de 99% e fornecidos pela Vetec Quimica
Fina(Rio de Janeiro, Brasil);

Surfactante dodecil sulfato de sddio (SDS) com pureza minima de 99%,

fornecido pela Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro, Brasil);
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e Paraformaldeido com pureza de 94% e fornecido pela Sigma Aldrich (Rio de
Janeiro, Brasil);

e Sacarose com pureza de 99,5% e fornecido pela Sigma Aldrich (Rio de
Janeiro, Brasil);

e Glicerol com pureza de 99% e fornecido pela Sigma Aldrich(Rio de Janeiro,
Brasil).

Nos ensaios in vitro foram utilizados:

o Meio de cultura de células DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) com
4,5 g/L de glicose fornecido por Gibco (Massachusetts, EUA);

e Soro fetal bovino fornecido por Sigma Aldrich (Rio de Janeiro, Brasil).

Todos os experimentos foram realizados usando &gua ultrapura produzida no
laborat6rio com o equipamento de filtracdo Master System MS 2000, Gehaka (Sao
Paulo, Brasil). A ndo ser que seja explicitamente dito o contrario, todos os reagentes e

solventes foram usados como recebido, sem purificagéo adicional.

3.2EQUIPAMENTOS

Os equipamentos utilizados nas reagfes de polimerizacdo sdo discriminados

abaixo.

e Balanca analitica — Bel Engineering, Piracicaba, Brasil (modelo U210A);

e Sonicador — Sonics, Rio de Janeiro, Brasil (modelo Vibra Cell VCX 750) com
poténcia maxima de 750 W,

e Homogeneizador de alta pressao — Artepecas, Taubaté, Brasil (modelo
APLAB-10) com pressao méxima de 1000 bar;

e Mini-reator para polimerizacdo — Mettler Toledo, Schwerzenbach, Suica
(modelo Easy Max 102), com volume méximo de 100 mL, encamisado com
controle automatico de temperatura e equipado com termopar, agitador e
condensador;

e Estufa com recirculagdo — Quimis, Diadema, Brasil.
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Para os ensaios de funcionalizacédo foram utilizados os seguintes equipamentos:

o Espectrofotbmetro UV-VIS — A & E Laboratory Instruments, Sdo Paulo,
Brasil (modelo UV 1803);

e Espectrofotometro UV-VIS para microplacas — ThermoScientific,
Massachusetts, EUA (modelo Multiskan GO);

e Agitador Roto-Shaker — Scientific Industries, Bohemia, EUA (modelo Roto-
Shake Genie)

e Centrifuga — Termo Scientific, Massachusetts, EUA (modelo Megafuge
16R).

Para os ensaios de caracterizacao, liberacdo do farmaco e testes in vivo e in vitro

foram utilizados os seguintes equipamentos:

¢ Analisador de tamanho de particula e potencial zeta — Malvern Instruments,
Worcestershire, Reino Unido (modelo ZetaSizer Nano ZS);

e Cromatografo de permeacdo em gel — Viscotek, Houston, EUA (modelo
GPC Max VE 2001), equipado com detector refratométrico (modelo VE
3580) e conjunto de colunas lineares (Shodex — modelos KF-48804L e KF-
805L) com tamanhos méximos de poro de 1,5x10° e 5x10% A. Como fase
movel e para solubilizacdo das amostras foi utilizado tetrahidrofurano (THF)
grau HPLC/Spectro, fornecido pela Tedia Company Inc (Fairfield, EUA);

e Analisador Termogravimétrico (TGA) — Perkin Elmer, Ohio, EUA (modelo
STA-6000);

e Calorimetro Diferencial de Varredura (DSC) — Perkin Elmer, Ohio, EUA
(modelo DSC 8500);

o Gonibmetro —Dataphysics, Filderstadt, Germany (modelo OCA 20);

e Microscopio Eletronico de Varredura (MEV) — Fei Company, Oregon, EUA
(modelo Quanta 200), com tensdo maxima de 30 kV e utilizado em alto
vacuo. As amostras foram metalizadas com o metalizador Jeol LTDA,
Peabody, EUA (modelo JFC 1500).

e Microscopio Eletrénico de Transmissdo (MET) — Jeol LTDA, Peabody, EUA
(modelo JEM-2100F) operando a 200 kV, sendo a fonte de elétrons de
emissdo de campo (FEG) e equipado com camera CCD (11 Mpixel GATAN
Orius);

e Microscopio Vertical — Nikon, S&o Paulo, Brasil (modelo Eclipse Ci);
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e Espectrémetro de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) — Varian Mercury,
Califérnia, EUA (modelo VX300);

e Espectrometro de Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) —
Thermo Scientific, Massachusetts, EUA (modelo Nicolet 6700), equipado
com acessoério Smart Orbit que permite andlise direta do material,

e Cromatografo de Alta Eficiéncia (HPLC) — Agilient Technologies, Santa
Clara, EUA (modelo Agilient 1200), e coluna Eclipse XDB C18 (150 x 4,6
mm; 5um). Como fase moével foi utilizada acetonitrila (ACN) grau HPLC,
fornecida pela Tedia Company Inc. (Fairfield, EUA) e 4gua ultra pura;

o Espectrofotbmetro de fluorescéncia — JASCO Inc., Easton, EUA (modelo
FP8200);

¢ Homogeneizador de pequenas amostras — Ultra Stirrer, Sdo Paulo, Brasil
(ULTRA8O-I).

e Sistema Transwell — membranas de poliéster (PET) para cultura celular com
poro de 0,4 um e area superficial para crescimento de 0,33 cm?— Corning
Inc, Nova York, EUA.

e Leitor de microplacas — Molecular Devices, Califérnia, EUA (modelo
SpectraMax Plus 384).

3.3PRODUCAO DAS NANOPARTICULAS

Neste trabalho, explorou-se a técnica de produgdo de nanoparticulas por
polimerizacdo em miniemulsdo, conforme metodologia descrita a seguir, sendo
avaliados os polimeros derivados dos mondmeros metacrilato de metila (MMA), acido

acrilico (AA) e 4cido metacrilico (MAA).

3.3.1 Reacéo de polimerizagdo em miniemulséo

As nanoparticulas de PMMA e de copolimeros de P(MMA-co-AA) e P(MMA-co-
MAA) foram preparadas por meio de reacdes de polimerizacdo em miniemulsdo. Um

esquema da unidade experimental utilizada para as reacdes é apresentado na Figura
3.1.
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Agitador
Bocal para
Termopar

Figura 3.1: Esquema do mini-reator de polimerizacdo utilizado nos experimentos.

O procedimento experimental foi desenvolvido conforme descrito por
LANDFESTER (2009) e PEIXOTO (2013). Primeiramente, foi preparada a fase aquosa
composta pelo surfactante, agua e bicarbonato de sddio, usado para corre¢do do pH
(valores de pH em torno de 6,0). Esta mistura foi mantida sob agitagdo magnética por 5
minutos para homogeneizagdo. Em seguida, a fase orgéanica composta pelo monémero
e hexadecano, utilizado como co-estabilizante, foi adicionada a fase aquosa, formando
uma pré-emulsédo, e também homogeneizada por agitacdo magnética por 5 minutos.
Quando o iniciador hidrossoluvel persulfato de potassio (KPS) foi utilizado, uma parte
da carga de agua (3 mL) foi separada para sua dissolu¢do. No caso da utilizagdo do
iniciador organossoltvel peréxido de benzoila (PBO), este foi adicionado a fase orgéanica
da receita experimental.

A pré-emulséo foi levada ao sonicador para uma melhor disperséo, utilizando
frequéncia central de 20 kHz com amplitude de 20% também por 5 min. A técnica de
ultrassom foi utilizada com o intuito de reduzir o tamanho das gotas. Para atenuar o
efeito de aumento da temperatura do sistema durante a dispersédo por ultrassom, foi
utilizado um banho com gelo.

Avaliou-se também a utilizacdo do homogeneizador de alta pressdo para a
disperséo da pré-emulsdo. Nestes casos, a pré-emulsdo foi tratada com uma presséo
de 100 bar por 20 min a uma vazédo de 10 L/h. Como descrito por ASUA (2002), o
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homogeneizador de alta pressao é capaz de produzir particulas com diametro menor
gue aquelas obtidas com o sonicador. Além disso, obtém-se uma distribuicdo mais
uniforme dos tamanhos de particula. O desenvolvimento de um procedimento em
miniemuls&o para a produg¢do de nanoparticulas utilizando o homogeneizador de alta
presséo facilita ainda o posterior escalonamento do processo.

O reator foi entdo carregado com a emulsédo preparada e as reacfes foram
conduzidas na temperatura constante de 80°C, sob agitacdo de 500 rpm por 2 horas.

3.3.2 Avaliacédo do surfactante na producdo das nanoparticulas

Inicialmente, foi desenvolvido um planejamento experimental para avaliagdo do
efeito do surfactante sobre a producéo das nanopatrticulas. As seguintes variaveis foram
investigadas: tipo e concentracdo de surfactante, em uma faixa de 1 a 5% (m/m) em
relacdo ao mondmero; e razéo entre as fases organica e aquosa (O/A), variada entre 15
e 25%. Foram avaliados os surfactantes dodecil sulfato de sédio (SDS), anidnico, e
brometo de cetil trimetil ambnio (CTAB), catidnico. Foram escolhidos os surfactantes
modelos SDS e CTAB como forma de avaliar as diferentes cargas fornecidas por cada
um deles e seu efeito no polimero final produzido. Nao foram testados, no entanto,
surfactantes n&o-idnicos. No APENDICE A sdo apresentados os célculos das
concentracdes de surfactantes avaliadas e a possibilidade de formacgéo de micelas, de
acordo com cada condig&o experimental.

Nos experimentos correspondentes a razédo O/A de 15% e 25%, a massa da fase
aquosa foi mantida em 64 g. Para aqueles situados no ponto médio do planejamento,
com razdo O/A de 20%, utilizou-se 80 g de fase aquosa. Deve-se notar ainda que a
massa de hexadecano, bicarbonato de sédio e iniciador foram mantidas constantes em
todas as condicGes experimentais. A Tabela 3.1 apresenta as massas dos reagentes
utilizados na receita experimental.

Assim, foi conduzido um planejamento experimental 23, com triplicata nos pontos
centrais, sendo executados 14 experimentos. As variaveis foram normalizadas na faixa
de -1 (menor valor), 0 (ponto central) e +1 (maior valor). Como varidveis resposta, foram
avaliados o tamanho médio das particulas e o potencial zeta. Neste primeiro conjunto

de reacdes, utilizou-se o sonicador como meio de disperséo.
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Tabela 3.1: Receita experimental das reacdes de polimerizacdo para as diferentes

condicbes avaliadas.

Massa (g)
Reagente

25% 20% 15%

Fase Monbmero 16 16 9,6
organica Hexadecano 0,064 0,064 0,064

Agua 64 80 64
1% 0,16 0,16 0,096
Fase Surfactante 3% 0,48 0,48 0,288
aquosa 5% 0,8 0,8 0,48
Bicarbonato de sodio 0,064 0,064 0,064

Iniciador 0,08 0,08 0,08

3.3.3 Reacfes de copolimerizacdo com acido acrilico e acido

metacrilico

A copolimerizagdo do MMA com AA ou MAA foi investigada com o intuito de
inserir grupos acidos carboxilicos nas particulas. Os grupos acidos presentes foram
posteriormente utilizados para imobilizacdo da biomolécula via reacdo quimica ou
adsorcao fisica. Nas reacdes de copolimerizacdo, apenas o surfactante SDS foi
utilizado, nas concentracdes de 1% e 5% em relagdo ao mondémero, de acordo com
procedimento anteriormente descrito. Além disso, avaliou-se 0 uso dos iniciadores da
reacdo KPS e PBO. Como meio de disperséo, utilizou-se o homogeneizador de alta
presséo para as reagdes com KPS e o sonicador para as reagdes conduzidas com PBO.
Foi necessaria esta distincdo visto o risco de ocorrer polimerizagdo dentro do
homogeneizador de alta pressdo quando utilizado o iniciador soltvel na fase orgéanica.
Assim, o iniciador PBO foi adicionado antes da formacéo da miniemulsdo. O AA foi
adicionado na proporcao de 7% e 15% da fase orgéanica, conforme sugerido no trabalho
anterior de PEIXOTO (2013). J4 o MAA foi utilizado somente na concentracdo de 15%
em relacdo a fase organica. Toda a carga de AA ou de MAA foi adicionada na fase de

preparo da pré-emulsao.
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3.3.4 Encapsulamento do farmaco clioquinol

A insercéo do farmaco clioquinol, utilizado como modelo para o encapsulamento
nas nanoparticulas de P(MMA-co-AA) ou de P(MMA-co-MAA) produzidas, foi avaliada.
Para alcancar uma alta eficiéncia de encapsulamento pela polimerizagdo em
miniemulsdo e encapsulamento in situ, € necessario que o agente apresente boa
solubilidade na fase orgénica.

Em temperatura ambiente, o clioquinol foi introduzido na fase organica na
concentracdo de 1% (m/m) em relagcdo ao monémero. Concentracdes mais altas nao
foram passiveis de solubiliza¢do nesta temperatura.

Observou-se que 0 aumento da temperatura favorecia a solubilidade do
clioquinol, sendo avaliada a possibilidade de inser¢cdo de maior quantidade do farmaco
(até 5% (m/m)) no meio reacional por meio de ensaios de polimerizacdo em massa. Os
ensaios de polimerizacdo em massa permitem estudar a cinética da reacdo de forma
mais simples, ja que o meio reacional € composto apenas pelo monémero e o iniciador.
Posteriormente, essas reacdes foram realizadas também por polimerizagdo em
miniemulséo.

Os testes de polimerizagdo em massa foram realizados em tubos de ensaio
contendo concentracfes de 1 a 5% (m/m) de clioquinol, sendo avaliados os iniciadores
peroxido de benzoila (PBO) e Azobisisobutironitrila (AIBN). Neste caso, somente foi
possivel a utilizacdo de iniciadores organossollveis. O iniciador foi adicionado no meio
reacional apos completa solubiliza¢éo do farmaco nos monémeros na temperatura de
reacdo de 80° C.

3.4CARACTERIZACAO DOS SISTEMAS

Os materiais produzidos foram caracterizados em relagdo ao tamanho de
particula, potencial zeta, espectroscopia na regido do infravermelho com transformada
de Fourier (FTIR), ressonancia magnética nuclear (RMN), medidas de éangulo de
contato, analises térmicas por calorimetria diferencial de varredura (DSC), analise
termogravimétrica (TGA) e eficiéncia de encapsulamento. Além disso, avaliaram-se 0s
produtos obtidos nas reacgbes de polimerizacdo em termos de conversdo e das
distribuices de massas molares. Realizaram-se também imagens das amostras obtidas
por microscopia eletrénica de varredura (MEV) e microscopia eletronica de transmisséo
(MET).
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3.4.1 Potencial zeta e tamanho das particulas

Quase todos 0s materiais macroscopicos ou particulados em contato com um
liquido adquirem carga elétrica na superficie. A carga pode aparecer pela solubilizagéo
preferencial de ions de um material cristalino, pela presenca de grupos funcionais que
podem dissociar-se ou pela adsorcdo de ions especificos na superficie da particula.

O potencial zeta pode ser influenciado pelas mudancas na interface com o meio
dispersante, em raz&o da dissociac¢do de grupos funcionais na superficie da particula
ou da adsorcao de espécies ibnicas presentes no meio (SCHAFFAZICK et al, 2003). O
potencial zeta ndo pode ser medido diretamente, sendo a técnica de eletroforese muito
utilizada. Neste caso, o potencial é calculado por meio do rastreamento do movimento
de particulas carregadas em um campo de tensdo. Assim, a interacdo das particulas se
da pela magnitude do potencial zeta e ndo por sua carga de superficie (BUTT et al.,
2003).

A andlise de resultados de potencial zeta pode ser utilizada para inferir a respeito
da estabilidade do sistema. Valores altos de potencial zeta, isto é, superiores em médulo
a 30 mV, indicam que as particulas tendem a se repelir, garantindo maior estabilidade
da dispersdo. Ja nos casos em que o potencial zeta apresenta valores baixos ha
tendéncia de ocorrer instabilidade na dispersao, visto que as particulas tendem a se
aproximar umas das outras até a agregacao.

O espalhamento dindmico da luz pode ser aplicado para a avaliagdo de sistemas
particulados, emulsdes e moléculas em meios dispersos (NIST, 2015).

Para as analises, as amostras foram diluidas em agua e colocadas em cubetas
especificas para avaliacdo do potencial zeta ou do tamanho, visto que as medidas sao
obtidas no mesmo equipamento. O pH das suspensdes de nanoparticulas em agua era
igual a 6,0. Para as medidas de tamanho, adicionaram-se uma ou duas gotas da
amostra e completou-se o volume da cubeta com 4gua, até obter uma suspensao
translicida. A diluicAo das amostras € necesséria para evitar a possibilidade de
espalhamento multiplo. No caso das medidas de potencial zeta, as amostras foram
diluidas em agua destilada em uma razao de 1/500 e o pH do sistema encontrava-se
em torno de 6,0. As medidas foram realizadas somente nesta condi¢do de pH. O sistema
foi deixado em equilibrio por 1 minuto antes de cada medida. Os resultados foram
calculados com base na equacéo de Smoluchowski (BUTT et al., 2003) e apresentados

como uma média de trés medidas.
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3.4.2 Espectroscopia na regido do infravermelho

A técnica de espectroscopia baseia-se nas interacbes da radiagdo
eletromagnética com a matéria. A radiacdo eletromagnética pode interagir com a
matéria a partir dos processos de absorcdo, emissdo e espalhamento (PAVIA et al.,
2009). As analises de infravermelho foram realizadas na regi@o do infravermelho médio
(4000- 400 cm™) em modo de reflexdo total e com resolucdo de 4 cm™, com o objetivo
de identificar os grupos funcionais presentes nas amostras sintetizadas e apds processo
de funcionalizacdo pela conjugacdo quimica de biomoléculas. Cada espectro foi
registrado como resultado da média de 128 scans. Para as analises de FTIR, as
amostras do latex foram previamente secas em estufa de recirculacdo em temperatura

de 30 °C, até atingirem massa constante.

3.4.3 Ressonancia magnética nuclear

A técnica de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) é uma
importante técnica para a investigacao e caracterizagdo de diversos compostos a nivel
molecular, permitindo obter informagé&o estrutural e dindmica para qualquer estado da
matéria. A técnica baseia-se no estudo da interacédo da radiagdo eletromagnética com
0s nucleos atdmicos das moléculas (CESAR-OLIVEIRA et al., 1999; PAVIA et al., 2009).

A incorporagdo do AA e do MAA na copolimerizacao foi verificada por analises
de RMN, conduzidas com frequéncia de 300 MHz para H-RMN e 75 MHz para C-RMN,
em sonda de 5 mm, utilizando como solvente cloroférmio deuterado e em temperatura
de 40 °C. Andlises para verificar a conjugagdo de biomoléculas a superficie das

particulas foram também realizadas, nas mesmas condi¢des descritas.

3.4.4 Medidas de angulo de contato e tenséo interfacial

A interacao entre uma superficie e um liquido pode ser estudada por meio da
medida do angulo de contato e da tenséo interfacial.

O angulo de contato é definido como o angulo formado entre um plano tangente
a uma gota do liquido depositada na superficie de trabalho. A utilizacdo de 4gua para
obtenc&o da gota permite inferir a respeito da hidrofilicidade do material, sendo que

qguanto menor é o angulo medido, mais hidrofilica é a superficie (BUTT et al., 2003). Ja
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a tenséo interfacial avalia a interacdo entre os componentes de cada fase, pela medida
da forca necessaria para aumentar a area de superficie na interface.

As medidas de angulo de contato foram realizadas com o objetivo de inferir a
respeito da incorporagdo dos comondmeros AA e MAA, a partir do aumento da
hidrofilicidade das particulas. Para estas medidas, utilizou-se dgua como liquido de
trabalho e uma pequena por¢ao do latex produzido ap6s seco em estufa de recirculagéo
a 30 °C até massa constante, na forma de um fino filme de particulas.

A avaliacdo da tenséo interfacial permitiu inferir a respeito da estabilidade dos
sistemas formados, com a utilizacdo de surfactantes e pela adicdo do farmaco, pela
verificacdo da diminuicdo dos valores de tensao interfacial e se o farmaco, de alguma
forma, atua como um agente de superficie. O método utilizado para medidas da tenséo
interfacial foi o da gota pendente, com o auxilio de uma agulha em J. A gota era
composta pela fase organica do sistema de polimerizacdo; ou seja, pelos monémeros e
na presenca e auséncia de farmaco. Foram realizadas medidas de tenséo interfacial ao

longo do tempo em temperatura ambiente e a 70 °C.

3.4.5 Andlises térmicas

Os resultados da andlise térmica fornecem dados para a identificacdo de
alteracdes na conformacao e no empacotamento das cadeias poliméricas em funcao
das modificagbes quimicas sofridas durante o processo de polimerizacdo ou
encapsulamento de ativos (SCHAFFAZICK et al, 2003). Testes de calorimetria
diferencial de varredura (DSC) foram realizados para determinar a temperatura de
transi¢do vitrea (Tg) dos materiais produzidos, com o objetivo de inferir a respeito das
mudangas conformacionais do polimero em fungdo dos teores de farmaco e co-
mondmero usados nas reacfes. Nestes ensaios, cerca de 10 mg da amostra foram
aguecidos de 25 a 200°C, a uma taxa de 10 °C/min, sob atmosfera de N e resfriados
até 10 °C a 100°C/min, para remover a historia térmica do polimero. Logo depois,
procedeu-se uma nova etapa de aquecimento de 25 a 200°C, a 10 °C/min, sob
atmosfera de N, a 30 mL/min. A Tg do material foi obtida a partir da curva de DSC do
segundo aquecimento.

Avaliou-se também a possivel interacdo quimica entre o farmaco e o polimero
por DSC. Neste caso, realizou-se apenas um aquecimento da amostra, na faixa de 25

a 200 °C, também a 10 °C/min e sob atmosfera de N..
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Andlises termogravimétricas (TGA) foram realizadas com o0 objetivo de
determinar a temperatura caracteristica de degradacdo das amostras produzidas.
Realizou-se também uma avaliacdo do farmaco clioguinol. Os testes foram realizados
na faixa de 50 a 700 °C, a 10 °C/min e conduzidos sob atmosfera de nitrogénio a 20
mL/min.

3.4.5 Microscopia eletronica de varredura

As andlises de microscopia eletrbnica de varredura (MEV) foram realizadas com
0 objetivo de visualizar a morfologia das nanoparticulas e inferir a respeito da estrutura
das amostras. No caso de analises que envolvem materiais sensiveis ao feixe
eletrbnico, como polimeros, as amostras devem ser previamente metalizadas
(SCHAFFAZICK et al, 2003).

Para as analises de MEV, os latices produzidos foram previamente secos em
capela por 24 horas e a amostra recolhida foi recoberta por uma fina camada de ouro
sob uma taxa de deposi¢cdo de 50 nm/min e tamanho de particula de 5 nm. O ensaio foi
realizado no Laboratério de Processos de Separacdo com Membranas e Polimeros
(PAM) do PEQ/COPPE/UFRJ.

3.4.6 Microscopia eletronica de transmissao

A técnica de microscopia eletrdnica de transmissdo (MET) é também uma
técnica de imagem muito utilizada para caracteriza¢éo de nanomateriais. Por meio desta
técnica séo obtidas imagens em alta resolugdo em nivel de dimensfes nanométricas e
informagdes quimicas a respeito do material. As imagens de MET permitem inclusive a
diferenciacdo entre nanocépsulas e nanoesferas (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Para as analises de MET, uma gota do latex foi dispersada em 25 mL de agua
destilada, sendo esta suspensdo depositada em uma grade de cobre recoberta com
carbono. A evaporacdo da agua na amostra foi realizada em condi¢cdes ambiente. As
andlises foram realizadas no Laboratorio Multiusuario de Nanociéncia e Nanotecnologia
(LABNANO) do Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas (CBPF).
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3.4.7 Conversao

A avaliagédo da conversao de mondmero nareacao de polimerizacao foi realizada
por gravimetria. Para tal andlise, aliquotas do meio reacional foram retiradas em
intervalos de tempos estabelecidos e suas massas aferidas apos a adi¢do de cinco
gotas de solucédo de hidroquinona 1% (m/m). A solucdo de hidroquinona é utilizada como
inibidor da reacdo. As amostras foram transferidas para estufa com recirculacao a 30 °C
para secagem e posterior medida da massa de polimero formado. A técnica gravimétrica
consiste em estimar a conversao como a razao entre a massa de polimero seco obtido

e a massa de mondmero inicial na amostra, de acordo com a Equacéo 3.1.

_ Mpol seco+capsula _(Mcépsula+ Mhidroquinona)
X, = (3.1)

Porganica’ Miatex

Sendo Xp a conversao, Mpol seco+capsula @ Massa de polimero seco e da capsula,
Mcépsula a massa da capsula somente, Mhidroquinona a massa de hidroquinona

adicionada, @organica @ fracdo massica de fase organica e Mo @ massa de

amostra retirada do sistema.

3.4.8 Massa molar

Foram realizadas andlises de GPC das amostras produzidas para determinagéo
da massa molar final e também durante as reac¢des, de modo a acompanhar a evolugéo
da polimerizag&o. O equipamento foi calibrado com padrdes de poliestireno com massas
molares na faixa de 5x10% a 1x10° Da. Para cada corrida, cerca de 3 mg de amostra
foram solubilizadas em 3 mL de solvente tetrahidrofurano (THF). As andlises foram
realizadas em temperatura de 40 °C, utilizando o solvente THF como fase movel,

mantido na vazao constante de 1,0 mL/min.

3.4.9 Eficiéncia de encapsulamento

A determinacdo da quantidade de farmaco associada a sistemas de

nanoparticulas € dificultada pelo tamanho reduzido das particulas, de forma que a
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separacao da fracdo de farmaco livre da fracdo associada requer o uso de técnicas
especificas. Segundo SCHAFFAZICK et al. (2003), uma técnica de separacao bastante
utilizada € a ultracentrifugacdo, em que a concentracao de farmaco livre presente na
suspensdao é determinada no sobrenadante apdés a centrifugacéo. A concentracao total
de farmaco associada as nanoestruturas é calculada como a diferenca entre a fracéo
livre e a carga total. Uma segunda técnica empregada refere-se a separagao da fracao
livre de farmaco por meio de membranas, sendo a concentragdo de farmaco
encapsulada calculada também por meio da diferenga entre a fracao livre e a carga total.

Em uma outra abordagem possivel, a fragdo de farmaco encapsulada pode ser
obtida a partir da extragdo em amostras secas por um solvente adequado. Neste caso,
o solvente utilizado deve ser capaz de solubilizar o farmaco em detrimento do polimero.
A eficiéncia pode ser calculada como a relacdo entre a concentracdo real das amostras
apos a extragdo e a concentragdo teorica de farmaco presente na amostra seca.

Diversos fatores podem influenciar na eficiéncia de encapsulamento nestes
sistemas, dentre os quais destacam-se as caracteristicas fisico-quimicas do farmaco
utilizado, o pH do meio, a natureza do polimero e as caracteristicas da superficie das
particulas (SCHAFFAZICK et al., 2003).

