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O tamoxifeno (TXF) é o Unico agente hormonal aprovado para prevencdo do
cancer de mama. Contudo, apresenta baixa biodisponibilidade. Uma estratégia para
sobrepor esta barreira é a veiculacéo de TXF em nanoparticulas poliméricas (NPPs).

Uma das técnicas usadas para a producdo de NPPs é a polimerizacéo radicalar
controlada RAFT: reacdo via radical livre na presenca de agentes de transferéncia de
cadeia que permitem que as cadeias crescam de maneira similar e controlada. Esta
técnica ainda permite que o polimero formado seja conjugado com uma molécula
biol6gica: chave para vetorizacao de farmacos inclusos em NPPs.

Desta maneira, o principal objetivo deste trabalho foi estudar a polimerizagcdo em
miniemulsdo de metacrilato de metila na presenca de TXF a fim de produzir NPPs
carregadas com TXF e conjuga-las com albumina para serem utilizadas com maior
seletividade na terapia contra o cancer de mama.

As NPPs carregadas com TXF base livre (TXFb) foram obtidas com
sucesso pela técnica RAFT utilizando AIBN como iniciador na proporgdo mondmero:
iniciador: agente RAFT [400:1:2] a 80 °C na presenca de 10,0% (p/p) de TXFb em
relacdo ao mondmero. Os resultados mostraram que presenca do farmaco nédo afetou
significativamente a cinética da reacado, pois obteve-se aproximadamente 100% de
conversao; a distribuicdo de massas molares; o indice de polidispersdo, que se
manteve proximo a 1,1; nem o tamanho de particula das nanoparticulas obtidas; de
didametro de cerca de 120 nm. Essas particulas ainda foram eficientemente conjugadas
guimicamente com albumina e captadas em maior quantidade por células THP-1

guanto maior a concentragédo de TXF na NPP.
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Tamoxifen (TXF) is the only hormonal agent approved for breast cancer
prevention. However, it shows low bioavailability. A strategy to overcome this barrier is
including TXF in polymeric nanoparticles (PNPSs).

One of the techniques used to Produce PNPs is named RAFT controlled radical
polymerization: a free radical reaction in the presence of chain transfer agents which
allow the chains to grow in a controlled and simillar manner. This technique also allows
the formed polymer to be conjugated to a biological molecule: key for site specific
delivery of drugs included in PNPs.

Thus, the main objective of this work was to study the polymerization of methyl
methacrylate miniemulsion in the presence of TXF to produce PNPs loaded with TXF
and conjugate them with albumin to use with more selectivity in breast cancer therapy.

The PNPs loaded with TXF free base (TXFb) were successfully obtained by the
RAFT technique using AIBN as the initiator at a ratio of monomer: initiator: RAFT Agent
[400: 1: 2] at 80 ° C in the presence of 10.0% (w/w) of TXFb relative to the monomer.
The results showed that the presence of the drug did not significantly affect the kinetics
of the reaction, since it was reached about 100% of conversion; the distribution of
molecular weights; the polydispersity index, which remained close to 1.1; or the particle
size of the obtained nanoparticles; with about 120 nm diameter. These particles were
also efficiently chemically conjugated with albumin and captured by THP-1 cells the

greater the concentration of TXF in PNP..

viii



2.1

2.1.1.

2.1.2.

2.1.3.

2.1.3.1.

2.1.3.2.

2.1.3.3.

2.1.3.4.

2.2.

2.2.1.

2.3.

2.4,

2.4.1.

2.4.2.

24.2.1.

2.5.

2.5.1.

2.5.2.

2.5.3.

2.53.1.

SUMARIO

INTRODUCAO

REVISAO DA LITERAUTRA

TAMOXIFENO NO TRATAMENTO DO CANCER DE MAMA
EPIDEMIOLOGIA

CARCINOGENESE MAMARIA E OS EFEITOS DO ESTROGENIO
TAMOXIFENO (TXF)

Mecanismo de Acdao

Caracteristicas Fisico-quimicas do TXF

Farmacocinética

Efeitos Adversos

SISTEMAS DE LIBERACAO DE FARMACOS E/OU BIOMOLECULAS
NANOPARTICULAS (NP)

DISTRIBUICAO DE NANOPARTICULAS NO ORGANISMO

NANOPARTICULAS POLIMERICAS NA TERAPIA DO CANCER

NANOPARTICULAS POLIMERICAS E O EFEITO RPE NO TRATAMENDO DO
CANCER

PROTEINAS E PEPTIDEOS NA LIBERACAO DE FARMACOS ANTI-
TUMORAIS

Nanoparticulas Poliméricas conjugada com Albumina como Estratégia
para Liberacdo Alvo de Farmacos Antitumorais

PREPARO DE NANOPARTICULAS
EVAPORACAO DE SOLVENTE

SECAGEM POR ASPERSAO

TECNICAS DE POLIMERIZACAO UTILIZADAS NO PREPARO DE
NANOPARTICULAS

Polimerizacdo em Emulsao

11

11

13

14

15

18

22

26

28

30

34

35

37

38

38



2.5.3.2.

Polimerizacdo em Miniemulsé&o

2.5.3.2.1. Técnicas de Homogeneizagao

2.5.3.2.2. Mecanismo de Polimerizacdo em Miniemulséao

2.5.3.2.3.

2.6.

2.6.1.

2.6.2.

2.6.3.

2.6.3.1.

2.6.3.2.

2.6.4.

2.7.

3.1.

3.1.1.

3.1.2.

3.2.

4.1.

41.1.

4.2.

4.3.

4.3.1.

43.1.1.

4.3.1.2.

Distribuicdo do Tamanho de Particula
POLIMERIZACAO VIA RADICAL LIVRE X RAFT
POLIMERIZACAO VIA RADICAL LIVRE
POLIMERIZACAO RAFT

MECANISMOS DE POLIMERIZACAO RAFT
CTAs, Iniciadores e Mondémeros

Polimerizacdo Polimeros obtidos por RAFT e Conjugacdo com Proteinas

POSSIVEIS INTERFERENCIAS DA INCORPORACAO DE FARMACOS IN
SITU

COMENTARIOS FINAIS

OBJETIVOS DA TESE

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

OBJETIVOS ESPECIFICOS

JUSTIFICATIVA DO TRABALHO

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

REAGENTES

MATERIA-PRIMA E SUBSTANCIA QUIMICA DE REFERENCIA (SQR)
MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

METODOS

ANALISE DA MATERIA-PRIMA CITRATO DE TAMOXIFENO
Identificacdo por Espectrofotometria no Infravermelho (IR)

Identificacdo por Espectrofotometria de Ultravioleta (UV)

44

46

48

50

51

51

55

57

61

65

69

70

70

70

70

71

73

73

78

78

82

82

83

83



4.3.1.3. Distribuicdo de Tamanho de Particula 83

4.3.1.4. Dissolucéo por Dispersao 84
4.3.1.5. Ponto de Fuséo 85
4.3.1.6. Metais Pesados 86
4.3.1.7. Cinzas Sulfatadas 88
4.3.1.8. Limite de Enantiémero E 89
4.3.1.9. Perda por Dessecacdao 89
4.3.1.10. Doseamento 90
4.3.1.11. Degradacdo Térmica 91
4.3.2. REACOES DE POLIMERIZACAO 92
4.3.2.1. Unidade Experimental 92
4.3.2.2. Reacéo de Polimerizagdo em Miniemulsé&o 93
4.3.2.3. Avaliacéo da Solubilidade do Farmaco nos Monémeros 96
4.3.2.4. R'eagéo de Polimerizagcdo em Miniemulsdo na Presenc¢a do Farmaco in 96
situ
4.3.3. SECAGEM DAS NANOPARTICULAS 98
4.3.4. CARACTERIZAGCAO DO POLIMERO 98
43.4.1. Converséo por Gravimetria 98
4.3.4.2. Identificacdo por Espectrofotometria no Infravermelho (IR) 99
4.3.4.3. Distribuicdo da Massa Molar do Polimero 99
4.3.4.4. Determinacgdo da Distribuicdo do Tamanho de Particula 100
4.3.4.5. Eficiéncia de Encapsulamento do Farmaco 101
4.3.4.6. Interagdo farmaco-polimero 102
4.3.4.6.1. Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) 102
4.3.4.6.2. Expectrofotometria de Infravermelho (IR) 102
4.3.4.7. Tenséao Interfacial 103

Xi



4.3.4.8. Avaliacdo Morfoldgica por Microscopia Eletrénica de Varredura 104

4.3.4.9. Estudos de Liberagdo do Farmaco da Nanoparticula 104

4.3.4.9.1. Escolha da Solucdo Receptora 104

4.3.4.9.2. Montagem e Utilizagcao da Célula de Difuséo Vertical 105

4.2.4.9.2. Estudo da Cinética de Liberacdo do Farmaco 107

4.3.5. REACOES DE BIOCONJUGACAO 108

4.35.1. Reacdo de Bioconjugacdo com Polimero Seco 109

4.3.5.2. Reacédo de Bioconjugacdo com Polimero em Latex 110

4.3.5.3. Reag'éo_ de BBioconjugacdo com Polimero em Latex na Presenca de 111

Maleimida PEG-NHS MW 5000

4.35.4. Avaliacédo da Eficacia da Bioconjugacao 112

4.3.5.4.1. Ensaio de Bradford 112

4.35.4.2. Microspopia Eletrdnica de Transmissdo com Anticorpo anti-anticorpo anti- 112
ablumina

4.3.6. ENSAIOS IN VITRO DE CAPTACAO CELULAR 113

5. RESULTADOS E DISCUSSAO 115

5.1. ANALISE DA MATERIA-PRIMA CITRATO DE TAMOXIFENO 115

5.2. REACOES DE POLIMERIZACAO 123

5.2.1. REACAO DE POLIMERIZACAO EM SOLUCAO E MINIEMULSAO 124

5.2.2. REAGCAO DE POLIMERIZACAO EM MINIEMULSAO E CITRATO DE 134
TAMOXIFENO IN SITU

5.2.3. REAGCAO DE POLIMERIZACAO EM MINIEMULSAO COM TAMOXIFENO 147
BASE IN SITU E PEROXIDO DE BENZOILA

5.2.4. REAQ@ES DE ,POLIMERIZAQAO,EM MASSA COM TAMOXIFENO BASE 152
IN SITU E PEROXIDO DE BENZOILA OU AIBN

5.2.5. REAGCAO DE POLIMERIZAGAO EM MINIEMULSAO COM TAMOXIFENO 154
BASE IN SITU E AIBN

5.3. ESTUDOS DE LIBERACAO IN VITRO 164

5.4. REACAO DE BIOCONJUGAGAO COM ALBUMINA 166

Xii



54.1.

5.4.2.

5.4.3.

5.5.

6.1.

6.2.

REACAO DE BIOCONJUGACAO COM POLIMERO SECO

REACAO DE BIOCONJUGACAO COM POLIMERO EM LATEX

REACAO DE BIOCONJUGACAO COM POLIMERO EM LATEX NA

PRESENCA DE MALEIMIDA PEG-NHS MW 5000

ENSAIOS IN VITRO DE CAPTACAO CELULAR
CONCLUSOES E SUGESTOES
CONCLUSOES
SUGESTOES

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Xiii

167

170

171

175

179

179

182

183



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Formula molecular do citrato de tamoxifeno

Figura 2. Principais produtos do metabolismo do TXF (MARRERO-ALONSO et al.,
2013)

Figura 3. Exemplos das diferentes morfologias de nanoparticulas poliméricas: (A)
capsula (sistema reservatorio) e (B) esfera (sistema matricial) (KUMARI et al., 2010)

Figura 4. Estrutura cristalogréfica de Raio-X da albumina de soro humano (Khan &
Khan, 2008)

Figura 5. A tecnologia Nab permite tornar mais seletiva a liberacdo de farmacos em
células tumorais através da ligacdo das NP com a albumina (CORTES & SAURA,
2010)

Figura 6. Representacdo esquematica do processo de obtencdo de nanoparticulas
por evaporacao de solvente (SEVERINO et al., 2011)

Figura 7. Representacdo esquematica do processo de obtencdo de nanoparticulas
por secagem por aspersao (PATEL et al., 2009)

Figura 8. Representacdo esquematica do modelo de nucleacdo (CHERN et al.,
2006)

Figura 9. Taxa de polimerizacdo em fungcdo da conversdo do mondmero para
polimerizagdo em emulsdo (CHERN et al., 2006).

Figura 10. Mecanismo genérico de reacao de polimerizacao por radicais livres

Figura 11. (A) Evolucdo da massa molar média em funcdo da conversdo para
polimerizacdo radicalar convencional (- -) e para a polimerizacdo radicalar
controlada ( - ) (B) DistribuicAo de massas molares média tipica de uma
polimerizacdo radicalar convencional e de uma polimerizacéo radicalar controlada
(MOAD et al., 2005).

Figura 12. Representacdo genérica de um agente de transferéncia de cadeia
(MOAD et al., 2005)

Figura 13. Mecanismo esquematico de polimerizacdo CLRP do tipo RAFT (MOAD et
al. 2005).

Figura 14. Arquiteturas moleculares obtidas com o auxilio da polimerizacéo radicalar
controlada (York et al. 2008).

Figura 15. Diferentes estruturas de agentes de transferéncia de cadeia
tiocarbonilicos utilizados em polimerizagcdes RAFT (MOAD et al., 2006).

Figura 16. Caracteristicas estruturais do CTA e da forma intermediaria na adicao
radicalar (MOAD et al., 2006)

12

16

31

33

36

38

42

42

52

56

57

59

60

61

62

Xiv



Figura 17. Diretriz para a selecdo dos agentes RAFT para varias polimerizacées.
Para Z, a velocidade de adicdo diminui e a de fragmentacdo aumenta da esquerda
para a direita. Para R, a velocidade de fragmentacdo diminui da esquerda para a
direita. As linhas pontilhadas indicam controle parcial ( larga polidispersdo ou
retardo substancial da reacdo) (MOAD et al., 2005).

Figura 18. Esquema da unidade experimental usada para conduzir reacdes de
polimerizacéo

Figura 19. Demonstracéo esquematica do reator usada para conduzir as reacdes de
polimerizacéo

Figura 20. Medida de tenséo interfacial pelo método de gota ascendente: visao lateral e
visdo frontal da cubeta que contém a gota

Figura 21. Célula de difusdo vertical adaptada usada nos ensaios de liberacdo: (A)
visdo lateral (B) vis&do superior

Figura 22. Espectro de absor¢cdo em ultravioleta de citrato de tamoxifeno matéria-prima
(-) e citrato de tamoxifeno SQR (-) realizado conforme metodologia da USP 37.

Figura 23. Espectro de absorcdo em infravermelho de citrato de tamoxifeno padréo e
matéria-prima em pastilha de KBR a 3% (p/p).

Figura 24. Ensaio qualitativo para determinacdo de metais pesados com a demonstracao
da observacdo horizontal (A) e vertical (B) dos tubos contendo as solugbes amostra,
controle positivo e padrao, respectivamente.

Figura 25. Cromatograma representativo do ensaio de Limite de Enantiomero E

Figura 26. Curva de distribuicdo do tamanho de particula de citrato de tamoxifeno
matéria-prima

Figura 27. Perfil de dissolugédo por dispersdo da matéria-prima citrato de tamoxifeno. O
ensaio foi realizado a 37 °C, em uma proporcdo de 20 mg de TXF em 1000 mL de fase
liquida (HCI 0,02N) com agitacéo a 100 rpm.

Figura 28. Microscopia eletrbnica de varredura das formas de polimorfo A (a) e B (b) de
citrato de tamoxifeno (TSUHAKO et al., 2007).

Figura 29. Termograma de DSC (A) e TGA (B) de citrato de tamoxifeno.

Figura 30. Evolugédo da conversdo nas das reacdes de polimerizacdo em miniemulséo
RM1 a RM7 (condi¢cdes reacionais descritas na pagina 97).

Figura 31. Diagrama molecular do Poli(metacrilato) de metila (PMMA).

Figura 32. Espectros de infravermelho de PMMA obtidos nas reacdes de polimerizacao
em miniemulsdo RM6 e RM7.

Figura 33. Evolucdo da massa molar (Mn) com a conversdo do monémero para reacoes
de polimerizacdo radicalar controlada RAFT (RM6) e reacfes de polimerizacdo radicalar
convencional (RM7).

Figura 34. Evolugéo do indice de polidispersao para reac¢des de polimerizacao radicalar
controlada RAFT (RM®6) e reacBes de polimerizacdo radicalar convencional (RM7)

92

103

106

117

117

118

119

120

120

121

122

123

126

127

128

129

XV



Figura 35. Distribuicdes de massas molares para RM6 (A) e RM7 (B). Dados gerados a
partir de analise de GPC de reacdo de polimerizacdo de MMA radicalar convencional e
radicalar controlada RAFT em miniemulsdo por 7 horas.