No presente trabalho, a eficiéncia de encapsulamento foi avaliada pela técnica
de separacgdo por filtragdo/centrifugacdo com o auxilio de uma membrana 3 kDa
(AMICON Ultra-15 3 K — Millipore, Massachusetts, EUA) e também pela extragdo do
farmaco em etanol. No primeiro caso, uma amostra do latex produzido foi diretamente
filtrada na membrana, possibilitando a separacéo das nanoparticulas. Para a extragéao,
preparou-se uma suspensdo de nanoparticulas em etanol, a partir de uma amostra
previamente seca. A suspensao foi mantida em banho de ultrassom por 20 min e filtrada
em membrana de 0,22 um para completa separagao dos solidos.

Em ambos os casos, a concentracdo de farmaco foi determinada por analises
em espectrofotbmetro UV-VIS, apds determinacdo do comprimento de onda de
absorcdo maxima do farmaco e a partir de uma curva de calibragdo. O comprimento de
onda de absor¢cdo maxima do farmaco foi determinado a partir de uma varredura no
intervalo de 230 a 1000 nm, usando o solvente etanol para a extracdo. No caso da
técnica de filtragdo/centrifugacdo, o comprimento de onda foi definido utilizando uma
solucdo aquosa com surfactante em concentragdo igual & da receita experimental. A
curva de calibragdo foi construida na faixa de concentragbes de farmaco entre 0,01 e

0,1 g/L. Na Figura 3.2 é apresentado um esquema ilustrativo das técnicas utilizadas.
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Filtragao/centrifugacao
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Figura 3.2: Representacao das técnicas para determinacao da eficiéncia de

encapsulamento do farmaco.

3.5FUNCIONALIZACAO DAS NANOPARTICULAS

A insercdo de um ligante especifico a superficie das nanoparticulas foi realizada
com o objetivo de permitir o reconhecimento e passagem das nanoparticulas pelas
células da BHE, atingindo o alvo de liberagéo do farmaco.

A metodologia experimental foi implementada de acordo com o protocolo de
imobilizacdo de proteinas descrito por HERMANSON et al. (1992), com o auxilio de uma
rota quimica que faz uso de 1-etil-3-(3-dimetil amino propil) carbodiimida (EDC). A
metodologia de imobilizacdo com carbodiimida € normalmente aplicada quando o
ligante apresenta residuos de lisina ou arginina; ou seja, grupos amino livres e o suporte
apresenta grupos acidos. O EDC permite o acoplamento de proteinas ou peptideos a
superficie da particula pela formacédo de uma ligacdo amida entre um grupo acido e um

grupo amino, sendo dessa forma utilizado como um agente de ativacao.
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As nanopatrticulas utilizadas nestes ensaios ja continham o grupo acido, inserido
por meio da copolimerizacdo com monbémeros &cidos especificos. Para a reacéo de
ativacdo com EDC ocorrer, os grupos acidos devem estar livres na superficie das
particulas. Avaliou-se também a imobilizagéo do ligante nas nanoparticulas de PMMA,
de modo a verificar a eficiéncia da insercéo do grupo acido pela copolimerizacdo e sua
aptiddo para a funcionalizagdo. Para os testes iniciais de funcionalizacdo, foram
utilizadas a proteina albumina de soro bovina (BSA) e o aminoécido lisina (LYS) como
moléculas modelos. A BSA é uma proteina amplamente utilizada como modelo em
trabalhos de adsorcdo, além de apresentar bom desempenho como sinalizador em
sistemas de liberacdo in situ (GELAMO et al., 2002; Li et al., 2005). Ja a LYS é um
amino&cido encontrado em varias proteinas e peptideos de interesse.

A dosagem de proteinas e peptideos imobilizados nas particulas foi realizada
por meio do ensaio de BRADFORD (BRADFORD, 1976) para os testes com BSA e pelo
ensaio com o reagente o-ftaldialdeido (OPA) (VIGO et al., 1992) para os testes com
lisina. A técnica de dosagem de proteinas por BRADFORD baseia-se na formagéo de
um complexo entre o corante anibnico azul de cromassie e grupos basicos ou
aromaticos presentes nos aminodcidos da proteina. Esta interagdo desloca o
comprimento de onda de absorbéncia maxima do corante de 465 nm, na forma livre,
para 595 nm, na forma complexada. O reagente OPA é utilizado normalmente como
agente de derivagdo (método que permite a diminuicdo do limite de detec¢cdo) em
andlises cromatogréficas a partir da reagdo com aminas priméarias e aminoacidos, sendo
estes detectados usualmente por fluorescéncia a 340 nm. No entanto, o reagente pode
também ser utilizado para a dosagem via espectrofotometria UV-VIS em 340 nm.

O procedimento experimental utilizado nos dois ensaios encontra-se descrito no
APENDICE B. Para o ensaio de funcionalizac&o, as amostras que ja continham o grupo
acido foram ativadas com solu¢céo de EDC 0,05 mol/L preparada em tampao fosfato (pH
= 6,8). Esta reacdo foi mantida sob rotacdo de 20 rpm por 2 horas em temperatura
ambiente. ApGs a ativacdo, o produto obtido foi filtrado em membrana de 100 kDa
(AMICON Ultra-15 100 K, Millipore) a 6000 rpm por 20 min. O produto intermediario foi
utilizado para imobilizacdo do ligante. A reagdo de imobilizacdo foi também
acompanhada por 2 horas sob rotac&o de 20 rpm, na temperatura ambiente, sendo que
o produto final obtido foi separado nas mesmas condi¢bes anteriores.

Apresenta-se na Figura 3.3 um esquema do procedimento experimental adotado

para a funcionaliza¢@o das particulas.
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. L
Suspensao v \/
polimérica
- Separacdo por
Solugéo EDC Agitag&o por 2 h em centrifugacdo
temperatura ambiente a 20 rpm em membrana

ETAPA 02: Imobilizacdo da biomdlécula

5 NE |

e -+

=) — 1] l
[ Solucdo ‘ | |

* biomolécula vV

¢

. -

I'.'J

i
C

H*

Adit 2 h Separagdo por

5 gitagdo por em ifi -

Recuperagéo . centrifugacdo

NP retidas temperatura ambiente a 20 rpm em membrana
1 Y ""-"‘
Leitura da ébsorbéncia : ’i_ 1
do filtrado por UV/VIS { [ 4 J Analises FTIR
it s e RMN
Medidas de

potencial zeta

Figura 3.3: Esquema do procedimento experimental adotado para imobilizacdo da

biomolécula.

A quantificacéo do ligante imobilizado foi feita por meio de um balango de massa
ap6s dosagem da biomolécula livre no filtrado pelo ensaio de BRADFORD
(BRADFORD, 1976) ou pelo reagente OPA (VIGO et al., 1992). Com o objetivo de
verificar a formagéo da ligagdo quimica ap6s o ensaio de funcionalizagéo, realizam-se
andlises de FTIR e RMN apos secagem das amostras em estufa de recirculagdo. Os
ensaios foram conduzidos sob as mesmas condi¢des ja descritas. Além disso, avaliou-
se 0 potencial zeta das particulas finais, como forma de inferir a respeito de alteracdes
ocorridas na superficie.

Apos definicdo das condigdes experimentais e viabilizacdo da metodologia de
funcionalizagdo utilizando as moléculas modelo, foram iniciados os estudos de
imobilizacdo com o peptideo TAT. O peptideo TAT é uma molécula de penetracao
celular e foi selecionado como biomolécula para o transporte dirigido das particulas,
visto os trabalhos descritos na literatura que mostram a eficiéncia em penetrar
membranas (RAO et al., 2008; CIOBANASU et al., 2010; TIAN et al., 2012) Os ensaios
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com o peptideo TAT foram conduzidos nas mesmas condi¢cdes ja descritas e a dosagem
do ligante imobilizado foi realizada pelo ensaio de BRADFORD.

A metodologia de funcionalizac¢ao foi também aplicada para inserir um marcador
de fluorescéncia nos sistemas preparados, com o objetivo de utilizagdo posterior para
deteccdo nos ensaios in vivo. O marcador 2-amino benzamida (2-Abz), cuja estrutura
quimica é apresentada na Figura 3.4, foi ligado as nanoparticulas em conjunto com o
peptideo TAT. E importante notar que o marcador escolhido possui grupos amina,
usados para a conjugacao as nanoparticulas, de acordo com o principio da metodologia
de funcionalizacdo adotada. Neste caso, 0 marcador e o peptideo TAT foram incluidos
na segunda etapa do protocolo apresentado na Figura 3.3. A molécula de 2-Abz
apresenta comprimento de onda maximo de excitacdo em 320 nm e emissdo em 420

nm.

O
H,N

H,N

Figura 3.4: Estrutura quimica do marcador de fluorescéncia 2-amino benzamida.

3.6 TESTES DE LIBERACAO

Os estudos do perfil de liberagdo do farmaco in vitro foram realizados com o
objetivo de avaliar a quantidade de farmaco liberado e inferir sobre a sua cinética de
liberacdo. Iniciaram-se os testes de liberacdo do farmaco utilizando como meio de
liberagdo uma solucdo tampéo fosfato salino (PBS) em pH = 7,4. Os testes foram
conduzidos a partir de diferentes sistemas, utilizando membrana de dialise ou colocando

o latex diretamente em contato com o meio de liberagdo, como mostrado na Figura 3.5.
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Adi¢&o do latex contendo as
nanoparticulas

TN

Membrana de dialise tangenciando a Latex diretamente em contato com o
solucdo receptora meio de liberagdo

Figura 3.5: Montagens experimentais para testes de liberacao.

A membrana de didlise foi presa com elastico em um tubo tipo Falcon com a
base cortada e posicionada de modo a tangenciar a solugéo receptora. Para o caso do
latex adicionado diretamente em contato com o meio de liberagdo, as amostras
recolhidas foram filtradas em membrana de 100 kDa (AMICON Ultra-15 100 K, Millipore,
Massachusetts, EUA) a 5000 rpm por 10 min para separacdo do material. A
guantificacdo do farmaco liberado foi inicialmente realizada por medidas em
espectrofotdbmetro UV-VIS em comprimento de onda de 256 nm. As analises das
amostras do meio de liberacdo foram realizadas sem nenhum tipo de diluig&o.

Nado foram obtidos resultados satisfatérios nos primeiros ensaios. A
concentracdo de farmaco nos testes era muito baixa e ndo detectavel pelo método de
UV-VIS. Dessa forma, aparentemente, ndo era verificada liberacdo do clioquinol nos
ensaios. A metodologia de quantificacao do farmaco ndo pareceu ser adequada, sendo
necessario o uso de cromatografia liquida de alta eficiéncia, que apresenta uma maior
sensibilidade.

Além disso, suspeitou-se ainda que o meio de liberagdo ndo garantia a liberacéao
do farmaco, uma vez que o clioquinol apresenta baixa afinidade pela agua.
BALAKRISHNAN et al. (2004) recomendaram a utilizacdo de solu¢cbes tamponadas

contendo agentes surfactantes como meio receptor em ensaios de liberacdo, quando o
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farmaco estudado apresenta baixa hidrofilicidade. Segundo os autores, a dissolugédo do
farmaco sem a presenca do surfactante ocorre pela formac¢do de uma solucéo saturada
do farmaco livre na interface com o meio de liberacdo. Na presenca de surfactante em
altas concentragfes, as micelas promovem a dissolu¢do do farmaco, aumentando a
solubilidade. Quando usado em baixas concentragdes, o surfactante atua diminuindo a
tensdo interfacial, o que também facilita a dissolu¢do do farmaco. Dessa forma, com o
objetivo de definir a melhor condi¢cdo para os ensaios de liberagédo, foram realizados
testes de solubilidade do farmaco clioquinol em PBS, utilizado como meio de liberagéo,
contendo diferentes concentra¢des de dodecil sulfato de sédio (SDS).

O ensaio de liberacdo foi realizado em recipiente de vidro, sendo o latex
contendo as nanoparticulas adicionado diretamente no meio (volume de latex igual a 1
mL), em condi¢gbes que tentavam simular as condic¢des in vivo. Foi utilizado tampéo de
fosfato salino (PBS) no pH de 7,4 e contendo SDS, na concentracdo definida pelo teste
de solubilidade, como meio de dissolucéo (volume de meio de liberacdo igual a 29 mL)
na temperatura de 37 °C e sob constante agitagdo magnética (400 rpm). Amostras da
solucéo receptora (1 mL) foram coletadas em intervalos de tempo pré-estabelecidos e
iguais volumes de meio foram repostos, garantindo a manuteng&o das condigdes sink.
Apos purificagdo da amostra recolhida por filtragdo em membrana de 100 kDa (AMICON
Ultra-15 100 K, Millipore) a 6000 rpm por 10 min, a concentracdo do farmaco liberado
na fase receptora foi determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC),
cujo método de deteccdo foi desenvolvido e avaliado para a aplicagdo. Todas as
amostras injetadas no cromatégrafo foram previamente filtradas em filtro de seringa de
22 ym para evitar entupimento nas linhas do equipamento.

Os resultados obtidos foram ajustados aos modelos matematicos de liberacao
comumente utilizados, como modelo de ordem zero e primeira ordem, modelo de

Higuchi e Peppas, a fim de avaliar a cinética de liberacéo.

3.6.1 Teste de solubilidade

O teste de solubilidade foi realizado com o objetivo de determinar a concentracdo
de surfactante que deveria ser adicionada ao meio de liberac&o para garantir adequada
dissolucéo do cliogquinol.

O farmaco clioquinol foi adicionado em tubos de ensaio contendo a solucao
tampé&o de PBS com diferentes concentracdes de SDS. A concentracdo de clioquinol foi

mantida em 10 mg/mL em cada tubo. Avaliou-se a adicdo de 1 a 5% (m/v) de SDS na
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solucdo tampdo. Os tubos foram mantidos sob agitacdo de 150 rpm em shaker, na
temperatura de 37 °C, durante 24 horas. ApoOs incubacdo, as amostras foram
centrifugadas a 5000 rpm por 5 minutos e a concentracdo maxima de clioquinol no
sobrenadante foi avaliada por espectrofotometria UV-VIS, mediante determinacéo de
uma curva de calibragcdo para cada condicéo.

3.6.2 Determinacdo e validacdo do método de quantificagcdo do
clioquinol por HPLC

O objetivo da técnica de cromatografia é separar individualmente os constituintes
de uma mistura para sua identificacdo, quantificacdo ou obtencdo da substancia pura.

O desenvolvimento do método analitico para quantificacdo do clioquinol foi
realizado por meio de adaptagbes de métodos ja existentes na literatura (European
Pharmacopoeia, 2005; CHHALOTIYA et al., 2014) e a validacdo do método foi feita de
acordo com a resolucéo n° 899 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA,
2003) e com base no Guia de Esclarecimentos sobre a Aplicacdo da RE N° 899/2003
(ANVISA, 2008).

Conforme mostrado na Tabela 3.2, a fase médvel utilizada era composta por
acetonitrila e agua, na proporcao de 90/10 (v/v), respectivamente, em modo isocratico
e sob vazdo de 1 mL/min. O comprimento de onda de absorcdo méxima do clioquinol
foi determinado em 254 nm, de acordo com CHHALOTIYA et al. (2014) e o tempo de
cada corrida estabelecido em 10 min. O volume de injecéo utilizado foi de 20 uL e os

ensaios realizados em temperatura ambiente.

Tabela 3.2: Condicdes usadas para o método cromatogréfico utilizado para
guantificacéo do clioquinol.

Parametro Condicéo
Fase movel Acetonitrila / Agua (90/10) (v/v)
Modo Isocrético
Fluxo 1 mL/min
Comprimento de onda 254 nm
Injecéo 20 uL
Tempo 10 min (retengdo em 2,7 min)
Temperatura ambiente
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Segundo a ANVISA (2003), o objetivo de uma validacdo € mostrar que o método
€ apropriado para a finalidade pretendida, sendo que todo método desenvolvido e ndo
descrito em farmacopeias ou formularios oficiais deve ser validado. Foram avaliados os
seguintes parametros: seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo, limite de deteccéo
e limite de quantificagao.

A seletividade verifica a capacidade de o método medir exatamente um
composto na presenga de outros componentes, como impurezas, produtos de
degradacéo e demais constituintes do sistema. A seletividade para o farmaco clioquinol
foi avaliada pela andlise cromatografica dos componentes do sistema separadamente,
sendo os cromatogramas obtidos posteriormente analisados em conjunto.

O estudo da linearidade permite demonstrar que as respostas obtidas séo
diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro de um intervalo
especifico de avaliacdo. As solugfes padrdes obtidas para construcdo da curva analitica
foram filtradas em membrana com tamanho de poro de 0,45 um e injetadas em triplicata
no cromatografo, registrando-se os respectivos valores das areas. Os resultados foram
tratados estatisticamente pelo teste dos minimos quadrados, a partir de regressao
linear.

A curva analitica foi construida em sete niveis de concentrag¢éo, no intervalo de
1 a 50 pyg/mL. Para a montagem da curva, preparou-se uma solugdo estoque de
clioquinol em ACN de 100 pg/mL. A partir desta solugéo, foram realizadas dilui¢cdes,
obtendo-se as concentragfes de 1, 5, 10, 20, 30, 40 e 50 yg/mL, sendo avaliadas trés
curvas.

A preciséo é a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série
de medidas, tendo sido neste trabalho avaliada em dois niveis: preciséo intra-corrida e
inter-corrida. A primeira permite verificar a repetibilidade dos resultados dentro de um
curto periodo de tempo e a segunda visa confirmar a concordancia dos resultados em
dias diferentes. Foram realizadas trés determinacdes consecutivas de solucdes do
farmaco nas concentragdes minima, média e maxima da curva de linearidade, 1, 20 e
50 ug/mL, respectivamente. No caso do teste de precisdo inter-corrida, a analise foi
realizada em dois dias. O desvio padrdo relativo das medidas realizadas deve estar
abaixo de 5%.

A exatiddo é calculada como a porcentagem de recuperacao de uma quantidade
conhecida do fa&rmaco quando presente em solugdo de todos os constituintes do
sistema. A exatiddo do método deve ser determinada em trés niveis de concentracéo,
sendo elas o0s pontos minimo, médio e maximo da curva de calibracdo, com trés réplicas
cada. Assim, o resultado deve ser expresso como a relagdo entre a concentracdo média

determinada experimentalmente e a concentracdo tedrica correspondente, devendo
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estes estar entre 80 e 120%. Para o teste de exatiddo, as amostras foram contaminadas
com solucéao polimérica a 1% (m/m) em ACN, tendo sido sua concentracéo avaliada em
0,9, 18 e 45 ug/mL.

A menor concentracdo do analito que pode ser detectada, mas nao
necessariamente quantificada sob condi¢cdes experimentais estabelecidas, constitui o
limite de deteccéo (LD), expresso pela Equacéo 3.2.

LD = — (3.2)

em que DP o desvio padrdo do intercepto com o eixo das ordenadas obtido a partir de
no minimo trés curvas de calibragéo; e B é o coeficiente angular da curva de calibracao.

O limite de quantificacéo (LQ) € a menor quantidade do analito em uma amostra
que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condi¢des

experimentais estabelecidas e pode ser expresso pela Equacéo 3.3.

__10-DP
B

LQ (3.3)

em que DP e 3 apresentam o mesmo significado que na Equacéo 3.2.

3.7DETERMINACAO DA CAPACIDADE DE PERMEACAO NA BHE in vivo

A capacidade de permeacéo das particulas na BHE foi realizada por meio de
experimentos in vivo, em parceria com o Nucleo de Neurociéncias da Faculdade de
Farmacia da UFRJ. Todos os ensaios forma realizados de acordo com as normas para
manuseio de animais.

Para os testes foram utilizados camundongos adultos fémeas swiss e a
preparacdo contendo as nanoparticulas foi administrada pelas vias intraperitoneal (IP),
endovenosa (EV) ou intracraniana (IC). A via intraperitoneal é normalmente a mais
utilizada em experimentos com roedores, sendo a amostra injetada entre os 6rgaos
abdominais (TABORDA et al., 2004). A quantidade maxima de suspensdo injetada foi
de 10 pL/g do animal, sendo que no latex a concentracao de particulas era igual a 100
mg/mL. Uma parte do produto administrado no peritdnio pode ficar sujeita a atividade
metabolizante do figado, devido a possivel absor¢éo pela circulagédo portal (TABORDA

et al., 2004). A administracdo diretamente na corrente sanguinea é feita por via
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endovenosa e possibilita uma rapida distribuicdo no organismo. O procedimento pode
ser realizado pela veia caudal ou retro orbital do animal. Na via intracraniana tem-se a
insercdo da amostra é feita diretamente no cérebro (PAIVA et al.,, 2005). Para a
utilizacdo das duas ultimas vias de administracédo, os animais devem estar devidamente
sedados durante o procedimento. A Figura 3.6 mostra um esquema ilustrativo das vias
de administragdo descritas.

Intraperitoneal Endovenosa Intracraniana

Figura 3.6: Vias de administracdo da preparacgéo contendo as nanoparticulas nos

camundongos.

Apés procedimento de administragdo das preparagbes e intervalo para
circulagdo no organismo (iniciado em 2 horas e posteriormente definidos ao longo dos
resultados obtidos), os animais foram eutanaziados e os cérebros e demais 6érgaos
foram dissecados. Durante o intervalo de tempo para circulagdo das nanoparticulas, os
animais foram mantidos em ambiente de conforto térmico, com agua e alimentacéo a
vontade.

Foram realizadas analises em espectrofotbmetro de fluorescéncia para
verificacdo da passagem das particulas pela BHE, uma vez que as particulas
apresentavam o marcador 2-Abz imobilizado pela rota de funcionalizagdo com EDC.

Para as analises, os tecidos dissecados foram macerados e homogeneizados
com 500 pL de solugédo tampéo de PBS (pH = 7,4) contendo 2% (m/v) de SDS. O
surfactante foi utilizado para favorecer a ruptura das células. As amostras obtidas foram
congeladas para posterior analise. A Figura 3.7 apresenta um esquema ilustrativo do
procedimento descrito.

Um teste preliminar para avaliacdo da técnica pretendida e verificacdo de
possiveis interferentes foi conduzido com a adicdo das nanoparticulas diretamente ao
macerado de cérebro de um animal néo tratado.

A possibilidade de as nanoparticulas ficarem concentradas em algum 6rgdo nos
animais e ndo conseguirem chegar ao cérebro foi também avaliada. Neste caso, a

amostra foi administrada pelas vias periféricas IP ou EV, sendo os seguintes 6rgaos
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dissecados: cérebro, figado, coracéo, baco e rim. Os 6rgaos foram preparados seguindo
0 procedimento para analise por fluorescéncia esquematizado na Figura 3.7 e as

amostras diluidas na razdo de 1/200 em tampéo de PBS.
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Figura 3.7: Procedimento para preparo das amostras para analise por fluorescéncia.

Foi também realizado um experimento para avaliacdo da dinAmica das particulas
no sangue. As amostras foram injetadas via EV e aliquotas de sangue foram coletadas
pela cauda do animal em intervalos de tempos determinados. O sangue coletado foi
analisado por fluorescéncia apo6s diluicdo na razdo de 1/1250 em tampéo de PBS, sem
nenhum tipo de purificacéo prévia.

A técnica de microscopia foi também explorada para avaliacdo da permeagéo
das particulas. Neste caso, ap0s procedimento de administragdo das amostras, 0s
animais foram perfundidos com paraformaldeido na concentragdo de 4% (m/v) em
tampao PBS e os cérebros removidos e acondicionados na solugéo de paraformaldeido
por 24 horas para fixagdo. Logo depois, o tecido foi preservado em solucdo de sacarose
(30% m/v) e enviado para cortes histolégicos em criostato e preparacdo das laminas.
Foram realizados trés cortes longitudinais separados a 100 um em cada cérebro. O
procedimento de preparo das laminas foi realizado no setor de histologia do Hospital
Universitario da UFRJ. As laminas foram montadas em glicerina tamponada, pH = 8,6
(solucdo de glicerol (90% v/iv) e PBS (10% v/v), para reduzir o efeito de
autofluorescéncia. A Figura 3.8 apresenta um esquema ilustrativo dos procedimentos

adotados para esta técnica.
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Cortes histolégicos,

~ montagem das laminas e
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Perfuséo com
paraformaldeido 4% (m/v)

Figura 3.8: Procedimento usado para preparo das amostras para analise por

microscopia.

3.8DETERMINACAO DA TOXICIDADE E DIFUSAOQ in vitro

Testes de citotoxicidade e difusdo in vitro foram realizados em parceria com
pesquisadores da Fiocruz-RJ. Inicialmente foram conduzidos ensaios para avaliagéo
dos efeitos de diferentes concentragdes das amostras de nanoparticulas na viabilidade
e proliferacdo da linhagem de células do epitélio intestinal humano (Caco-2). As células
Caco-2 sdo comumente utilizadas como modelo para transporte de farmacos através de
barreiras. Esta linhagem celular pode ser utilizada como modelo da BHE porque
apresenta caracteristicas tipicas das células da membrana encefalica, como a formacao
das “Tight junctions” e expressao de transportadores de glicoproteinas (ARTURSSON
et al., 2001; FAASSEN et al., 2003).

Para o teste de citotoxicidade, a linhagem de células Caco-2, derivadas de um
adenocarcinoma do c6lon humano (ATCC HTB-37TM), foi cultivada em placa de 96
pocgos, contendo meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) com 4,5 g/L de
glicose e suplementado com 10% de soro fetal bovino, sendo a placa mantida a 37 °C
em atmosfera de 5% de CO.. As células foram cultivadas por 5 a 7 dias, garantindo a
formacao de uma monocamada integra.

Apé6s preparacdo das células, as amostras de latex de nanoparticulas foram
inoculadas. Partindo-se de uma concentragdo de 8000 pg/mL de nanoparticulas, os
pocos contendo as células foram preenchidos por sucessivas diluicdes na razdo de 1/3.
Dessa forma, a faixa de concentracdo de nanoparticulas avaliadas foi de 4 — 8000
pug/mL. A cultura de células foi em seguida incubada por 72 horas. A viabilidade celular

foi avaliada por ensaios de bioluminescéncia, baseados na reacgéo luciferin-luciferase
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(SMALE, 2010), sendo calculada a CC50, que representa a concentracdo de
nanoparticulas que induz 50% de lise ou morte celular.

Com a determinacéo da faixa de concentracdo de nanoparticulas sem efeitos
citotoxicos, iniciaram-se os testes para avaliacdo da permeabilidade celular. Foram
utilizadas camaras de cultivo transwell para avaliar os niveis de nanoparticulas
(preparagfes com e sem o peptideo TAT) difundidas através da monocamada de células
Caco-2, conforme o esquema mostrado na Figura 3.9.

Barreira impermeavel

ompartimento superior

L] L] L] [ ] - L]

EENpEREEEEAEE R Barreira semipermeavel

«  — Compartimento inferior

Figura 3.9: Sistema de cultivo transwell, modelo de cultivo simples para avaliacdo de
passagem de farmacos por barreira celular.
Adaptada de RAGNAILL et al. (2011).

As células foram cultivadas de modo semelhante ao do ensaio de citotoxicidade,
com densidade celular de 2 x 10° células em cada camara transwell. As amostras de
nanoparticulas, marcadas com o fluoréforo 2-Abz, foram adicionadas no compartimento
superior da camara e o sistema foi incubado por 4 horas, de acordo com procedimento
descrito por RAGNAILL et al. (2011). As concentracdes das nanoparticulas obtidas no
compartimento inferior e superior foram determinadas por meio de técnicas de
fluorescéncia.

Como controles positivos deste teste, foram utilizadas uma camara transwell sem
a camada de células, para avaliar se a estrutura e composi¢do da membrana poderia
influenciar a passagem das particulas, e células tratadas com solugdo de EDTA a2 mM,
em temperatura de 37 °C por 3 horas, para promover a abertura das juncdes celulares.

A determinacdo da possivel penetracdo no cérebro e toxicidade € importante
para a avaliacdo de novos farmacos destinados ao tratamento de doencas que afetam

0 SNC e também para verificar a incidéncia de efeitos colaterais.
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3.9COMENTARIOS FINAIS

Foram apresentadas e descritas neste capitulo as metodologias experimentais
adotadas para producdo e caracterizagdo dos sistemas poliméricos inerentes ao
desenvolvimento da pesquisa. A rota dos ensaios experimentais foi planejada de modo
a cobrir todos os objetivos delineados neste trabalho, que correspondiam o preparo das
nanoparticulas poliméricas contendo um farmaco encapsulado, a funcionalizacdo da
superficie pela conjugacdo de biomoléculas e a avaliacdo da capacidade do sistema
desenvolvido para transposicdo a BHE. Sendo assim, algumas etapas foram
conduzidas nos laboratérios de Engenharia de Polimeros (ENGEPOL) e Fendmenos
Interfaciais (GRIFT), como a producdo das nanoparticulas, a avaliacdo do
encapsulamento do farmaco, a funcionalizag&o e os testes de liberagédo do farmaco. Os
ensaios para avaliacdo da capacidade das nanoparticulas em atravessar a BHE foram
realizados em parceria com laboratérios da Faculdade de Farmacia da UFRJ e da
Fiocruz/RJ. O sucesso dessa pesquisa podera contribuir para o desenvolvimento de um
novo produto, cuja demanda é crescente, e podera servir de plataforma para geracao
de outros produtos com finalidades semelhantes, para o tratamento de outras doencas.
Além disso, o estudo pode ajudar a elucidar os fenébmenos envolvidos na atuacao do

complexo farmaco/nanoparticula no organismo.
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Capitulo [V

RESULTADOS E DISCUSSAQO
NANOPARTICULAS POLIMERICAS

4.1AVALIACAO DO SURFACTANTE NAS REACOES DE POLIMERIZACAO

Inicialmente foi conduzido um planejamento experimental 23, com triplicata nos
pontos centrais, para avaliacdo da influéncia do surfactante na producdo das
nanoparticulas. A concentracéo e tipo de surfactante empregado podem influenciar a
estabilidade da emulsdo produzida e, consequentemente, o tamanho final das
particulas. Além disso, estas varidveis podem interferir na carga elétrica liquida das
particulas, devido a tendéncia natural de adsorcao na interface.

O plano fatorial foi formulado de modo a cobrir todas as possiveis combinagdes
de condicdes geradas no intervalo de investigacdo. A utilizacdo deste tipo de
procedimento permite discriminar as variaveis que afetam o sistema de forma
significativa, além de permitir a distincdo do grau de relevancia de cada uma delas.

Utilizando o sonicador como meio de dispersdo, observou-se que as pré-
emulsdes tipicamente obtidas apresentavam intensa coloracdo branca, como mostrado
na Figura 4.1.

Figura 4.1: Comparacao visual do aspecto da emulsdo, apés agitacao magnética (A) e

apos dispersao em ultrassom (B).
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Apresentam-se na Tabela 4.1 os resultados obtidos para as medidas de tamanho
e potencial zeta das amostras apds a reacdo de polimerizacdo. Note que a faixa de

concentracdo das variaveis de entrada encontra-se na Tabela 3.2.

Tabela 4.1: Resultados do planejamento experimental apds a polimerizacéo.

Teste Agente Concentragdo O/A mDéigirg Gztr:;)n) “PDI ZPé)ttaer(lr%i\e;l)
1 -1 -1 -1 157 0,013 -43,3
2 -1 -1 1 149 0,023 -49,6
3 -1 1 -1 55 0,064 -52,8
4 -1 1 1 64 0,068 -43,7
5 1 -1 -1 N&o medido - -

6 1 -1 1 N&o medido - -

7 1 1 -1 72 0,019 +42,5
8 1 1 1 75 0,012 +34,6
9 -1 0 0 72 0,011 -49,6
10 -1 0 0 71 0,033 -54,2
11 -1 0 0 76 0,019 -56,9
12 1 0 0 109 0,195 +44,1
13 1 0 0 105 0,008 +41,7
14 1 0 0 111 0,152 +40,1

*PDI = indice de polidispersao.
As condicdes experimentais dos testes 5 e 6 levaram a aglomeracao descontrolada das particulas.
Como anteriormente apresentado, foram avaliados os agentes surfactantes SDS e CTAB, em

concentragdes na faixa de 1 a 5% e razao O/A de 15 a 25%.

De acordo com os resultados da Tabela 4.1, foram obtidas particulas de tamanho
nanométrico, exceto nas condicbes dos testes 5 e 6, em que a miniemulsédo foi
desestabilizada, levando a aglomeracgéo descontrolada do sistema. Nos dois testes em
questdo, foi utilizado como surfactante o CTAB, na concentracdo de 1%. Provavelmente
esta concentracdo nao foi suficiente para estabilizacdo das gotas de mondmero. E
importante ressaltar que o CTAB é mais hidrofobico, ou seja, neste sistema apresenta
menor tendéncia de permanecer na interface, o que causa um efeito indutivo, ndo sendo

totalmente eficiente na estabilizacdo das gotas

*PDI: Medida da amplitude da distribuicdo de tamanhos (variancia relativa), calculada a partir da curva de
andlise cumulativa dos dados, de acordo com a ISO 13321:1996; PDI = ¢?/x* (o é o desvio padrédo e x €

o tamanho médio), Valores menores que 0,04 sdo considerados monodispersos (NIST, 2015).
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A Figura 4.2 apresenta o aspecto das amostras obtidas nestes testes. Os testes
indicaram varia¢des pronunciadas das propriedades finais como funcéo das condigbes

de operacdo empregadas. Observa-se em particular a excelente reprodutibilidade dos

testes conduzidos. As distribuicbes de tamanhos de particula encontram-se no
APENDICE C.

Figura 4.2: Amostras obtidas nos testes 5 e 6, respectivamente.

Em relacdo ao indice de polidisperséo (PDI), que fornece informacdes sobre a
homogeneidade da distribuigdo dos tamanhos, foram obtidos valores baixos (< 0,2),
indicando a formacao de distribuicbes de tamanhos estreitas e monodispersas.

A respeito dos potenciais zeta, foram obtidos valores negativos para as amostras
preparadas com SDS, e positivo para as amostras preparadas com CTAB, como era
esperado, dadas as naturezas de cada um dos surfactantes. Os valores se
apresentaram altos, maiores que 30 mV em modulo em todas as condi¢cdes
experimentais, sugerindo que a estabilidade das dispersdes esté fortemente relacionada
com arepulséo eletrostatica. Ndo foram realizadas medidas para as amostras dos testes
5e6.

Utilizou-se o programa STATISTICA 10 para ajustar os dados experimentais a
um modelo empirico, com o objetivo de avaliar a influéncia das variaveis estudadas no
tamanho de particula e potencial zeta. Os modelos obtidos foram verificados pelos
testes Chi-quadrado e F, sendo a equacgdo aceita somente quando as condi¢cdes dos
testes foram satisfeitas (SCHWAAB e PINTO, 2007).

O modelo obtido para o tamanho das particulas (dp) € apresentado na Equacéo
4.1.

dp=(91+2)+(18+2) x; —(57+4) %, — (11+4) " x; "%, + (4+2) %, x5+ (33+4)-x3 (4.1)
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Nesta equacdo, x; representa o tipo de surfactante, x, € a concentracdo de
surfactante e x5 é a razdo O/A. O pardmetros séo reportados como os valores obtidos
e 0s respectivos intervalos de confianca, calculados com a distribuicdo t-Student com
95% de confianca (SCHWAAB e PINTO, 2007) Todos os parametros do modelo sdo
significativos. O coeficiente de correlacao entre os valores experimentais e o modelo foi
de 0,998.

Na Equacao 4.1 foi incluido um termo quadratico, contudo o plano fatorial
desenvolvido ndo permite a distingdo de efeitos desta natureza. Os efeitos quadraticos
sdo confundidos entre as variaveis, ndo sendo possivel determinar a qual variavel o
efeito pertence (SCHWAAB e PINTO, 2007). Com a auséncia de resposta para os testes
5 e 6 do planejamento proposto verificaram-se algumas correlagcdes entre os parametros
estimados, de modo que a inferéncia a respeito de cada uma das variaveis ficou um
pouco prejudicada. Os resultados do procedimento de estimacdo de parametros sao
mostrados em detalhes no APENDICE D.

De acordo com os valores obtidos, a concentracao de surfactante exerce maior
influéncia sobre o tamanho das particulas. Como o parametro estimado € negativo, uma
maior concentragdo de surfactante leva a menores tamanhos de particula, como
esperado. A maior concentracdo de surfactante na regido superficial das particulas
diminui a possibilidade destas se agregarem, pela diminuicdo da energia de superficie
e pela barreira eletrostatica imposta, garantindo tamanhos menores. A utilizagdo do
surfactante CTAB leva a formacgédo de particulas de maiores didmetros, possivelmente
devido a maior cadeia de carbonos (CTAB - C19H42NBr e SDS - C12H2sNa04S). Efeitos
de interacdo entre as varidveis podem ser também observados, porém menos
pronunciaveis.

No caso do potencial zeta, 0 modelo obtido é apresentado na Equacéo 4.2.
Zeta=—(5i2)+(45i2)-x1—(4i4)-x1-(x22—18—4) (4.2)

De acordo com o modelo, o ultimo pardmetro estimado foi ndo significativo,
porém este foi mantido na andlise por proporcionar uma melhor relacdo com os dados
experimentais. O coeficiente de correlacdo obtido foi de 0,997. Para o potencial zeta, o
tipo de surfactante é o que mais influencia a carga superficial da particula obtida, como
esperado. As moléculas do surfactante encontram-se na superficie das particulas e
definem a carga observada. Como esperado, as particulas com SDS apresentaram-se

negativas, uma vez que se trata de um surfactante aniénico, enquanto que as particulas
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preparadas com CTAB apresentaram potencial zeta positivo, sendo a molécula
catidnica.

Com base nos resultados obtidos pelo planejamento experimental, foram
escolhidas as condicdes experimentais dos testes 2 (-1; -1; 1) e 4 (-1; 1; 1) para seguir
as reacdes de producdo das nanoparticulas do copolimero de MMA e AA e também
para avaliacao do encapsulamento do farmaco, uma vez que estas condi¢Bes forneciam
particulas com propriedades de tamanho e carga superficial adequadas as aplicacdes
pretendidas. As duas condi¢cdes experimentais selecionadas utilizam SDS como
surfactante que fornece particulas com carga negativa. Os tamanhos de particulas
obtidos nestas condi¢des estdo em torno de 60 a 150 nm. A utilizagdo de uma menor
concentracdo de surfactante (condicao do teste 2) é, em primeiro momento, mais
interessante.

E importante ponderar que nestes testes n&o foi avaliada a utilizacdo de um
surfactante ndo ibnico, como por exemplo polisorbatos. A utilizacdo de outros
surfactantes pode também ser explorada para garantir maior entendimento da atuagéo
destes compostos no processo de polimerizagdo em miniemulsdo. Além disso, para as
aplicacdes biomédicas pretendidas, é de extrema importancia estudar os efeitos dos
surfactantes em relacéo a toxicidade e interagdo com fluidos biologicos. As agéncias de
saude tém comentado a respeito da utilizagdo de tensoativos naturais, sendo estes mais
adequados para o objetivo final de aplicagdo no organismo. Dessa forma, torna-se

interessante o estudo de outros agentes surfactantes, como a lecitina.

4.2REACOES DE COPOLIMERIZACAO

4.2.1 Avaliacdo do tamanho de particula e potencial zeta

As reagfes de copolimerizacdo do MMA com AA ou MAA foram realizadas com
o intuito de inserir grupos acidos a cadeia do polimero. Na Figura 4.3 apresentam-se a
emulsdo inicial obtida e a interface O/A formada. Inicialmente, optou-se por selecionar
a condicdo experimental do teste 2 do planejamento, sendo utilizado o SDS como
surfactante na concentragdo de 1% em relacdo ao monémero e a razdo O/A mantida
em 25%. Nestas reacbes procurou-se avaliar o tipo de iniciador, KPS ou PBO, e a

concentracdo de AA, 7% e 15%.
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Figura 4.3: Fotografia da (A) Interface O/A formada e (B) emulséo inicial.

A Tabela 4.2 apresenta os resultados de tamanho volumétrico médio, indice de
polidispersao dos tamanhos (PDI) e potencial zeta das amostras produzidas.

De acordo com a Tabela 4.2, foram obtidas particulas nanométricas, como
esperado, com a metodologia proposta. O PDI apresentou valores muito baixos (< 0,1),
indicando a formagdo de distribuicbes de tamanho estreitas e monodispersas. O
potencial zeta das particulas apresentou-se negativo, devido ao surfactante aniénico
utilizado. Observa-se ainda que as particulas produzidas com PBO apresentaram
valores de potenciais zeta mais negativos. As distribuicdes de tamanho de particula séo
mostradas no APENDICE C.

Tabela 4.2: Resultados de tamanho médio, PDI e potencial zeta para as
nanoparticulas produzidas com 1% de SDS.

~ Tamanho Potencial zeta
Amostra Reacéo (nm) PDI (mV)
PMMA RO1 129,9 0,02 -46,4
PMMA*PEO R02 107,2 0,05 -60,7
P(MMA-co-AA) 7% R0O3 125,3 0,02 -38,3
P(MMA-co-AA) 15% R0O4 109,8 0,05 -47,6
P(MMA-co-AA)
RO5 142,6 0,08 -59,4
15%*PBO

*PBO Amostras produzidas com iniciador PBO. Nos demais casos utilizou-se iniciador KPS. A concentragdo
de surfactante SDS utilizada foi igual a 1% em relagdo ao mondmero. Os indices 7% e 15% referem-se a

porcentagem de AA na fase organica.
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PEIXOTO et al (2016) observaram que o tipo de iniciador usado na reacao de
polimerizacdo do MMA altera a dindmica da reacéao e as propriedades do polimero final.
As amostras produzidas com iniciador PBO apresentaram distribuicdes de tamanhos
bimodal, prevalecendo o mecanismo de nucleacdo homogénea. Ja as amostras
produzidas com KPS apresentaram distribuicbes de tamanhos mais uniformes, com
formacao de particulas pequenas desde o inicio da reagéo, por conta da formacéo de
radicais na fase aquosa diretamente. Em relacdo a copolimerizagéo, a presenca de AA
provocou uma desaceleracdo da reagdo, para ambos 0s iniciadores; porém quando o
iniciador KPS foi utilizado, o copolimero final apresentou didametro médio de particulas
muito semelhantes aqueles do PMMA.

Depois de certo tempo (cerca de 6 meses) de estocagem, os latex produzidos
sob estas condigBes apresentaram endurecimento, de forma que o produto ndo se
mostrou muito estavel. Atribuiu-se esta perda de estabilidade a concentragdo de
surfactante utilizada na reagdo. Desse modo, foram realizados novos experimentos,
conforme a condigdo estabelecida pelo teste 4 do planejamento, sendo utilizado o SDS
como surfactante na concentragdo de 5% em relacdo ao mondmero. Os valores de
tamanho médio e potencial zeta obtidos neste conjunto de reacdes sdo apresentados
na Tabela 4.3. Estes produtos ndo apresentaram perda de estabilidade apés
estocagem.

Conforme apresentado na Tabela 4.3, a utilizagdo de uma maior concentracao
de surfactante permitiu a formacdo de particulas de menor tamanho, como ja
preconizado pelo modelo obtido no planejamento de experimentos anterior. Observa-se
ainda que as particulas de PMMA apresentaram tamanhos menores que as particulas
do copolimero. Como ja esperado, o potencial zeta das amostras manteve-se negativo
e semelhante em todos 0s casos, sugerindo que a concentracdo superficial do
surfactante € a principal origem da carga das particulas. Provavelmente o nimero de
grupos superficiais de acido acrilico é reduzido e sua dissociagdo nao interfere
significativamente na carga liquida das particulas.

Em relagéo a distribuicdo de tamanhos, as réplicas dos copolimeros produzidos
apresentaram boa reprodutibilidade, com curvas de distribuicbes de tamanhos mais
largas, como mostrado na Figura 4.4. Devido as diferentes solubilidades em &gua e
taxas de reatividade dos comonémeros utilizados (AA e MAA), a copolimerizacédo
modifica a natureza idnica da superficie das nanoparticulas, podendo exercer um efeito
significativo nas distribuicbes de tamanho de particula em polimerizagbes por
miniemuls&o (PEIXOTO et al., 2016).
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Tabela 4.3: Resultados de tamanho, PDI e potencial zeta para as nanoparticulas.

Amostra Reacio Tamanho PDI Potencial Zeta
(nm) (mV)
PMMA RO6 57 0,07 -54

RO7

P(MMA-co-AA) ROS 99 +11 0,13+ 0,02 -53+4
R0O9
R13

P(MMA-co-MAA) R14 80+3 0,247 + 0,005 607
R15

Todas as amostras foram produzidas utilizando KPS como iniciador. Os valores indicados para o copolimero

sdo referentes a trés reacdes, sendo reportados como média + desvio padrao.

—— PMMA R06

—— P(MMA-co-AA) RO7
—— P(MMA-co-AA) R08
—— P(MMA-co-AA) R09
—— P(MMA-co-MAA) R13
—— P(MMA-co-MAA) R14
—— P(MMA-co-MAA) R15
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10 +

Intensidade (%)

10 100 1000
Tamanho (nm)

Figura 4.4: Distribuicdo de tamanho de particula para as amostras finais de

copolimero e de PMMA, conforme reacdes descritas na Tabela 4.3.

4.2.2 Conversao e massa molar

A evolucdo das reacbes de polimerizacdo foi avaliada a partir do
acompanhamento da conversao e da massa molar dos polimeros obtidos. A converséo
foi calculada como uma relag&o entre a massa de polimero formada e a massa de fase
organica inicial para intervalos de tempos definidos. J& a massa molar foi reportada

como uma distribuicdo de massas molares em cada tempo de reacdo. Apresentam-se
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na Figura 4.5 as curvas de conversao obtidas para a reacao de polimerizacdo do MMA
e para as amostras do copolimero produzidas.

As reacOes de polimerizacdo alcancaram conversdo maxima logo nos primeiros
minutos de acompanhamento. Na producdo do copolimero observa-se um pequeno
atraso na reacgdo, sendo a converséo final alcangada alguns minutos depois. Esta
pequena alteracdo da dindmica da reacdo com a adicdo do AA ou do MAA foi também
reportada por PEIXOTO et al. (2016), sendo observada uma desaceleracdo da reacao,
atribuida a formacéo de polimero na fase aquosa, ja que esses monémeros formam

polimeros muito solGveis em agua.
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Figura 4.5: Curvas de converséo das reag0es descritas na Tabela 4.3.

As curvas obtidas para o acompanhamento das massas molares durante as

reacbes complementam os resultados de conversdo observados e anteriormente
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descritos. A massa molar do polimero formado néo se altera desde os 5 min de reacao,
uma vez que neste tempo ja é verificada conversdo maxima, como mostrado na Figura
4.6. As curvas obtidas para as demais reacdes sdo apresentadas no APENDICE E.
Pode-se notar ainda que as distribuicbes de massas molares para o PMMA e
para os copolimeros séo semelhantes. De acordo com os resultados obtidos, a inser¢éo
do AA ou do MAA, nas condicbes de polimerizacdo, na reacdo ndo afeta
significativamente o comportamento cinético, causando apenas um pequeno atraso na

dindmica da reacdo, como mostrado pela converséo.
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Figura 4.6: Distribuicdo de massas molares para PMMA R06, copolimero R07 e R13.

Na Tabela 4.4 podem ser visualizadas as a massas molares finais e o indice de
polidisperséo obtidos para os polimeros produzidos. A massa molar final do copolimero
apresentou-se um pouco mais elevada que a do PMMA, em funcéo da presenca de
acido acrilico, que tipicamente produz polimero de massas molares mais elevadas
(MEHRAVAR et al., 2016).

Segundo OLIVEIRA et al. (2013), as rea¢des de polimerizacéo via radicais livres
costumam ser extremamente rapidas, levando a formagao de cadeias “mortas” e longas
rapidamente. Durante todo o tempo de reagdo, cadeias poliméricas sdo iniciadas,
propagam e terminam de forma continuada até o completo esgotamento de monémero
no meio reacional. Este fenbmeno continuo de geragéo e crescimento contribui para a

formacao de cadeias poliméricas de tamanhos heterogéneos, ocasionando altos indices
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de polidispersédo (IP > 3,0). Os indices de polidispersdo obtidos para a amostra de
PMMA e do copolimero com AA foram pequenos e resultantes de distribuicdes de
massas molares estreitas. O comportamento deve-se a alta velocidade da reacédo e
relativa uniformidade das condicbes de reagcdo nas diferentes particulas. Para as
amostras com MAA o indice de polidispersdo apresentou um valor um pouco maior,
tipico de uma reacédo radicalar e provavelmente reflete a mudanca das condi¢bes de
reacdo ao longo da batelada, dado que o MAA néo se dissolve preferencialmente na
agua e reage em taxas mais elevadas que o MMA.

Tabela 4.4: Massas molares médias (Mw) e indice de polidisperséo (IP) de amostras
obtidas ao final da reagéo.

Amostra Reacao MW Fina (kDa) IP
PMMA RO6 1205 1,7
RO7
P(MMA-co-AA) RO8 1800 + 500 1,9+0,7
RO9
R13
P(MMA-co-MAA) R14 1600 + 200 3,1+0,8
R15

Todas as amostras foram produzidas utilizando KPS como iniciador. Os valores indicados para o copolimero

séo referentes a trés reagbes, sendo reportados como média + desvio padrao.

E importante destacar também os altos valores de massa molar obtidos em todos
0s casos. As polimerizagdes em emulsdo e miniemulséo, de um modo geral, produzem
polimeros de alta massa molar, visto que as taxas de propagacao sao altas e as taxas
de terminacéo séo reduzidas (MEHRAVAR et al., 2016). A taxa de terminacéo é baixa
devido a pequena probabilidade de existéncia de dois radicais em uma mesma gota.
Quando dois radicais se encontram em uma particula a terminagdo é praticamente
instantanea. Assim, a maior probabilidade é que em uma gota do sistema de
polimerizacdo exista um ou nenhum radical em propagacao, o que causa o aumento da
massa molar, uma vez que a propagacao continua até que um segundo radical penetre
na particula. No caso especifico ainda deste procedimento experimental, os altos
valores de massas molares podem ser atribuidos a existéncia de um ndmero de

goticulas extremamente elevado.
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4.2.3 Avaliacdo morfoldgica por microscopia eletrénica de varredura

As nanoparticulas de copolimero produzidas foram analisadas por microscopia
eletrdnica de varredura (MEV) para caracterizagdo morfolégica e avaliacdo dos
tamanhos de particula. As imagens obtidas para a técnica de MEV, apresentadas na
Figura 4.7, confirmam a presenca de particulas esféricas e com distribuicdo de
tamanhos praticamente homogénea. Os tamanhos de particulas visualizados nas
imagens confirmam o tamanho obtido pela técnica de espalhamento de luz,
anteriormente descrita. A aglomeracao das particulas durante a secagem forma filmes

pouco flexiveis, vistos como placas compactas em baixa magnitude.

Figura 4.7: Imagens de MEV das nanoparticulas de P(MMA-co-AA) produzidas com

iniciador KPS (R07) em diferentes magnitudes.
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4.2.4 Ensaios para avaliacado da copolimerizacéo

A avaliacdo da ocorréncia de copolimerizacao foi feita com o auxilio de analises
térmicas de DSC e TGA, da hidrofilicidade e por ensaios por RMN. Os resultados destas
andlises permitiram inferir a respeito do sucesso da copolimerizacdo do MMA com AA
ou MAA nas reacdes conduzidas.

As andlises de DSC foram realizadas com o objetivo de determinar a temperatura
de transicao vitrea (Tg) dos copolimeros, sendo as curvas de DSC obtidas apresentadas
no APENDICE F.

Para o PMMA produzido verificou-se uma Tg de 123 °C, como mostrado na
Figura 4.8, que é compativel com outros estudos da literatura (RODRIGUEZ et al., 2003;
PEIXOTO et al., 2016). A Tg do PAA encontra-se na faixa de 75-106 °C (RODRIGUEZ
et al., 2003); por isso, com a copolimerizagdo esperava-se que a Tg do material fosse
deslocada para valores um pouco mais baixos. De acordo com os ensaios realizados, o
P(MMA-co-AA) (R04) apresentou Tg de 106 °C, mostrado na Figura 4.8, e P(MMA-co-
AA) (RO5) apresentou Tg de 111 °C (conforme APENDICE F), o que constitui um indicio
do sucesso da copolimerizagdo. A amostra de P(MMA-co-MAA) apresentou Tg de 137
°C (conforme APENDICE F). Este resultado também est& de acordo com o esperado,
uma vez que a Tg do homopolimero PMAA é igual a 228 °C (RODRIGUEZ et al., 2003).
Dessa forma, o copolimero produzido deveria apresentar uma Tg mais elevada que a
do PMMA precursor. A existéncia de uma Unica transicdo térmica para o material
produzido sugere a ocorréncia da copolimerizagdo, e ndo somente a mistura dos
homopolimeros (RODRIGUEZ et al., 2003).

A partir dos ensaios de TGA para as amostras produzidas, foi possivel verificar
0 aumento da temperatura de degradacgdo para o copolimero em relacdo ao PMMA,
como era esperado, visto o resultado obtido para o PAA comercial. Isso constitui outro
indicio da ocorréncia da copolimerizacdo. A temperatura de maxima degradacdo das
particulas de PMMA encontra-se em torno de 300 °C, enquanto para os copolimeros a
temperatura de maxima degradacgéo pode ser verificada em 350 - 380 °C. Além disso,
o perfil de decaimento da curva se altera, como apresentado na Figura 4.9. Ressalta-se
que o inicio da perda de massa observada nos termogramas é devido a perda de agua
do material. Esta perda de agua inicial, ndo é, contudo, observada como um evento

térmico no DSC.
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Figura 4.8: Termograma de DSC para amostra de PMMA (R01) e P(MMA-co-AA)
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Figura 4.9: Termogramas de TGA obtidos para algumas amaostras produzidas.
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Realizaram-se também medidas de angulo de contato da agua para o PMMA e
para os copolimeros, com o intuito de inferir a respeito da hidrofilicidade dos materiais.
Os copolimeros produzidos apresentam grupos funcionais acidos, tornando-os mais
hidrofilicos. Este fato pode ser observado pelo menor angulo de contato obtido para os
copolimeros, cerca de 35 - 37°, em relacdo ao homopolimero, aproximadamente 57°,
conforme mostrado na Figura 4.10.