Figura 36. Evolugdo da massa molar média (Mn) da reacdo de polimerizacdo radicalar
controlada RAFT de MMA em miniemulsdo (RM6) na presenca de agente RAFT, usando
PBO como iniciador a 90 °C.

Figura 37. Variacdo dos tamanhos médios de particula com a converséo para reacdes
de polimerizacao radicalar controlada RAFT (RM6) e reacfes de polimerizacdo radicalar
convencional (RM7).

Figura 38. Curva de distribuicdo do tamanho de particula para reacao de polimerizacao
radicalar controlada RAFT (RM6).

Figura 39. Curva de distribuicdo do tamanho de particula para reacdo de polimerizacao
radicalar convencional (RM7)

Figura 40. Evolucdo da conversdo nas reacdes de polimerizacdo radicalar convencional
RM7 (sem citrato de tamoxifeno) e RM9 (com citrato de tamoxifeno)

Figura 41. Evolucdo da conversdo nas reacfes de polimerizacdo radicalar controlada
RAFT RM6 (sem citrato de tamoxifeno) e RM8 (com citrato de tamoxifeno)

Figura 42. Evolucédo do indice de polidispersdo com a conversdo do monémero para
reacdes de polimerizacdo radicalar convencional RM7 (sem citrato de tamoxifeno) e
RM9 (com citrato de tamoxifeno).

Figura 43. Representagcdo gréfica da evolucdo da massa molar com a conversao do
mondmero para reacbes de polimerizacdo radicalar viva controlada RAFT RM6 (sem
citrato de tamoxifeno) e RM8 (com citrato de tamoxifeno)

Figura 44. Variacdo do indice de polidispersdo com a conversao para as reacfes de
polimerizagdo radicalar convencional RM7 (sem citrato de tamoxifeno) e RM9 (com
citrato de tamoxifeno)

Figura 45. Variacdo do indice de polidispersdo com a conversao para as reacbes de
polimerizacéo radicalar controlada RAFT RM6 (sem citrato de tamoxifeno) e RM8 (com
citrato de tamoxifeno)

Figura 46. Distribuicdo de massa molarpara (A) RM7 e RM9; (B) RM6 e RM8. Dados
gerados a partir de andlise de GPC de reac¢do de polimerizacdo de MMA radicalar
convencional e radicalar controlada RAFT em miniemulsdo na presenca e auséncia de
citrato de tamoxifeno.

Figura 47. Variacdo do tamanho médio de particula com a conversdo para reacdo de
polimerizacdo radicalar convencional na auséncia (RM7) e na presenca (RM9) de citrato
de tamoxifeno

Figura 48. Variacdo do tamanho de particula médio com a conversdo para reacdo de
polimerizacdo radicalar controlada RAFT na auséncia (RM6) e na presenca (RM8) de
citrato de tamoxifeno

Figura 49. Espectros de infravermelho de amostras de PMMA produzidas
porpolimerizacao radicalar convencional (A) e polimerizacao radicalar controlada (B)

130

130

132

133

133

135

135

136

136

137

137

138

139

139

141

XVi
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1. INTRODUCAO

O cancer de mama € o segundo tipo de cancer mais frequiente, sendo comum entre as
mulheres e respondendo por 22% dos casos hovos a cada ano (BAN & GODELLAS, 2014). A
grande maioria dos tumores mamarios identificados € estrogénio dependentes; ou seja, 0s
estrogénios causam a inducdo de uma série de proteinas e enzimas que estdo envolvidas na
sintese de acidos nucléicos e estimulam a producdo de fatores de crescimento, exercendo um
estimulo positivo sobre o crescimento celular, devido a existéncia de receptores para Vvarios
destes fatores de crescimento nas células do cancer de mama (HULKA & MOORMAM, 2008,

SAMAVAT & KURZER, 2015).

O tamoxifeno (TXF) é um farmaco muito importante e usado no tratamento do cancer
de mama em todo o mundo, sendo o Unico agente hormonal aprovado pelo Food and Drug
Administration (FDA) para prevencao do cancer de mama pré-menopausa, do carcinoma ductal in
situ e no tratamento do cancer de mama pré-menopausa estrogénio-dependente removido
cirurgicamente (EARLY BREAST CANCER TRIALISTS' COLLABORATIVE GROUP,
2011;SIEUWERTS et al., 2014). Contudo, o TXF é um farmaco de Classificacdo Biofarmacéutica
Il: apresenta baixa solubilidade em agua e alta permeabilidade celular. A baixa solubilidade
compromete a dissolucdo e, conseqlientemente, a absorcédo e biodisponibilidade. Por isso, uma
estratégia para sobrepor estas barreiras é a veiculacdo deste farmaco em sistemas de liberacéao,
como por exemplo, em nanoparticulas poliméricas. Desta forma, tém surgido nos ultimos anos
diversos sistemas de liberacdo de farmacos ou biomoléculas com a finalidade de modular a
cinética de liberacdo, melhorar a absor¢do, aumentar a estabilidade do farmaco, ou vetoriza-lo
para uma determinada populacao celular especifica. Portanto, sistemas de liberacdo baseados em
nanoparticulas poliméricas possuem grande potencial para sobrepor os obstaculos para alcance
de um diverso namero de tipos celulares. Isso representa uma possibilidade extraordinaria para o

alcance de células alvo e para conduzir farmacos através de barreiras (AULTON, 2005).



Capitulo 1 —Introducédo 2

No caso especifico da terapia antitumoral, a incorporacdo de farmacos antitumorais
em nanoparticulas poliméricas pode promover: (i) o prolongamento do tempo de meia-vida no
plasma; (i) uma maior eficiéncia em alcancar o tumor especificamente e, consequientemente,
reduzir a toxicidade; (iii) resgate da imunogenicidade e antigenicidade, com maior estabilidade
contra degradacao de enzimas hidroliticas ou radicais livres; (iv) uma promocao da solubilidade e
da eficacia; (v) ativacdo de macréfagos® de grande valor para terapia contra o cancer; (vi) uma
melhora da endocitose? celular; (vi) uma reducédo do efluxo de farmacos (o sistema de efluxo
mediado pela glicoproteina P nas células multirresistentes® nZo opera no caso de farmacos
poliméricos); (viii) e favorecimento do acimulo de farmaco no tecido tumoral, devido ao efeito de

retencdo e permeabilidade aumentada (MAEDA et al., 2001)

No campo de preparo de nanoparticulas poliméricas, a sintese de polimeros teve um
grande avanco na ultima década com o desenvolvimento das técnicas de polimerizacao radicalar
viva controlada (CLRP — “Controlled/Living Radical Polymerization”). Essas técnicas tornaram
possivel, por via radicalar e com monémeros comuns, a obtencdo de (co)polimeros com baixa
massa molar, com arquitetura molecular bem definida e com as mais diferentes morfologias
(ZETTERLUNDet al.; 2008). A variante da polimerizacdo viva radicalar controlada considerada
mais robusta é a técnica chamada RAFT (Transferéncia reversivel por adicdo e fragmentacao). A
base da polimerizacdo RAFT é a reacdo de polimerizacao radicalar na presenca de agentes de
transferéncia de cadeia (CTA ou agente RAFT) que fazem com que as cadeias poliméricas
crescam de maneira similar. Além disso, a polimerizacdo RAFT é a técnica de polimerizacéo
radicalar controlada mais versatil que existe, devido a grande variedade de mondmeros funcionais
gue podem ser polimerizados sem a necessidade de protecdo de grupamentos quimicos e devido

a facilidade com que a estrutura funcional pode ser alterada, Além disso, a técnica permite

! Emcitologia, chamam-se macréfagosas células de grandes dimensdes do tecido conjuntivo, ricos em lisossomas,

que fagocitam elementos estranhos ao corpo.

2 Endocitose é o processo pelo qual as células vivas ativamente absorvem material (moléculas, pedacos de detritos ou outras células)
através da membrana celular

% Células que possuem resisténcia a diversos tipos de agentes destinados a promover sua destruigdo.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Citologia
https://pt.wikipedia.org/wiki/Tecido_conjuntivo
https://pt.wikipedia.org/wiki/Lisossoma
https://pt.wikipedia.org/wiki/Fagocitose
https://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
https://pt.wikipedia.org/wiki/Mol%C3%A9cula
https://pt.wikipedia.org/wiki/Detrito
https://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
https://pt.wikipedia.org/wiki/Membrana_celular
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subsequente conjugacao da cadeia polimérica a uma molécula sintética ou bioldgica (MOAD et al.,

2005, 2006, 2009)

A conjugacdo com uma molécula biolégica é a chave para vetorizacdo de farmacos
inclusos em nanoparticulas polimerizadas via RAFT. A albumina, por exemplo, é a proteina mais
abundante no plasma humano e o carreador natural de moléculas hidrofébicas do corpo humano.
Considerando que sucesso da quimioterapia contra o cancer depende de liberacdo do agente
ativo na célula tumoral, o mecanismo natural do corpo humano para liberagdo de proteinas para
as células, por meio da albumina, pode ser utilizado como ferramenta para acao modificada
guanto ao direcionamento da liberacéo especifica de farmacos antitumorais (ELZOGHBY et al.,
2012). Além do transporte ativo do farmaco, mediado pela albumina, o grau de vetorizagcao
seletiva para células tumorais € fornecido pela SPARC, proteina que modula a interagdo das
células com a matriz extracelular, hiper-expressa em muitos tipos de tumores (KOUKOURAKIS et

al., 2003; CHIN et al., 2005; WATKINS et al., 2005; CORTES & SAURA, 2010).

Neste contexto, o objetivo principal deste trabalho é desenvolver particulas poliméricas
de tamanho nanométrico e uniforme, contendo TXF e conjugadas com albumina para o combate
seletivo de células tumorais mamarias receptores de estrogénio positivas. O controle do tamanho
das partiiculas e da polidispersao das massas molares pode ser realizado utilizando a técnica de
polimerizacdo RAFT, que permite também a funcionalizacdo posterior dessas particulas
poliméricas por meio de rea¢Bes de conjugacdo com grupos funcionais especificos de proteinas,

como a albumina.

A apresentacdo dessa tese esta estruturada em sete capitulos, incluindo a presente
Introducéo. O Capitulo 2 apresenta uma revisdo bibliografica sobre o cancer de mama e o TXF,
farmaco escolhido para conducdo deste estudo. Este capitulo ainda destaca a importancia dos
sistemas de liberacdo de farmacos e biomoléculas, mais particularmente aquelas baseadas em
nanoparticulas poliméricas, relatando mecanismos e reac¢des para formacao das particulas. Ainda

no Capitulo 2, encontra-se a descricdo detalhada da técnica RAFT de polimerizacao radicalar e
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controlada utilizada nessa tese para sintese das particulas poliméricas. No Capitulo 3, os
objetivos gerais e especificosdeste trabalho, assim como a originalidade, a importancia e a
viabilidade técnica também s&o descritos. No Capitulo 4 esta relatada a metodologia usada para
avaliacdo da qualidade da matéria-prima usada nas reacBes e para a obtencdo das
nanoparticulas e sua vetorizacdo. Descrevem-se também os parametros usados para avaliacdo
do controle da reagdo, do tamanho da particula e da eficiéncia da vetorizagdo. O Capitulo 5
apresenta os principais resultados obtidos na tese, incluindo discussfes sobre a sintese das
nanoparticulas poliméricas, conjugacdo com albumina e verificacdo de testes de eficiéncia in vitro.
O Capitulo 6 apresenta as principais conclusdes obtidas e algumas sugestdes para condugao de

trabalhos futuros. O Capitulo 7 apresente as referéncias bibliogréficas.

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Engenharia de Polimeros (EngePol)
do Programa de Engenharia Quimica da COPPE/UFRJ. A tese se enquadra na linha de
desenvolvimento de novas técnicas de polimerizacdo e conjugacdo. A avaliagdo da eficiéncia da
conjugagcdo das nanoparticulas com a albumina foram realizadas em colaboracdo com o
Laboratério de Biotecnologia Farmacéutica (Pbiotech/BiotecFar) da Faculdade de Farmacia da

UFRJ.
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2. REVISAO DA LITERATURA

Este capitulo tem como objetivo evidenciar a relevancia do TXF no tratamento do
cancer de mama e os beneficios que a inclusdo deste farmaco em sistemas vetorizados de
liberacdo de podem trazer. Discutem-se ainda as vantagens da utilizacdo das reacdes de
polimerizacdo radicalar controlada, em especial da técnica RAFT, para obtencdo de
nanoparticulas (NP) com finalidade farmacéutica e para conjugacdo dessas NP obtidas com

substancias de interesse bioldgicas.

2.1. TAMOXIFENO NO TRATAMENTO DO CANCER DE MAMA

2.1.1. EPIDEMIOLOGIA

Segundo tipo mais freqiente no mundo, o cancer de mama é o tumor mais comum
entre as mulheres, respondendo por 22% dos novos casos de cancer registrados a cada ano
(BAN & GODELLAS, 2014). Se diagnosticado e tratado oportunamente, o prognostico de cura é
considerado relativamente bom (MARTA et al.; 2011, BHARDWAJ & TIWARI, 2015). De acordo
com dados do Instituto Nacional do Céncer (INCA), em 2011 no Brasil foram registradas 13.345
mortes decorrentes deste tipo de cancer, sendo 13.225 mulheres e 120 homens, e estima-se que
em 2014 tenham sido registrados 57.120 novos casos. No Brasil, as taxas de mortalidade devido
a incidéncia do cancer de mama continuam elevadas, muito provavelmente porque a doenca

ainda é diagnosticada apenas em estagios avancados. (LEE et al.,;2012, INCA, 2015)

Na populacdo mundial, a sobrevida média apo6s cinco anos do diagnéstico é de 61%.
Relativamente raro antes dos 35 anos, acima desta faixa etéria a incidéncia cresce rapida e
progressivamente. Estatisticas indicam um aumento da incidéncia de cancer de mama tanto nos
paises desenvolvidos quanto nos paises em desenvolvimento (GEWEFEL & SALHIA, 2014). Entre

2010 e 2013, houve aumento de 51,1% nos exames realizados pelo Sistema Unico de Saude
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(SUS) em mulheres de 50 a 69 anos. A deteccdo precoce do tumor e inicio do tratamento

aumentam as chances de cura. (LEE et al., 2012; VIEIRA et al., 2015)

Allemani e colaboradores (2015) realizaram um estudo de acompanhamento da
evolucao de diversos tipos de cancer durante 15 anos em 67 paises diferentes, incluindo o Brasil,
e relataram que a taxa de sobrevivéncia para o cancer de mama no Brasil aumentou de 78%, em
2000, para 87%, em 2005, mesmo percentual registrado em paises como os Estados Unidos. O
diagnostico precoce associado ao tratamento eficaz da doenca foi apontado pelo grupo de
pesquisadores como o principal avanco do Brasil. Para o céncer de mama, o aumento de

sobrevida deve-se a reducdo na mortalidade pds-operatoria, por conta do tratamento adequado.

A susceptibilidade ao cancer de mama ocorre por heranga genética e, assim como no
caso de outras doencas, o risco de incidéncia aumenta de acordo com o histérico familiar. Além
da pré-disposi¢ao genética, o carcinoma € mais comum em mulheres com sobrepeso e que fazem
dietas gordurosas, 0 que aumenta a presenca de bactérias capazes de converter colesterol em
estrdgeno. Embora a incidéncia de cancer de mama seja maior em mulheres, os homens também
podem desenvolver cancer de mama; contudo sem a genética favoravel, o risco de ocorréncia é
menor que 1% em relacdo as mulheres. No homem o risco estd exclusivamente associado a
alteracGes no gene de céncer de mama tipo 2 (BRCA2), quando o risco sobe para 7% de

desenvolver a doenca (LEE et al., 2012; ALLEMANI et al., 2015).

Em caso de suspeita, ou anualmente apds os 40 anos, deve ser feita uma
mamografia’ para controle e prevencdo da doenca. Em caso de pacientes de alto risco (pacientes
gue possuem casos na familia, com hormoénios femininos elevados ou com genes BRCAL ou
BRCA2), pode ser realizada a mastectomia® e a retirada dos ovarios preventivamente

(MANGANIELLO et al., 2011; LEE et al., 2012; VIEIRA et al., 2015)

* Exame de diagndstico por imagem, que tem como finalidade estudar o tecido mamario.

® Cirurgia de remogao completa da mama.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Mamografia
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O céancer da mama pode apresentar diversos sintomas: aparecimento de nddulo ou
endurecimento da mama ou do tecido debaixo do braco; mudanca no tamanho ou no formato da
mama; alteracdo na coloracdo ou na sensibilidade da pele da mama ou da aréola; secrecdo
continua por um dos ductos; retracdo da pele da mama ou do mamilo; inchaco significativo ou
distor¢cdo da pele e ou das mucosas. Apesar desses sintomas, o cancer de mama nao costuma
provocar dor fisica, a ndo ser indiretamente em estagios avancados de desenvolvimento do tumor

(INCA, 2015).