CA left: 54.9°
CA right: 57.2°

PMMA

CA left: 35.1°

P(MMA-co-AA)

P(MMA-co-MAA)

Figura 4.10: Medidas de angulo de contato para amostras de PMMA (R01) e P(MMA-
co-AA) (R04) e P(MMA-co-MAA) (R13).

Para conducéo da avaliacdo por RMN, apresenta-se na Figura 4.11 a estrutura

guimica esperada para os copolimeros formados, sendo indicados também os atomos

de hidrogénios avaliados.
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Figura 4.11: Estrutura quimica dos copolimeros P(MMA-co-AA) e P(MMA-co-MAA).

Na Figura 4.12 séo apresentados os espectros de H-RMN para o homopolimero
de PMMA e para os copolimeros de P(MMA-co-AA) e P(MMA-co-MAA) produzidos com
o iniciador KPS. Foram realizados ensaios para os demais copolimeros produzidos,
cujos espectros de H-RMN e *C-RMN s&o apresentados no APENDICE G. A anélise
dos espectros foi realizada com base na literatura (CESAR-OLIVEIRA et al., 1999;
PAVIA et al., 2009) e diferenciacdo dos picos caracteristicos.

No espectro do PMMA, os sinais em 0,8-1,0 ppm podem ser atribuidos aos
hidrogénios do grupo metila, cujo deslocamento quimico é influenciado pela taticidade
do polimero. Nos sinais posicionados em 1,6-1,9 ppm, correspondentes aos hidrogénios
do grupo metileno, 0 mesmo efeito pode ser observado. Os hidrogénios do grupo O-CHj;
do PMMA sao verificados em um Unico sinal intenso em 3,6 ppm.

Nos espectros dos copolimeros com AA e MAA notam-se 0s mesmos sinais ja
descritos, pertencentes aos grupos metila e metileno dos polimeros. Importante notar
que os sinais no espectro do P(MMA-co-MMA) apresentaram aspecto diferente dos
demais e que os hidrogénios referentes ao grupo O-CH; do PMMA néo aparecem como
um sinal intenso.

Os espectros obtidos sugerem que foi possivel a incorporacdo dos
comondmeros pela copolimerizagéo, pela visualizacdo de modificagbes observadas nos
espectros de *H-RMN. No caso do AA, o aparecimento de picos em torno de 2,3-2,6
ppm, caracteristico do hidrogénio H1, o diferencia do homopolimero (PEIXOTO, 2013).
Ja o MAA nao apresenta um hidrogénio especifico capaz de diferencia-lo do PMMA,
como mostrado na estrutura quimica. Todos 0s grupos presentes no MAA estdo também
presentes no MMA. Apesar disso, é clara a modificacdo do espectro, 0 que sugere a

incorporagdo do comondmero a estrutura do polimero.
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Figura 4.12: Espectros de *H-RMN das amostras de PMMA (R01), P(MMA-co-AA)
(RO4) e P(MMA-co-MAA) (R13).
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O célculo da porcentagem de comondémero incorporado foi dificultado pela
similaridade entre as estruturas quimicas dos mon6émeros utilizados e a sobreposicao
dos picos de H-RMN e C-RMN. Dessa forma, realizou-se um calculo aproximado
tomando como base a integracdo para o pico H1 (presente somente no AA) em relagcéo
ao pico H2. O copolimero produzido com iniciador PBO apresentou uma proporcao de
10% em massa de incorporagdo. Ja o sistema produzido com KPS apresentou cerca de
1% em massa de incorporacao, tanto para as amostras preparadas com 7% quanto 15%
de AA. O iniciador organossoluvel, PBO, favorece a copolimerizagdo, uma vez que este
ja se encontra nas gotas de mondmero iniciais. Dessa maneira, moléculas de AA, que
se dissolvem preferencialmente na agua, sdo incorporadas nas gotas de mondémero,
que absorvem o AA da agua para manter o equilibrio termodinamico da particdo. O
iniciador solavel na fase aquosa, KPS, gera poli(acido acrilico) na fase aquosa, que
dessa forma nao é incorporado pelo copolimero. Além disso, os radicais formados na
fase aquosa precisam vencer a barreira difusional para alcancar as gotas de monémero,
onde ocorre a reagdo com o MMA. Para o MMA néo foi possivel o célculo pela
integragéo dos picos, ja que ndo se observa um hidrogénio presente somente no MAA.

A porcentagem de comondémero incorporada pela copolimerizagéo foi também
calculada com base nas razdes de reatividade dos monémeros MMA e AA ou MAA. De
acordo com este calculo, a porcentagem de AA incorporada foi de 32% em maol,
correspondendo a 23% em massa. Para 0 MAA, o resultado mostrou uma incorporagéo
de 20% em mol, o que corresponde a 17% em massa. O equacionamento encontra-se
descrito no APENDICE H.

Diante de tudo que foi exposto, é possivel comprovar 0 sucesso da
copolimerizagdo para a producdo de nanoparticulas a base de PMMA, funcionalizadas

com grupos carboxilicos.

4.3ENCAPSULAMENTO DO FARMACO CLIOQUINOL

Com o objetivo de verificar se a temperatura da reacdo de polimerizacdo poderia
levar & degradagéo do farmaco, realizou-se primeiramente um ensaio de TGA de uma
amostra do clioquinol utilizado nos testes. O termograma obtido é apresentado na Figura
4.13. A temperatura de degradacao do clioquinol pode ser verificada em torno de 180
°C, que é muito maior que temperatura de 80 °C utilizada nas reacdes, garantindo a
integridade do farmaco. Dessa forma, a incorporacdo in situ do farmaco na reacao

parece segura.
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Figura 4.13: Termograma de TGA do farmaco clioquinol.

4.3.1 Estudo da concentracdo de farmaco nas reacbes de

polimerizacao

Avaliou-se inicialmente a solubilidade do farmaco clioquinol nos monémeros
MMA e AA com a variagdo da temperatura, conforme mostrado na Figura 4.14. Os
resultados indicaram a possibilidade de utilizacdo de uma concentracdo de até 5%
(m/m) de clioquinol nas reacdes, desde que a miniemulsdo fosse preparada em
temperatura de 70 °C, de acordo com a analise qualitativa da solubilidade do farmaco.

De acordo com o resultado da andlise de solubilidade, foram realizados ensaios
de polimerizacdo em massa para avaliar a cinética da reacdo com a introducédo do
farmaco. Os resultados até entdo apresentados, para as reacfes na auséncia de
farmaco, mostraram uma cinética extremamente rapida, com altas conversées nos

primeiros minutos de acompanhamento da reacao.
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Figura 4.14: Avaliacdo da solubilidade do clioquinol com o aumento da temperatura.

Nos testes de polimerizagdo em massa, na presencga do clioquinol, as reacdes
foram mais lentas, principalmente quando menor concentragéo de iniciador foi utilizada.
Na Tabela 4.5 sdo apresentados os resultados de conversdao para 0s ensaios de

polimerizagdo em massa.

Tabela 4.5: Resultados de conversao para os ensaios de polimerizagdo em massa.

Conversao
Condics Teste
ondicoes 01 Teste 02 Teste 03 Teste04 Teste05 Teste 06
0,5% 1% PBO 2%PBO 05%AIBN 1% AIBN 2% AIBN
PBO
Branco 76,3 98,2 98,7 85,3 87,8 89,4
1% CQ 12,3 23,1 26,8 73,5 84,0 88,5
2% CQ - 25,2 24,5 84,8 89,2 71,7
3% CQ - - 76,3 72,3 77,7 55,2
4% CQ - - - 85,5 92,0 84,3
5% CQ - - - 84,3 84,0 89,9

As concentrag8es de clioquinol e iniciador foram calculadas em relagdo a massa de mondémero.

A Figura 4.15 apresenta o aspecto dos polimeros obtidos apés a polimerizagéo
em massa para cada uma das condi¢fes avaliadas. Note que na figura sdo mostrados
os tubos referentes ao teste 02 com 3% de CQ e teste 03 com 4% e 5% de CQ que n&o
aparecem na tabela de resultados. Nestes testes foi observada a formacdo de um
material liquido viscoso, ou seja, presenc¢a de grande quantidade de monémero que que
nao reagiu. As amostras obtidas nestas condicbes ndo secaram para o calculo da
conversao.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 4.5, para o iniciador PBO,
somente com a utilizacdo de maiores concentracdes de iniciador foi possivel alcancar
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valores de conversdo apreciaveis. Além disso, para concentracdes de clioquinol
superiores a 4% (m/m) n&o ocorreu a reacao de polimerizacdo. As amostras obtidas
apresentaram coloracdo escura, tipica de uma oxidacdo. Essas observagdes sugerem
gue o clioquinol exerca forte efeito de inibicdo da reacdo. O farmaco possui grupos
funcionais muito reativos em sua estrutura, mostrada na Figura 2.15, como presenca
dos halogénios cloro e iodo e um par de elétrons livres proveniente do nitrogénio. Esses
grupos podem interagir com o radical formado pelo iniciador PBO, inibindo a reagéo de

polimerizagéo.

Teste 06

Figura 4.15: Aspecto dos polimeros obtidos por polimerizacdo em massa.

Em relag&o ao iniciador AIBN, o efeito de inibicdo € menos pronunciavel, ndo
sendo observado pelos resultados de conversédo e aspecto dos polimeros obtidos. O
farmaco parece néo reagir com o iniciador, permitindo a polimerizacdo. Uma possivel
explicagcdo para este comportamento € que o iniciador AIBN é mais reativo que o
iniciador PBO, visto suas constantes de dissociacdo (Kg). Na temperatura de 70 °C, o
AIBN apresenta Kq = 3,2 x 10° s e 0 PBO apresenta Kq = 2,3 x 10° s, na temperatura
de 78 °C (BRANDRUP et al., 1999). Dessa forma, a utilizacdo do AIBN permitiria o
avanco mais rapido e eficiente da reacdo. De fato, este ndo é o Unico fator a controlar o
processo, dado que a reacdo ainda sim poderia prosseguir mesmo que de forma mais
lenta. Por razdes ndo completamente compreensiveis, o AIBN é muito menos sensivel
a adicdo de cargas organicas funcionalizadas no meio, como observado por
RODRIGUES (2017). Este aspecto da tecnologia ainda precisa ser melhor estudado em
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trabalhos futuros. Deve-se ressaltar que o iniciador AIBN nao foi usado nos testes em
miniemulsdo e que efeitos inibitérios ndo foram observados em dispersdes aquosas
iniciadas por KPS. O uso de PBO e AIBN nos testes de polimerizagdo em massa foi
necesséario devido a baixissima solubilidade do KPS no meio orgéanico, ficando
evidenciado, no entanto, a importancia do sistema de iniciagéo para a reagdo conduzida
na presenca do clioquinol.

Apés a avaliagédo da cinética da reagdo contendo clioquinol pela polimerizagéo
em massa, deu-se prosseguimento aos ensaios de polimerizacdo em miniemulséo,
conduzidos com KPS como iniciador. Foram conduzidos ensaios em todas as condi¢des
determinadas. Porém, a reacéo foi finalizada, ou seja, produzindo latex estavel, somente
quando o clioquinol foi utilizado na concentracdo de 1% (m/m). As demais reacdes
propostas nao funcionaram. Verificou-se a formacgéo de precipitados e endurecimento,
escurecimento do sistema e separacao de fases, como mostrado na Figura 4,16. Nestes
casos, o clioquinol parece ter agido simultaneamente como inibidor da reagéo e como

um agente de superficie, desestabilizando o sistema.

(@) (b)

Figura 4.16: Aspecto das reagdes em miniemulsdo com a adi¢ao de diferentes

concentracdes de CQ, sendo (a) amostra com coloracdo escura e presenca de
aglomerados, (b) amostra com grandes aglomerados e (c) amostra com coloracao
escura e separacao de fase.

Com o objetivo de inferir a respeito da estabilidade das emulsdes precursoras da
polimerizacdo, foram realizadas medidas de tenséo interfacial ao longo do tempo. Foram
avaliadas amostras dos mondmeros MMA e AA, na presenca e auséncia de clioquinol,
e também da fase aquosa, na presenca e auséncia de surfactante. As medidas foram
tomadas na temperatura ambiente, utilizando o goniémetro com o método da gota
pendente e na temperatura de 70 °C, utilizando o tensidmetro com o método da placa
de Wilhelmy. Na temperatura ambiente, somente foi possivel avaliar a tenséo interfacial

para amostras contendo 1% (m/m) de clioquinol, uma vez que nas demais
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concentracdes o clioquinol precipitava, como mostrado na Figura 4.17. Ja na
temperatura de 70 °C, todas as concentragfes de clioquinol avaliadas permitiram a

completa solubilizacéo.

1% 2% 3% 4% 5%

Figura 4.17: Amostras para medidas de tenséo interfacial. Formacao de precipitado

em temperatura ambiente para amostras com concentragédo de 2 a 5% (m/m).

A Figura 4.18 apresenta o comportamento da tensao interfacial ao longo do
tempo para as amostras avaliadas, em temperatura ambiente (Figura 4.18 A) e na
temperatura de 70 °C (Figura 4.18 B).

O primeiro grafico mostra que o surfactante SDS atua diminuindo a tensdo
interfacial e garantindo maior estabilidade ao sistema, como ja esperado. A inser¢éo do
clioquinol na concentragédo de 1% (m/m) pareceu ndo alterar a dindmica do sistema,
uma vez que os valores obtidos na presenca e auséncia do farmaco foram muito
semelhantes. Quando o surfactante néo foi utilizado, observou-se pequeno aumento da
tensdo interfacial quando o clioquinol estava presente. Apesar deste aumento nos
valores da tenséo interfacial, ndo foi observada qualquer interferéncia significativa do
farmaco na concentracdo de 1% (m/m) sobre a estabilidade do sistema, que indicasse
gue o farmaco possa atuar como um agente de superficie. Ao comparar os dois graficos,
observa-se que a temperatura diminui a tensao interfacial. Este comportamento é
comum para amostras liquidas, pois 0 aumento da temperatura causa a diminuicdo das
forgas de atragéo entre as moléculas, reduzindo a tensédo de superficie. O aumento da
concentracdo de clioquinol leva a um aumento crescente dos valores de tens&o
interfacial, como mostrado na Figura 4.18B. Esta tendéncia crescente € devida ao efeito
da solubilizagdo do farmaco em maiores temperaturas. Observa-se no segundo gréafico
gue os valores obtidos foram semelhantes para todas as amostras, exceto para a
amostra contendo o clioquinol na concentracdo de 4% (m/m). O resultado obtido para

esta amostra foge do padrdo encontrado para as demais, ndo sendo considerado na
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analise. E possivel que em concentracdes elevadas o farmaco altere as propriedades
superficiais do sistema, sendo necessario também realizar medidas para o clioquinol
puro. No entanto, ndo parece ser possivel afirmar, pelas medidas de tenséao interfacial,

gue o fAarmaco tenha atividade de agente de superficie.
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Figura 4.18: Tenséo interfacial ao longo do tempo, sendo (A) medidas realizadas em
temperatura ambiente e com fase aquosa contendo ou néo surfactante; e (B) medidas
tomadas na temperatura de 70 °C para amostras com surfactante e clioquinol nas

concentragdes de 1 a 5% (m/m).
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Com o objetivo de estudar o comportamento dos sistemas quando maiores
concentracdes de clioquinol foram utilizadas, realizaram-se ensaios de H-RMN e
determinacdo das distribuicGes de massas molares para as amostras.

Na Figura 4.19 apresentam-se os espectros de H-RMN do clioquinol e das
amostras produzidas em massa com os iniciadores PBO e AIBN. Sdo mostrados na
figura os espectros obtidos para as amostras do teste 03 produzida com 2% de iniciador
PBO e 3% de CQ e teste 06 produzida com 2% de iniciador AIBN e 5% de CQ. Para
melhor comparacao, € mostrada também a regido de 0-2,8 ppm do espectro do polimero
P(MMA-co-AA). No espectro do farmaco podem-se diferenciar os sinais caracteristicos
da molécula do clioquinol, principalmente em 7,6 ppm, relativo aos hidrogénios do anel
aromatico, e na regido em 8,5-8,9 ppm, relacionados aos hidrogénios do anel que
contém o nitrogénio (PAVIA et al., 2009). Os espectros seguintes apresentam os sinais
caracteristicos dos polimeros, como ja anteriormente descrito. Estes sinais sao
observados em 0,8-1,0 ppm, atribuidos aos hidrogénios do grupo metila, e 1,6-1,9 ppm,
correspondentes aos hidrogénios do grupo metileno. O sinal verificado em 3,6 ppm
refere-se aos hidrogénios do grupo O-CHs; do polimero. Além disso, em 2,76 ppm
observa-se o pico referente ao hidrogénio especifico do acido acrilico. Os sinais
verificados na regido de 4,5-6,0 ppm podem ser atribuidos aos iniciadores utilizados na
reacio (CESAR-OLIVEIRA et al., 1999; PAVIA et al., 2009). Os sinais caracteristicos do
clioguinol adicionado aos materiais aparecem como picos com intensidade reduzida,
embora ainda seja possivel distingui-los, na regido de 7,5 a 9 ppm, confirmando a
incorporacgao do farmaco.

As massas molares das amostras produzidas pelos ensaios de polimerizacéo
em massa foram também determinadas com o objetivo de identificar efeitos cinéticos
das reacbes e sdo apresentadas na Tabela 4.6, juntamente com os indices de
polidispersdo. As curvas de distribuicio de massas molares sdo mostradas no
APENDICE E.
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Tabela 4.6: Massa molares médias (Mw) e indice de polidisperséo (IP) para amostras

produzidas por polimerizacdo em massa.

Condicoes Mw (kDa) 1P
Teste 02 Branco 108,3 2,95
1% PBO 1% 60,0 2,85
2% 98,9 2,19
Branco 52,4 2,67
Teste 03 2% 34,9 1,71
2% PBO 3% 39,8 1,75
4% 25,6 1,64
Branco 65,7 2,65
1% 114,3 2,32
Teste 04 2% 139,8 2,78
05%AIBN 3% 100,4 1,91
4% 107,6 2,42
5% 89,4 2,03
Branco 57,8 2,13
1% 45,3 1,84
Teste 05 2% 42,4 1,84
1% AIBN 3% 53,4 2,00
4% 58,9 1,88
5% 55,3 1,87
Branco 30,2 1,96
1% 30,9 2,00
Teste 06 2% 31,6 1,91
2% AIBN 3% 35,1 1,90
4 % 28,8 1,86
5% 29,4 1,74

As massas molares dos polimeros produzidos por polimerizagdo em massa sé&o
muito menores que as massas molares obtidas para as amostras em miniemulséo.
Quanto ao indice de polidispersédo, foram obtidos valores sempre muito semelhantes
agueles obtidos para as polimerizagbes em miniemulsdo, variando entre 1,7 a 3.
Verifica-se que, na presenca do iniciador PBO, a massa molar do polimero diminuiu com
a adicdo do farmaco. Este resultado complementa os dados anteriormente obtidos e
corrobora a hipétese de que o clioquinol atua como um inibidor da reacdo ou como um
agente de transferéncia de cadeia. Ja para as reacdes na presenca do iniciador AIBN
ndo foram observadas alteracdes significativas nos valores das massas molares, de
maneira que o clioquinol ndo afeta a rea¢do nestas condic¢des.

Em vista dos resultados obtidos, optou-se pela utilizacdo de 1% (m/m) de
clioquinol para a producdo das nanoparticulas, pois nessa concentracdo as reacdes

preliminares apresentaram melhores resultados e foi possivel a solubilizacdo do
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farmaco em temperatura ambiente, o que favorece as condi¢cfes de trabalho. Outras
composic¢des ndo permitiram a solubilizagdo completa do farmaco nos monémeros e
produziram produtos instaveis, utilizando iniciador KPS, como mostrado nos resultados
anteriores. E possivel que se o iniciador AIBN fosse usado, a carga de clioquinol poderia
ser aumentada, uma vez que os resultados de polimerizacdo em massa indicaram que
o farmaco nao altera apreciavelmente a dindmica da reacdo.. Apesar da quantidade de
clioquinol ser pequena, este valor é suficiente para a dose requerida do farmaco no
organismo. Segundo RITCHIE et al. (2003), nos estudos clinicos com o clioquinol foram
utilizadas formulacdes orais em doses entre 250-750 mg/dia, sendo que a concentracao
do composto ativo no cérebro situou-se entre 100-200 nmol/L (3-6 x 10° g/L). Nas
nanoparticulas produzidas, a massa de clioquinol encapsulada seria de cerca de 2 mg/g
de latex, sendo que uma medida de 200 mL de latex ja iria conter cerca de 400 mg do

farmaco.

4.3.2 Avaliacdo do tamanho de particula e potencial zeta

O farmaco clioquinol (CQ) foi adicionado a fase organica da receita experimental
utilizada durante as reacdes, na proporgédo de 1% em massa em relacdo ao monémero.
A Figura 4.20 apresenta o aspecto visual da mistura formada pelo farmaco e os
monbémeros MMA e AA, a interface O/A e a pré-emulsado obtida apds agitacdo magnética
das fases. A coloracdo amarela observada na mistura é devida ao farmaco, que
apresenta cor amarelo palha.

Figura 4.20: Aspecto visual do sistema formado com o farmaco clioquinol, sendo (A) a
solubilizacdo do farmaco no monémero, (B) a interface O/A e (C) a pré-emulsdo obtida
apos agitacdo magnética.
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As particulas obtidas apds a polimerizacdo e encapsulamento do clioquinol
apresentaram tamanhos médios préximos aos das particulas de PMMA e copolimeros
ja apresentados, como mostrado na Tabela 4.7. Observa-se que o tamanho da particula
contendo farmaco é menor que o das particulas dos respectivos copolimeros. Isto pode
ser atribuido as interacdes quimicas entre os grupos funcionais polares da molécula de
clioquinol (Figura 2.15) e das cadeias de polimero, que pode modificar a distribuicdo de
cargas e grupos quimicos nas superficies das particulas. Os valores de potencial zeta
mostraram-se semelhantes, como esperado, visto que esta propriedade ¢é
majoritariamente determinada pela presenca do surfactante na interface. Pode-se
concluir que, contrariando a expectativa causada pela estrutura multifuncional do
farmaco clioquinol (Figura 2.15), sua presenca na concentracao utilizada (1% m/m)

exerce pouca influéncia no andamento da reacao.

Tabela 4.7: Resultados de tamanho, PDI e potencial zeta para as hanopatrticulas

produzidas na presenca do clioguinol.

~ Tamanho Potencial Zeta
Amostra Reacéao (nm) PDI (mV)
* PMMA RO6 57 0,07 -54
RO7
* P(MMA-co-AA) R08 99 +11 0,13 +0,02 -53+4
R0O9
R10
P(MMA-co-AA) CQ R11 61+2 0,12+ 0,04 -58+6
R12
R13
P(MMA-co-MAA) R14 80+3 0,247 + 0,005 -60+7
R15
P(MMA-co-MAA) CQ R16 57,6 0,140 -48,9

*Os dados da Tabela 4.3 sdo novamente reportados para fins de comparacao. Os valores indicados para

os copolimeros séo referentes a trés reacgdes, sendo reportados como média + desvio padrdo.

A Figura 4.21 apresenta as distribuicdes de tamanho obtidas para as réplicas
contendo o farmaco para os dois copolimeros produzidos. Novamente as distribuicdes
obtidas foram bastante semelhantes, o que mostra a reprodutibilidade do processo de

producédo das particulas.
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Figura 4.21: Distribuicdo de tamanhos para as amostras contendo o farmaco.

4.3.3 Conversao e massa molar

Nos testes anteriores de copolimerizacdo, observou-se que a conversao das
reacfes atingia 0 ponto maximo nos primeiros minutos, ndo sendo necessario o
acompanhamento por 2 horas. Dessa forma, optou-se por diminuir o tempo de reacao
para os ensaios com o farmaco a 1 hora. A converséo das rea¢des contendo o clioquinol
foram também acompanhadas e a curva obtida é apresentada na Figura 4.22. Nesta
figura é apresentada também a curva de conversao para a amostra de PMMA, sendo
considerada a reacao até 60 minutos. Observa-se que a adi¢cdo do farmaco ao sistema
ndo resultou em alteracdo significativa da dindmica da reacdo de copolimerizagéo,
mesmo quando o AA ou MAA foram utilizados, uma vez que a conversdo maxima foi
também atingida nos primeiros minutos, como nos casos anteriores. Em comparacao
com o homopolimero PMMA, novamente observa-se um pequeno atraso na reacdo nos

dois casos.
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Figura 4.22: Curvas de conversao para as reag¢des contendo o farmaco.

Em relacdo as distribuicbes de massas molares, a reacao atingiu a massa molar
final nos primeiros minutos de reagdo, como mostrado na Figura 4.23. Este resultado
corrobora os resultados de conversao obtidos, mostrando que a adi¢do do farmaco na
concentracdo de 1% néo afeta 0 andamento da reacéo.

O P(MMA-co-AA) contendo clioquinol apresentou massa molar média de 1600 +
500 kDa, e IP de 1,9 + 0,3, que é similar ao do copolimero anteriormente descrito, com
massa molar média de 1800 + 500 kDa e IP de 1,9 + 0,7. Para a amostra de P(MMA-
co-MAA) com clioquinol a massa molar foi verificada em 1420 kDa, com IP de 2,2. Os
valores sdo também préximos ao copolimero, que apresentou massa molar média de
1600 £ 200 e IP de 3,1 + 0,8. As distribuigcBes obtidas para as demais amostras com

clioquinol s&o apresentadas no APENDICE E.
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Figura 4.23: Distribuicbes de massas molares para P(MMA-co-AA) dopado com

clioquinol, da reagéo R10.

4.3.4 Avaliagdo morfolégica por microscopia eletrébnica de

transmissao

As nanoparticulas contendo clioquinol foram avaliadas por microscopia

eletrbnica de transmisséo para observacdo da morfologia, verificacdo dos tamanhos
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médios de particula e possivel presenca de cristais de farmaco dispersos no meio. Na
Figura 4.24 sdo apresentadas as imagens obtidas pelo MET, que confirmam os
resultados anteriormente obtidos para as particulas do copolimero. Apesar da baixa
gualidade, as imagens mostram particulas esféricas, com diametros de
aproximadamente 60 nm, confirmando os tamanhos médios obtidos por espalhamento

de luz. Nao foram realizadas imagens para as particulas de P(MMA-co-MAA).

Figura 4.24: Imagens de MET das nanoparticulas de P(MMA-co-AA) (R10).