Assim como qualquer tipo de tumor, o cancer da mama pode se espalhar para outros
tecidos, ocorrendo a chamada metastase®. Por esta raz&o, é muito importante detecta-lo o quanto
antes, principalmente nos estagios iniciais, aumentado assim as chances de tratamento e de cura.
Para isso, é imprescindivel a realiza¢do do auto-exame da mama para a identificacao precoce do

tumor (VIEIRA et al., 2015; SCHWAB et al. 2015).

2.1.2. CARCINOGENESE MAMARIA E OS EFEITOS DO ESTROGENIO

O cancer de mama ou carcinogénese mamaria ocorre em trés etapas, por meio de um
processo sequencial (PINOTTI & BARROS, 2004; SILVA et al., 2004; YUE et al., 2013,): (a) a
iniciacdo depende de uma lesdo no DNA cromossbmico que pode ser adquirida ou geneticamente
herdada, levando a alteracdes na regulacdo de proliferacdo e de apoptose celular’, por esse
motivo a iniciacdo é considerada como de origem genética; (b) a promocao esta ligada a atuacéo
de fatores estimulantes da multiplicacdo das células alteradas geneticamente pela iniciacdo; entre

estes fatores, 0s que se sobressaem sdo 0s estrogénios; (c) a progressdo depende da

® Formagdo de uma nova lesdo tumoral a partir de outra, sem continuidade entre as duas, na qual as células neoplasicas se
despredem do tumor primario e séo levadas, por meio do intersticio, para um local distante onde formam uma nova coldnia neoplasica.

" Apoptose celular, conhecida como morte celular programada (a definicao correta é morte celular ndo seguida de autélise) é um tipo
de auto-destruigéo celular que ocorre de forma ordenada e demanda energia para a sua execucéo (diferentemente da necrose). Esta
relacionada com a manutengdo da homeostase e com a regulacéo fisiolégica do tamanho dos tecidos, mas pode também ser causada
por um estimulo patolégico (como a lesdo ao DNA celular).


http://pt.wikipedia.org/wiki/N%C3%B3dulo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Bra%C3%A7o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ar%C3%A9ola
http://pt.wikipedia.org/wiki/Mucosa
http://pt.wikipedia.org/wiki/Autoexame_de_mama
https://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
https://pt.wikipedia.org/wiki/Necrose
https://pt.wikipedia.org/wiki/Homeostase
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vascularizacéo e da capacidade das células invadirem a membrana basal e o estroma, e ligada a

acao de enzimas como a catepsina D e colagenase tipo IV.

Os estrogénios causam a inducdo de uma série de proteinas e enzimas que estao
envolvidas na sintese de acidos nucléicos e estimulam a producdo de fatores de crescimento,
exercendo um estimulo positivo sobre o crescimento celular, devido a existéncia de receptores
para varios destes fatores de crescimento nas células do céancer de mama (HULKA &
MOORMAM, 2008; SAMAVAT & KURZER, 2015). O estrogénio ainda induz o aumento nos niveis
de Fator de crescimento a (TGFa) em células que contém receptor de estrogénio (RE), evento
importante no processo de carcinogénese mamaria, pois as células do cancer de mama secretam
o TGFa, fator de crescimento semelhante ao fator de crescimento epidermal (EGF), que utiliza o
receptor de EGF para desencadear suas fungdes (FACINA et al., 2003; PINOTTI & BARROS,
2004; SAMAVAT & KURZER, 2015). Outro fator de crescimento estimulado pelo estrogénio e
encontrado em varias linhagens de carcinoma mamario é o fator de crescimento fibroblastico
(FGF), que representa uma familia onde se encontram os oncogenes de tumor de estdmago
humano (hst) e oncogene da mama murina int-2, fatores estes ligados ao desenvolvimento de

neoplasias (FACINA et al., 2003; SIREN et al., 2004).

2.1.3. TAMOXIFENO (TXF)

O TXF é um farmaco muito importante usado no tratamento do cancer de mama em
todo 0 mundo, sendo o Unico agente hormonal aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA)
para prevencdo do cancer de mama pré-menopausa, do carcinoma ductal in situ e no tratamento
do céncer de mama pré-menopausa estrogénio-dependente removido cirurgicamente (EARLY
BREAST CANCER TRIALISTS' COLLABORATIVE GROUP, 2011; SIEUWERTS et al., 2014). Os
RE encontram-se hiper-expressos em casos de hiperplasia mamaria e praticamente todas as
hiperplasias atipicas apresentam uma proporc¢éo significativa de células RE positivas (ALTHUIS et

al., 2004; HULKA & MOORMAN, 2008; YUE et al.,, 2013; FAN & JORDAN, 2014). Portanto,
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nesses casos ha consenso na utilizagdo continuada do TXF por média de 5 anos (YANG et al.

2010; HALL et al., 2011; DAVIES et al., 2013)

2.1.3.1. Mecanismo de Acao

O TXF é um agente ndo esteroidal, isomero Z derivado da classe trifeniletilénica
(Figura 1) com efeito antiestrogénico e agonista parcial dos estrogénios (RANG et al., 2001;
MIRKIN & PICKAR, 2015). O TXF se liga competitivamente ao RE, competindo com o préprio
estrogénio pelos receptores (MARRERO-ALONSO et al., 2013). Por isso, o TXF é considerado um

modulador seletivo do RE (SERM).

Os SERM, em geral, constituem um grupo de antagonistas/agonistas do RE com
efeitos seletivos em tecidos. O grupo é formado por moléculas sintéticas capazes de se ligar ao
RE e modular capacidades transcricionais em diferentes tecidos alvos do estrogénio. O TXF é um
SERM pioneiro, extensivamente usado na terapia de cancer de mama com RE positivo, tem sido o
primeiro agente quimio-preventor aprovado para diminuir a incidéncia de cancer de mama em

mulheres com alto risco (MARRERO-ALONSO et al., 2013; MIRKIN & PICKAR, 2015)
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Figura 1. Férmula molecular do citrato de tamoxifeno

As células passa por processos de proliferagdo possuem um ciclo regular de fases

diferentes, fases estas que sao alvos de agentes citotdxicos utilizados para o tratamento de varios
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tipos de carcinoma, inclusive o TXF. Estas fases encontram-se descritas a seguir (GRAHAME-

SMITH & ARONSON, 2002):

a)

b)

d)

Fase G1 — refere-se a fase de “repouso” que ocorre logo ap6s o final da mitose celular®.
Durante esta fase ndo ocorre sintese de DNA; entretanto, as sinteses de RNA e de proteinas
continuam ocorrendo normalmente. Algumas células, apos a mitose, podem ainda passar
para um diferente tipo de fase de “repouso”, a fase GO, em que se encontram fora do ciclo de

proliferacdo, mas apresentando capacidade proliferativa;

Fase S — ocorre logo apés a fase G1, diz respeito a sintese de DNA, sendo seguida de um
aumento da taxa de sintese de RNA. Este processo resulta em duplicacdo do DNA da célula

e producao de cromatides® irmas;

Fase G2 — Ocorre logo ap0s a fase S, constituindo uma fase de repouso, com interrupcao da

sintese de DNA e com atividade normal da sintese de RNA e de proteinas;

Fase M — Fase em que ocorre a mitose, sendo observada uma reducdo na sintese de RNA e
de proteinas, ocorrendo o condensamento do cromossomo, a separacdo das cromatides

irmas, e por fim a divisdo celular. Depois, as células entram novamente em fase de repouso.

O TXF ativo causa a inibicdo da sintese de DNA, por meio de um bloqueio das células

na fase G1/GO do ciclo celular, desencadeando entdo um efeito citostatico’® na célula e nao

citocida'. Por este motivo, os tumores tendem a reaparecer apds a suspenséo do uso do TXF

(COSTA & BUZAID, 2007).

Outro mecanismo pelo qual o TXF regula a transcricdo de genes é por intermédio do

percurso classico, por meio de um elemento de resposta ao estrogénio (ERE). Com a interacéo do

8 Fase do processo de divisdo celular na qual as células dividem seus cromossomos entre duas células menores do corpo.

9 cada um dos dois filamentos de DNA formados pela duplicagdo de um cromossomo durante a fase S da diviséo celular

1% Que evita o crescimento e a multiplicagéo celular.

" Que promove a destruicdo e morte celular.


https://pt.wikipedia.org/wiki/DNA
https://pt.wikipedia.org/wiki/Cromossomo
https://pt.wikipedia.org/wiki/Divis%C3%A3o_celular
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complexo farmaco-receptor, o RE torna-se ativado, o que causa a formacéo de dimeros que se
ligam ao ERE e desencadeiam alteracdes conformacionais no dominio aminoterminal do RE. Isso
provoca a interacdo com fatores de ativacdo transcricionais, que levam a ativagdo da transcricéo.
No entanto, este complexo ndo consegue ativar completamente o processo de transcricéo,

interferindo desta forma no ciclo celular (PARK & JORDAN, 2002).

Também verificou-se que o TXF pode se ligar a outros receptores ndo nucleares que
estdo presentes na membrana plasmatica e no citoplasma de células mamarias. Desta forma, o
TXF também age regulando os genes da transcricdo por meio de sitios alternativos de ativacao

presentes na molécula de DNA (OSBORNE & SCHIFF, 2005).

2.1.3.2. Caracteristicas Fisico-quimicas do TXF

As principais propriedades fisico-quimicas do TXF estdo apresentadas na Tabela 1:

Tabela 1. Principais propriedades fisico-quimicas do TXF

Nome IUPAC 1-p-Beta-dimetillaminoetoxifenil-trans-1,2-difenillbut-1-eno

Férmula Molecular C6HogNO

Peso Molecular 371,56 g/mol

Cor e forma Po cristalino branco
Ponto de Fuséo 144 °C

Densidade 0,55-0,65 g/L
Solubilidade Pouco soluvel em agua
Log P 6,35

2.1.3.3. Farmacocinética

O TXF é comercializado atualmente sob forma de sal de citrato e existe na forma de
comprimidos de 10 e 20 mg. Quando administrado por via oral o TXF é faciimente absorvido,

atingindo os niveis plasmaticos maximos de 4 a 7 horas ap0s a ingestdo. Este farmaco mostra
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duas fases de eliminacéo: a primeira fase com meia-vida de 7 a 14 horas e a segundacom meia-
vida de 4 a 11 dias. O equilibrio dindmico durante a terapia com doses de manutencao pode levar
varias semanas ou até mesmo meses para se estabelecer, devido & meia vida prolongada deste

farmaco (RANG et al., 2001).

ApoOs a circulagédo entero-hepatica, os metabdlitos do TXF, ja conjugados com o acido
glicurdnico, sdo excretados no intestino pelo ducto biliar e, logo em seguida, ocorre reabsorgéo e
recirculacao entero-hepatica dos metabdlitos hidrolisados e conjugados do TXF. Os metabdlitos
gue ndo sdo reabsorvidos acabam sendo excretados nas fezes, como 0s conjugados do

metabolito desaminado, sendo minima a excreg¢édo pela urina (HARDMAN et al., 2001).

O TXF é metabolizado por tipos especificos de enzimas do citocromo P-450. Neste
processo, o farmaco sofre N-desmetilacdo e hidroxilagdo, sendo entdo metabolizado
respectivamente para N-desmetiltamoxifeno e 4- hidroxitamoxifeno, sendo que este segundo
composto apresenta uma atividade antiestrogénica muito mais potente do que o farmaco original

(Figura 2) (MARRERO-ALONSO et al., 2013).

Hidroxilagcao
om——

Tamoxifeno 4-hidroxitamoxifeno

N-desmetilagc@o \ N-desmetilacdo

Hidroxilagao
——

N-desmetiltamoxifeno 4-hidroxi-N-desmetiltamoxifeno

Figura 2. Principais produtos do metabolismo do TXF (MARRERO-ALONSO et al., 2013)



Capitulo 2 - Revisao da Literatura 13

2.1.3.4. Efeitos Adversos

O efeito colateral mais comumente relatado na administracdo do TXF € a sensacao de
ondas de calor, que afeta aproximadamente 50% das mulheres tratadas. Embora as sensacdes
variem de intensidade e duracdo, esses sintomas sao mais pronunciados nos primeiros trés
meses de tratamento. Além disso, outros efeitos colaterais associados a acdo antiestrogénica
também sdo muito comuns como nausea e vomito (GAIL et al., 1999; FACINA et al., 2003;
DAVIES et al., 2013; MARRERO-ALONSO et al., 2013). Além desses, alguns sintomas podem ser
diagnosticados com menor frequéncia, tais como: irregularidades menstruais, sangramento e
corrimento vaginal, prurido vulvar e dermatites. O TXF também pode provocar a retencdo de
liquidos, aumentar a dor de tumores e, em mulheres com metastase 6ssea, pode ocasionalmente

causar hipercalemia'® (RANG et al., 2001).

As maiores preocupac¢des com a administracdo do TXF estdo relacionadas ao seu
potencial em aumentar o risco de tromboembolismo venoso ou causar cancer endometrial, uma
vez que ha fortes indicios de que no Gtero este farmaco apresenta atividade agonista parcial*® do
estrogénio, estimulando a proliferacdo das células endometriais (GAIL et al., 1999; FACINA et al.,

2003)

O TXF apresenta alguns efeitos colaterais benéficos, como no caso do aumento da
densidade Ossea. Neste caso, promove-se a reducdo de fraturas 6sseas em mulheres poés-
menopausa tratadas com este farmaco. Este efeito se deve ao fato de que o TXF age em células
Osseas exercendo a mesma atividade do estrogénio para controle da densidade mineral 6ssea,

sendo entdo agonista do estrogénio (THE ATAC Trialist's GROUP, 2002).

Ao longo dos anos, as pesquisas evoluiram para o desenvolvimento e a producéo de
novos farmacos para o combate do cancer de mama, sendo factivel a quimioprevencgéo do cancer

de mama com o uso do TXF, que deve ser realizada de forma criteriosa e utilizando medicacbes

2 Grande concentracdo de potassio no sangue que pode resultar ocasionalmente em disfungdo renal.
13 Substancia que estimula um receptor com menor potencial que a estimulante original endégeno.
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comprovadamente eficazes. O TXF, representante da classe dos SERM, teve uso pioneiro no
tratamento de carcinomas mamarios horménio-dependentes e sua descoberta abriu as portas
para as pesquisas e desenvolvimentos de novos farmacos, além de contribuir para a melhora de
inimeros outros ja existentes no mercado. No entanto, € imperioso afirmar que, apesar da eficacia
comprovada, o TXF apresenta efeitos colaterais que podem causar sérios danos a qualidade de
vida da paciente. Pensando nisso é que se impulsiona o estudo e desenvolvimento de novas

formas farmacéuticas mais seletivas, capazes de atingir apenas as células cancerosas.

2.2. SISTEMAS DE LIBERACAO DE FARMACOS E/OU BIOMOLECULAS

Sistemas de liberacdo de farmacos e biomoléculas (SLF) é um termo que define a
forma ou o mecanismo pelo qual o farmaco € disponibilizado no organismo, apds sua
administracdo (AULTON, 2005). Nos SLF, os farmacos sdo disponibilizados aos poucos, de

forma controlada ou ndo, apds a administracgéo.

De acordo com Oliveira e colaboradores (2004), raramente a experiéncia clinica com
agentes terapéuticos satisfaz as expectativas criadas em torno de resultados pré-clinicos com
medicamentos, ja que entre o local de administragcdo e o 6rgdo ou tecido alvo, existe uma série de
barreiras anatdbmicas, quimicas e biolégicas que dificultam a obtencdo do efeito terapéutico
desejado. Desta forma, o desenvolvimento de formas diferenciadas de transporte do medicamento
no organismo é essencial para que os efeitos desejados sejam atingidos em sua plenitude,
reduzindo o risco de intoxicacbes e dinamizando o tratamento. Assim, tém surgido nos ultimos
anos diversos SLF com a finalidade de modelar a cinética de liberacdo, melhorar a absorcao,

aumentar a estabilidade do farmaco ou vetoriza-lo para uma determinada populacdo celular.

Neste contexto, tém sido realizados avancos tanto na criacdo de novos SLF e de
materiais para SLF. Alguns sistemas que permitem a inclusdo de farmacos, como lipossomas
(NGUYEN et al., 2011; WIEBER et al., 2011; GAWRYS et al., 2014; REFUERZO et al., 2015),

ciclodextrinas (STOJANOV et al., 2012; TAHA et al., 2013; GODINHO et al., 2014; GOODING et
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al., 2015), e nano e microparticulas (WILCZEWSKA et al., 2012; ELZOGHBY, 2013; LEE et al.,

2014; HOLA et al., 2015; SONG & CHEN, 2015), ja estdo bem estabelecidos.

2.2.1. NANOPARTICULAS (NP)

A nanotecnologia pode ser definida como um campo cientifico multidisciplinar baseado
no desenvolvimento, na caracterizacdo, na producao e na aplicacdo de estruturas, dispositivos e
sistemas com forma e tamanho na escala hanométrica. Atualmente ha o investimento global na
area de nanotecnologia esta em torno de U$ 7 bilhdes por ano e estima-se que entre 2011 e 2015
haja um investimento de cerca de U$ 1,5 triihdo (KUMARI et al., 2010). Neste contexto, a
utilizacado de SLF envolve um vasto campo de estudos e tem reunido muitos esfor¢cos na area de
nanotecnologia. Estes esforcos estdo fortemente associados ao desenvolvimento de estratégias

para a veiculagcéo de ingredientes ativos.

A utilizacdo de materiais poliméricos com aplicacdes biomédicas vem crescendo
consideravelmente nos ultimos anos, como tem sido evidenciado em diversos campos como na
engenharia de tecidos, no implante de dispositivos médicos e 6rgéos artificiais, na fabricacédo de
préteses, na oftalmologia, na odontologia, para o reparo 6sseo e na industria farmacéutica para

veiculagéo de farmacos (NAIR & LAURENCIN, 2007; WILCZEWSKA et al., 2012).

No ambito do SLF, sistemas de liberacdo nanométricos ja sdo usados ha pelo menos
seis décadas. Os lipossomas foram desenvolvidos em 1964 (BANGHAM & HORNE, 1964) e o
termo “NP” foi usado pela primeira vez em 1976 para descrever particulas poliméricas com
diametro de 100 nm (KREUTER & SPEISER, 1976). Por isso, a idéia do uso de NP para a
liberacdo de farmacos comecou quase quatro décadas atrds, ao mesmo tempo em que

habilidades Unicas das NP tem sido destacadas por diversos cientistas.

As NP poliméricas (NPP) s&o visualmente solidas, apresentam estruturas coloidais e

possuem tamanho de 10 a 1000 nm. O termo NP (NP) aplicado a liberacao de farmacos é amplo e
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refere-se a pelo menos dois tipos de estruturas diferentes: as nanoesferas e as nanocapsulas

(KREUTER & SPEISER, 1976; AULTON, 2005; RAO & GECKELER, 2011; LEE et al., 2014).

Denominam-se nanoesferas aqueles sistemas em que o farmaco encontra-se
homogeneamente disperso ou solubilizado no interior de uma matriz polimérica. Desta forma,
obtém-se um sistema monolitico, em que ndo é possivel identificar um ndcleo diferenciado. Ja as
nanocapsulas, ao contrario, constituem os chamados sistemas do tipo reservatérios, em que é
possivel identificar um nadcleo diferenciado, que pode ser sélido ou liquido. Neste caso, a
substancia encapsulada encontra-se visualmente envolvida por uma membrana, geralmente

polimérica, que isolando o nucleo do meio externo (AULTON, 2005).

Os métodos de obtencdo das duas formas de NP sdo semelhantes. A diferenca
morfolégica entre a forma farmacéutica de nanoesfera (sistema polimérico matricial) e

nanocépsula (sistema polimérico do tipo reservatorio) esta ilustrada na Figura 3.

o @
/ )

Polimero Preparagao de
+ —> Nanopamculas por
Farmaco varios métodos

. @
Nf\O ;

Figura 3. Exemplos das diferentes morfologias de NP poliméricas: (A) capsula (sistema reservatdrio) e (B)
esfera (sistema matricial) (KUMARI et al., 2010)

O farmaco ou biomolécula de interesse pode estar dissolvido, aprisionado, adsorvido,

ancorado ou encapsulado dentro ou sobre a matriz. Dependendo do método de preparacéo e das
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caracteristicas do material que compde a NP, esses sistemas podem ser concebidos para
apresentarem diferentes propriedades e caracteristicas de liberacdo (AULTON 2005; KUMARI et

al., 2010; MISHRA et al., 2010; WILCZEWSKA et al., 2012; BENNET & KIM, 2014).

NPP feitas de polimeros naturais ou sintéticos tém recebido grande atencdo devida a
estabilidade a facilidade de funcionalizacdo da superficie. Tais NPP podem ser feitas sob medida
para alcancar tanto a liberacdo controlada do farmaco quanto a localizagéo especifica do sitio da
patologia por meio do ajuste das caracteristicas do polimero e da quimica da superficie
(NAKACHE et al. 2000; SOUNDERYA & ZHANG, 2008; SINGH & LILLARD, 2009; LEE et al.,

2014; BENNET & KIM, 2014)

As vantagens do uso de NPP para liberacdo de farmacos resultam de duas
propriedades bésicas: tamanho nanométrico e disponibilidade de materiais biocompativeis. Devido
ao seu tamanho reduzido, as NPP podem extravasar por meio do endotélio inflamado, epitélio,
tumores ou penetrar em microcapilares. As NPP possuem outra vantagem sobre as
microparticulas, lipossomas e ciclodextrinas: elas sdo mais adequadas para administracdo
intravenosa. Os capilares menores possuem cerca de 5-6 ym de didmetro e o tamanho das
particulas a serem distribuidas no sistema sangliineo deve ser significativamente menor que 5 ym
para nao formarem agregados (trombos) e, consequentemente, provocarem embolismo. Além
disso, 0 uso de materiais biodegradaveis para preparacdo das NPP permite uma liberacéo
sustentada do farmaco no sitio alvo por um periodo de dias ou até mesmo semanas (KUMARI et

al., 2010; VIDYASAGAR, 2013).

Um nano-sistema de liberacdo deve ter idealmente alta capacidade de
armazenamento de farmaco, reduzindo a quantidade de material de matriz. A adicdo do farmaco
nestes nanodispositivos pode ser feita por dois métodos: pelo método que incorpora o farmaco
durante a formulacdo da NPP e pelo modelo de adsorcéo/absorcdo apés a formacédo da NPP. A
adicdo do farmaco e a eficiéncia do encapsulamento dependem da solubilidade do farmaco e do

material da matriz (polimero sélido ou agente de disperséo liquido) no meio de preparo, que esta
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relacionada com a composicdo da matriz, a massa molar, a interacdo farmaco-polimero e a

presenca de grupos funcionais no farmaco e na matriz (AULTON, 2005).

E importante considerar tanto a velocidade de liberac&o do farmaco quanto a falta de
degradacado do polimero quando se desenvolve um sistema nanoparticulado. Em geral a taxa de
liberacdo do farmaco depende dos seguintes fatores: (1) solubilidade do farmaco no meio
considerado, (2) dessorcdo do farmaco ligado ou adsorvido a superficie, (3) difusdo do farmaco
por meio da matriz da NP, (4) erosdo da matriz ou degradacdo da NP e (5) combinagédo de
processo de erosdo e difusdo. Assim, solubilidade, difusao e biodegrada¢céo da matriz da particula

governam o processo de liberagdo (AULTON, 2005).

O desenvolvimento de um sistema de NP para liberacdo-alvo de farmacos ja foi
revisado algumas vezes (MOGHIMI et al., 2001; WILCZEWSKA et al., 2012). A liberagéo alvo
pode ser alcancada de maneira passiva ou ativa. A forma ativa exige que o agente terapéutico ou
0 sistema carreador seja conjugado um ligante especifico na célula ou tecido (KUMARI et al.,
2010). A forma passiva incorpora o0 agente terapéutico a uma macromolécula ou NP que,

passivamente, alcan¢a o alvo no 6rgéo.

Portanto, sistemas de liberacdo de NP poliméricas apresentam grande potencial para
sobrepor obstaculos para alcance de um numero diverso de tipos celulares. Isso representa uma
possibilidade de alcancar células alvo e de facilitar a conducao de farmacos por meio de barreiras.
O desafio, no entanto, permanece na caracterizacdo desses alvos moleculares e na seguranca de

gue essas moléculas afetem apenas os érgaos alvo.

2.3. DISTRIBUICAO DE NP NO ORGANISMO

O comportamento das NPP no organismo deve ser monitorado, porque as NPP podem
se acumular no organismo e ndo serem eliminadas em funcdo do baixo didmetro apresentado. A

preocupacao central € como o organismo se comporta diante desses nanomateriais. O campo da
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nanotoxicidade constitui a fronteira do conhecimento nessa area e pouco ainda se sabe sobre o

tema de forma rigorosa.

A biocompatibilidade é importante nesses materiais e 0s efeitos adversos e os efeitos
positivos devem ser analisados. A toxicologia é fundamental em todos esses estudos e pesquisas
sdo obrigatorias para esses sistemas. Para o uso desses materiais em seres humanos, é
necessario acumular toda a informacéo possivel a respeito do nivel toxicolégico. Atualmente ha
grande preocupagdo com o risco para a saude imposto por NPP, como alteracdo de genes em
células hepaticas ou a destruicdo de células lipidicas, muito sensiveis a NPP (SOUNDERYA &

ZHANG, 2008).

Na grande maioria das aplicacdes, € desejavel que as NPP carregadas de farmacos
sejam compostas de polimeros biodegradaveis. NP biodegradaveis séo freqliientemente usadas
para melhorar o indice terapéutico de varios farmacos sollveis (ou ndo) em agua, por meio da
melhora da biodisponibilidade, solubilidade e tempo de retencdo no organismo (KUMARI et al.,
2010; VIDYASAGAR, 2013). Ja foi demonstrado que esse tipo de formulacdo de NPP com
polimeros biodegradaveis reduz as despesas, 0s riscos e a toxicidade aos pacientes e aumenta a
eficacia, especificidade, tolerabilidade e o indice terapéutico dos farmacos (KUMARI et al., 2010;
SAWALHA et al., 2011). Além disso, farmacos em NP biodegradaveis possuem muitas vantagens,
prevenindo contra a degradacdo prematura, a interacdo com moléculas biol6gicas do organismo,

aumentando a da absorcao pelo tecido, entre outros (ALEXIS et al., 2008).

O conhecimento sobre a cinética, metabolismo e eliminacdo das NP é limitado, ja que
poucas NP foram testadas clinicamente. O Doxil® e o Abraxane® sdo dois medicamentos do
mercado veiculados na forma de NPP para terapia do cancer que ja sofreram avaliacao clinica,
pré-clinica e aprovacédo pelo FDA. O primeiro é um sistema lipossomal de doxorrubicina para o
tratamento de carcinoma ovariano que ja demonstrou eficacia e seguranca (STRAUBINGER et al.,

1988; ROBERT et al., 2004). O segundo € uma NP de taxol conjugada com albumina utilizada no
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tratamento de cancer de mama metastico (DAMASCELLI et al., 2001; DESAI et al, 2006; MIELE et

al., 2006).

Como ja discutido anteriormente, as NP carregadas com farmacos sdo melhores que
os farmacos tradicionais no que diz respeito a liberacdo controlada, liberacdo alvo e impacto
terapéutico. Essa capacidade de liberacdo alvo é influenciada principalmente pelo tamanho édio
da particula, distribuicdo dos tamanhos da particulas e grau de hidrofobicidade. Entre eles, o
tamanho médio e a distribuicdo dos tamanhos de particulas sdo importantes para determinar a

interacdo com a membrana da célula e sua penetracdo por meio das barreiras fisiolégicas.

A fim de ultrapassar diferentes barreiras bioldgicas, o tamanho ideal da NPP depende
do tecido a ser alcancado, do sitio de acdo alvo e da circulagdo (BRANNON-PEPPAS &
BLANCHETTE, 2004). Para a internalizacdo celular de NP, a carga da superficie € outro fator
muito importante, ja que pode determinar se as NP podem se aglomerar no fluxo sanguineo ou
aderir ou interagir com a membrana de células com cargas opostas (JABR-MILANE et al., 2008).
Superficies catibnicas sdo normalmente desejaveis, j& que promovem interac6es das NPP com as
células aumentando a taxa e a extensao da internalizacao (SHENOY & AMIJI, 2005; GODINHO et
al., 2014). Para liberacdo alvo, a permanéncia das NP na circulacdo sanguinea é desejada;
porém, as NP convencionais com superficies hidrofébicas sdo rapidamente opsonizadas™ e
massivamente eliminadas pelos macrofagos dos 6rgdos do sistema mononuclear fagocitico
(SMF). Para aumentar a circulacdo das NPP no sangue, a superficie das NPP convencionais deve
ser modificada com diferentes moléculas. Um exemplo disto é o revestimento com polimeros
hidrofilicos, como o polietilenoglicol (PEG), que pode criar uma nuvem de cadeias na superficie da
particula que repele as proteinas plasmaticas presentes no sangue (BAREFORD & SWAAN,

2007; HALEY & FRENKEL, 2008; SUN et al., 2011; LIECHTY & PEPPAS, 2012).

O desempenho das NPP in vivo é influenciado por caracteristicas morfolégicas, da

guimica de superficie e pela massa molar do polimero. NP com a superficie modificada podem

14 Opsonizagdo é o processo que facilita o sistema imunolégico fixar opsoninas, molécula que age como facilitadora de ligacdo no
processo de fagocitose (englobamento e digestao de particulas solidas e micro-organismos por células)
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apresentar propriedades “anti-adesivas”, em virtude da configuracdo estendida da superficie da
particula, que provoca impedimento estérico, reduzindo a extensdo da eliminacao pelos
macrofagos circulantes do figado e possibilitando a permeac¢do aumentada. O mecanismo de
liberacdo de farmacos e biomoléculas presentes nas NP pode ser modulado pela massa molar e
pelas caracteristicas quimicas do polimero usado. Quanto maior a massa molar do polimero, mais

lentamente o farmaco tende a ser liberado da NP (SHENOY & AMIJI, 2005; KUMARI et al, 2010)

Normalmente, quando um agente € introduzido no sistema circulatério, como por
exemplo no sistema intravenoso, o agente é jogado imediatamente nos sistemas vascular e
linfatico. A distribuicdo do farmaco no tecido esta correlacionada com a quantidade relativa de
débito cardiaco associado ao tecido. Sendo assim, os tecidos e 6rgdos com maior fluxo de sangue
(cérebro, figado, coracdo, intestino, pulm&o e rins) podem estar expostos a uma maior
concentracao do farmaco, ja que o mesmo € capaz de penetrar em um tecido particular a partir da
vasculatura. O débito cardiaco, um parametro fisioldgico, pode entdo agir como um filtro para

distribuicdo de um nanomaterial (FARAJI & WIPF, 2009).

Nanomateriais muito pequenos (1-20 nm) apresentam visualmente maior tempo de
residéncia na circulacdo e menor extravasamento vascular para espacos intersticiais'®. I1sso pode
causar uma diminuicdo do volume de distribuicdo ou até mesmo a alteracdo na distribuicdo no
corpo, quando administrado via intravenosa. Particulas maiores que 200 nm sdo normalmente
reconhecidas pelo sistema complemento e sdo eliminadas do organismo em maior extenséo. Por
isso, injecBes locais requerem NP de tamanhos na ordem de 30 a 100 nm. Essa faixa é
suficientemente grande para evitar infiltracées nos capilares, mas também pequenas o bastante

para evitar a eliminacéo pelo sistema reticulo endotelial (SRE) (FARAJI & WIPF, 2009).

Dados de distribuicdo de NP via intravenosa no organismo demonstram que estes
dispositivos se concentram principalmente no figado, baco e medula 6ssea, pelo SMF. Esses

orgdos funcionam como reservatorios, fazendo com que as NP sejam removidas rapidamente da

'* pequena area, orificio ou espaco existente na estrutura de um 6rgdo ou tecido organico que pode ser ocupado por um liquido
extracelular.
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circulagdo. Dessa forma, a segunda etapa do processo de liberacdo do farmaco in vivo € a
degradacdo e excrecdo do polimero (UCHEGBU & SCHATZLEIN, 2006). Por isso, deve-se ter
sempre a preocupacao de que, quando a particula for liberada o ativo deve ficar livre, assim como
0 polimero. Dessa forma, a responsabilidade com o acumulo ou eliminacdo e degradacdo sao
certamente essenciais. Mesmo assim, a seguranca para uso humano sempre ird depender de
multiplos fatores, como a via de administracdo, a dose, a freqiiéncia de administracdo e da

liberagdo de farmacos relacionados a toxicidade de sua carga total.

2.4.  NANOPARTICULASP POLIMERICAS NA TERAPIA DO CANCER

Na liberacdo de agentes terapéuticos em células tumorais in vivo é importante
contornar os seguintes problemas: 1) resisténcia do tumor as barreiras fisiolégicas; 2) resisténcia
do farmaco e 3) distribuigdo, biotrasnformacdo’® e eliminagdo de farmacos anti-tumorais do
organismo. Na quimioterapia, a resisténcia ao farmaco pode ser definida como a falta de reducéo
do tamanho do tumor ou como a ocorréncia de uma recidiva clinica apés uma reposta inicial

positiva do tratamento (KEDAR et al., 2010).