4.3.5 Andlises térmicas

Os resultados das andlises térmicas de DSC e TGA das amostras contendo o
farmaco possibilitaram comparar o material em termos da temperatura de transicdo
vitrea e da temperatura de degradacao, em relacéo as nanoparticulas de PMMA e dos
respectivos copolimeros. Apresentam-se na Figura 4.25 o termograma de TGA para as
amostras contendo clioquinol. Nesta mesma figura sdo novamente representados 0s
resultados obtidos para os polimeros anteriormente descritos para facilitar a
comparacdo. O termograma de DSC é apresentado no APENDICE F.

De acordo com o ensaio de DSC, a Tg da amostra com clioquinol foi de 108 °C.
Resultado semelhante foi encontrado para as particulas na auséncia do farmaco, como
j& mencionado. A auséncia de pico referente a fusdo do clioquinol, a despeito de
concentracao baixa, indica que o farmaco esta disperso na matriz.

O perfil de degradacdo do material com clioquinol encapsulado foi também
semelhante aquele obtido para o copolimero. Inicialmente tem-se uma pequena perda
de massa, por volta de 200 °C, seguida pela completa degradacéo, iniciada em 350 °C
para as amostras com AA e em 380 °C para a amostra com MAA, assim como
caracteristico dos polimeros P(MMA-co-AA) e P(MMA-co-MAA).
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Figura 4.25: Termogramas de TGA obtidos para as amostras.

Os resultados das andlises térmicas para as amostras sintetizadas sao
resumidos na Tabela 4.8. Como mostrado, em relagdo a caracterizacdo térmica, a
inclusdo do farmaco no processo de polimerizagdo também ndo parece alterar as
propriedades térmicas do material produzido.

Tabela 4.8: Resultados analises térmicas.

Temperatura de
. Temperatura de o .
Amostra Reacéo L maxima degradacéo
transicao vitrea (°C)

(°C)
PMMA RO1 123 300
P(MMA-CO-AA)KPS RO4 106 350
P(MMA-co-AA)PEO RO5 111 350
P(MMA-co-AA) CQ R10 108 350
P(MMA-co-MAA) R13 137 380
P(MMA-co-MAA) R16
co -na 380

KPS Material produzido com iniciador KPS; PB© Material produzido com iniciador PBO.
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Realizou-se ainda um ensaio de DSC, constituido apenas da primeira etapa de
aguecimento das amostras, para avaliacdo do encapsulamento do farmaco e de
possiveis interacdes com o polimero, como mostrado na Figura 4.26. A curva de DSC
do clioquinol mostra um pico endotérmico em 180 °C, que corresponde a temperatura
de fusé@o do farmaco. Ao contrapor os termogramas de TGA e DSC do farmaco, nota-
se que a temperatura de degradacéo e de fusdo do composto sdo similares. Este
fendbmeno ndo é muito comum na literatura; porém, para o clioquinol este resultado esta
de acordo com as suas especificagbes (PubChem, 2015). Para a mistura fisica das
nanoparticulas com o clioquinol, na razéo de 1:1, verifica-se o pico de fusdo do farmaco
na mesma temperatura de 180 °C, como esperado, ja que o farmaco se encontra como
uma fase segregada. A curva obtida para as nanoparticulas ndo apresentou qualquer
evento térmico nessa regido. O desaparecimento do pico endotérmico do clioquinol
pode ser atribuido ao aprisionamento e dispersdo das moléculas do farmaco nas
nanoparticulas, evitando a formacao de cristais. Dessa forma, pode-se admitir que o

farmaco encontra-se encapsulado e homogeneamente disperso na matriz polimérica.

- — MISTURA FISICA ——NP ——CLIOQUINOL
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Figura 4.26: Termograma de DSC para avaliagdo da encapsulamento do farmaco

clioquinol.

4.3.6 Espectros de RMN

Foram realizadas analises de H-RMN da amostra contendo o farmaco com o

objetivo de verificar os sinais caracteristicos do clioquinol. A Figura 4.27 apresenta o
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espectro obtido, em conjunto com o espectro do clioquinol e uma regido do espectro do

P(MMA-co-AA) anteriormente reportada.
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Figura 4.27: Espectro de H-RMN de P(MMA-co-AA) CQ produzido em miniemulséo.

Os sinais caracteristicos do polimero podem ser verificados na regido de 0,8-1,9

ppm referentes aos hidrogénios alifaticos dos grupos metila e metileno. Em 2,7 ppm
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pode-se observar o hidrogénio pertencente ao acido acrilico. Além disso, os hidrogénios
do grupo O-CHs; aparecem como um sinal intenso em 3,6 ppm, como anteriormente
discutido (PAVIA et al., 2009). Os sinais caracteristicos do farmaco, que deveriam surgir
entre 7,5-8,8 ppm ndo sdo visualizados no espectro da amostra produzida em
miniemuls&o. Como o farmaco encontra-se encapsulado, esperava-se verificar os sinais
menos intensos. Porém, é possivel que devido a baixa concentra¢cdo do composto (1%

m/m) na amostra, este ndo tenha se evidenciado.

4.3.7 Eficiéncia de encapsulamento do farmaco clioquinol

O calculo do teor de clioquinol associado as nanoparticulas foi realizado a partir
de andlises em espectrofotdmetro UV-VIS pelas técnicas direta (extragdo em solvente)
e indireta (dosagem do clioquinol no sobrenadante separado por filtragdo/centrifugacao
em membrana). Inicialmente definiu-se o pico de absor¢do maxima do clioquinol em
etanol, para a técnica de extracdo, e em meio aquoso contendo surfactante, para a
técnica de filtracdo e centrifugacdo em membrana. Em ambos 0s casos, 0 pico de
absor¢cdo méxima do farmaco foi verificado em 256 nm, conforme varredura de uma
solugédo padréo 0,1 g/L. Os espectros de varredura definidos para as duas analises séo
apresentados no APENDICE |, bem como as curvas de calibracdo utilizadas nos
calculos.

As andlises foram realizadas em duplicata para cada uma das réplicas (R10,R11
e 12) e os resultados séo reportados como uma média dessas trés amostras, seguido

pelo desvio padréo, na Tabela 4.9. O ensaio foi também realizado para a amostra R16.

Tabela 4.9: Eficiéncias de encapsulamento.

Eficiéncia de

Amostra encapsulamento (%) Técnica
P(MMA-co-AA) CQ 97,6 £0,2 Membrana 3 kDa
P(MMA-co-AA) CQ 92+4 Extracdo

P(MMA-co-MAA) CQ 98 Membrana 3 kDa

Os resultados mostraram elevada eficiéncia de encapsulamento, o que ja era
esperado devido a lipofilicidade do farmaco utilizado. Dessa forma, pode-se admitir que
o0 ativo é completamente dissolvido nos monémeros (MMA e AA ou MAA), evitando-se
que haja migracdo do mesmo para a fase aquosa e consequente perda de eficiéncia de

encapsulamento.
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As duas técnicas utilizadas diferem pela grandeza avaliada para o calculo da
eficiéncia. Na técnica de filtracao/centrifugacéo, a eficiéncia é obtida por meio de um
balanco de massa, sendo medida a concentracdo de farmaco livre na amostra. Pela
técnica de extracdo, a eficiéncia é calculada como a fragdo de farmaco encapsulada
diretamente. Em ambas, os valores obtidos foram semelhantes, provando o resultado

da eficiéncia de encapsulamento para as nanoparticulas produzidas via miniemulséo.

4.4CONCLUSOES PARCIAIS

No presente capitulo foram apresentados e discutidos os resultados obtidos
acerca das nanoparticulas poliméricas produzidas, do homopolimero de PMMA e dos
respectivos copolimeros com AA e MAA. Inicialmente estudaram-se diferentes
composicdes experimentais para avaliar o efeito do surfactante e da carga organica
sobre as propriedades de tamanho e carga superficial das nanoparticulas. Os resultados
mostraram que o surfactante é a variavel que a principio, determina o tamanho e a carga
das particulas. Apos este estudo preliminar, as reagfes seguintes em miniemulsdo
foram conduzidas utilizando o surfactante SDS, que fornece particulas com carga
negativa. Em relacdo ao tamanho, as particulas apresentaram tamanhos em torno de
60 a 100 nm. Esta faixa de tamanho é adequada para aplicacdes no organismo. O
encapsulamento do farmaco clioquinol na concentragédo de 1% (m/m) nas particulas foi
realizado com sucesso. Com o objetivo de estudar de forma mais aprofundada os efeitos
cinéticos das reacdes de copolimerizacdo na presenca do farmaco, foram realizados
testes de polimerizacdo em massa. Resultados interessantes foram obtidos acerca do
sistema de iniciacdo da reagéo foram observados. Na presenca do clioquinol, a evolucdo
da reacdo é afetada quando o iniciador PBO é utilizado. Ja& quando o iniciador AIBN é
usado, os efeitos de inibicdo da reacdo sdo menos pronunciaveis, de forma que este
iniciador é menos sensivel a carga organica.

Os resultados obtidos nesta etapa do trabalho foram adequados para dar

prosseguimento aos testes de funcionalizacdo das particulas.
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CapituloV

RESULTADOS E DISCUSSAQO
FUNCIONALIZACAO

5.1ENSAIOS DE FUNCIONALIZACAO DAS NANOPARTICULAS

Foram realizados ensaios de funcionalizacdo das nanoparticulas por meio da
imobilizacao da proteina BSA e do aminoacido lisina, utilizados como moléculas modelo
para definicdo das condi¢des experimentais para posterior adsor¢cdo do peptideo TAT.
Optou-se por explorar a técnica de imobilizacdo pela formacéo de ligagdo covalente,

utilizando o EDC para ativagdo dos grupos acidos presentes nas nanoparticulas.

5.1.1 Imobilizacdo da proteina BSA

A funcionalizacdo das nanoparticulas com a proteina BSA foi realizada por meio
de formacdo de uma ligacdo covalente entre o grupo acido acrilico presente no
comondmero e 0 grupo amino terminal da proteina, mediante ativacdo com EDC. A
escolha desta proteina como modelo para a reagéo de funcionalizacéo se deu pela sua
aplicacdo em diversos trabalhos na éarea de transporte de farmacos, baixo custo e
estabilidade (GELAMO et al., 2002). A definicdo da massa inicial de BSA utilizada nos
ensaios foi baseado nos resultados reportados no PEIXOTO (2013) e também no
calculo da massa requerida de proteina para formagdo de uma monocamada na
superficie das nanoparticulas. Para este calculo, levou-se em consideracdo o diametro
médio das particulas em estudo e o didmetro da BSA, supondo uma configuragéo
esférica da proteina. Os célculos utilizados s&o apresentados no APENDICE J. Dessa
forma, a razdo massica (BSA/NP) minima para a formacao de uma monocamada foi de
0,08. A razdo méssica usada foi de 0,4; ou seja, em concentracdes de BSA acima do
nivel minimo requerido para formag¢do de uma monocamada.

Foram realizados testes para as amostras do copolimero e também para o

PMMA, possibilitando a comparacdo dos valores obtidos. A quantificacdo da proteina
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por meio do ensaio de BRADFORD mostrou que cerca de 75% da BSA utilizada foi
imobilizada em ambas as amostras, como mostrado na Tabela 5.1. Os valores
apresentados nesta tabela foram calculados com base na massa de 10 mg de polimero
utilizado no ensaio de funcionalizacdo. A area especifica foi calculada com base no
diametro médio das particulas, consideradas esféricas. A area especifica obtida para as
particulas de PMMA (R06) foi de 111 m?/g e para as amostras de P(MMA-co-AA) (RO7,
RO8 E R09) foi de 75 + 24 m?/g.

Os valores obtidos para a imobilizacdo da BSA em ambas as matrizes, PMMA
ou copolimero, ficaram préximos, sendo que, quando foram utilizadas particulas de
PMMA, a quantidade de BSA imobilizada foi maior em massa. Na avaliacdo pela area
superficial disponivel das nanoparticulas, a relacao se torna similar, uma vez que as

particulas do copolimero apresentaram didmetros maiores e areas especificas menores.

Tabela 5.1: Quantificacdo de BSA imobilizada nas nanoparticulas.

BSA BSA

0
Amostra Reacéo imobilizada imobilizada img)bﬁiszgda
(mgBSA/ng) (mgBSA/mZNP)
PMMA RO6 92 0,83 77
RO7
P(MMA-co-AA) RO8 76 +6 1,1+0,3 71+2
R09

Os valores indicados para o copolimero séo referentes a trés amostras, sendo reportados como média +

desvio padrdo. Nos ensaios de adsorgéo foi utilizada uma massa inicial de BSA de 1 mg.

Estes resultados sugerem a possibilidade de que os grupos acidos inseridos no
polimero ndo se encontrem disponiveis para ligacdo ou ainda que outras for¢cas ndo
especificas, como interacdes hidrofébicas e eletrostaticas, controlem o processo de
adsorcdo. Conforme descrito por PEIXOTO (2016) esta quantidade de proteina
conjugada a superficie das particulas garante a formacgéo de multiplas camadas de BSA.

Medidas do potencial zeta das amostras apds a imobilizacdo foram realizadas
com o objetivo de verificar alguma alteracdo das caracteristicas das particulas com a
insercdo da proteina. Os resultados mostraram um abaixamento significativo do
potencial zeta apds adsorcdo, conforme mostrado na Tabela 5.2, o que confirma a
modificagdo da superficie das particulas.

Os valores de potencial zeta encontrados néo ficaram préoximos do potencial de
-10 mV relatado por SALGIN et al. (2012) para a BSA em pH igual a 6,8 no meio de

imobilizacdo. Este resultado sugere que a cobertura de BSA nas particulas néo foi
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completa. Porém, a alteracdo do potencial zeta das amostras evidencia a presenca da
proteina na superficie das particulas em grande quantidade, visto que as cargas
existentes na superficie das particulas sdo majoritariamente provenientes do
surfactante. O abaixamento dos valores de potencial zeta também estao relacionados a
formacdao de ligacdes de hidrogénio da proteina BSA.

Tabela 5.2: Comparacgéo do potencial zeta das nanoparticulas antes e apés a

funcionalizagéo.

~ Potencial zeta inicial Potencial zeta apés
Amostra Reacgao * . o
(mV) imobilizagéo
PMMA RO6 -54 -27,65
RO7
P(MMA-co-AA) RO8 53+ 4 20+ 9
R0O9

*Os dados da Tabela 4.3 séo reportados com o potencial zeta das particulas para fins de comparacéo.

Com o intuito de verificar a formacéo da ligacdo covalente pela rota quimica
sugerida, foram realizados ensaios de FTIR das amostras iniciais, ap0s a adicdo do
EDC e ap6s a imobilizacdo da proteina. A andlise se deu pela comparacao dos
espectros obtidos e a diferenciacdo de picos caracteristicos. Na Tabela 5.3 é
apresentado um resumo das principais informacfes fornecidas pela técnica de FTIR
para a imobilizagdo de biomoléculas nas nanoparticulas (CESAR-OLIVEIRA et al.,
1999; RIBEIRO e SOUZA, 2007; PAVIA et al., 2009).

Inicialmente, apresenta-se na Figura 5.1 o espectro de FTIR da BSA, proteina
modelo em estudo. A BSA é uma proteina de alta massa molar, cuja estrutura priméria
€ constituida por cerca de 580 residuos de aminoacidos (GELAMO et al., 2002). No
espectro de FTIR da BSA é possivel localizar as bandas caracteristicas de ligacdes
amida, em 3300 cm™ e 1640 cm?, provenientes das mdltiplas ligacdes de amino&cidos.
Além disso, em 1550 cm™ encontra-se o pico correspondente a deformacédo simétrica

da ligagdo NH, de aminas primarias.
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Tabela 5.3: Principais bandas de FTIR associadas ao sistema estudado.

Numero de onda (cm-

1 Grupamento caracteristico
3500-3000 Estiramento da ligagdo OH da 4gua
3300 Amida A — Estiramento da ligacdo NH
3100 Amida B — Estiramento da ligacdo NH
3200-2500 Estiramento da ligacdo OH de &cido carboxilico
1800-1500 Ligacdo C=N
1750-1670 Estiramento da ligacdo C = O de éster
1700-1600 Amida | — Estiramento das ligacdes C=0
1470-1430 Deformacédo angular da ligacdo CH:
1590-1550 Deformagé&o angular simétrica da ligacdo NH»
1390-1370 Deformagé&o angular da ligacdo CHs
1300-1050 Estiramento da ligagéo C-O de ésteres
100 -
95
S 90
Y
[&]
«fu 85 -
1=
c
S 80
-
75 4
70 4 C=0 « A
de amida WH

' T T T ! T T T T '
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

numero de onda (cm™)

Figura 5.1: Espectro de FTIR da proteina BSA.

Na Figura 5.2 sdo apresentados os espectros de FTIR da amostra polimérica
funcionalizada (R0O7). A partir destes espectros, verifica-se a existéncia de um pico
intenso em 1716 cm?, caracteristico da carbonila (C=0) proveniente do polimero inicial,

gue contém grupos ésteres e acidos carboxilicos. No caso do acido, encontra-se ainda
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uma banda em 2950 cm™ que é caracteristica do grupo hidroxila. Além disso, o pico em
1144 cm™ pode ser atribuido as ligagdes C-O presentes no éster. As bandas observadas
na regido entre 1500 e 1000 cm™ referem-se a deformacéo angular das ligacdes C-H.

No espectro da amostra com EDC, observa-se o aparecimento de um sinal
préximo a 1570 cm?, caracteristico de ligacdes do tipo N = C, provenientes da molécula
de EDC.

Para a amostra funcionalizada, esperava-se encontrar picos de absorcao
caracteristicos de amidas, que caracteriza a ligacao supostamente formada. Assim, em
torno de 1700-1600 cm™, estaria localizada a banda referente ao estiramento da ligacédo
C=0 da amida enquanto em 3100-3300 cm™ estaria a banda atribuida ao estiramento
da ligagdo NH. No espectro apresentado n&o se observam tais sinais (ou estes estdo
presentes em intensidades muito baixas, ndo sendo detectados).

™ 4
:—_"‘, 2950
T e
< |
g 1571
-
=
= A
B kel e w/‘- — A\
—— P(MMA-co-AA)
P(MMA-co-AA) com EDC
—— P(MMA-co-AA) com BSA 1716 1144
T T J T T T T T T T J T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

numero de onda (cm’)

Figura 5.2: Espectros de FTIR da amostra (R07) para o ensaio de imobilizacdo da
BSA.

Como a intensidade do sinal observado da ligacdo amida foi muito baixa, ndo é
possivel concluir que a formacédo da ligacdo covalente esteja de fato ocorrendo. Além
disso, pode ser que a proteina BSA ndo seja um bom modelo para estudar o
comportamento do processo de funcionalizagdo por rota quimica, uma vez que se trata
de uma proteina de alta massa molar cujos grupos ativos podem estar envolvidos em

interagBes de outra natureza, devido & complexa conformacédo da molécula. A adsorcao
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em grandes quantidades de BSA sobre superficies poliméricas ja havia sido reportada
por outros autores (GELAMO et al., 2002; Li et al., 2005; PEIXOTO, 2013). A capacidade
de conjugacdo da proteina BSA por interacdes fisicas pode, no entanto, ser ainda
estudada e avaliada quanto a estabilidade do complexo formado.

Dessa forma, a investigacdo de uma segunda molécula modelo se fez
necessaria para garantir a verificacao da ligagdo quimica pela metodologia pretendida.
O TAT, peptideo de interesse, é uma molécula que apresenta dez residuos de
aminoécidos, dentre eles a lisina, que possui um grupo amino livre, além do grupo
terminal. Estes grupos amino podem ser utilizados para a rea¢cdo com a por¢ao acida
presente na superficie das nanoparticulas. Com base nessas caracteristicas, optou-se
por explorar a imobilizacdo da lisina nas nanoparticulas produzidas como reagéo

modelo.

5.1.2 Imobilizacdo do aminoacido lisina

O procedimento de imobilizacdo do aminoacido lisina foi semelhante ao
anteriormente estabelecido para a proteina BSA. Por se tratar de uma molécula muito
menor que a BSA, novos calculos foram realizados, de modo que a quantidade de lisina
utilizada nos ensaios de imobilizagdo possibilitasse pelo menos a formacédo de uma
monocamada na superficie das nanoparticulas.

Neste caso, a técnica de quantificacdo por meio do ensaio de BRADFORD né&o
foi adequada para estimar a quantidade de lisina imobilizada, uma vez que este é
indicado para avaliacdo de proteinas de alta massa molar (BRADFORD, 1976). Para a
gquantificacdo da lisina, utilizou-se o reagente OPA, sendo os resultados apresentados
na Tabela 5.4. Neste caso, o0 ensaio de funcionalizagéo foi realizado também com as
particulas contendo clioquinol, utilizando uma massa de 100 mg de polimero.
Novamente, a area especifica foi calculada com base no diametro médio das particulas,
consideradas esféricas.

As amostras de P(MMA-co-AA) (R07, R08 E R09) apresentaram area especifica
de 75 + 24 m?/g, as amostras de P(MMA-co-AA) CQ (R10, R11 E R12) apresentaram
area especifica de 104 + 3 m?/g e as amostras de P(MMA-co-MAA) (R13, R14 e R15)

apresentaram area especifica de 79 + 2 m?/g.
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Tabela 5.4: Quantificacdo de lisina imobilizada nas nanoparticulas.

- LYS .
Amostra Reacéo LY(Sm'mOt;'“Z?da imobilizada imcfobli_li\gda
9uvs/Gne (mgLYS/mZNP)
RO7
P(MMA-co-AA) ROS 131 + 13 1,7+05 31+2
RO9
R10
P(MMQSO'AA) R11 139+ 4 1,31+ 0,02 33+1
R12
R13
P%’tf@')co' R14 217 + 53 28+08 50 + 12
R15

Os valores indicados séo referentes a trés amostras, sendo reportados como média + desvio padrdo. Nos
ensaios de adsorc¢ao foi utilizada uma massa inicial de LYS de 40 mg.

Os resultados obtidos para a imobilizagdo da lisina nas amostras de
nanoparticula P(MMA-co-AA) contendo ou nao clioquinol foram semelhantes,
mostrando que a presenca do farmaco nao afeta o processo de adsorcao. O resultado
obtido para a amostra produzida com MAA foi maior, 0 que sugere que os tipos de
grupos funcionais presentes na estrutura do polimero interferem na afinidade pela
adsorcéo.

Verifica-se que ao menos metade da quantidade de lisina adicionada foi
adsorvida a superficie das nanoparticulas, sendo provavel que a quantidade de
aminodacido estipulada na metodologia experimental tenha sido superestimada. Neste
caso, uma menor quantidade de aminoacido poderia ser empregada, garantindo ainda
a ocorréncia da reacao.

Em relacéo ao potencial zeta das amostra de P(MMA-co-AA) apos a imobilizagéo
da lisina, verifica-se um pequeno abaixamento do valor de -57 mV (amostra inicial) para
-49 mV (amostra com lisina). A lisina € um amino&cido basico, com ponto isoelétrico em
torno do pH igual a 9,7, de forma que, em agua, meio empregado na andlise, apresenta-
se carregada positivamente. Desta forma, a redugdo das cargas negativas das
particulas é justificada. Este resultado sugere a modificagdo da superficie das particulas
pela insercdo do amino&cido, no entanto, a carga parece fortemente controlada pela

presenca do surfactante, como anteriormente descrito.
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No espectro de FTIR do aminoacido em questdo, apresentado na Figura 5.3,

verificam-se as bandas caracteristicas dos grupos funcionais amino e acido carboxilico,

pertencentes a estrutura da lisina, em 1580 cm™ e 2950 cm™, respectivamente.
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Figura 5.3: Espectro de FTIR do amino&cido lisina.

Os espectros de FTIR obtidos no ensaio de imobilizacdo da lisina nas particulas

de P(MMA-co-AA) sdo apresentados na Figura 5.4. Novamente, a avaliagdo foi

realizada com base na comparagcdo das amostras e diferenciacdo de picos

caracteristicos.

No espectro da amostra inicial, P(MMA-co-AA), foram novamente identificados

0s picos caracteristicos dos grupamentos quimicos presentes no material, como ja

discutido anteriormente. Para a amostra funcionalizada, foi possivel notar o pico em

1642 cm™, bem definido, caracteristico da ligacdo amida, o que sugere que a lisina foi

covalentemente ligada as nanoparticulas a partir da rota proposta.
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Figura 5.4: Espectro de FTIR das nanoparticulas (R07) apds o ensaio de imobilizacdo

com lisina.

Com o objetivo de confirmar a formagéo de ligacdo amida entre a lisina e a
nanoparticula, realizou-se uma analise de RMN, cujos espectros sdo apresentados na
Figura 5.5. O ensaio foi realizado nas mesmas condi¢gfes anteriormente descritas, tendo
como solvente o cloroférmio deuterado, sendo possivel a comparacdo dos espectros
para a amostra polimérica inicial e a amostra funcionalizada.

No espectro do aminoacido lisina, os picos referentes aos grupos quimicos
presentes na estrutura podem ser verificados. Os sinais em 1,3 e 1,5 ppm referem-se
os hidrogénios dos carbonos alifaticos. Os picos em 2,1 e 2,3 ppm podem ser atribuidos
aos hidrogénios do grupo amino da estrutura da lisina (PAVIA et al., 2009).

A partir da comparacéo dos espectros de *H-RMN das amostras verifica-se que
a principal diferenca é o aparecimento de uma banda em torno de 5,0-6,0 ppm, tipica
do hidrogénio ligado ao nitrogénio do grupamento amida. Este resultado complementa
a andlise de FTIR e comprova a ligacdo quimica formada e a presenca de lisina na

superficie da particula.
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Figura 5.5: Espectro de H-RMN do aminoacido lisina e das nanoparticulas (R07)

antes e ap6s a funcionalizacéo.
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Verifica-se que o referido pico na regido de 5-6 ppm apresenta-se bastante largo.
Este comportamento pode estar relacionado com o tempo de relaxacdo da molécula no
solvente utilizado e a possiveis interagcdes com a matriz, sugerindo a existéncia de
dominios locais distintos, o que poderia ser investigado com maior profundidade.

Com o objetivo de comprovar adicionalmente a formagé&o da ligagdo amida, um
ensaio de dessorcao foi conduzido. Amostras de nanoparticulas funcionalizadas com
lisina foram submetidas a sucessivas lavagens com diferentes solu¢des. O processo de
lavagem e centrifugacao foi realizado trés vezes, sendo utilizadas solu¢des tampao de
variados pH.

Apos secagem em estufa de recirculacéo, realizaram-se andlises em FTIR das
amostras. Verificaram-se em todos 0s espectros o0s picos caracteristicos da ligacao
amida, 3300 cm? e 1640 cm?, conforme demarcado na Figura 5.6. Este resultado
evidencia que o aminoacido foi imobilizado nas nanoparticulas em decorréncia da

formacéo de uma ligag&do quimica covalente e ndo somente pela sua adsorc¢éo fisica.
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Figura 5.6: Espectro de FTIR das nanoparticulas (R07) apés lavagens com diferentes

solucbes.

A funcionalizacdo com o aminoécido lisina foi também realizada para as
particulas de P(MMA-co-MAA) e o espectro de FTIR, mostrado na Figura 5.7, também
evidencia a formacgéo da ligagdo quimica entre a lisina e o polimero, uma vez que 0s

picos caracteristicos em 1600 e 3300 cm™ puderam ser observados.
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Dessa forma, pode-se concluir que a rota de imobilizacdo proposta foi capaz de
funcionalizar as particulas poliméricas por meio da formacdo de uma ligacdo quimica.
Com estes resultados, foi possivel dar inicio aos ensaios de conjugacéo do peptideo de

interesse.