Na terapia de tratamento de tumores, os mecanismos ndo celulares de resisténcia
podem ser atribuidos a regides do tumor pouco vascularizadas, as quais podem proteger as
células cancerosas da citotoxicidade da quimioterapia. Normalmente, uma massa de células
tumorais obtém nutrientes para o0 crescimento por difusdo passiva até atingir um tamanho
correspondente a cerca de 2 mm?® Para que o tumor continue a crescer deve ocorrer o
desenvolvimento e formacdo de novos vasos sanguineos (angiogénese), a fim de suprir com
nutrientes a massa crescente de tumor. Uma variedade de sinais inicia a angiogénese, mas o
processo ndo € muito ordenado, o que resulta em areas pouco vascularizadas, que sofrem

posterior necrose, e em ma distribuicdo dos farmacos, enquanto outras areas do tumor sao muito

16 Biotransformagéo, transformacao metabdlica ou bioconversdo é o processo em que substancias como farmacos,
nutrientes, dejetos e toxinas dentro de um organismo, passam por reag¢des quimicas, geralmente mediadas por
enzimas, que o convertem em um composto diferente do originalmente administrado
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vascularizadas. Além disso, 0s vasos sanguineos dos tumores sao anormais, possuindo
ramificacdes e tortuosidades, permitindo o extravasamento de substancias, ja que as membranas
apresentam anormalidades. Essas caracteristicas resultam em permeabilidade aumentada para a
passagem de moléculas por meio da parede do vaso para o intersticio do tumor. O espaco entre
as células endoteliais atinge a faixa de 100 a 780 nm, dependendo do tipo de tumor, bem
diferente do tamanho das jun¢des tight das células endoteliais normais que varia normalmente de
5a 10 nm (WILTING et al., 2012; GIULIANO & PAGES, 2013; COJOC et al., 2014; VIDEIRA et al.,

2014).

A alta presséo intersticial e a baixa pressdo microvascular podem retardar ou impedir o
extravasamento das moléculas. O intersticio do tumor é composto por uma rede de colageno e um
fluido parecido com um gel, o que apresenta alta presséo intersticial e oferecem resisténcia para o
fluxo interno de moléculas. O transporte de farmacos para o intersticio é determinado pelo balango
de forcas entre a pressédo intersticial e as propriedades de difusdo do farmaco (tamanho de
particula, configuracdo, natureza hidrofobica, carga elétrica). A pressdo intersticial do tumor é
maior no seu centro e menor na sua periferia, favorecendo a diminuicdo da difusdo do farmaco
para o centro do tumor (KRISHNA & MAYER, 2000). Nao obstante, o0 ambiente acido dos tumores
pode também conferir um mecanismo de resisténcia contra farmacos de carater basico. Esses
compostos podem ainda estar ionizados, impedindo a difusdo por meio da membrana celular

(KRISHNA & MAYER, 2000).

A resisténcia dos tumores a intervencles terapéuticas ainda pode ser atribuida a
mecanismos celulares relacionados as altera¢cbes na bioquimica das células tumorais. Isso inclui
uma atividade alterada de sistemas enzimaticos especificos, regulacdo alterada da apoptose ou
mecanismos baseados em transportes (como sistema de efluxo da glicoproteina P, responsavel
pela resisténcia multi-droga ou pela proteina associada a resisténcia multi-droga). As proteinas de
efluxo na membrana celular, como a glicoproteina-P, diminuem a concentracao intracelular dos
farmacos (MAEDA et al., 2009). A plicoproteina-P também esta presente na membrana nuclear,

limitando o transporte do farmaco para o nucleo (PLAPIED et al.,, 2011). Os farmacos que
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alcancam o ambiente intracelular podem posteriormente ser capturados por vesiculas
citoplasmaticas e ndo serem liberados, sendo depois degradados ou excretados das células
(VASIR & LABHASETWAR, 2005). Por isso, uma liberacdo de farmacos efetiva deve superar

todos esses mecanismos de resisténcia.

Finalmente, farmacos usados nas terapias anti-tumorais geralmente exibem um
grande volume de distribuicdo e séo toxicos, tanto para as células tumorais quanto para as células
normais, sendo a eficacia da quimioterapia geralmente limitada pelos efeitos colaterais.
Estrategicamente, esses farmacos podem ser associados as NP com o objetivo de superar os
mecanismos celulares e nédo celulares de resisténcia, aumentando desta forma a seletividade dos
farmacos as células cancerosas e diminuindo a toxicidade a tecidos normais. Se desenvolvida
apropriadamente, as NP podem agir como veiculos capazes de atingir células tumorais e proteger

o farmaco de uma inativacdo prematura durante o transporte (HALEY & FRENKEL, 2008).

De fato, em relagdo ao tumor, o mecanismo de acumulo das NP injetadas via
intravenosa baseia-se na difusdo passiva. A absor¢do pode também resultar de um

reconhecimento especifico, no caso das NP reconhecerem um ligante (MOGHIMI et al., 2001).

Normalmente, a depuragdo via sistema linfatico € seriamente comprometida, ja que
existe uma retencdo adicional das particulas coloidais no intersticio do tumor. Esse conceito
particular € denominado retencdo e permeabilidade aumentada (EPR), que serd descrito com
detalhes na préxima sec¢ao, resultando no acimulo de farmacos antitumorais (MAEDA et al. 2009;
SINGH & LILLARD, 2009; FANG et al.,, 2011). As NP ainda podem agir nas células, sendo
endocitadas ou fagocitadas por células, como resultado da internalizacdo celular do farmaco
encapsulado. Além disso, a liberacdo controlada do farmaco no intersticio tumoral pode ser
alcancada por meio do controle da estrutura da NP, como os tipos de polimeros usados e 0 modo

como o farmaco é associado ao carreador.

A contribuicdo das NPP convencionais para o aumento da eficacia de farmacos

antitumorais é limitada, atingindo tumores apenas ao nivel dos 6rgaos SMF. Direcionar as NP
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carregadas de farmacos a outros tecidos tumorais ndo pode ser viavel, devido ao pequeno tempo
de circulacdo (a meia-vida média de NPP convencionais é de 3-5 minutos depois da
administracdo intravenosa). Além disso, a penetracdo do carreador por meio do endotélio tumoral,
gue permite o extravazamento, seria baixa, levando a concentracfes subterapéuticas do farmaco

proximos as ceélulas neoplasicas.

Diante deste cenario, outros dispositivos nanoparticulados devem ser considerados
para atingir tumores néo localizados na area SMF. Recentemente, um grande esfor¢o tem sido
feito para desenvolver NPP invisiveis aos macréfagos, caracterizadas por demonstrarem um
tempo de meia-vida prolongado no sangue. Isso permite que essas NP sejam capazes de

alcancar tumores localizados fora da regido SMF (KEDAR et al., 2010)

O tamanho e as caracteristicas de superficie dessas NP s&o as chaves para o destino
biol6gico, jA que esses parametros podem prevenir por macréfagos do sistema fagocitico
mononuclear (MPS). Como ja& mencionado, um tamanho menor que 100 nm de didmetro e uma
superficie hidrofilica (ao contrario da hidrofébica das NP convencionais) sdo necessarios para

reduzir a opsonizagéo e subseqiente depuragéo pelos macrofagos (VIDYASAGAR, 2013).

O maior avanco no campo das NPP para tratamento do cancer foi a utilizagdo de
polimeros hidrofilicos (PEG, poloxamina, poloxamers, polissacarideos) para cobrir eficientemente
a superficie de NPP convencionais. Esse revestimento prové uma nuvem dinamica de cadeias
hidrofilicas e neutras na superficie das particulas, responsaveis por repelir proteinas plasméticas .
Polimeros hidrofilicos podem ser inseridos na superficie por duas maneiras: adsorcdo de
surfactantes ou uso de blocos ou ramificacbes em copolimeros. A segunda estratégia, que
consiste basicamente na ligacdo covalente de copolimeros anfifilicos, € geralmente preferida, pois
evita a possibilidade da dessor¢cdo do revestimento por diluicdo ou posterior contato com
componentes do sangue. A cobertura das NPP convencionais para obtencédo de um carreador de
longa circulacdo tem sido a primeira estratégia usada para atingir diretamente um tumor in vivo

(LIECHTY & PEPPAS, 2012).
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Muito esforco também vem sendo feito para alcancar uma liberacdo alvo eficiente,
baseada no processo de reconhecimento molecular (interacdo ligante-receptor ou anticorpo-
antigeno). Em alguns casos, a liberacdo alvo especifica pode levar a uma internalizacéo celular
mediada por receptor. Por exemplo, tomando vantagem dos receptores de folato na superficie de
células malignas, as NP conjugadas com folato foram desenvolvidas na esperanca do folato
ajudar na absorcéao seletiva do farmaco pelas células cancerosas (STELLA et al., 2000). O folato,
neste caso, foi localizado no citoplasma da célula como conseqiiéncia da endocitose mediada por
receptor. As NPP conjugadas com folato podem né&o s6 atingir seletivamente células cancerosas,

como também aumentar a internalizac@o de farmacos encapsulados nas células cancerosas.

2.4.1. NANOPARTICULAS POLIMERICAS E O EFEITO RPE NO TRATAMENDO DO CANCER

Na terapia contra o cancer, 0os vasos sanglineos vém recebendo grande atengéo,
ja que a angiogénese constitui 0 maior foco de atencdo no processo de formagdo de um tumor e
de sua inibicdo. Entre vérios fatores de crescimento endoteliais, um em particular se destaca: o
fator de crescimento endotelial (EGF), que foi identificado como o fator de permeabilidade
vascular (VPF). O VPF facilita o extravasamento dos componentes do plasma sangiliineo para o
espaco intersticial dos tecidos tumorais por meio das paredes dos vasos, 0 que resulta num
suporte nutricional e suprimento de oxigénio para o rapido crescimento das células tumorais. Ja
foram encontrados muitos outros potentes mediadores de permeabilidade vascular em tecidos
tumorais, como bradicinina, éxido nitrico, peroxinitrito, colagenase e prostaglandinas (MAEDA et

al., 2001; WU et al., 2001; KEDAR et al., 2010).

O acumulo e retencdo de farmacos contidos em NP poliméricas sdo mais
favorecidos no tecido tumoral, quando comparado com os tecidos normais, fenémeno conhecido
como Efeito de Retencdo e Permeabilidade Elevada (EPR) de particulas de macromoléculas e
lipideos em tumores soélidos, descrito pela primeira vez por Matsumura e Maeda em 1986

(MATSUMURA & MAEDA, 1986). Esse efeito se aplica apenas para particulas de macromoléculas
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e ndo para compostos de baixa massa molar, a categoria a que a maioria dos farmacos pertence
hoje em dia. Esses compostos sdo livremente distribuidos por difusdo para varios tecidos e
orgaos, uma vez que os compostos se difundem contra o gradiente de concentracao até atingirem
o0 equilibrio. Sua concentracéo no tumor ndo pode ser maior que no plasma sangtiineo, nem pode
ser retido em altas concentracbes no tumor por um periodo significativo devido a rapida excrecéo
para a corrente sanguinea. A concentracdo no plasma diminui rapidamente como resultado de
uma eficiente depuragéo renal via urina. Ao contrario das macromoléculas, os farmacos contidos
em particulas poliméricas séo retidos no tecido tumoral em uma concentragdo bem maior que no
plasma (MAEDA, 2012; MAEDA et al. 2013; MAEDA, 2015). O fendmeno de EPR é reconhecido
como uma caracteristica de um tumor viavel e de rapido crescimento. Este efeito também é
observado na periferia de tumores e em tecidos normais que circundam este tumor, devido a
variedade de mediadores vasculares localizados nesta regido. Farmacos poliméricos podem ser
rapidamente eliminados do tecido normal via drenagem linfatica, quando comparado com tecidos
tumorais. Tudo isso demonstra que a vasculatura de um tumor pode ser um alvo ideal para

liberacdo seletiva de agentes anti-tumorais.

A conjugacdo do farmaco com um polimero proprio (biocompativel) é bem aceita
porque o polimero confere caracteristicas farmacocinéticas ao principio ativo original de baixo

peso molecular. De acordo com Maeda e colaboradores (2001), tais caracteristicas incluem:

— Prolongamento do tempo de meia-vida no plasma;

— Maior eficiéncia em alcangar o tumor e suprimir a toxicidade;

— Eliminacdo da supressao da imunogenicidade e antigenicidade;

— Estabilidade contra degradacédo de enzimas hidroliticas ou radicais livres;

— Mudanca na solubilidade, de maneira que principios ativos insolaveis podem ser solubilizados;
— Diversificacdo da formulacgao;

— Ativacdo de macréfagos de grande valor para terapia do cancer;
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— Melhor custo-beneficio, jA que a posologia diminui, ao mesmo tempo em que a eficacia
aumenta.;

— Possibilidade de formulagcdo oral, mesmo para peptideos e proteinas (mesmo com grande
susceptibilidade a enzimas digestivas e pH acido), ja que a administracdo de uma formulacéo
oleosa permite melhor absorgéo intestinal;

— Melhora da endocitose celular;

— Reducéao do efluxo de farmacos, ja que o sistema de efluxo mediado pela glicoproteina-P nas

células multirresistentes ndo opera no caso de farmacos poliméricos;

Neste cenario, uma menor quantidade de farmaco é liberada em tecidos e 6rgaos
normais. Porém, deve-se saber que essas melhorias sao significativas apenas quando se usa
farmacos poliméricos. Deve-se ter em mente que 0s vasos sangliineos tumorais sdo alvos da
liberacdo especifica de farmacos anti-tumorais, que reduzem os efeitos colaterais porque o efeito

EPR facilita 0 acumulo seletivo de farmaco, embora ndo em érgaos vitais hormais.

2.4.2. PROTEINAS E PEPTIDEOS NA LIBERAGCAO DE FARMACOS ANTI-TUMORAIS

Atualmente é possivel combater o cancer e individualizar a terapia com o auxilio de
tratamentos personalizados. |dealmente, a medicina clinica deveria usar a nanotecnologia
baseada em marcadores tumorais de cada paciente, enquanto que os cientistas formulariam as
NPP usando os mesmos biomarcadores daqueles encontrados no tumor do paciente, carregando
o farmaco especifico para se ligar & proteina biomarcadora relacionada aquele tumor. Esses
biomarcadores do céncer incluem uma grande variedade de moléculas como genes mutantes,

RNAs, proteinas, lipideos, carboidratos e outros metabdlitos menores. A apresentagdo ou

expressao alterada esta relacionada a uma mudanca biolégica (expressa como uma neoplasia).
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Muitos peptideos e proteinas possuem atividade biol6gica que os caracterizam como
potenciais agentes terapéuticos, em especial anti-tumorais. Anticorpos ligantes cancer-especificos
também podem ser considerados como proteinas anti-tumorais como 0s anticorpos monoclonais
(AM). A terapia com AM ja vem sendo estudada pelos ultimos 15 anos e é considerada uma das
estratégias de maior sucesso para o combate de tumores em pacientes com tumores solidos e
doencas hematologicas malignas. O fundamento desta terapia consiste no levantamento dos
antigenos expressos na superficie do tumor a ser tratado por meio de técnicas soroldgicas. Esses
antigenos normalmente sdo super expressos na superficie do tumor, quando comparado com
tecidos normais, o que pode torna-lo alvo seletivo de um “anticorpo” (com fungédo agonista ou
antagonista), modulando o sistema imune ou liberando um farmaco especifico que esta conjugado

com esse anticorpo (SCOOT et al., 2012).

A utilizacdo de proteinas e peptideos como agentes terapéuticos é dificultada pela
rapida eliminagdo na filtragdo renal, pela degradacdo enzimética, pela aprisionamento pelo
sistema reticulo endotelial (SRE) e pelo acumulo em 6rgdos e tecidos que nao sao alvos. Em
funcdo da répida eliminacdo e ampla distribuicdo de farmacos em 6rgdos ndo-alvo, em muitas
terapias o farmaco precisa ser administrado em grandes quantidades, ocasionando em certos

pacientes uma toxicidade nao-especifica (MAEDA et al. 2009; FANCIULLINO et al., 2013).

Muitos peptideos e proteinas, assim como anticorpos, exercem acado extracelular pela
interacdo com receptor. Porém, pode haver muitos outros alvos dentro da célula. Além disso, a
baixa permeabilidade da membrana a macromoléculas representa um obstaculo adicional para o
desenvolvimento de formulagBes anti-tumorais baseadas em peptideos e proteinas. A filtracédo e
excrecao renal sdo majoritariamente responsaveis pela rapida eliminacdo das proteinas de baixo
peso molecular (menor que 40 kDa) da circulacdo sanguinea. Isso pode ser prevenido pela
conjugacdo de biomoléculas com polimeros sollveis em agua, 0os quais resultam num complexo

maior que 40 kDa (MAEDA et al., 2009; MAEDA, 2015)).
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A liberacéo eficaz de farmacos anti-tumorais em tumores resolve apenas uma parte do
problema. Para muitos farmacos conjugados a proteinas e peptideos, o proximo desafio é
alcancar a liberacdo intracelular, uma vez que muitos alvos de farmacos anti-tumorais estéo
localizados dentro das células. Porém, nem todos os alvos de proteinas, que podem ser
identificados e validados por ferramentas de biologia molecular sdo considerados adequados para
o desenvolvimento de medicamentos anti-tumorais, geralmente devido a localizag&o intracelular

(SCOOT et al., 2012).