—— P(MMA-co-MAA) com lisina
— P(MMA-co-MAA)

Transmiténcia (u.a)

y T ¥ T T T 4 T - T X T ' T
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Figura 5.7: Espectro de FTIR das particulas de P(MMA-co-MAA) (R13) antes e apos

funcionalizacgéo.

5.1.3 Imobilizacdo do peptideo TAT

A metodologia empregada para imobilizacdo do peptideo TAT nas
nanoparticulas foi semelhante as descritas para BSA e lisina. Neste caso, o peptideo foi
adicionado na segunda etapa do processo de funcionalizacdo na concentracdo de 1
mg/mL.

O peptideo imobilizado foi quantificado pelo ensaio de BRADFORD, conforme
apresentado na Tabela 5.5, e o resultado mostrou que cerca de 80% do TAT adicionado

ao sistema foi imobilizado nas nanoparticulas.
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Tabela 5.5: Quantificacdo do peptideo TAT imobilizado nas nanopatrticulas.

A ~ TAT / NP TAT / NP % TAT

mostra Reacao 2 . -
(mgTAT/gNP) (mgTATIm NP) imobilizado

P(MMQSO'AA) R10 40,8 0,39 81,5

O espectro de FTIR obtido ap6s a imobilizacdo do peptideo TAT € apresentado
na Figura 5.8. Conforme podia ser esperado, a amostra funcionalizada apresentou os
picos caracteristicos da formacao da ligagdo amida, assim como quando 0 aminoacido
lisina foi utilizado. O espectro de FTIR evidencia a ocorréncia da formacdo da ligacdo

covalente.
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Figura 5.8: Espectro de FTIR das nanoparticulas (R10) apés o ensaio de imobilizagédo
do TAT.

5.1.4 Imobilizacdo do marcador 2-Abz

A insercdo de um marcador de fluorescéncia na superficie das particulas foi
necessaria para possibilitar a posterior analise nos ensaios in vivo. A molécula do 2-
amino benzamida apresenta grupos amino em sua estrutura, como mostrado na Figura
3.4 anteriormente apresentada, que poderiam ser utilizados para funcionalizacdo das
particulas, partindo-se da rota de imobilizagdo com EDC j4 utilizada nos demais testes.
Assim como quando usadas as outras biomoléculas, a imobilizacdo foi efetivada pela
formacdo de uma ligagdo amida entre os grupos &cidos provenientes da nanoparticula

e 0S grupos amino presentes nos ligantes.
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Dessa forma, o mesmo procedimento de funcionalizacéo ja descrito foi utilizado
para imobilizacdo do marcador 2-Abz, sendo este adicionado na concentracdo de 5
mg/mL. A verificacdo da ligacdo amida formada foi realizada por analise de FTIR e 0
espectro obtido é apresentado na Figura 5.9. Novamente, conforme esperado, as

bandas relativas a ligagdo amida estéo presentes no espectro obtido.
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Figura 5.9: Espectro de FTIR para nanoparticula funcionalizada com o marcador de

fluorescéncia 2-Abz.

E importante ressaltar que a rota quimica usada para imobilizac&o neste trabalho
€ bastante versatil, sendo eficaz para funcionalizacdo de suportes contendo grupos
acidos com diferentes tipos de moléculas. Os ligantes testados diferem quanto ao
tamanho das moléculas, possibilidades de interacbes e presenca de outros grupos
guimicos. Lisina e 2-Abz sdo moléculas pequenas, mas com estruturas que permitem
diferentes tipos de interagdo com o suporte. A molécula do peptideo TAT € maior, o que
possibilita variadas formas de empacotamento e disposicdo dos grupos para ligacéo.
Além disso, trata-se de um procedimento experimental simples, em que ndo séo
utilizados solventes toxicos e ndo demanda muitas etapas. E importante atentar também

para a influéncia do surfactante no processo de funcionalizagéo.
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5.2CONCLUSOES PARCIAIS

O presente capitulo apresentou os resultados obtidos durante os ensaios de
funcionalizagdo das nanoparticulas. A presenc¢a do grupo funcional acido carboxilico,
adicionado pela copolimerizagdo do MMA com monémeros &cidos, permitiu a
conjugacao, via reacdo quimica, de diferentes biomoléculas na superficie das particulas.
A proteina BSA e o aminoécido lisina foram inicialmente estudados como moléculas
modelo para desenvolvimento da metodologia de funcionalizagdo. Com a técnica de
funcionalizagéo proposta, o peptideo TAT, uma molécula de penetragcéo celular, pdde
ser conjugada na superficie das particulas. Para possibilitar a verificacdo das particulas
Nos ensaios in vivo e in vitro posteriores que seriam conduzidos, foi também imobilizado
na superficie das nanoparticulas o marcador de fluorescéncia 2-Abz. Apesar do baixo
percentual de incorporacdo do comondémero &cido acrilico na cadeia polimérica, a
formacéo da ligacdo amida foi evidenciada pelas andlises de FTIR, RMN e pelo ensaio
de dessorcao. O material desenvolvido neste estagio do trabalho seguiu para os testes

de liberacdo do farmaco.
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Capitulo VI

RESULTADOS E DISCUSSAO
LIBERACAO DO FARMACO

6.1ENSAIOS DE LIBERACAO DO FARMACO

Os ensaios de liberacdo do farmaco clioquinol foram realizados com o intuito de
determinar o perfil de liberagdo do farmaco e avaliar a cinética de liberag&o. Inicialmente
realizou-se um estudo da solubilidade do farmaco no meio de liberagéo e foi feita a
quantificagdo do clioquinol liberado em cada intervalo de tempo, tomada a partir de
dados cromatograficos. O método analitico para determinagcdo do clioquinol foi
previamente validado, sendo avaliados os parametros de seletividade, linearidade,

precisdo, exatiddo e limites de deteccao e quantificacao.

6.1.1 Validacdo do método analitico de quantificacédo por HPLC

O método analitico usado para determinagdo do clioquinol foi desenvolvido
tomando-se como base dados da literatura (CHHALOTIYA et al., 2014). Os parametros
cromatograficos foram avaliados para garantir a utilizacdo do método para quantificacao
do cliogquinol nos testes de liberagéo. Iniciou-se o desenvolvimento do método utilizando
um tempo de corrida de 5 minutos; porém, este tempo foi alterado para 10 minutos, pois
garantia melhor equilibrio e condicionamento da coluna para andlises sucessivas.

Na Figura 6.1 sdo apresentados os cromatogramas obtidos para a injecdo do
clioquinol em ACN, na concentracdo de 10 pg/mL e para o polimero também em ACN
na mesma concentracdo, nas condicdes estabelecidas pelo método.

A comparacao dos dois cromatogramas permite inferir a respeito da seletividade
do método proposto. O polimero ndo apresenta picos que se sobreponham ao farmaco,
ndo sendo um interferente na andlise. Observa-se um pico de intensidade baixa em 2,25

minutos para o polimero. O clioquinol apresentou tempo de retencdo em 2,7 minutos.
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Figura 6.1: Cromatogramas de HPLC para CQ e P(MMA-co-AA) em ACN.

O método proposto apresentou-se linear para toda a faixa de concentragées (1
a 50 pug/mL) definida para a curva de calibragdo. Note que a curva de calibracéo foi
montada a partir da média das areas de trés picos obtidos com base em pesagens
diferentes. Na Figura 6.2 é apresentada a curva de calibracdo obtida, bem como o ajuste
linear calculado. O ajuste linear obtido a partir dos dados cromatograficos resultou em
coeficiente de correlacdo de R? = 0,998. A andlise de variancia mostrou que a regressao
foi significativa e que os desvios da linearidade ndo eram significativos (p-valor < 0,05).
A curva analitica obtida foi utilizada para o célculo das concentragdes do clioquinol nos
testes de liberagéo.

A precisdo do método foi expressa em termos do desvio padréo relativo (DPR)
das medidas das amostras para cada um dos niveis de concentragdo avaliados (1, 20
e 50 ug/mL), ndo se admitindo valores superiores a 5%. Os resultados foram analisados
em termo das concentragdes e sédo apresentados na Tabela 6.1. Os valores de DPR
obtidos encontraram-se abaixo de 5%, garantindo que o método proposto apresenta

precisdo adequada.

133



Capitulo VI — Resultados e Discussao — Liberacdo do farmaco

2,0¢10" -
1,8)(10?—_
1,6)<10?-:
1,4)(10?—-
1,2x1o?-

1,0x10"

Area

8,0x10°
6,0)(106—-
4,0)(105—_
2,0x10° -,;

0,0 ]

- y = 839126 + 332553x
R’=0,9979

0

10 20 30 40 50
Concentragéo (ng/mL)

Figura 6.2: Curva analitica para verificacdo da linearidade do método cromatogréfico.

Tabela 6.1: Desvios padrao relativos para avaliagdo da precisdo nos ensaios de

calibracédo de HPLC.

Intra-corrida (Dia 1) Inter-corrida (Dia 2)

Padrdo Medida Média+tDP DPR | Padrdo Medida Média+DP DPR

(Mg/mL)  (ug/mL)  (Hg/mL) (%) | (ng/mL)  (pg/mL)  (pg/mL) (%)
1,84 2,23

1 1,88 1,90 £ 0,06 3,5 1 2,24 2,25+ 0,03 1,2
1,97 2,28
20,6 19,7

20 22,1 21,2+0,9 4,0 20 20,7 20,2+0,5 2,6
20,7 20,1
54,0 53,7

50 51,9 52+1 2,8 50 49,4 51+£2 4,2
51,1 51,0

A exatiddo do método foi avaliada a partir da recuperacédo do clioquinol, quando

este era contaminado com outros constituintes do sistema. Neste caso, as solu¢cfes de

clioquinol em ACN foram contaminadas com o polimero. Os resultados obtidos sé&o

mostrados na Tabela 6.2.
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Tabela 6.2: Porcentagem de recuperacédo do clioquinol para avaliacdo da exatiddo dos
ensaios de HPLC.

Concentracéao Concentracéao Recuperacao Média = DP
tedrica (ug/mL) medida (ug/mL) (%) (ug/mL)
0,84 93
0,9 0,82 91 92+2
0,81 90
18,6 103
18 18,9 105 103+ 3
18,0 100
41,4 92
45 45,5 101 98 +5
45,0 100

De acordo com os valores apresentados na Tabela 4.15, o método apresentou
exatidao adequada, uma vez que a porcentagem de recuperacédo de farmaco estava de
acordo com a requerida, entre 80 e 120%.

O limite de deteccdao foi calculado de acordo com a Equacéo 3.1, obtendo-se um
valor de 1,74 pg/mL. Este resultado representa o menor valor com que o pico de eluigéo
do farmaco poderia ser apropriadamente detectado.

Para o célculo do limite de quantificacdo, utilizou-se a Equacéo 3.2, obtendo-se
o valor de 5,81 pg/mL, sendo esta a menor concentracdo para o qual se conhecem a
exatidao e a precisdo do método.

Apresentam-se, na Tabela 6.3, os dados da validacdo da metodologia analitica
de modo resumido. Os testes comprovaram a validade do método, possibilitando a sua

utilizacdo nos estudos de liberagédo do farmaco.
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Tabela 6.3: Parametros de validacdo do método de HPLC proposto para quantificacdo

do clioquinol.

Parametro Resultado
Seletividade Positivo
Linearidade R? = 0,998
Preciséo DPR < 5%
Exatidao 92% a 103%
Limite de deteccéo 1,74 pg/mL

Limite de quantificacdo 5,81 pg/mL

6.1.2 Avaliacédo da liberacdo do farmaco

O teste de solubilidade do clioquinol em tampado de PBS, pH = 7,4, contendo
diferentes concentragfes de SDS permitiu selecionar uma condicdo em que o farmaco
apresentasse mais afinidade com o meio de liberagdo, sendo mais facilmente
solubilizado. Foi avaliada adi¢cdo de concentragdes de 1 a 5% (m/v) de SDS ao tampéo
PBS. As medidas das concentra¢gfes de saturacao determinadas apos incubacao das
amostras por 24 horas a 37 °C e sob agitacdo, sdo apresentadas na Figura 6.3

A leitura da amostra contendo 2% de SDS foge do padréo crescente encontrado
para os demais casos. E provavel que esta medida ndo esteja correta, tendo sido por
isso desconsiderada para avaliacdo do meio de liberacdo. Com base nos resultados
obtidos no teste de solubilidade, escolheu-se a solucdo tampéo de PBS contendo 4%
(m/v) de SDS para utilizagdo como meio de liberacdo nos ensaios seguintes. Esta
condicao foi selecionada porque permitiu a solubilizagdo de uma concentracdo mais alta
de clioquinol. A utilizacdo de 5% de SDS néo levou a ganho apreciavel de solubilidade.

Ressalta-se que a concentracdo de SDS utilizada nos testes de liberacdo foi
muito elevada, de maneira que esta condicdo ndo condiz com as condigdes tipicas que
seriam encontradas no organismo. No entanto, o teste de liberagédo, neste caso, foi
utilizado somente como um modelo para descrever o padréo cinético de transferéncia
do farmaco para um meio aquoso. E importante ainda desenvolver técnicas para
avaliacdo do perfil de liberacéo de farmacos hidrofébicos a partir das nanoparticulas que
ndo utilizem grandes quantidades de surfactantes e ainda que estes sejam substituidos

por compostos de origem natural.
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Figura 6.3: Concentragdo de saturag&o do clioquinol em solucéo de PBS (pH = 7,4)

contendo diferentes concentra¢des de SDS.

De acordo com a concentracdo de saturacao do farmaco e levando-se em conta
a manutencao da condigdo sink (ou seja, que o volume do meio de dissolucdo garanta
um minimo de trés vezes aquele necesséario para obter uma solu¢do saturada do
farmaco) (RAWAT e BURGESS, 2011), calculou-se a concentragdo méaxima de
clioquinol que deveria ser utilizada nos testes de liberacdo. Dessa forma, a maxima
concentracao de clioquinol foi determinada como sendo igual a 65 pg/mL.

Com base na eficiéncia de encapsulamento das nanoparticulas, determinou-se
0 volume de latex adicionado em cada recipiente. Nos testes de liberacdo foram
utilizados 1 mL do latex contendo as nanoparticulas com clioquinol (2 mg/mL, com
eficiéncia de encapsulamento de 97% para particulas do copolimero com AA e 98%
para particulas do copolimero com MAA) em 29 mL de meio de liberacdo. Foram
retiradas aliquotas de 1 mL em intervalos de tempo determinados e igual volume de
meio de liberacéo foi reposto ao sistema, mantendo-se o volume total constante e igual
a 30 mL.

Os ensaios de liberacdo (N = 3) foram realizados para as nanoparticulas de
P(MMA-co-AA) contendo 1% (m/m) de clioquinol, sintetizadas na reacdo de
polimerizacdo R12, por 9 horas. Os resultados obtidos, apresentados na Figura 6.4, sdo
reportados como a porcentagem de liberacdo, baseada na méxima concentracdo de
clioquinol no meio, em funcéo do tempo. As barras mostram os desvios padroes de cada
medida.
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Os dados de liberacdo foram ajustados aos modelos matematicos comumente
utilizados para este tipo de sistema: modelo de ordem zero, primeira ordem, Higuchi e
Peppas. O ajuste dos dados foi realizado no programa OriginPro 8 (OriginLab,
Massachusetts, EUA), usando o procedimento de minimos quadrados, com nivel de
confianca de 95%. A selecdo do modelo mais adequado para interpretagdo dos dados
se deu pelo coeficiente de correlacéo (R?) obtido. Dessa forma, o modelo de Peppas foi
0 mais apropriado, sendo o ajuste mostrado também na Figura 6.4.

w B o1
o (=] o
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Figura 6.4: Perfil de liberacdo do farmaco clioquinol a partir das nanopatrticulas de

P(MMA-co-AA) e modelo de Peppas ajustado.

O perfil obtido mostrou uma taxa de liberag&o lenta, de modo geral. No inicio do
teste, observa-se uma liberacdo rapida, sendo cerca de 20% do farmaco liberado nos
primeiros 30 minutos. A liberacédo inicial pode ser atribuida a presenca de farmaco na
superficie das nanoparticulas, sendo este rapidamente removido para o meio. Este burst
inicial pode indicar que grande parte do farmaco encontra-se numa regido mais
periférica da particula. Nas 3 horas seguintes, o perfil de liberacdo aumentou para 50%
e aparentemente se estabilizou, caracterizando a resisténcia difusiva. Dessa forma,
acredita-se que o principal mecanismo responsavel pela liberacao do clioquinol seja por
difusao.

Em relacdo a cinética de liberacao, os resultados sugerem que o modelo Peppas
apresentou 0 ajuste mais adequado aos dados obtidos, indicando que a liberacao é

controlada principalmente pela difuséo e resisténcia a transferéncia de massa para o
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meio. Na Tabela 6.4 sdo mostrados os coeficientes de correlagdo para os modelos

avaliados, bem como os parametros do modelo de Peppas ajustado.

Tabela 6.4: Modelos cinéticos de liberacao e coeficiente de correlacéo.

o Higuchi
Ordem Zero Primeira ordem Peppas
Q= ko t+0Q Q = Q- ekt N Q=kp-t"
R? R? n kp
0,828 0,726 0,884 0,964 0,32+0,05 303

Q representa a fragédo do farmaco liberada no tempo t e Q, representa a quantidade inicial de farmaco.

Em relacdo ao teste de liberacdo para a amostra de P(MMA-co-MAA), R16, os
resultados, apresentados na Figura 6.5, mostram um perfil de liberacdo muito diferente.
De acordo com a Figura 6.5 é possivel dizer que na amostra com MAA o clioquinol ndo
foi liberado, sendo observado somente cerca de 1% do clioquinol contido das particulas.
O &cido metacrilico apresenta em sua estrutura quimica um grupo metila a mais, se
comparado a estrutura do acido acrilico, que confere um carater mais apolar ao MAA.
Esta caracteristica faz com que o clioguinol permaneca mais retido nas particulas de

P(MMA-co-MAA), ndo sendo observada a liberacgéo.
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Figura 6.5: Perfil de liberacao do farmaco clioquinol a partir das nanoparticulas de
P(MMA-co-MAA).
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As duas amostras estudadas apresentaram comportamento de liberacdo do
farmaco bastante diferentes. O copolimero produzido com AA alcancgou cerca de 50%
de liberacdo em um perfil crescente; ja no sistema produzido com MAA, ndo ocorreu
liberacdo. Este resultado mostra que a estrutura da matriz polimérica exerce grande
influéncia no padréo de liberagdo de farmacos. Dessa maneira, o estudo de novas
condicdes de polimerizagdo, utilizando mondmeros com carater hidrofilico que
favorecam a disponibilizacdo do farmaco podem garantir a modulagdo do perfil de
liberacgéo.

6.2 CONCLUSOES PARCIAIS

Os resultados relacionados aos testes de liberagdo do farmaco clioquinol foram
descritos e discutidos no presente capitulo. A detec¢éo do farmaco liberado foi possivel
mediante a utilizacdo da técnica de HPLC, sendo necessario desenvolver e validar um
método cromatografico para quantificagdo. Os perfis de liberacdo obtidos para as
amostras dos polimeros com AA e com MAA foram muito diferentes. As particulas com
AA liberaram cerca de 50% do clioquinol em um perfil de liberacdo gradual e nas
particulas com MAA, o clioquinol ndo foi liberado. Dessa forma, a cinética de liberagéo
de um farmaco a partir de nanoparticulas é influenciada sobretudo pela composi¢éo da
matriz polimérica. Acredita-se que o mecanismo de liberacdo do clioquinol a partir das
nanoparticulas se dé principalmente por difusdo por entre os poros da matriz polimérica.
ApOs esta etapa, foram iniciados os testes para verificagdo da capacidade das particulas
para atravessar a BHE e alcancar as células do cérebro para disponibilizagdo especifica

do farmaco.
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Capitulo VII

RESULTADOS E DISCUSSAO
PERMEACAO NA BHE

7.1AVALIACAO DA CAPACIDADE DE PERMEACAO NA BHE in vivo

O reconhecimento do peptideo TAT pelas células da barreira hematoencefalica
e a capacidade de passagem das nanoparticulas funcionalizadas por esta membrana
foi avaliado por meio de ensaios in vivo utilizando camundongos como modelo. A
verificacdo da presengca das nanoparticulas nos cérebros dos animais apos as
administracdes foi realizada por deteccdo do marcador de fluorescéncia 2-Abz
imobilizado.

Os ensaios iniciais foram realizados utilizando as nanoparticulas do copolimero
com AA. Para as nanoparticulas produzidas com MAA, foi realizado apenas o ultimo

ensaio de rastreio nos orgaos.

7.1.1 Deteccao por espectrofotdmetro de fluorescéncia

A primeira técnica utilizada para verificacdo da presenca das nanoparticulas no
cérebro foi a deteccao por espectrofotbmetro de fluorescéncia, sendo inicialmente
realizado um teste preliminar para avaliacao e definicdo da técnica pretendida. Neste
experimento, a preparacdo (NP-TAT-2Abz) contendo as nanoparticulas (copolimero
com AA) foi adicionada diretamente ao cérebro macerado e homogeneizado em
diferentes diluicbes. Todas as diluices foram feitas em tampéo de PBS (pH = 7,4). A
Figura 7.1 apresenta o perfil de fluorescéncia obtido neste primeiro teste. O principal
objetivo deste teste foi verificar a intensidade de fluorescéncia do marcador, quando
misturado aos demais constituintes do cérebro, uma vez que a amostra ndo passou por
qualquer processo de purificacdo e remocéo de proteinas, que poderiam atuar como

interferentes.
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Como mostrado na Figura 7.1, o marcador 2-Abz apresentou uma boa
intensidade de fluorescéncia, com comprimento de onda méaximo de emissao em 420
nm, como esperado. O cérebro macerado e diluido em tamp&o de PBS foi utilizado como
controle e ndo apresentou fluorescéncia no comprimento de onda estudado. Este
comportamento mostra que os constituintes do tecido ndo interferem na medida que a
amostra pode ser utilizada sem purificacdo. As amostras contendo o cérebro e a
preparacdo adicionada apresentaram intensidade de fluorescéncia em 420 nm,
atribuida ao marcador 2-Abz, e perfil de comportamento semelhante ao do marcador
puro. Ressalta-se que é possivel verificar a presenca do marcador mesmo em baixa

concentracdo, com diluicdo de até 4000 vezes.
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Figura 7.1: Perfis de fluorescéncia para definicdo da técnica — Nanoparticulas

funcionalizadas adicionada diretamente ao cérebro.

Ainda com o objetivo de avaliar o desempenho da técnica de deteccéo, realizou-
se uma injecao intracraniana das particulas no animal. Neste caso, foram injetados 3 pL
da preparacdo, sendo a concentracdo de 2-Abz igual a 0,75 mg/mL. Esperou-se um
intervalo de 2 horas e procedeu-se a preparacdo da amostra para analise no
espectrofotbmetro. A Figura 7.2 apresenta o perfil obtido. Novamente, o cérebro do
animal néo tratado ndo apresentou méaximo de fluorescéncia no comprimento de onda

de 420 nm. O cérebro apos a injecédo IC mostra o perfil caracteristico do marcador 2-
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Abz, sendo possivel a sua clara deteccdo. Dessa forma, a andlise das amostras, sem
qualquer procedimento de purificacdo, por espectroscopia de fluorescéncia pode ser

utilizada para verificacdo da presenca das nanoparticulas no cérebro.
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Figura 7.2: Perfis de fluorescéncia para injecao IC das nanoparticulas funcionalizadas

no intervalo de circulacéo de 2 horas.

Com estes resultados, a administragéo periférica da preparagéo nos animais foi
iniciada. A administragcéo pela via intraperitoneal foi a escolhida em principio, devido a
maior simplicidade do procedimento e facilidade de inje¢do. Apos inje¢do, 0s animais
foram mantidos em ambiente confortavel, com agua e alimentag¢é@o a vontade por uma
hora, para circulagdo das nanoparticulas no organismo. Logo depois deste intervalo, 0s
cérebros foram dissecados e as amostras devidamente preparadas para as medidas no
espectrofotbmetro. As curvas obtidas neste experimento sdo mostradas na Figura 7.3.
Como controle neste experimento, foi utilizado o cérebro de um animal ndo tratado e a
injecdo de nanoparticulas funcionalizadas apenas com o marcador 2-Abz; ou seja, ndo
contendo o peptideo TAT imobilizado.

Como pode ser observado, o perfil de fluorescéncia para cada uma das amostras
é diferente. As amostras controle (NP-2Abz e N&o tratado) ndo apresentam maximo em
420 nm. O perfil obtido para a injecdo da preparacao (NP-TAT-2Abz) foi semelhante ao

perfil mostrado na Figura 7.1, relativo ao marcador. Porém, a intensidade observada foi
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baixa, se comparada a curva dos controles e ao perfil anterior (preparacdo adicionada
diretamente ao cérebro), o que torna o resultado inconclusivo a respeito da capacidade

das particulas chegarem ao cérebro.
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Figura 7.3: Perfis de fluorescéncia apos injecdo IP das nanoparticulas funcionalizadas

com o peptideo TAT e sem funcionalizag&o no intervalo de circulagéo de 1 hora.

Os dados obtidos neste experimento foram considerados promissores e
encorajaram a continuagdo dos testes, aumentando-se o tempo de circulagdo no
organismo e a concentracdo de marcador e TAT nas particulas injetadas. Assim,
diferentes formulacdes foram preparadas e injetadas via IP, com concentracéo de TAT
variando de 0,75 a 3,75 mg/mL e concentracdo de 2-Abz de 0,75 a 2,25 mg/mL. Para a
via de administracdo IP o volume de preparacéo injetada foi mantida em 10 ulL/g do
animal. Os animais utilizados apresentavam massa corpérea média de 30 g, sendo
entdo injetado 300 uL da preparacao contendo as nanoparticulas. No experimento foram
avaliados os tempos de circulacéo de 2, 4 e 6 horas. Os perfis obtidos nesses testes,
apresentados na Figura 7.4, ndo sugerem a presenca das nanoparticulas no cérebro
dos animais, sendo também inconclusivo. E importante ressaltar que o tempo de
circulagéo da preparacdo no organismo do animal, ndo apresentou efeito sobre os perfis

de fluorescéncia.
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Figura 7.4: Perfis de fluorescéncia das particulas no cérebro dos animais apods injecéo
IP de amostras funcionalizadas com o peptideo TAT e sem funcionalizacdo para

tempos de circulagéo de 2, 4 e 6 h.

Os resultados deste experimento com diferentes tempos de circulacdo no
organismo levaram a formulag&o da hipotese de que as particulas poderiam se distribuir
uniformemente pelo corpo do animal, fazendo com que a concentracdo de particulas
gue efetivamente chegam ao cérebro fosse pequena e nao detectavel pela técnica
utilizada.