Assim, o conhecimento atual prové algumas abordagens promissoras para a liberagédo
especifica de farmacos anti-tumorais, conjugados com proteinas e peptideos, em tumores e

células tumorais a partir de sistemas poliméricos nanoparticulados.

2.4.2.1. Nanoparticulas Poliméricas Conjugada com Albumina como Estratégia para

Liberac&o Alvo de Farmacos Antitumorais

A albumina é uma proteina de alto valor bioldgico presente principalmente na clara
do ovo, no leite e no sangue. Portanto, existem trés tipos principais de albumina: a ovoalbumina

(OVA), a albumina de soro bovino (BSA) e a albumina de soro humano (HSA).

A OVA é uma proteina funcional encontrada no ovo. Quimicamente é uma
fosfoglicoproteina monomérica que consiste em 385 residuos de aminoacidos, em que cada
molécula tem uma ligacao dissulfeto interna e quatro grupos sulfidrilas livres. A massa molar € de
47.000 Da e o ponto isoelétrico (PI) é de 4,8. A OVA é muito utilizada como carreador de farmacos
devido a disponibilidade e baixo custo, quando comparada com outras proteinas. Além disso, este
tipo de albumina exibe muitas outras funces, como habilidade de formar uma rede de gel e

estabilizar emuls@es e espumas (ELZOGHBY et al., 2012).

A BSA tem peso molecular de 69.323 Da e Pl de 4,7 em agua a 25 °C. Esta albumina

€ amplamente utilizada para liberacéo de farmacos devido a sua importancia médica, abundancia,


http://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ovo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Leite
http://pt.wikipedia.org/wiki/Sangue
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baixo curso, facilidade de purificacdo, propriedades ligantes e grande aceitacdo na industria

farmacéutica (ELZOGHBY et al., 2012).

A BSA pode ser substituida pela HSA, a fim de evitar possiveis respostas
imunoldgicas in vivo. A HSA (Figura 4) é a proteina mais abundante no plasma humano (35-50 g/L
de soro), com uma meia-vida média de 19 dias. A HSA é uma proteina globular monomérica muito
solavel, apresentando 585 residuos de aminoacidos e peso molecular de aproximadamente
66.500 Da. A HSA contém 35 residuos de cisteina, formando um grupo sulfidrila e 17 pontes
dissulfeto. Esta ndo é uma proteina padrdo, uma vez que é extremamente robusta ao pH (estavel
na faixa de pH 4 a 9), temperatura (pode ser aquecida a 60 °C por até 10 horas) e solventes
organicos. Quando a HSA é quebrada, aminoacidos fornecem alimentacdo para os tecidos
periféricos. Estas propriedades, bem como a captacdo preferencial pelo tecido tumoral e
inflamado, a disponibilidade imediata, a degradabilidade e a auséncia de toxicidade fazem dela

uma candidata ideal a liberacé@o de farmacos (ELZOGHBY et al., 2012).

Figura 4. Estrutura cristalografica de Raio-X da albumina de soro humano (KHAN & KHAN, 2008).

A albumina possui uma estrutura primaria muito bem definida e, por isso, oferece
grande possibilidade de se ligar as superficies das NPP, devido a presenca de grupos funcionais
do tipo carboxilico ou amino. A conjuga¢do da albumina com a superficie da NPP é realizada
normalmente por meio da formacdo de uma ligacdo covalente entre o ligante da NPP e o grupo

funcional da albumina. Quando a albumina se liga a superficie de um nanocarreador, ela pode
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modificar os parametros farmacocinéticos do farmaco carreado, aumentar a estabilidade do
nanossistema, prolongar o tempo de meia-vida de circulacdo, e diminuir a eliminacdo do farmaco

e agir como vetor. (ELZOGHBY et al., 2012)

A tecnologia de ligacdo da NPP a albumina, também chamada de tecnologia “Nab”
(“Nanopatrticle-albumin bound”), permite o acoplamento de farmacos hidrofébicos inclusos em
NPP a albumina. Esta técnica permite o transporte de farmacos hidrofébicos pelo organismo sem
a necessidade de utilizacdo de solventes toxicos, evitando assim reac¢des de hipersensibilidade.
Portanto, além de evitar os efeitos adversos provenientes do solvente utilizado, a tecnologia Nab
permite que maiores concentragdes do farmaco ativo atinjam os tecidos tumorais (BERRY et al.,

2005, FANCIULLINO et al., 2013).

Os farmacos chamados Taxanos (como docetaxel, paclitaxel) sdo considerados o0s
agentes anti-tumorais com maior atividade no tratamento de tumores mamarios (KATSETOS &,
DRABER, 2012). A forma comercial de paclitaxel é formulada com Cremofor EL®!’ e etanol como
veiculos. O docetaxel é formulado com Tween 80® e etanol como diluentes. Esses solventes e
surfactantes sao biologicamente e farmacocineticamente ativos e induzem uma série de efeitos
adversos. Por isso, os taxanos em geral e o paclitaxel em particular, alem de farmacos anti-
tumorais hidrof6bicos, sdo farmacos candidatos a serem formulados em formas de administracéo

mais aceitaveis do ponto de vista clinico.

A albumina é o carreador natural de moléculas hidrofébicas do corpo humano e o meio
pelo qual 4cidos graxos, hormbnios e vitaminas solUveis em gordura séo transportados. Por isso,
a ligacdo da albumina ao receptor de glicoproteina gp60 nas células endoteliais resulta na
transcitose de NPP intactas por meio da membrana celular. A endocitose difere da transcitose, em

que o conteudo das vesiculas nao é digerido (Figura 5).

" Marca registrada da BASF para sua versdo de 6leo de mamona polietoxilado. E preparado pela reacdo de 35 moles de éxido de
etileno para cada mol de 6leo de ricino. O produto resultante € uma mistura registrada com nimero CAS 61791-12-6.
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Considerando que o0 sucesso da quimioterapia contra o cancer depende da liberacdo
do agente ativo na célula tumoral, neste caso, 0 mecanismo natural do corpo humano para
liberacdo de proteinas para as células, utilizando a albumina, pode ser utilizado como ferramenta
para a liberacdo de farmacos antineoplasicos. Além do transporte ativo do farmaco, mediado pela
albumina, o grau de vetorizacdo seletiva para células tumorais é fornecido pelo SPARC (proteina
secretada acida e rica em cisteina), proteina que modula a interacdo das células com a matriz

extracelular (BREKKEN & SAGE, 2001).

Etapa 1 Etapa 2 Albumina
/- ® * ¥ 4 NP carreada do farmaco
\ .
F @ 9 % € SPARC
"y + Y Y Receptor gp60

Celulas endoteliais dos
vasos sanguineos do tumor

Intersticio do tumor

'3
< € SPARC
Apoptose de células tumorais
induzida pelo antineoplasico

Célula tumoral

Figura 5. A tecnologia Nab permite tornar mais seletiva a liberacdo de farmacos em células tumorais por
meio da ligacdo das NP com a albumina. Etapa 1 — Injecdo do Nab-farmaco na corrente sangiiinea; Etapa 2
— O Nab-farmaco suspenso no sangue; Etapa 3 — Porque esta ligado a albumina, o Nab-farmaco se liga ao
receptor gp60 presente na célula endotelial do vaso sangiiineo do tumor; Etapa 4 — Ligacdo a albumina
ativa a transcitose e faz com que o farmaco na NP migre por meio do citoplasma; Etapas 5 e 6 — Nab-
farmaco se liga a SPARC; Etapa 7 — Ocorre um actimulo de farmaco via SPARC na membrana da célula
tumoral; Etapa 8 — Difusdo do farmaco no compartimento intracelular e subsequente indugcédo da célula a
morte (CORTES & SAURA, 2010)

A SPARC se liga a albumina com uma afinidade tdo grande quanto o receptor gp60,
sendo super-expressa em muitos tipos de tumores. Apesar de estar associada a tumores, a
SPARC néo é especifica para tecidos e células tumorais, j& que também é encontrada em tecidos
normais sadios, especialmente durante o desenvolvimento embrionario. O aumento dos niveis de

SPARC esta associado com o remodelamento e hiperproliferagdo de tecidos e ossos. Contudo, 0
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aumento pronunciado em sua expressao esta associado a transformacdes malignas. Além disso,
junto com as integrinas, a SPARC pode estar envolvida no processo de metastase e, por isso,
altos niveis de expressao de SPARC estédo associados a um mau prognéstico de muitos tumores,
incluindo os de cabeca, pescoco, pulmdo e mama. SPARC esta presente na superficie de células
de carcinoma de mama humano MX-1 e € por isso que o transporte de altas concentracdes de
antineoplasico num sistema NP conjugado a albumina pode levar a uma liberacdo especifica e
seletiva de altas concentra¢bes do farmaco em células tumorais e, conseqiientemente, a uma
apoptose seletiva (KOUKOURAKIS et al.,, 2003; CHIN et al.,, 2005; WATKINS et al., 2005;

CORTES & SAURA, 2010).

A tecnologia Nab ja demonstrou bastante eficacia, quando comparada com outras
quimioterapias, no tratamento de cancer de mama metastico em estudos pré-clinicos e em
estudos clinicos j& em fase Il, utilizando Paclitaxel em NP de albumina (FOOTE, 2007;

DRANITSARIS et al., 2007; GLUCK et al., 2010; YAMOTO et al., 2011; LLUCH et al., 2014).

2.5. PREPARO DE NANOPARTICULAS

As propriedades das NPP devem ser otimizadas, dependendo de cada tipo de
aplicacdo. Para alcancar as propriedades de interesse, o modo de preparo dessas NP

desempenha um papel fundamental.

O preparo de NPP pode ser feito por basicamente dois métodos: usando polimeros ja
formados ou formando as NP com auxilio de técnicas especificas de polimerizacdo. Na area
farmacéutica, normalmente utilizam-se polimeros prontos, sendo as técnicas de evaporacdo do

solvente e secagem por aspersao (spray drying) as mais usuais (SAWALHA et al., 2011).

Por outro lado, as NPP podem ser sintetizadas diretamente por meio da polimerizagédo
de mondmeros, usando varias técnicas distintas de polimerizacdo, principalmente em sistemas

dispersos como os de polimerizagdo em suspensdo, emulsdo, microemulsdo e miniemulsdo. A
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escolha do método de preparo é feita com base em inumeros fatores, como o tipo de sistema
polimérico, a area de aplicacdo, o tamanho requerido da particula, a via de administracdo e o tipo
de farmaco a ser utilizado (RAO & GECKELER, 2011). Independentemente do método escolhido,
o produto final obtido deve apresentar algumas caracteristicas, como a manutencdo da
estabilidade e atividade do farmaco, alta eficiéncia de encapsulacao, baixo indice de polidisperséo
de tamanho e de massas moleres das NPP obtidas e cinética de liberacdo do farmaco

reprodutivel entre as bateladas.

2.5.1. EVAPORACAO DE SOLVENTE

O método de evaporacdo de solvente (Figura 6) foi o primeiro método a ser
desenvolvido para preparar NPP a partir de polimeros prontos (VANDERHOFF et al., 1979).
Apesar de ter sido originalmente proposto para polimeros sintéticos, a maior parte do
desenvolvimento desta técnica ocorreu no campo da tecnologia farmacéutica, utilizando polimeros
naturais para producdo de medicamentos (KUMARI et al.,, 2010). A técnica de evaporacao de
solvente consiste no preparo de solu¢cdes de polimero e do farmaco em solventes volateis. Até
meados da década de 1990, diclorometano e cloroférmio eram o0s solventes utilizados, mas
recentemente foram substituidos por acetato de etila, que possui um melhor perfil toxicolégico. A
emulsdo formada é entdo convertida em uma suspensdo de NP durante a evaporacdo do
solvente, que forma a fase dispersa da emulsao, resultando na precipitacdo do polimero e do

farmaco na forma de particulas sélidas (ANTON et al., 2008).

Dentre as técnicas de dispersdo, a técnica de evaporacdo de solvente € a mais
utilizada atualmente psra o preparo de NP de polimeros. Nos métodos convencionais, duas
estratégias estdo sendo muito usadas para formacdo das emulsfGes: o preparo de emulsbes
simples (como agua em 6leo — A/O) ou emulsdes duplas (como agua em 6leo em agua — A/O/A).
Esses métodos usam inicialmente uma etapa de homogeneizacdo de alta pressdo ou ultrassom,

seguido da evaporacdo do solvente sob agitacdo continua na temperatura ambiente ou sob
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pressdo reduzida. As NP sdlidas podem ser coletadas por ultra-centrifugacdo e “lavadas” com
agua destilada, para remover qualquer tipo de aditivo ou surfactante remanescente. Finalmente, o
produto final € seco com auxilio de alguma técnica de secagem, como Liofilizacdo (secagem a
vacuo sob pressédo reduzida) (SEVERINO et al., 2011). Portanto a técnica requer a formacéo inicial

de uma emilsdo estavel e em seguida secagem apropriada do meio.
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Figura 6. Representacao esquematica do processo de obtengdo de NP por evaporacéo de solvente
(SEVERINO et al., 2011).

As principais vantagens dessa técnica sédo (KIM, et al., 2002; VARDE & PACK, 2004;
FREITAS et al., 2005; VAUTHIER & BOUCHEMAL, 2008): obtencédo de emulsao estavel, emprego
de baixas temperaturas, bom controle do tamanho de particula e possibilidade de utilizacdo de
farmacos polares e apolares. A principal desvantagem dessa técnica é a possibilidade de
coalescéncia das NP durante o processo de evaporacdo do solvente. Além disso, essa técnica é
atualmente ¢é utilizada apenas em escala laboratorial, por apresentar dificuldades de

escalonamento relacionas ao emprego de grandes quantidades de solvente e requer a plicacao

de grandes quantidades de energia para emulsificacdo e secagem
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2.5.2. SECAGEM POR ASPERSAO

O método de secagem por aspersao (Figura 7) ja € bem estabelecido e muito usado
na industria farmacéutica para produzir NPP secas a partir de uma fase aquosa (BROADHEAD et
al., 1992), com a vantagem de que a formacgéo e secagem da particula pode ser realizada numa
Unica etapa e de forma continua (LEE et al., 2012). Varias propriedades da particula, como
tamanho médio e densidade, podem ser facilmente ajustadas por meio da manipulagdo de
parametros do processo ou da propria configuracdo do equipamento de secagem. Desta forma,

esta técnica é bastante versatil para formular NP de farmacos.

O processo tipico de secagem por aspersdao normalmente é operado em
equipamentos conhecidos como “spray dryer” e passa por 4 etapas fundamentais: 1) atomizacéo
da alimentacgédo (liquidos, emulsdes ou suspensdes) no spray, 2) contato spray-ar, 3) secagem do
spray e 4) separacao do produto seco do ar de secagem. A matéria-prima liquida é atomizada
num spray a finas goticulas e depois colocada em contato com o gas de secagem a quente numa
temperatura suficiente para ocorrer a evaporacdo da mistura. Conforme a mistura evapora das
gotas, o produto sélido é formado e o p6 é recuperado do gas de secagem (LEE et al., 2012). O
tempo necessario para secagem das gotas depende do tempo de residéncia da gota na fase
gasosa que por sua vez depende da geometria da camara, vazado de fluxo do gas carreador,
temperatura e pressao. A coleta do pd pode ser feita usando uma bolsa de filtro (OKUYAMA et al.,

2006).

Como no caso anterior, 0 escalonamento do processo de secagem por aspersédo hoje
ainda ndo € possivel. O preparo de NP por secagem por aspersado hoje é conduzido apenas em
ambientes laboratoriais e com baixissima eficiéncia. O desenvolvimento de técnicas por spray

dryer para a producéo de NPP constitui a fronteira do conhecimento na area de secagem
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Figura 7. Representacdo esquemdtica do processo de obtencéo de NP por secagem por asperséo (PATEL
et al., 2009).

25.3. TECNICAS DE POLIMERIZAGAO UTILIZADAS PARA O PREPARO DE
NANOPARTICULAS

2.5.3.1. Polimerizacdo em Emulséo

A polimerizagdo em emulsdo é caracterizada por ocorrer em sistemas heterogéneos,
sendo que a maior parte da reagdo ocorre no interior das particulas poliméricas (20 a 1000 nm de
diametro) dispersas na fase aquosa (ARAUJO, 1999). Uma formulacdo tipica € composta de
agua, uma mistura de monémeros, um co-estabilizante, um surfactante e um iniciador de radicais

livres (CHERN, 2006)

No processo de formacdo da emulsdo convencional, o mondmero (substancia
organica) é disperso na solucdo aquosa com auxilio de um surfactante e de agitacdo. Os
surfactantes sdo compostos organicos anfifilicos, com grupamentos funcionais de polaridades

distintas nas extremidades, estando presentes na emulsdo numa concentracdo que excede a
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concentracao micelar critica (CMC), que é a menor concentracdo que induz a formacdo de
micelas™ do surfactante. Nas micelas, os grupos hidrofilicos se orientam em direcdo a fase
aquosa, enquanto os grupos lipofilicos se orientam em direcdo a fase orgéanica no interior das
micelas. Desta forma, ocorre a formacdo de agregados coloidais (micelas), compostos por
moléculas de surfactantes e inchados com mondémero solubilizado. Portanto, o sistema é
inicialmente composto por gotas de monbmero estabilizadas pelo surfactante, pelas micelas que

contém mondémero dissolvido e pela fase aguosa (CHERN, 2006).