Para avaliar essa hipotese, estimou-se a razdo de massa de TAT e 2-Abz em
relacdo a massa total do animal, considerando a distribuicdo das particulas em todo o
corpo. O valor obtido foi comparado com a massa de TAT e 2-Abz injetada diretamente
no cérebro via injecdo IC, para determinar a minima concentracdo possivel de ser
detectada, visto que o perfil de fluorescéncia obtido neste caso foi claro quanto a
presenca do marcador.

Os resultados deste calculo sédo apresentados na Tabela 7.1. A massa de ligante
foi calculada tomando-se a concentracéo de 2-Abz e TAT na preparacao e considerando
um volume médio de injecdo de 300 pL para via IP e 3 pL para via IC. A massa média
do animal considerada foi de 30 g. No caso da via IC, considerou-se a distribuicdo no
cérebro, sendo a massa média utilizada de 0,5 g (DAVIES e MORRIS, 1993).
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Tabela 7.1: Calculo da razdo m/m de distribuicdo de 2-Abz e TAT.

Via de 2-Abz TAT Razao m/m
administracao  'Mietado injetado 2-Abz/animal TAT/animal
c (Hg/HL) (Hg/HL) - Zianima anima
0,75 0,75 7.5 x 10° 7.5 % 10°
P 1,125 1,875 1,13 x 10° 1,88 x 10°
2,25 3,75 2,25 x 10° 3,75 x 10°
Ic 2,25 3,75 1,35 x 10° 2,25 x 10°

O perfil de fluorescéncia obtido quando a injecédo IC foi realizada mostrou-se
claro e a quantidade injetada foi detectavel, conforme anteriormente apresentado. Neste
caso, admitindo-se que as particulas se distribuam pelo cérebro do animal, o marcador
deve ser encontrado na razdo (m/m) de 1,35 x 10°. Este valor pode ser considerado a
menor concentracdo de 2-Abz capaz de ser detectada. Com o objetivo de verificar a
concentracdo de marcador utilizada nos testes com injecéo IP, admitiu-se a hipétese de
que as particulas se distribuem uniformemente pelo corpo do animal. Caso esta hip6tese
fosse verdadeira e a razdo (m/m) de 2-Abz fosse maior que o obtido para a injecéo IC,
as particulas deveriam ser detectadas pela técnica de fluorescéncia utilizada, se estas
conseguirem atravessar a BHE e chegar ao cérebro. Os valores calculados foram
maiores somente quando a preparagdo contendo 2,25 pg/uL de 2-Abz e 3,75 pg/pL de
TAT foi utilizada, mostrando que, se as particulas estivessem no cérebro, seriam
detectadas. Porém, o perfil de fluorescéncia obtido no experimento utilizando esta
preparacgdo foi ainda inconclusivo.

Na hipotese de que ocorresse a distribuigdo das particulas por todo o organismo
do animal, realizou-se um experimento para verificar o possivel acimulo das
nanoparticulas em outros érgaos. A preparacéao foi injetada via IP e EV, com intervalo
de circulacao de 2 horas. Neste teste foram avaliados, além do cérebro, o figado, o
coragao, o bago e os rins, sendo as amostras preparadas de modo similar aos testes
anteriores. Os perfis obtidos, mostrados na Figura 7.5, ndo apresentaram intensidade
de fluorescéncia no intervalo avaliado; ou seja, as particulas, com e sem a presenca do
peptideo TAT, ndo foram detectadas. Dentre os perfis mostrados, a injecdo da
preparacdo de NP-2Abz pela via IP chamou a atencéo, por apresentar um sinal em 420

nm, 0 que poderia ser referente a presenca de particulas no coracdo do animal.
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Figura 7.5: Perfis de fluorescéncia nos 6rgéos estudados apoés injecéo IP e EV da
preparacdo NP-2Abz e NP-TAT-2Abz.

Um experimento para avaliacdo da cinética de circulacdo das particulas no
organismo do animal foi realizado por meio de coletas de sangue apds injecdo EV da
preparagdo. As amostras foram coletadas em intervalos de tempo estabelecidos,
totalizando 2 horas de acompanhamento. Para avaliacéo dos perfis de fluorescéncia, as
amostras de sangue foram diluidas em tamp&o de PBS (pH = 7,4) na raz&o de 1/1250.
Os resultados obtidos estdo sintetizados na Figura 7.6. A linha representa a amostra
recolhida do animal ndo tratado (controle negativo) e o pontilhado representa as

amostras coletadas ap6és injecédo da preparacdo NP-TAT-2Abz.
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Figura 7.6: Dindmica das nanoparticulas no sangue do animal a partir das andlises de

fluorescéncia das amostras coletadas em tempos de circulacdo determinados.

De acordo com a Figura 7.6 a concentracdo de particulas no sangue diminui com
0 passar do tempo, de maneira que ao final de 2 horas as particulas ndo sdo mais
encontradas. Os perfis mostram que as particulas ficam na circulagdo sanguinea até no
méaximo 60 min. E importante relembrar que em todos os experimentos realizados até
entdo foi considerado um tempo de circulacdo maior que 60 min e que nestes testes 0s
resultados foram considerados inconclusivos.

Com o objetivo de quantificar o material presente no sangue em cada tempo, 0s
perfis de fluorescéncia foram normalizados no intervalo de 400 a 460 nm e as linhas de
base corrigidas. A quantidade de nanoparticulas foi estimada pelo céalculo da area
abaixo de cada grafico. Os valores obtidos foram ainda normalizados em relagao a maior
area, permitindo uma comparacao relativa entre eles. Na Figura 7.7 sdo mostrados os
perfis corrigidos e a comparacao da quantidade de nanoparticula presente no sangue

em cada tempo.
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Figura 7.7: Dinamica das nanoparticulas no sangue corrigida e comparacgéo da
guantidade de material presente no sangue em cada tempo utilizando-se a area

normalizada abaixo de cada curva.

Logo apo6s a injecdo, a quantidade de particulas detectada no sangue foi
méaxima. Apés 10 min de circulagao, ocorreu diminuicdo da concentracdo para cerca de
40% deste valor. Apos 30 min de circulagao, as particulas ainda podiam ser detectadas,
desaparecendo logo depois.

Esse resultado sugere que 0 organismo apresenta algum mecanismo de
remocdo das particulas. Segundo BERTRAND e LEROUX (2012), o mecanismo de
remocdo de sistemas coloidais do organismo depende do tamanho, forma e
propriedades superficiais das particulas. Dentre 0s possiveis mecanismos de remogao
e limpeza do organismo algumas suposi¢cdes podem ser validas: os rins poderiam ser
responsaveis pela filtragdo do material ou as particulas poderiam ser consumidas
durante o metabolismo ou ainda atacadas por macréfagos. E importante ressaltar que
as nanoparticulas poliméricas ndo acumulam no organismo aparentemente, tendo em
vista que ndo foram detectadas para tempos longos.

A avaliacdo da urina dos animais nao foi possivel pela técnica de fluorescéncia
proposta, uma vez que a amostra de urina apresentou picos de fluorescéncia em
comprimentos de onda que sobrepunham ao marcador 2-Abz.

MANJUNATH et al. (2005) e LUO et al. (2011) apresentam estudos de
distribuicdo nos tecidos e biodisponibilidade de nanoparticulas lipidicas em modelos
animais de ratos e camundongos. Os dois trabalhos mostraram que as particulas sdo
encontradas em maior quantidade nos rins e figado. O material desenvolvido por
MANJUNATH et al. (2005) foi encontrado no plasma sanguineo de ratos até 18 horas

apos a injecdo, numa concentracdo de 0,05 pg/mL. J& as particulas de LUO et al. (2011)
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apresentaram tempo de residéncia média nos 6rgdos de camundongos de 2 horas,
sendo encontradas na concentracao de 10 pg/mL.

O curto espaco de tempo em que as nanoparticulas sdo encontradas no
organismo representa um desafio para as pesquisas. As propriedades de superficie das
nanoparticulas, como tamanho, carga e afinidade, apresentam forte influéncia na
interagdo com as membranas biolégicas. Os materiais poliméricos desenvolvidos com
0 propésito de carreamento de farmacos e liberacdo sitio-especifica precisam ser
aprimorados, para garantir maior permanéncia no organismo.

BERTRAND e LEROUX (2012) descreveram o sangue como um tecido de
conexao, responsavel pelo transporte de oxigénio, nutrientes e residuos no corpo. Apos
injecdo, as particulas interagem com as proteinas presentes no plasma do sangue. Esta
interacdo é guiada pelas propriedades de superficie das particulas e influenciada pelo
tempo de circulagédo e acumulacdo nos demais tecidos do organismo.

Sabendo que as particulas foram encontradas no sangue do animal em tempos
menores (até 30 min), avaliou-se a presenca do material em outros 6rgdos. A
preparacdo de NP-TAT-2Abz e NP-2Abz foi injetada pela via EV, deixando-se circular
por 10 min e 30 min. Foram analisados o cérebro, baco, coragéo e rins. A Figura 7.8
apresenta os perfis obtidos e ja corrigidos, conforme descrito anteriormente. Os perfis
sdo apresentados como a média da intensidade de fluorescéncia obtida para um ensaio
com 3 animais para cada preparagao e tempos.

Como pode ser observado na Figura 7.8, o perfil corrigido do animal nao tratado
(controle negativo — CN) apresentou intensidade no intervalo para o cérebro e coragao.
O valor de é&rea calculado em cada um deles foi subtraido dos demais como um

interferente para a comparacéo posterior.
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Figura 7.8: Perfis de fluorescéncia para injecdes das preparacdes NP-TAT-2Abz e

NP-2Abz (ambas P(MMA-co-AA) com tempos de circulagéo de 10 min e 30 min.

Com o intuito de descrever a quantidade de particulas que conseguem alcancar

cada um dos Orgdos, realizou-se um teste para detectar a maxima fluorescéncia da

preparagdo em cada tecido avaliado. Assim, um animal n&o tratado foi dissecado, e os

respectivos drgaos preparados. Cada tecido foi contaminado com 100 pL da amostra

(mesmo volume injetado via EV nos animais) e devidamente homogeneizado. Apds a

leitura dos perfis de maxima intensidade de fluorescéncia, procedeu-se a normalizacao

dos resultados anteriormente descritos. A Figura 7.9 apresenta a quantificacao relativa

das nanoparticulas em cada 6rgéo avaliado.
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Figura 7.9: Comparacao das quantidades de nanoparticulas de P(MMA-co-AA)

encontradas em cada 6rgao normalizada pela maxima intensidade de fluorescéncia.

A Figura 7.9 mostra claramente que todas as particulas sdo encontradas em
maior quantidade nos rins, cerca de 25% da quantidade injetada. E provavel que os rins
sejam responsaveis pelo mecanismo principal de remocao das particulas poliméricas
do organismo do animal. Observa-se ainda uma grande variac&o dos resultados obtidos
para cada animal, tendo em vista as barras de desvio padrdo apresentadas,
destacando-se a leitura da amostra NP (10 min) nos rins. E possivel que este efeito seja
devido a alteracdes de metabolismo e a massa corporal de cada animal.

Na comparacdo dos tempos de circulagdo, observa-se diminuicdo da
concentracao de particulas em quase todos os 6rgdos. Este resultado ja seria esperado,
uma vez que as particulas sdo removidas do organismo, como mostrado no teste de
dindmica no sangue. Considerando a grande variagdo dos resultados, verifica-se que
as particulas conseguem atingir o cérebro e demais 6rgaos, independente da presenca
do peptideo TAT. Dessa forma, ndo é possivel inferir que a presenca do peptideo TAT
possa favorecer a penetracdo das particulas nas células da BHE.

PreparacBes com nanoparticulas de P(MMA-co-MAA) foram também avaliadas
no ensaio de rastreio nos 6rgaos, tomando como base o procedimento adotado para as
particulas do copolimero de AA. Os perfis de fluorescéncia obtidas, apresentadas na

Figura 7.10, mostram que foi possivel também detectar a presenca das particulas de
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P(MMA-co-MAA) nos orgaos estudados, porém em uma quantidade muito menor que

as particulas de P(MMA-co-AA), visto os valores de intensidade de fluorescéncia.
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Figura 7.10: Perfis de fluorescéncia para inje¢cdes de particulas de P(MMA-co-MAA)
com tempos de circulagdo de 10 min e 30 min.

A quantificacéo relativa foi também calculada com base no maximo valor de
intensidade que seria detectado, caso toda a preparacao injetada conseguisse alcancar
0 0rgdo. Os resultados obtidos sao mostrados na Figura 7.11, apds procedimento de
normalizacdo. Verifica-se que a maior quantidade de particulas foi encontrada nos rins,
assim como no experimento anterior. As duas particulas produzidas parecem ter sido
encaminhadas para o sistema excretor do animal, sendo posteriormente eliminadas.
Observa-se a diminuicdo da quantidade de particulas nos rins com o tempo. Nos demais
orgdos, a quantidade de particulas parece se manter constante no tempo avaliado. As
particulas funcionalizadas com o TAT e as particulas ndo funcionalizadas conseguem
atingir o cérebro e demais 6rgdos de maneira igual, ndo havendo uma tendéncia mais
favoravel com a presenca do peptideo.

Os resultados obtidos pela técnica de detecgdo por espectrofotdmetro de

fluorescéncia conseguiram verificar com clareza a presenca das particulas nos orgaos
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estudados, quando considerados tempos de circulacdo de 10 min e 30 min. Dessa
forma, é possivel concluir que as nanoparticulas desenvolvidas apresentam capacidade
de penetracdo nas células dos tecidos, porém sem especificidade somente para as
células da BHE. O material pode ser ainda trabalhado de forma a aumentar a sua
seletividade para entrega de farmacos no cérebro e possivel aplicacdo no tratamento
de doencas neurodegenerativas.
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Figura 7.11: Comparacao da quantidade de nanoparticula de P(MMA-co-MAA)

encontrada em cada 6rgao normalizada pela maxima intensidade de fluorescéncia.

7.1.2 Deteccao por microscopia

A técnica de microscopia de fluorescéncia foi também utilizada para verificagdo
das nanoparticulas no cérebro dos animais. Os cortes histolégicos foram preparados a
partir de um animal n&o tratado (controle negativo), um animal que recebeu injecédo
intracraniana (controle positivo) e um animal apos injecdo intraperitoneal e circulagao
das nanoparticulas por 24 horas. As imagens obtidas sdo mostradas na Figura 7.12.

A imagem do controle negativo mostra a auséncia de fluorescéncia, enquanto
gue a coloracdo azul do marcador de fluorescéncia utilizado e referente a presenca de
particulas é verificada na imagem do controle positivo. A lamina do animal que recebeu

a preparacdo de nanoparticulas apresenta um fraco sinal de fluorescéncia, indicando a
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presenca de raras nanoparticulas e se assemelha mais ao controle negativo. Este
resultado, porém, ndo surpreende, tendo em vista o tempo de circulacédo das particulas
no organismo. Como mostrado pelo teste no sangue, as particulas sdo encontradas no
animal somente até 30 min apos a injecdo., de maneira que as analises de microscopia

confirmaram os resultados anteriores.

Controle negativo Controle positivo Injecdo IP — circulagdo de 24 horas

Figura 7.12: Imagens de microscopia dos cortes histologicos dos cérebros.

7.2AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE E DIFUSAQ in vitro

A citotoxicidade das amostras produzidas foi avaliada a partir da viabilidade
celular, utilizando cultura de células Caco-2, que sdo cultivadas como uma Unica
camada e possuem “Tight junctions”. Como controle, o ensaio foi também realizado para
0 meio de cultura e o meio de cultura diluido em agua. Foram avaliadas as
nanoparticulas de P(MMA-co-AA) (R07), P(MMA-co-AA) CQ (R10) e P(MMA-co-MAA)
(R13). Os testes foram realizados em triplicata em dias diferentes, apés adequado
cultivo das células. A Figura 7.13 apresenta as curvas de viabilidade celular obtidas para
cada uma das amostras.

Um trabalho anterior do grupo (PEIXOTO, 2013) mostrou que as nanoparticulas
de PMMA nao apresentam efeitos téxicos para as células na concentracéao de até 1750
Mg/mL, No presente trabalho, o intervalo de concentracdes de nanoparticulas avaliado
variou entre 4 a 8000 ug/mL, com o intuito de verificar em qual faixa de concentragéo o
material produzido passa a ser toxico para as células. A partir dos dados obtidos foi

possivel calcular a CC50 para cada uma das amostras, mostrada na Tabela 7.2.
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Figura 7.13: Curvas de inibicao celular.

Tabela 7.2: CC50 calculada a partir dos resultados de viabilidade celular.

Amostra

CC50 (ug/mL)

P(MMA-co-AA) — NP-AA (RO7)
P(MMA-co-AA) CQ — NP-AA-CQ (R10)
P(MMA-co-MAA) — NP-MAA (R13)

2411
1990
1689

As amostras apresentaram CC50 na faixa de 1700 a 2400 ug/mL, sendo nesta
concentracdo verificada morte de 50 % da cultura de células. Os resultados obtidos

confirmam os dados reportados por PEIXOTO (2013), uma vez que efeitos toxicos das

nanoparticulas foram encontrados apenas em concentragdes mais elevadas. A partir da

determinagdo dos efeitos citotdxicos das particulas para as células, iniciou-se o

experimento de permeabilidade celular.

No experimento utilizando as camaras transwell, as amostras de nanoparticulas

diluidas em meio de cultura, na concentracdo de 100 pg/mL, foram inseridas no

compartimento superior das camaras. A leitura da fluorescéncia de aliquotas retiradas

do compartimento inferior e superior (300 uL) foi realizada apés incubacao por 4 horas.
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Os valores foram corrigidos com base no volume da amostra analisado e sdo mostrados

na Figura 7.14.
I Inferior
2.0- I Superior
1,8-.
1,6-
1,4—'
1,2-_
104
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Figura 7.14: Permeabilidade celular a partir da intensidade de fluorescéncia para as
aliquotas retiradas dos compartimentos inferior e superior do suporte Transwell apés 4
horas de incubacéao.

Os controles positivos, designados por CP na Figura 7.14, caracterizam a
passagem das particulas. No CP transwell foram obtidos valores semelhantes de
intensidade de fluorescéncia nos dois compartimentos (uma mistura perfeita), o que
mostra que a membrana do suporte ndo afeta na passagem de particulas. Assim, o
transporte é influenciado somente pela camada de células.

As amostras CP AA e CP MAA atingiram valores de intensidade de fluorescéncia
semelhantes no compartimento inferior. Este valor representa a passagem das
particulas, ja& que nestes casos, a camada de células foi tratada para abertura das
juncdes, favorecendo o transporte. Na presenca das células, o valor de intensidade
encontrado € maior no compartimento superior que o valor de intensidade verificado
somente para o suporte. Este dado mostra que as ceélulas oferecem uma certa
resisténcia ao transporte.

Os resultados mostram que as particulas dos copolimeros de AA e MAA
conseguiram atravessar a camada de células e foram detectadas no compartimento
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inferior com intensidades de fluorescéncia semelhantes aos respectivos controles
positivos. A presenca do peptideo TAT parece nao interferir no processo de transporte,
uma vez que todas as amostras foram capazes de atravessar a camada de células. Este
resultado esta de acordo com os resultados obtidos nos ensaios in vivo, em que nao
foram encontrados indicios claros do favorecimento da penetracdo pela presenca do
peptideo TAT.

7.3CONSIDERACOES PARCIAIS

Neste capitulo foram apresentados e discutidos os resultados referentes aos
testes realizados para verificacdo da presenca das nanoparticulas no cérebro e a
capacidade de atravessar barreiras celulares. Os ensaios de citotoxicidade in vitro
mostraram que o material preparado ndo apresenta toxicidade para as células, desde
que utilizado em concentracbes méaximas de cerca de 1700 pg/mL. Este valor
encontrado corrobora com resultados ja reportados por estudos do grupo de pesquisa
utilizando-se particulas semelhantes. Além disso, os ensaios de difusdo celular
apontaram para a capacidade das particulas de penetrar uma barreira celular. Os
resultados mostraram que todas as amostras conseguiram permear o sistema de forma
igual. Os ensaios in vivo mostraram que as nanoparticulas apresentam um tempo de
meia-vida curto no organismo, sendo removidas em um tempo de cerca de 30 minutos
da circulagcdo. O teste de bio-distribuicdo mostrou que as particulas se distribuem de
forma diferente nos 6rgaos estudados e que o perfil de distribuicdo é também
influenciado pela composicdo do polimero. As particulas de P(MMA-co-AA)
conseguiram alcancar todos os 6rgaos e foram encontradas principalmente nos rins. Ja
as particulas de P(MMA-co-MAA) nao foram encontradas nos 6rgdos estudados. Os
resultados dos testes realizados se complementam e sugerem que a presenca do
peptideo de penetracdo celular ndo favoreceu o transporte das particulas. Dessa forma,
faz necessario o estudo da modificagdo da superficie das particulas para aumentar o

tempo de residéncia e garantir a especificidade do transporte.
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Capitulo VIII

CONSIDERACOES FINAIS

8.1 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho de doutorado propés o desenvolvimento de nanoparticulas
poliméricas produzidas via polimerizagdo em miniemulsdo para a encapsulamento de
farmacos e aplicagcdo no tratamento de doencas neurodegenerativas, admitindo-se
capacidade de permeacao na barreira hematoencefalica. O carater multidisciplinar do
trabalho permitiu estudos, aprofundamento e vivéncia em diversas areas.

Visando ao cumprimento dos objetivos propostos neste trabalho, algumas metas
puderam ser estabelecidas: selecionar os polimeros mais adequados a producdo das
nanoparticulas e encapsulamento do farmaco, garantindo a manutengéo da atividade;
avaliar as melhores condigbes da reacdo de polimerizagdo, para obter particulas com
distribuicdo de tamanhos e propriedades superficiais adequadas a funcionalizagdo; e
avaliar a especificidade do transporte e liberacao do farmaco.

A polimerizacao em miniemulsdo foi a técnica escolhida para a producdo das
particulas poliméricas, uma vez que permite a encapsulamento de agentes terapéuticos
durante a reacdo, com altas eficiéncias. Foram estudadas as reac¢des de polimerizacdo
do mondbmero metacrilato de metila e copolimerizagcbes com acido acrilico ou acido
metacrilico. As reac6es apresentaram uma cinética rapida, como previsto para o sistema
via radicais livres, e altas conversdes. Além disso, foram produzidos sistemas com
massa molar em torno de 1800 kDa. Os materiais produzidos apresentaram diametros
médios que variaram entre 60 e 100 nm e a avaliacdo por microscopia mostrou a
formacdao de particulas uniformes e esféricas. Estas caracteristicas sdo desejaveis para
a aplicagcédo pretendida. A inser¢cdo de grupos &cidos ao polimero foi realizada com
sucesso, de acordo com os resultados de RMN, analises térmicas e angulo de contato
obtidos. Estes grupos foram posteriormente utilizados em reagdes de funcionalizacdo
da superficie das particulas.

As particulas produzidas na presenca do farmaco clioquinol apresentaram

caracteristicas semelhantes as demais, o que as torna aptas para o transporte de
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farmaco no organismo. Além disso, o clioquinol foi encapsulado no sistema polimérico
com eficiéncia maior que 97 %.

Os testes de liberacdo do farmaco foram realizados em sistemas que simulavam
as condi¢des de temperatura e pH do organismo. Os resultados obtidos mostraram que
o clioquinol é liberado de forma lenta e gradual a partir das nanoparticulas do copolimero
de P(MMA-co-AA). Em 9 horas de teste foi liberado cerca de 50 % do farmaco
encapsulado.

Em relagdo aos ensaios de funcionalizagdo, foram inicialmente utilizadas
moléculas modelo, como a proteina BSA e o aminoécido lisina, como tentativa de
desenvolver a metodologia para imobilizacdo do peptideo de interesse, o TAT. Para a
imobilizacao foi escolhida uma rota quimica de adsorcao, levando a formagéo de uma
ligacdo covalente do tipo amida entre os grupos acidos inseridos no polimero suporte e
0s grupos amino disponiveis no ligante. Os resultados mostraram que a funcionalizagédo
das particulas com BSA ocorreu por interacdes ndo especificas, que séo fracas e
facilmente desfeitas, o que pode resultar em dessorcéo nas condigoes de aplicagéo. Por
outro lado, o aminoacido lisina foi ligado com sucesso a superficie das particulas com
formacdo de ligagcbes quimicas, confirmadas por espectroscopia FTIR e por RMN.
Ensaios de dessorcdo evidenciaram a presenca do aminoacido lisina, mesmo apos
sucessivos procedimentos de lavagem do material. A imobilizagdo covalente do
peptideo TAT foi realizada com sucesso, com base na metodologia previamente
desenvolvida, sendo este conjugado as particulas numa razdo de 0,4 mg de TAT por
area superficial (m?) de nanoparticula.

Para a etapa de avaliacdo da permeacéo das particulas funcionalizadas na BHE,
foi necessaria a introducéo de marcador de fluorescéncia na preparagédo, de modo que
as particulas pudessem ser identificadas ao alcancarem o cérebro. Os resultados das
andlises de fluorescéncia mostraram que as particulas se distribuem no organismo,
sendo encontradas também no cérebro. Assim, o sistema desenvolvido consegue
alcancar os 6rgaos, mas nao com especificidade para atravessar somente a BHE. Ndo
foi possivel concluir que a presenca do peptideo TAT favoreca a penetracao das
particulas nos tecidos. E importante ressaltar também a rapida remocdo das
nanoparticulas poliméricas no organismo dos animais, 0 que constitui um grande desafio
para as pesquisas na area de liberagcdo de farmacos a partir de dispositivos
nanométricos. Além de permitir a disponibilizagdo do farmaco no local especifico de
acao, é necessario garantir também que o sistema permaneca no organismo por tempo
suficiente.

Os ensaios de citotoxicidade permitiram detectar a faixa de concentragdo em

que as particulas ndo apresentam efeitos toxicos para células, ficando esta em 1700

160



Capitulo VIl — Consideracdes Finais

pg/mL. A avaliacdo da difusdo e permeabilidade in vitro mostrou que as particulas
estudadas conseguem atravessar a camada de células e que a camada de células
representa uma resisténcia ao transporte.

As nanoparticulas poliméricas desenvolvidas apresentam potencial aplicagédo
para o tratamento de doengas. O desenvolvimento futuro de sistemas destinados ao
tratamento de doengas que acometem o sistema nervoso central deve focar em
melhorar seu desempenho em atravessar as barreiras de protecdo e especificidade,
utilizando novos vetores de direcionamento, aumentando a permeabilidade e reduzindo

possiveis efeitos de neurotoxicidade.

8.2 SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

O desenvolvimento de um sistema de nanopatrticulas eficiente e seguro aplicado
ao tratamento de doencas que acometem o0 sistema nervoso central constitui um
desafio, de maneira que a pesquisa nesta area é extremamente importante. Novos
trabalhos representam mais um passo no avango cientifico e os resultados iréo
complementar agueles ja expostos nesta tese. Sugestdes para continuagdo da pesquisa

e trabalhos futuros séo citadas a seguir:

e Muito se discute a respeito da utilizagdo de polimeros biodegradaveis para a
concepcgdo de sistemas com aplicagbes biomédicas. Neste ponto, seria
interessante avaliar a producdo das nanoparticulas a partir de polimeros
biodegradaveis, como poli(acido latico) (PLA) e poli(cianoacrilato de butila)
(PBCA) e estudar o processo de degradacao destes materiais no organismo.

e Os polimeros sdo materiais verséteis e permitem sua modificacéo a partir da
inser¢cdo de grupos funcionais, dando origem a novas possibilidades de
funcionalizagdo. A copolimerizacdo, utilizando outros comondmeros, pode
ser avaliada, a fim de permitir a insercdo de variados grupos funcionais e
posterior utilizacdo dos materiais em reac¢des de imobilizagao.

e Neste trabalho, somente a encapsulamento do farmaco modelo clioquinol foi
investigada. Outras moléculas podem ser também estudadas e utilizadas em
sistemas de liberag@o a partir de nanoparticulas. Dessa forma, sugere-se
avaliar a encapsulamento e o perfil de liberacdo de um farmaco ja aplicado
ao tratamento da doenca de Alzheimer, como a rivastigmina. Além disso, as

particulas produzidas podem ser testadas em modelos animais com doengas
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neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer ou doenca de Parkinson,
como forma de avaliar seu efeito nas células do sistema nervoso central.

e Em relacdo ao perfil de liberacdo do farmaco, os resultados mostraram que
durante o tempo de teste avaliado nem todo o farmaco contido na matriz
polimérica foi extraido para o meio de liberagdo. Sugere-se que estes testes
sejam realizados por periodos prolongados, a fim de tracar um perfil cinético
mais detalhado e completo. Além disso, pode-se estudar mudancas na
estrutura do polimero, com a adicdo de grupos sensiveis a estimulos, como
temperatura e pH, a fim de favorecer a difusdo das moléculas de farmaco e
liberacgéo.

¢ A metodologia para funcionaliza¢do das particulas com EDC desenvolvida
neste trabalho é simples e mostrou-se verséatil, podendo ser aplicada também
a outros ligantes. Assim, outros peptideos de penetragdo celular e proteinas
podem ser investigados, fornecendo novos trabalhos de funcionalizagéo e
avaliacdo da aplicacdo pretendida.

e A etapa de avaliacdo da permeacdo da BHE por meio de experimentos in
vivo foi extremamente importante e contribuiu com resultados efetivos para
esta tese. Além disso permitiu uma nova vivéncia laboratorial, com
procedimentos especificos e manuseio de animais, enriquecendo ainda mais
este trabalho. Continuar e consolidar a parceria com professores da
Faculdade de Farmécia é imprescindivel para as futuras pesquisas na area
de polimeros com aplicacdo biomédica. Estudos quantitativos também séo
necessarios para completar estes resultados e fornecerem potencial
aplicacdo do sistema em concepcao. A toxicidade dos materiais poliméricos
pode ser também avaliadas por ensaios in vivo.

e Outras aplicagbes para as nanoparticulas funcionalizadas podem ser
também investigadas, como a internalizagdo em células tronco. Neste caso,
as nanoparticulas poderiam ser utilizadas para potencializar a terapia celular,
permitindo a regeneracao do tecido e a liberagdo de um farmaco de maneira

conjunta.
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APENDICE A — Concentracgéo de surfactante e possibilidade de formac&o de
micela

APENDICE A
Concentracao de surfactante e possibilidade de

formacédo de micela

Os calculos da concentracao de surfactante livre e possivel formacgéo de micelas
no meio reacional para cada uma das condi¢cdes experimentais foram baseados em
trabalhos de HECHT et al. (2011) e PEIXOTO (2013). De acordo com o0 equacionamento

proposto:

o X32 * puma * Cs 'K

Mg = Massa de surfactante disponivel para formar micela (g);

M? = Massa de surfactante alimentada (g);

M&4 = Massa de surfactante adsorvido na interface (g);

Aotar = area total das gotas de monémero (m?);

M = Massa de monémero alimentada (g);

as = Area ocupada pelo surfactante - eficiéncia de cobertura (m?/g);
@ = fracdo da fase orgéanica;

X3, = diametro de Sauter - diametro da particula (m);

Cs = concentragdo de surfactante em massa do total (g/mL);

K = fator de correlag@o que leva em conta a concentragdo dissolvida no meio continuo

- Consideracgdes:
Pyvma = 0,94 g/mL
X3, = didmetro da particula (m)

k = 0,8 (HECHT et al., 2011)
CMC SDS = 2,31 X ].0'3 g/mL
CMC cras =3,65x g/mL
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micela

Caso a concentracdo de surfactante livre no meio for maior que a CMC do
surfactante, existe a possibilidade de formacao de micelas. Os resultados dos calculos
para as condi¢cdes de testes apresentados na Secgdo 4.1 deste documento sdo

mostrados na Tabela A.1.

Tabela A.1: Avaliagdo da possibilidade de formacdo de micela para as condi¢des de
teste.

Concentracéo de

Massa de surfactante Pode formar

Teste disponivel (M}) (g) surfact?;/tr:]all_i)vre (Cy) micela?
1 1,92 x 102 3,00 x 10* Nao
2 3,20 x 102 5,00 x 10* Nao
3 9,60 x 102 1,50 x 103 Nao
4 1,60 x 10? 2,50 x 103 Sim
5 1,92 x 102 3,00 x 10* Nao
6 3,20 x 102 5,00 x 10* Sim
7 9,60 x 102 1,50 x 103 Sim
8 1,60 x 10? 2,50 x 103 Sim
9,10, 11 9,60 x 102 1,20 x 10* Nao
12,13, 14 9,60 x 102 1,20 x 10* Sim

Ci € a concentracdo de surfactante livre na fase aquosa.
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APENDICE B

Dosagem de proteinas e peptideos

- Método de Bradford

Para o preparo do reagente de BRADFORD, dissolveram-se 0,05 g do corante
azul brilhante de cromassie em 25 mL de etanol 95%. Este sistema foi mantido sob
agitacdo magnética por 20 min. Logo depois, 50 mL de &cido ortofosforico 85% foi
adicionado ao meio, deixando-se sob agitacdo magnética por mais 2 horas. O sistema
foi montado em vidro &mbar coberto com papel aluminio. A solucao final obtida foi
transferida para um baldo de 500 mL, tendo o volume completado com agua Milli-Q. O
reagente foi acondicionado em vidro @ambar e mantido sob refrigeracdo, sendo que antes
de cada analise o reagente foi previamente filtra-lo.

A curva de calibracéo para o ensaio de BRADFORD foi montada a partir de uma
solucdo padréo de proteina BSA em agua na concentragdo de 0,1 g/L. A partir desta
solucdo padréo, realizaram-se sucessivas diluicbes, de forma a obter uma variagéo de
concentracdo de 0,01 a 0,1 g/L, como mostrado na Tabela B.1. A leitura das

concentragdes foi realizada em espectrofotémetro UV/VIS em 595 nm.

Tabela B.1: Sequéncia de diluicdo para montagem da curva de calibracéo.

Tubo Conc. (g/L) Vol. padgrzo (ML) Vol. w20 (ML)
1 0,1 1 -
2 0,08 1 0,25
3 0,06 1 0,6
4 0,04 1 15
5 0,02 1 4
6 0,01 1 9

Para cada analise, adicionou-se 1 mL do Reagente de BRADFORD e 0,1 mL de
amostra em cada tubo eppendorf. As amostras foram incubadas por 10 min para
posterior leitura da absorbéancia.

A cada nova rotina de andlise, foi construida uma nova curva de calibragéo, pois

o reagente sofre acdo de envelhecimento.
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- Reagente o-ftaldialdeido (OPA)

Utilizou-se uma solucdo comercial do reagente o-fatldialdeido para quantificacdo
do aminoécido lisina. A detecc¢édo foi realizada em espectrofotdmetro UV/VIS em 340
nm.

A curva de calibracao foi construida a partir de uma solucdo padréo da lisina em
tampdo tetraborato pH = 9,7, na concentracdo de 0,5 g/L, de acordo com a seguinte

sequéncia de diluicdes, de acordo com a Tabela B.2.

Tabela B.2: Sequéncia de diluicdo para montagem da curva de calibracao.

Tubo Conc. (g/L) Vol. padrao (mL) Vol. w20 (ML)
1 0,5 1 -
2 0,4 1 0,25
3 0,3 1 0,6
4 0,2 1 1,5
5 0,1 1 4
6 0,05 1 9

Para cada analise, adicionaram-se 200 uL do reagente OPA e 5 pL de amostra
em placa de pocos para leitura. As amostras foram incubadas por 2 min para posterior

leitura da absorbancia.
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APENDICE C

Distribuicbes de tamanhos de particula

Apresentam-se a seguir as distribuicdes de tamanho de gota e particula obtidas
para os materiais produzidos pelas reacdes descritas no planejamento experimental.
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Figura C.1: Distribuicdo de tamanho (Condig&o experimental Teste 1).
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Figura C.2: Distribuicdo de tamanho (Condig&o experimental Teste 2).
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Figura C.3: Distribuicdo de tamanho (Condigdo experimental Teste 3).
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Figura C.4: Distribuicdo de tamanho (Condigdo experimental Teste 4).
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Figura C.5: Distribuicdo de tamanho (Condigdo experimental Teste 5).

25 -
—o— Test 6 Droplets
20+
— 154
E\“‘_
Z
c 10
2 %
b '\.
54 S »
o 1
o é No o

1 10 100 1000 10000

Diameter (nm)

Figura C.6: Distribuicdo de tamanho (Condigdo experimental Teste 6).
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Intensity (%)

Figura C.7: Distribuicdo de tamanho (Condicéo experimental Teste 7).
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Figura C.8: Distribuicdo de tamanho (Condigdo experimental Teste 8).
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Intensity (%)
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Figura C.9: Distribuicdo de tamanho (Condigdo experimental Teste 9).
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Figura C.10: Distribuicdo de tamanho (Condig&do experimental Teste 10).
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Figura C.11: Distribuicdo de tamanho (Condigdo experimental Teste 11).
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Figura C.12: Distribuicdo de tamanho (Condigcao experimental Teste 12).
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Figura C.13: Distribuicdo de tamanho (Condigdo experimental Teste 13).
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Figura C.14: Distribuicdo de tamanho (Condigdo experimental Teste 14).

E importante notar que, em geral, as distribuicdes de tamanho das gotas foram
mais dispersas (distribuicdbes mais largas) do que as distribuicdes de tamanho das
particulas, como ilustrado nas Figuras C.1-C.14, indicando a ocorréncia dos efeitos de
transferéncia de massa durante a reacéo, possivelmente devido a grande variedade de
andlise concentracdes de surfactantes. No entanto, deve-se enfatizar que as técnicas
utilizadas para caracterizar as gotas e as particulas sdo invasivas, requerendo

amostragem e diluicdo da amostra, que também pode alterar o equilibrio sensivel da
miniemulséo.
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O homopolimero PMMA (R01), produzido com surfactante SDS na concentracao
de 1% (m/m), em relagdo ao mondmero, apresentou distribuicdo de tamanhos de
particula uniforme durante todo o progresso da reacao, conforme mostrado na Figura
C.15. Este comportamento caracteriza a ndo ocorréncia de nucleagcdo micelar, de
maneira que o sistema comporta como uma miniemulséo tipica.
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Figura C.15: Distribuic6es de tamanhos de particula para PMMA (R01), durante a

reacao.

Para os copolimeros de P(MMA-co-AA) e P(MMA-co-AA) CQ, observa-se um
deslocamento das distribuicdes de tamanho a partir do tempo 20 min, mostrado nas
Figuras C.16 e C.17. Este deslocamento para tamanhos maiores pode estar relacionado
a aglomeracéo de particulas ja formadas. O acido acrilico apresenta uma tendéncia de
permanecer na superficie das particulas, visto sua alta solubilidade em agua. A particula
final produzida apresentou diametro médio de 100 nm.
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Figura C.16: Distribuic6es de tamanhos de particula para P(MMA-co-AA) (R08),

durante a reacéo.
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Figura C.17: Distribuic6es de tamanhos de particula para P(MMA-co-AA) CQ (R011),

durante a reacdo.
No copolimero produzido com MAA as distribuicbes de tamanhos de particula se

mantiveram semelhantes durante a reacdo, como mostrado na Figura C.18 a C-20,

caracterizando novamente o comportamento de miniemulsao.
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Figura C.18: Distribuic6es de tamanhos de particula para P(MMA-co-MAA) (R013),

durante a reacéo.
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Figura C.19: Distribuic6es de tamanhos de particula para P(MMA-co-MAA) (R014),

durante a reacgao.
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Figura C.20: Distribuicbes de tamanhos de particula para P(MMA-co-MAA) (R015),

durante a reacéo.

Nas figuras seguintes sdo apresentadas comparacoes entre as distribuicbes de
tamanho de particula para diferentes iniciadores, concentragdo de surfactante e
proporgcéo de AA inserido no meio reacional.
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Figura C.21: Distribuic6es de tamanhos de particula para PMMA (R0O1 e R02).

25 -
20
£ 154
(5}
© 4
[+
o
2 104
T}
=
5 4
| —— SDS 1% (RO1)
—— SDS 5% (RO6)
O ! ) LR =t
1 100 1000 10000

Tamanho (nm)

Figura C.22: Distribuicbes de tamanhos de particula para PMMA (RO1 e R06).
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Figura C.23: Distribuicdes de tamanhos de particula para P(MMA-co-AA) (R04 e R05).
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Figura C.24: Distribuicdes de tamanhos de particula para P(MMA-co-AA) (RO3 e R04).
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APENDICE D

Modelos: Estimacéo de Parametros

Com o objetivo de estudar o efeito das variaveis, tipo de agente surfactante,
concentracdo e razdo O/A, buscou-se um modelo empirico linear nos parametros para
adequacédo dos resultados experimentais.

Como o planejamento experimental foi baseado em repeticdes apenas dos
pontos centrais, os erros foram avaliados somente nestes pontos e expandidos para 0s
demais, sendo considerado constante. Supondo-se que 0s erros obtidos estdo
normalmente distribuidos e admitindo-se um intervalo de confianca de 95%, a avaliagao
da flutuag&o do sistema deu-se por meio dos testes estatisticos t-Student, Chi-quadrado
e teste F.

A funcgé@o objetivo dos minimos quadrados, mostrada na Equacéo D.1, foi utilizada para

concepgdo do modelo.

2
Fopj = XI5 (vE —¥f) (D.1)

Em que NE é o nimero de experimentos realizados, yF o valor da medida experimental
na condi¢do i, e y¢ € o valor da medida calculada pelo modelo na condig&o i. A definigéo
do modelo se deu a partir de tentativas, partindo-se de uma expressao mais completa,
que levou em conta os efeitos principais e efeitos de sinergia entre as variaveis

estudadas, como mostrado na Equacéo D.2.
ye=ao+ XM a x + XN b, (D.2)

Em que q; e b;j sdo os parametros do modelo e x; sdo as variaveis independentes do
sistema.

O modelo proposto foi avaliado em relacéo ao valor minimo da funcdo objetivo, devendo
este estar dentro do intervalo de confianca definido pela distribuicdo Chi-quadrado; pela
comparacgédo das variancias amostral do experimento e de predicdo do modelo, a partir
do teste F; e pelo coeficiente de correlacdo entre os valores experimentais e o modelo,
sendo admitidos satisfatorio valores maiores que 0,9. A matriz de covariancia dos
parametros foi utilizada para avaliar a qualidade dos parametros obtidos e intervalo de

confianca dos parédmetros foi definido pelo teste t-Student.
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Modelo para didametro de particula

dp=(91+2)+(18+2) - x; — (57 +4) x, — (11 +4) - x;y %, + (4 £ 2) - x,.x3 + (33 + 4) - x2
(D.3)

Teste valor final da funcéo objetivo: 1,24 < Fq,j = 4,86 <14,45

2
Comparag&o das variancias: 2med¢le = 0,09 < 0,14 — 0 modelo n&o representa os dados

Sexp
experimentais com sua precisao.

Coeficiente de correlagédo: R=0,998

Tabela D.1: Matriz de correlagdo dos parametros mostrados na Equacéo D.3.

Matriz de correlagao

a0 al a2 al2 az23 bl

a0 | 1,000000 0,156200  -0,098789  -0,098789  0,000000 -0,491005
al | 0,156200 1,000000 0,000000  0,491005
a2 | -0,098789 -0,632456 = 1,000000 0,000000
al2| -0,098789 -0,632456  0,746860 1,000000 0,000000

a23| 0,000000 0,000000 0,000000 0,000000 = 1,000000 0,000000
bl | -0,491005 0,491005 -0,543443 -0,543443 0,000000 = 1,000000
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Figura D.1: Ajuste do modelo para o diametro de particulas

Modelo para potencial zeta

zeta=—(5+2)+(45£2) x; - (4 £4) x; (3 — ) (D.4)

Teste valor final da fungéo objetivo: 2,7 < Fopj = 17,42 <19,02

2
Comparagcao das variancias: 0,17 < 2medelo — 22 < 39,39

Sexp

Coeficiente de correlacdo: R=0,997

Tabela D.2: Matriz de correlagéo dos parametros mostrados na Equacéo D.4.

Matriz de correlagdo

a0 al bl
a0| 1,000000 -0,375719 0,157088
al| -0,375719 1,000000 0,157088
bl| 0,157088 0,157088 1,000000
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Figura D.2: Ajuste do modelo para o potencial zeta.
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APENDICE E

Curvas de distribuicdo de massas molares
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Figura E.1: Curvas de distribuicdo de massas molares para P(MMA-co-AA) — reacgdes
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Figura E.2: Curvas de distribuicdo de massas molares para P(MMA-co-AA) dopado

com clioquinol —reagdes R11 e R12.
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Figura E.3: Curvas de distribuicdo de massas molares para P(MMA-co-MAA) —
reacdes R14 e R15.

As figuras a seguir apresentam as distribuicbes de massas molares para 0s
polimeros com clioquinol produzidos por polimerizagdo em massa, utilizando os
iniciadores PBO e AIBN. As curvas mostram a maior sensibilidade da reacdo quando na
presenca de PBO, visto que os gréaficos mostram curvas com massas molares distintas.
Este comportamento € observado principalmente quando baixas concentragfes do
iniciador sdo utilizadas. J4 as amostras produzidas com AIBN mostram curvas
semelhantes, de maneira que o clioquinol ndo afeta apreciavelmente a cinética da

reacao.
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APENDICE E — Curvas de distribuicdo de massas molares
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Figura E.4: Curvas de distribuicdo de massas molares para amostras produzidas por

polimerizagdo em massa com iniciador PBO a 1 % (m/m).
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Figura E.5: Curvas de distribuicdo de massas molares para amostras produzidas por

polimerizacdo em massa com iniciador PBO a 2 % (m/m).
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APENDICE E — Curvas de distribuicdo de massas molares
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Figura E.6: Curvas de distribuicdo de massas molares para amostras produzidas por

polimerizagdo em massa com iniciador AIBN a 0,5 % (m/m).
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Figura E.7: Curvas de distribuicdo de massas molares para amostras produzidas por

polimerizacdo em massa com iniciador AIBN a 1 % (m/m).
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Figura E.8: Curvas de distribuicdo de massas molares para amostras produzidas por

polimerizagdo em massa com iniciador PBO a 2 % (m/m).
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APENDICE F — Termogramas de DSC
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APENDICE F

Termogramas de DSC
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Figura F.1: Termograma de DSC para PMMA (R01).
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Figura F.2: Termograma de DSC para P(MMA-co-AA) (R04).
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APENDICE F — Termogramas de DSC
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Figura F.3: Termograma de DSC para P(MMA-co-AA) (R05).
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Figura F.4: Termograma de DSC para P(MMA-co-AA) CQ (R10).
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APENDICE F — Termogramas de DSC
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Figura F.5: Termograma de DSC para P(MMA-co-MAA) (R13).
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APENDICE F — Termogramas de DSC

Calculo da porcentagem de comondmero incorporada baseado na

Equacéo de FOX (1956)

1 _(

1-w)

w

Tgcopoll’mero

Tg,

Sendo que w é fracdo massica do monémero.
Dados retirados de RODRIGUEZ et al. (2003)

Tg PMMA =115 ° TgPAA=75°C

Wmma = 0,85 Weomonomero = 0,15

Tg,

Tg PMAA = 228°C

Tabela F.1: Calculo da porcentagem de comonémero incorporada de acordo com a
Equacéo de FOX (1956).

Amostra Tg (°C) % incorporada
PMMA - RO1 123,25 -
P(MMA-co-AA) — R04 105,94 25,40
P(MMA-co-AA) — R0O5 111,3 16,69
P(MMA-co-AA) CQ — R05 108,08 21,82
P(MMA-co-MAA) — R13 137,32 22,30
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APENDICE G — Espectros de H-RMN e C-RMN

APENDICE G
Espectros de H-RMN e C-RMN
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Figura G.1: Espectro de C-RMN da amostra de PMMA (R01); produzida com iniciador

KPS.
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Figura G.2: Espectro de C-RMN da amostra de P(MMA-co-AA) (R04); produzida com

15% de comondmero e iniciador KPS.
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Figura G.3: Espectro de H-RMN amostra de P(MMA-co-AA) (R03); produzida com 7%

de comondmero.
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Figura G.4: Espectro de C-RMN amostra de P(MMA-co-AA) (R03); produzida com 7%

de comondmero.
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Figura G.5: Espectro de H-RMN amostra de P(MMA-co-AA) (R05); produzida com

15% de comondémero e iniciador PBO.
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Figura G.6: Espectro de C-RMN amostra de P(MMA-co-AA) (R0O5); produzida com

15% de comondémero e iniciador PBO.

211



APENDICE G — Espectros de H-RMN e C-RMN

P 0% P |
g ? R8=L= e &Y L7000
RER ] unv-—-gg < g oo L
— o 2 W wn ™M ™ — T
N i o I e L6500
6000
5500
Seh | f
~ g 6000 5000
~Kre |
— T .
& 4000 [ %50
=2000 4000
.,.._.__AM,J-’L.‘._____A.“ 13500
T T T T |
179 177 175 3000
ppMm L
-2500
2000
| 1500
1 T
| {1000
l” +500
“'l-_- g e ¥ u
-500
T SR A S R U e S S W R ARV U S S
210 190 170 150 130 110 90 80 70 60 50 40 30 20 10 O

ppm

Figura G.7: Espectro de C-RMN amostra de P(MMA-co-AA) (R07) com lisina

imobilizada.
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APENDICE H — Caélculo da porcentagem de comondmero incorporado

APENDICE H
Calculo da porcentagem de comondmero

incorporado
Para a reacao de copolimerizagao via radicais livres o seguinte mecanismo pode
ser proposto:
_ml+ml->_mliml (Ku)
“ml+m2-> mim2 (Ki2)
“m2+m2 > _m2m2 (Kz2)
_m2+ml->_m2ml (Kz)

O equacionamento para célculo da porcentagem de comondmero incorporado
na copolimerizacéo de acordo com RODRIGUEZ et al. (2003) pode ser dado por:

rif1l

F1__ @'t
1o rearn,, D
f1
_ [m1]
f1= ijemz 2

Em que 1 é referente ao MMA e 2 é referente ao AA; m desigha o mondmero; _ml é a
cadeia em crescimento cujo mondmero incorporado foi 0 1 e _m2 é a cadeia em
crescimento cujo o ultimo monémero incorporado foi 0 2; Kjj € a constante cinética da
reacdo e r € a razdo de reatividade (rl = Ki1/Kiz € r2 = K/K21) encontrada em
BRANDRUP et al. (1999); F1 é a composi¢cdo instantanea do copolimero e f1 a

composicao instantdnea do monémero.

Tabela H.1: Calculo da porcentagem de comonémero incorporado de acordo com as

razdes de reatividade.

rsgf\i%gge [mi] mol/L f1 F1 F2 = 1-F1

Mondmero [m2 comondmer
ri r2 [m1] 1 % MMA o]

incorporado
AA 0418 173 17 0375 0’817927 06769633 0,323
MAA 063 025 17 035 0’82926 0,7942844 0,205
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APENDICE | — Técnicas para avaliacdo da encapsulamento

APENDICE |

Técnicas para avaliacao da encapsulamento

A avaliagéo da eficiéncia de encapsulamento do farmaco se deu pelas técnicas
de filtragdo/centrifugacdo em membrana e extracdo. Em ambos os casos, a
concentracdo de farmaco foi avaliada por medidas em espectrofotbmetro UV-VIS, sendo
previamente definido o comprimento onda de absor¢cdo maxima e a curva de calibracao.

Filtracdo/centrifugacdo em membrana:

0,25
0,20 |
0,15

0,10

Absorbéncia

0,05

0,00

i ' I " I ' I v | ! I N I ! I v | ! 1
250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
Comprimento de onda (hm)
Figura I.1: Espectro de varredura de uma solugéo 0,1 g/L de clioquinol em solug&o

aquosa contendo surfactante (Amax = 256 nm).
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Figura I.2: Curva de calibragéo para solucdo de clioquinol em agua contendo

surfactante.

Extracdo com etanol:
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Figura 1.3: Espectro de varredura de uma solucéo 0,1 g/L de clioquinol em etanol

(Amax = 256 nm).

215



APENDICE | — Técnicas para avaliacdo da encapsulamento

1,0 4 ]
0,8 +
| |

R
8 0,6 -
«C
L /|
o
& .
£ 044

0,2 -

o y =-0,04927 + 12,92211x
. R’ =0,98627
0,0 T T T ? T ! T
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08

Concentracao (g/L)

Figura I.4: Curva de calibracdo para solucao de clioquinol em etanol.
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APENDICE J — Caélculos para adsor¢do da BSA em uma monocamada

APENDICE J
Calculos para adsorcédo da BSA em uma

monocamada

Para o calculo da relacdo massica BSA/Nanoparticulas minima requerida para a
formacdo de uma monocamada pela adsorcdo, considerou-se que as particulas
apresentavam geometria esférica, sendo o didmetro definido pela analise por

espalhamento de luz. Assim, segue 0 equacionamento.

- d 3
Areadaesfera= m - dp? Volume da esfera = m - %
Area total disponivel = n° de NP - Area da NP

volume de monémero nareceita massa de mondémero nareceita 6
n°de NP = = .
volume de uma gota Pmondmero - dp3

OBS. Na miniemulséo, o volume da gota de mondmero inicialmente formada pode ser
estimado como o volume da particula.
Para a BSA, adotou-se uma conformacdao esférica, sendo seu diametro = 7 nm

Area total disponivel
Area da BSA

n° de moléculas de BSA para monocamada =

n° BSA - Massa molar BSA
n° Avogadro - Volume da solucao

Conc.BSA =

Massa molar BSA = 67 x 102 g/mol

Pmonomero = 94 x 10* g/m3

Tabela J.1: Calculo da quantidade minima de proteina BSA para formacao de uma

monocamada.
B Atotal N°mol. BSA  Raz&o massica
Amostra Reacdo dp (nm) .
(m2/gne)  (mol.BSA/gne)  minima BSA/NP
PMMA RO6 57,4 111,20 7,22 x 10Y 0,0804
P(MMA-co-AA)  RO7 109,3 58,40 3,79 x 107 0,0422
P(MMA-co-AA)  RO08 99,6 64,09 4,16 x 10 0,0463
P(MMA-co-AA)  RO09 62,0 102,95 6,69 x 107 0,0744
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