7

Quando o iniciador soluvel na aquosa é adicionado ao sistema, inicia-se a
decomposicao e a geracao de radicais livres a uma velocidade que depende da natureza quimica
do iniciador, do pH do meio e da temperatura do sistema. A polimerizacéo iniciada pela adicao do
iniciador gera particulas de tamanho submicrométrico por causa da captura de radicais livres
pelas micelas (nucleacdo heterogénea), que exibem uma grande area interfacial 6leo-agua. Em
geral, as gotas de monémero ndo sdo eficazes em competir com as micelas pela captura dos
radicais livres formados na fase aquosa devido a area interfacial relativamente pequena. Porém,
as gotas de monémero podem se tornar o local predominante de nucleacao da particula se o
tamanho da gota for reduzido para uma faixa submicroscépica (miniemulsdo) (ASUA, 2002;

CHERN, 2006; THICKETT & STUART, 2007).

Serdo discutidas a seguir as 3 fases usuais da reacdo de polimerizacdo em emulsdo
(ARAUJO, 1999; ASUA, 2002; CHERN, 2006). A primeira fase (Fase |) é a fase chamada de
Nucleacdo. Nesta fase os radicais livres reagem com as moléculas de monémero dissolvidas na
fase agquosa continua. Isso resulta numa diminuicdo da hidrofobicidade dos radicais oligoméricos.
Quando se alcanga um comprimento de cadeia critico, esses radicais oligoméricos se tornam tao
hidrofébicos que mostram forte tendéncia de entrar nas micelas inchadas com monémeros, onde
continuam a propagar por meio da reacdo com moléculas de mondmero. Dessa forma, as micelas
inchadas de mondmero sdo transformadas com sucesso em nucleos de particulas. Esse

“embridao” de particula continua a crescer adquirindo espécies reativas a partir das gotas de

18 Agregados de surfactants orientador em fungéo da natureza anfifilica das moléculas do surfactante
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mondmeros e das micelas inchadas de monémeros. Além disso, as moléculas de surfactantes
adsorvidas na superficie das gotas de monémero podem também dessorver da superficie da gota,
difundir por meio da fase aquosa e entéo adsorver sobre a superficie da particula em expansao. O

estagio de nucleacao da particula (Fase 1) termina imediatamente ap0s a exaustdo das micelas.

O numero de particulas de latex nucleadas por unidade de volume de agua é
proporcional & concentracdo de surfactante e de iniciador. Apesar de o periodo de nucleacéo ser
relativamente pequeno (10-20% da conversdo do monémero), ele controla o tamanho de particula
e a distribuicdo dos tamanhos de particula (DTP). Quanto menor o periodo de nucleacdo da

particula e, portanto, quanto menor a concentracdo de surfactante), mais estreita € a DTP.

Deve ser notado que alguns mecanismos, além da nucleagdo das micelas, devem ser
responsaveis pelo processo de formacdo da particula quando a concentracdo de surfactante esta
abaixo da CMC. J& foi também proposto o mecanismo de nucleagdo homogénea para formacéao
do nicleo da particula na fase aquosa continua. Primeiro, os radicais iniciadores sao gerados e
podem crescer de tamanho por conta da reacdo de propagagdo com as moléculas de monémero
dissolvidas na fase aquosa. Os radicais oligoméricos entdo se tornam insollveis em agua quando
um tamanho de cadeia critico é atingido. O radical oligomérico hidrofébico pode, portanto,
precipitar e formar um nucleo de particula na fase aquosa. A precipitacao é seguida pela formacéo
de particulas primarias estaveis via floculacdo limitada do ndcleo da particula relativamente
instavel e adsorcdo das moléculas de surfactantes na superficie das particulas. As espécies de
surfactantes necesséarias para estabilizar essas particulas primarias sdo supridas pela fase

aquosa e daquelas pela na superficie das gotas de mondémero.

Na emulsdo convencional as gotas de mondmero (1-10 um) sdo bem maiores que as
micelas inchadas com mondmeros (10-20 nm). Em contrapartida, as micelas estdo presentes em
maior quantidade que as gotas de monbmeros; dessa forma, as particulas poliméricas séo
formadas preferencialmente por nucleagcdo homogénea ou heterogénea (LANDFESTER et al.,

1999; ASUA, 2002)
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A segunda fase (Fase Il) é chamada de Crescimento. Nesta fase, depois que o
processo de nucleagdo é realizado, 0 nimero de particulas de latex por unidade de volume de
agua permanece relativamente constante até o final da polimerizacdo. A reacdo de propagacéo
dos radicais livres com as moléculas de monémero ocorre, primeiramente, nas particulas inchadas
com monbmero. As gotas de mondmeros servem apenas como reservatorios para suprir as
particulas em crescimento com monémeros e surfactantes. A maior parte do monbémero é
consumida nesse estagio de crescimento da particula (de 10-20 a 60% de conversao). O estagio
de crescimento da particula (Fase Il) acaba quando as gotas de mondmero desaparecem no
sistema de polimerizagcdo. A concentragdo de mondmero nas particulas ndo varia durante o
progresso da polimerizacdo na presenca de gotas de monémeros. Como resultado, uma taxa de

polimerizacdo de equilibrio essencialmente constante € atingida durante a Fase II.

A terceira fase (Fase Ill) é a fase de Diminuicdo da Concentracao de Mondmero. Na
Fase Il as particulas de latex se tornam avidas por monémeros e a concentragdo de mondémero
no local da reacdo continua a diminuir até o fim da polimerizagdo. Como consequéncia, a taxa de
equilibrio da polimerizag&o observada na Fase Il ndo pode ser mantida, e a taxa de polimerizacao
tende a decrescer durante a Fase lll. Por outro lado, a taxa de polimerizagdo pode aumentar
rapidamente com o aumento da conversdo do mondmero. Isso decorre da reducdo nada taxa de
reacao de terminacéo bimolecular entre dois radicais poliméricos dentro da particula muito viscosa
guando a polimerizacdo € conduzida a uma temperatura mais baixa que a temperatura de
transicao vitrea da solucdo de polimero e avida de mondmero. Esse fendmeno é denominado de
efeito gel (RUSSEL et al., 1992, CHEN & SAJJADI, 2009). Minimizar o conteudo de monbémero
residual no produto final é essencial para o sucesso do desenvolvimento farmacéutico do produto
por causa do risco potencial para os usuarios finais. Representacdes esquematicas do modelo de
polimerizacdo e da taxa de polimerizacdo em funcdo da conversdo do mondmero estédo

apresentadas nas Figuras 8 e 9.



Capitulo 2 - Revisao da Literatura 42

Esquema 1: Nucleagao das micelas inchadas de monémero
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Esquema 2: Crescimento das particulas de latex

Particulas de latex Gotas de mondmere

Esquema 3: Consumo do mondmero residual
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Figura 8. Representacao esquematica do modelo de nucleagao (CHERN et al., 2006).
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Figura 9. Representacao esquematica da taxa de polimerizacdo em funcdo da conversdao do monémero
para polimerizacdo em emulséo (CHERN et al., 2006).
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A ocorréncia do “efeito gel” afeta sobremaneira a etapa de terminacéo, resultando na
formacdo de espécies de alta massa molar, afetando a evolucdo do aumento da viscosidade do
meio. Outro fator que também pode influenciar a etapa de terminacdo é a taxa de captura de
radicais formados no meio aquoso, ja que os radicais livres eventualmente presentes na particula
podem n&o se encontrar para promover a terminacdo em um ambiente de alta viscosidade. Uma
vez capturado um outro radical, a probabilidade de terminacdo ocorrer aumenta bastante (PIRMA,

1982).

E importante ressaltar que nesse tipo de polimerizacdo a concentracdo do agente
emulsificante é crucial para determinacdo da taxa de reacdo, jA que é a concentracdo de
surfactante que determina a quantidade de particulas a serem formadas. Outro ponto importante é
gue a massa molar é definida essencialmente pela concentracdo de iniciador. Admitindo-se que a
terminacdo € imediata, a cadeia polimérica cresce durante o periodo de tempo decorrido entre
dois eventos de captura de radicais livres gerados no meio aquoso. Esse intervalo de tempo é

inversamente proporcional a taxa de geracédo de radicais livres no meio aquoso (LANDFESTER et

al., 1999).

Dentre outras, as principais vantagens dos processos em emulséo sao: a possibilidade
de obter elevadas massas molares e elevadas taxas de reacbes simultaneamente, devido (i) a
natureza compartimentalizada destes sistemas; (ii)facilidade de transferéncia de calor, (iii) a
natureza heterogénea do meio; (iv)maior adequacdo a normas ambientais e (v) possibilidade de
uso do produto final diretamente, dispensando etapa de separacdo. Atualmente, a importancia dos
processos em emulsdo vem crescendo devido as leis ambientais mais rigorosas, pois esses
processos em emulsdo ndo usam solventes organicos. A reacdo pode ser feita em regime
batelada, batelada alimentada (semi-batelada) ou regime continuo. Os principais problemas de
controle estdo associados ao controle preciso da curva de distribuicdo de massas molares do
produto final e & manutencdo da estabilidade do latex. Além disso, nos casos em que € preciso
separar o produto polimérico, a etapa de separa¢do do polimero pode ser limitante (ARAUJO et

al., 2001).
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2.5.3.2. Polimerizacdo em Miniemulsé&o

A miniemulsdo é um tipo especial de emulsdo em que se obtém dispersdes
submicrométricas (na faixa de 50 a 500 nm) por meio da mistura de duas fases imisciveis (por
exemplo 6leo em agua ou agua em 06leo) na presenca de agentes tensoativos e, possivelmente,
na presenca também com agentes de pressdo osmética (para minimizar a degradacdo de
Ostwald). Esse sistema pode apresentar grande estabilidade por extensos periodos de tempo

(FONSECA et al.,2010).

Os surfactantes utilizados para a polimerizacdo em miniemulsdo podem ser anibnicos,
cationicos, ndo-ibnicos, misturas de emulsificantes aniénico e ndo-ibnico e podem ser preparados
in situ com surfactantes reativos (KITZMILLER et al., 1995; CHERN et al., 1999; LANDFESTER et
al. 1999). Além disso, esses surfactantes devem apresentar 0s mesmos requisitos exigidos na
polimerizacdo em emulsdo (EL-AASSER & MILLER, 1997): (i) ter uma estrutura anfifilica com
grupos polares e nao-polares; (ii) ser mais solavel na fase aquosa, bem como estar prontamente
disponivel para adsorcdo na superficie das gotas; (iii) adsorver fortemente e ndo ser facilmente
deslocado quando duas gotas colidirem; (iv) reduzir a tensao interfacial; (v) apresentar um
potencial eletro-cinético suficiente para prevenir a aglomeragdo das gotas em emulsédo; (vi) ser
utilizado em pequenas concentracdes; (vii) ser relativamente barato, ndo-téxico e seguro para

manusear. Uma grande variedade de surfactantes comerciais preenche esses requisitos.

O tamanho da particula na polimerizacdo em miniemulsdo depende, entre outros
fatores, da quantidade de surfactante utilizada: quanto menor a quantidade de surfactante, maior
o tamanho médio das particulas. A quantidade média de surfactante utilizada neste tipo de
polimerizacdo varia visualmente na faixa de 1 a 5% do peso dos monémeros (LANDFESTER,

2001).

A coalescéncia acontece quando duas goticulas estdo proximas o suficiente para que
ocorra 0 contato entre as gotas levando a formagédo de uma Unica gota maior. LANDFESTER

(2000) discute que é necessaria a presenca de surfactante na interface entre as goticulas da
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miniemulsdo para ocorrer a estabilizacdo. Notou também que, durante a polimerizacdo em
miniemulsdo com o surfactante lauril sulfato de sddio, a area da goticula coberta com surfactante
aumentava com o decréscimo do tamanho da particula. Assim, o autor concluiu que quanto
menores sdo as particulas, mais surfactante por area é preciso para obter um estado estavel
depois da miniemulsificacdo. LANDFESTER e colaboradores (1999) também observaram que o
tamanho das gotas depende da quantidade da fase dispersa. Com a reducdo da fracdo de fase

dispersa, o tamanho das particulas diminui devido a diminuigdo da taxa de coalescéncia.

Os agentes de pressao osmotica mais utilizados sdo o hexadecano e o alcool cetilico;
porém, alguns compostos hidréfobicos (como polimeros) também podem ser usados. A estrutura
ideal para tal substancia deve apresentar baixa massa molar ter baixa solubilidade em agua. O
agente de pressdo osmoética exerce uma pressao osmotica dentro da goticula de monémero,
neutralizando a pressao de Laplace, permanecendo dentro da goticula e ndo se difundindo para

outras goticulas (LIM & CHEN, 2000)

Como ja dito anteriormente, 0s agentes de pressdo osmoética sdo empregados para
prevenir a degradacdo de Ostwald. Devido a energia de superficie, o potencial quimico do
mondmero em gotas pequenas é maior que em gotas grandes ou em superficies planas.
Consequentemente, o mondémero se difunde de uma gota pequena para uma gota grande,
podendo levar a desestabilizacdo da emulsdo. Dessa maneira, a adicdo do agente de presséo
osmdtica retarda a degradacdo da emulséo por difusdo molecular, porque a baixa taxa de difusédo
do agente permite que o0 mondmero permaneca equilibrado entre as gotas, reduzindo a diferenca

de potencial quimico entre as gotas (ASUA, 2002).

Na polimerizagdo em miniemulsdo, o surfactante € visualmente dissolvido na agua,
enquanto agente de pressdo osmotica € dissolvido nos mondmeros e ambas as fases séo
misturadas por agitacdo e, posteriormente, sujeitas a a um processo de homogeneizacao para

formar a miniemulsao.
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2.5.3.2.1. Técnicas de Homogeneizagéo

Uma grande variedade de equipamentos esta disponivel comercialmente para
promover a emulsificacdo de fases. Os mais importantes sdo os rotores, 0s sonicadores e 0s
homogeneizadores de alta pressdo. Os homogeneizadores de alta presséo sao 0s mais eficientes
pois geram os menores tamanhos de gotas e sdo facilmente escalonaveis. Os sonificadores e os
sistemas rotor-estator sdo os menos efetivos por resultarem em distribuicdes mais longas e serem

mais dificeis de escalonar (BLYTHE et al., 1999, FONSECA et al.,2010).

Os sistemas rotor-estator e outros dispositivos de cisalhamento (ex: ultra-turrax)
dependem da turbuléncia para produzir a emulsificacdo. O tamanho minimo de uma gota que
pode ser alcancado com estes equipamentos depende da dimensdo da escala de turbuléncia
formada, a qual, por sua vez, depende da geometria do sistema rotor-estator e da velocidade de

rotacdo (ASUA, 2002).

O sonicador produz ondas de ultrassom que fazem com que as moléculas oscilem em
torno de uma posicdo de equilibrio, conforme as ondas se propagam. Durante o ciclo de
compressao, a distancia média entre as moléculas diminui, embora durante o ciclo de rarefagéo a
distancia aumente. A rarefac@o resulta numa pressdo negativa que pode causar a formagéo de
vazios e cavidades (bolhas de cavitacdo) que podem crescer em tamanho. No ciclo seguinte de
compressao da onda as bolhas sdo forcadas a contrair e podem até desaparecer totalmente.
Ocorre, dessa maneira, um colapso total das bolhas, causando a quebra das gotas de mondémero
gue estdo em volta. O problema associado ao sonicador € que apenas a pequena regido do fluido
em volta da ponta do sonicador é diretamente afetado pelas ondas de ultrassom. Dessa maneira,
para sofrer a quebra as gotas de monbmero devem passar por meio desta regido. Portanto,
guando a sonicacao é usada para formar uma miniemulséo, algum outro tipo de agitagédo deve ser
usado para garantir que o fluido passe por meio da regido de sonicacdo. Esse processo faz com
que as caracteristicas da minemulsdao dependam do tempo de sonicagdo. Entdo, existem

evidéncias de que o tamanho de particula diminui com o aumento tempo de sonicacdo. Essa
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diminuicdo é, inicialmente, mais pronunciada e depois o tamanho da gota chega a um valor que
depende tanto da formulagdo quanto da energia inserida (BIGGS & GRIESER, 1995; TEO et al.,

2008)

O homogeneizador de alta pressdao pressuriza dispersfes previamente formadas
usando uma bomba de deslocamento positivo e um fluxo de alta velocidade por meio de um
orificio estreito. O homogeneizador é constituido por uma bomba de pistdes de alta presséo e por
valvulas especiais denominadas de valvulas homogeneizadoras. O produto entra na sede da
valvula, cuja saida é fechada por um émbolo pelo aperto de uma mola ou pistéao hidraulico. Devido
a pressao da emulsdo do produto, este @mbolo recua uma fracdo de milimetro e o produto sai por
esta folga com uma velocidade extremamente elevada, de até 300 m/s, batendo contra um anel
de impacto disposto em volta da valvula. Pela queda brusca de pressdo e o impacto, as particulas
de sélidos ou liquidos suspensos no produto se fracionam em particulas extremamente pequenas,

conforme as condi¢gbes de operacdo (MANEA et al., 2008).

No homogeneizador de alta pressdo, a homogeneizacdo é devida quase que
inteiramente a forgas extensionais, com alguma contribuicdo da cavitacdo e das forcas de
impacto. A cavitacdo acontece porque uma grande variagdo de pressao ocorre por meio de um
orificio muito estreito. Quando a presséo de saida é pequena em relacdo a pressdo de vapor do
liquido, ocorre a formacéao de bolhas de cavitacdo. Quando essas bolhas implodem, ondas de
choque sao geradas no liquido e essas ondas de choque séo responsaveis pela maior parte da
ruptura. O tamanho médio da particula e a distribuicdo do tamanho de particula (DTP) diminuem
com o0 numero de vezes que a dispersao passa pelo homogeneizador. A diminuicdo é mais

pronunciada nas primeiras passagens (ASUA, 2002).

Alguns trabalhos anteriores do nosso grupo ja demonstraram a eficiéncia da utilizacao
do homogeneizador de alta pressdo em relagdo a outros métodos e homogeneizacdo (FONSECA
et al., 2012; PEIXOTO et al., 2012). Fonseca e colaboradores (2012), mostraram que emulsdes

poliméricas de metacrilato de metila e acetato de vinila apresentavam separacéo de fase apos 12
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horas quando se utilizava o ultra-turrax como técnica de homogeneizacdo. As mesmas emulsdes

tinham estabilidade superior a 6 meses quando se utilizava o0 homogeneizador de alta presséao.

2.5.3.2.2. Mecanismo de Polimerizacdo em Miniemulsao

z

A polimerizacdo comega quanto o iniciador é adicionado ao sistema a uma
temperatura adequada, promovendo a formagéo de radicais livres. Os iniciadores usados para
polimerizacdo em miniemulsdo podem ser sollveis tanto na fase aquosa quanto na organica
(MORI & KAWAGUCHI, 2006). O tipo de iniciador impacta diretamente no processo de
polimerizacdo em miniemulsdo e, por isso, deve ser selecionado de acordo com as propriedades

finais desejadas (MORI & KAWAGUCHI, 2007)

A primeira etapa da polimerizacdo em miniemulsdo é a nucleagdo. Como ja visto
anteriormente, a nucleacdo pode ocorrer pelos mecanismos de nucleagdo homogénea,
heterogénea ou na gota. Na polimerizacdo em miniemulsdo espera-se que a nucleagdo ocorra na
gota de mondmero, devido a grande area de interface disponivel, onde o surfactante deve estar
preferencialmente adsorvido, sobrando pouco surfactante livre para formar micelas (ANTONIETTI

& LANDFESTER, 2002; ASUA, 2002; EL-JABY, 2009).

E importante tentar maximizar a fracdo de particulas geradas pela nucleagéo na gota.
Essa fracdo depende do nimero de gotas e micelas, das taxas de entrada de radicais nas gotas
de mondmero e nas micelas, e da taxa de polimerizacao na fase aquosa. A presenca das micelas
depende da quantidade de surfactante e do processo de homogeneizacao utilizado: um processo
de homogeneizacdo de baixa intensidade gera gotas grandes e micelas livres de surfactantes,
gue podem formar particulas por nucleacdo micelar. Com o aumento na intensidade da
homogeneizagdo sdo formadas gotas menores, sendo necessaria uma maior quantidade de
surfactante para estabilizar essas gotas, deixando menos surfactante livre para formar micelas.

Com uma alta intensidade de homogeneizacéo as micelas desaparecem e ocorre a formacédo de
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particulas por nucleagdo na gota, com geracdo de um maior numero de particulas

(LANDFESTER, 2000; ASUA, 2002; TAUER & NAZARAN, 2010.)

Desta forma, o processo de nucleacdo da particula se inicia e envolve os seguintes

eventos, que ocorrem em paralelo:

° Formacdo de radicais na fase aquosa pela decomposicdo do iniciador (que é muito
hidrofébico para entrar nas gotas de mondmero ou nas micelas);

. Polimerizacdo dos radicais na fase aquosa para gerar oligdbmeros de hidrofobicidade
crescente;

. Entrada dos oligbmeros hidrofébicos nas gotas de monémero (hucleagdo da gota) e nas
micelas (nucleagdo micelar), embora as cadeias possam crescer e se tornarem insollveis
em agua a ponto de precipitar (nucleagdo homogénea);

. Possibilidade de desaparecimento das gotas pequenas de monémero por coalescéncia com
outra gota e particulas de polimero, ou por degradacédo difusional, caso o0 agente de pressao
osmética seja soluvel o suficiente em agua para difundir das pequenas para as maiores

gotas.

Na maioria dos casos, pode-se evitar a formacdo de micelas ajustando a concentracdo
de surfactante e as condicbes de homogeneizacdo. Sob estas circunstancias, a fracdo de
polimero gerado por nucleacdo na gota é determinada pela fragcdo de radicais capturados pelas
gotas de monémero em relacao a fragdo que precipita na fase aquosa, produzindo particulas por
nucleacdo homogénea. A fragéo de radicais capturados pelas gotas depende do nimero de gotas,
gue pode variar com a concentracdo de surfactante, condicdes de homogeneizagéo e da taxa de

entrada de radicais livres (ASUA, 2002).

Uma vez nucleadas as particulas, o processo de controle do crescimento da particula
€ similar ao observado na polimerizagdo em emulsdo. Pode-se esperar alguma retencdo do
mondémero numa gota ndo nucleada, levando a uma ligeira redu¢cdo na concentragdo do

mondmero nas particulas de polimero e, de alguma maneira, a uma diminuicdo na taxa de
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polimerizacdo. Essa situacdo € mais complexa na copolimerizacdo em miniemulsdo devido a
presenca de dois ou mais monémeros no processo de polimerizacdo. Devido a particdo dos
mondmeros entre as fases do sistema, podem ocorrer variagces na composi¢cdo do copolimero

(ASUA, 2002).

E importante observar na polimerizagdo em miniemulsdo o inciador pode ser
adicionado a fase organica, minimizando a importancia das trocas de massa entre as fases.
Dessa forma, cada gota de monémero se comporta como um nanoreator, com radicais livres

gerados diretamente no interior das gotas emulsificadas (LANDFESTER, 2000).

2.5.3.2.3. Distribuicdo do Tamanho de Particula (DTP)

A DTP é a caracteristica mais importante da miniemulsado, pois esta afeta diretamente
a estabilidade da minemulsdo, além de influenciar a etapa de nucleagédo das gotas. Por isso, 0
entendimento dos mecanismos que regulam a polimerizacdo em miniemulséo depende fortemente

na determinacdo apurada da DTP.

A técnica de espalhamento de luz é o método mais usado para determinar o tamanho
médio das particulas e a DTP (RAO & GECKELER, 2011). Essa técnica é rapida e facil de
implementar; contudo é necessario diluir a amostra para evitar multiplos espalhamentos. A

operacdo de diluicdo pode afetar o DTP devido a dessorcdo do surfactante e dissolu¢cdo do

mondmero na fase aquosa.

Segundo ASUA (2002), as miniemulsbes sdo produzidas por uma técnica de
homogeneizacdo e depois podem ser estocadas por algum periodo até serem polimerizadas.

Durante este periodo de estocagem, varios fatores podem afetar a estabilidade da miniemulsao:

° Quebra da gota que, dependendo do processo de homogeneizacdo usado, pode ser

causada por turbuléncia, cavitacéo e forcas de coliséo;
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. Coalescéncia das gotas, causada por colisdo devido ao movimento browniano e as forcas
atrativas de van-der-waals. A coalescéncia promove 0 aumento do tamanho da particula e
depende do padrdo de mistura do homogeneizador e do surfactante usado para estabilizar
as gotas de mondmero;

Degradacédo da gota por difusdo do monémero (degradacédo de Ostwald). Como discutido, esse

processo pode ser minimizado com o uso de agentes de pressao osmética.

Como ja mencionado o fator que mais afeta a degradacgéo de Ostwald é a natureza do
agente de pressdo osmoética: a estrutura ideal é a de baixa massa molar e baixa solubilidade em

agua, com adicéo de fracdes de volume de 2-4%.

2.6. POLIMERIZACAO VIA RADICAL LIVRE X RAFT

2.6.1. POLIMERIZACAO VIA RADICAL LIVRE

Atualmente, a diversidade de materiais disponiveis para uso em engenharia é
extraordinariamente grande, atendendo as mais diversas aplicacbes. Dentro desse contexto, 0s
materiais poliméricos obtidos por meio de diferentes técnicas de polimerizacdo tém atraido
consideravelmente a atencdo da inddstria quimica e de transformacdo nas Ultimas décadas.
Pesquisadores em todo mundo buscam o aperfeicoamento de métodos de polimerizagdo para

obtencdo de novos materiais com propriedades especificas (COSTA & RESENDE, 2000).

Os processos de polimerizagao via radicais livres sdo freqiientemente escolhidas para
obtencao de polimeros em larga escala em detrimento de outros métodos de preparacao, uma vez
gue sao mais robustos, de menor custo, de facil adequacdo, menos sensiveis a vestigios de
impurezas e utilizam condi¢des reacionais amenas. A polimerizacdo via radical livre é o processo
responsavel pela producdo de cerca de 50% de todos os polimeros comerciais. Neste tipo de
polimerizacdo podem ser utilizados varios monémeros, entre os quais estireno, metacrilato de

metila, acetato de vinila, etileno, entre muitos outros. Além disso, € um processo tolerante a
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impurezas, de facil implementacdo, compativel com adgua e com varios monémeros funcionais
(ODIAN, 2004; ZETTERLUND et al., 2008).
A polimeriza¢ao radicalar incui tipicamente varias etapas como iniciacdo, propagacao,

transferéncia de cadeia e terminagéo (Figura 10).
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Figura 10. Mecanismo genérico de reagdo de polimerizacao por radicais livres

A espécie iniciante é formada pela cisdo homolitica de uma ligacdo covalente fraca na
molécula do iniciador (l). A espécie ativa formada é um radical livre (R¢), que ataca o monémero
(M), gerando um radical livre monomérico que inicia a polimerizagdo (P;*). Na etapa de
propagacao o produto é formado por meio de adi¢cdes sucessivas de mondmero ao centro ativo.
Em teoria, a reacdo de propagacdo podia continuar até a provisdo de mondémeros chegar a
exaustao. Porém, este resultado é muito improvavel. Normalmente, o crescimento de uma cadeia
de polimero é detido pela reacdo de terminacdo. A terminacdo acontece tipicamente em dois
modos: combinagdo e desproporcionamento. O crescimento da cadeia é interrompido por mutua
aniquilacéo de dois radicais livres. A terminacdo por combinagédo acontece quando o crescimento
do polimero é interrompido por meio da formacdo de uma ligacdo covalente entre os elétrons
desemparelhados de duas cadeias crescentes, formando uma cadeia Unica. Ja o
desproporcionamento interrompe a reagéo de propagacao quando um radical abstrai um atomo de
hidrogénio de uma outra cadeia ativa. Uma ligacdo dupla carbono-carbono toma o lugar do

hidrogénio perdido (ODIAN, 2004)
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Uma caracteristica intrinseca do mecanismo das reac8es de polimerizacdo via radicais
livres € o fato das cadeias em propagacado apresentarem uma tendéncia a sofrerem terminacao
prematura. Este fato dificulta um bom controle da massa molar e da distribuicdo das massas
molares, afetando as propriedades mecanicas dos materiais obtidos e, consequentemente, o
desempenho desses materiais em algumas aplicacbes. (ALLCOCK & LAMPE, 1990). Isto, entre
outros fatores, limita a utilizacdo da polimerizacdo via radicais livres convencional para a sintese
de polimeros com arquitetura molecular bem definidas, com baixa polidispersdo de massas
molares e de copolimeros com arquiteturas moleculares complexas (BOYER et al., 2011).

Neste tipo de polimerizagdo, a concentracdo de espécies propagantes no estado
estacionario é de aproximadamente 10'M. As cadeias individuais crescem por no maximo 5 a 10
segundos antes da terminag¢do. Durante a polimerizacéo, radicais sdo continuamente formados,
cadeias propagam e sdo terminadas pela reacdo radical-radical. As massas molares das cadeias
formadas nos primeiros estagios de polimerizagdo sdo maiores e reduzem com a conversao
devido a deplecdo do monémero. A largura da distribuicdo de massas molares e o indice de
polidispersdo (M./M,) das cadeias poliméricas sdo governados por fatores essencialmente

estatisticos, que no caso avaliado é sempre superior a 1,5 (MOAD et al., 2005).

Apoés a terminacgdo, a polimerizacdo radicalar ndo permite a reiniciacdo de espécies
radicalares, impossibilitando a preparacao de copolimeros em blocosque encontram uma ampla
variedade de aplicacdes. Copolimeros sao polimeros obtidos por um processo de polimerizagéo
na qual dois ou mais monémeros sdo polimerizados simultaneamente (ODIAN, 2004). Por isso,

diz-se que a polimerizacdo radicalar convencional produz cadeias de polimero morto.

A copolimerizacdo permite a sintese de um numero quase ilimitado de diferentes
produtos por variagdes nas condi¢des de reacdo, na ordem de adicdo dos mondmeros durante a
polimerizacdo e nas quantidades relativas das unidades de mondmero adicionadas ao
copolimero. Para cada tipo de produto formado, obtém-se um conjunto distinto de propriedades.
Por isso, os copolimeros possuem uma importancia comercial muito grande, uma vez que

permitem a producgdo de materiais com propriedades especificas. Para o uso comercial, deseja-se
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obter normalmente um copolimero com uma distribuicdo de composicao estreita, uma vez que as
propriedades dos polimeros (e portanto, da utilizacao final) sdo muito dependentes da composicéo

do copolimero (ODIAN, 2004).

Copolimeros de bloco e com baixa polidispersdo de massas molares podem ser
sintetizados por técnicas de polimerizacéo i6nica, que apresentam uma espécie de natureza viva,
gue é essencial para controle e distribuicdo das massas molares dos polimeros. No entanto,
processos de polimerizacdo idnica normalmente requerem mondmeros e solventes altamente

puros e atmosfera isenta de oxigénio e umidade (MOREIRA & WANG, 2004).

Portanto, até o fim dos anos 1980 a opinido consensual era a de que a polimerizagédo
por radicais livres era uma técnica madura, porém incapaz de produzir polimeros com estrutura
molecular bem definida. Ao contrario, 0 que normalmente se observa é um baixo controle da
reacdo, ndo sendo possivel preparar blocos de copolimero, polimeros de distribuicdo de massas
molares estreita ou com arquiteturas moleculares mais complexas, devido a alta reatividade dos
radicais de propagacao e sua propensao a sofrerem terminacao, transferéncia de cadeia e outras
reagfes Essas limitacbes levaram ao desenvolvimento de novas técnicas de polimerizacao

radicalar: “viva” e controlada (ZETTERLUND et al.; 2008).

A polimerizacdo radicalar livre controlada (ou polimerizacdo radicalar CLRP) é uma
técnica versatil e robusta e uma alternativa para obtencao de polimeros sintéticos com arquitetura
molecular bem definida. Em processos de polimerizacdo via radicais livres convencionais, 0s
radicais gerados por decomposicdo do iniciador sofrem propagacdo e reacdes de terminacéo
bimolecular em segundos. Na CLRP a vida util de um radical pode ser estendida por horas,
permitindo a preparacdo de polimeros com massas molares pré-definidas, com baixa

polidispersédo e composic¢des e funcionalidade controladas (ZETTERLUND et al., 2008).

O principio comum dessa técnica é a manutencdo de baixa concentracédo da espécie
ativa radicalar. Os radicais propagadores sdo convertidos em espécies dormentes, cuja natureza

depende da técnica que esta sendo empregada. Isso reduz a probabilidade de terminacao, uma
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vez que 0 mecanismo de terminacao é bimolecular em relacéo aos radicais livres. Nessas reacdes
a maior parte das cadeias forma espécies dormentes, permitindo melhor controle da massa molar,
uma vez que a supressao das reagdes de terminagio permite a existéncias de um sistema “vivo”

(VOSLOO et al., 2002; BAUM & BRITTAIN, 2002).

Existem diversas técnicas de CLRP, sendo que as mais conhecidas sao: (i)
polimerizacdo mediada por nitréxido (Nitroxide Mediated Polymerization, NMP), (ii) polimerizac&o
radicalar por transferéncia de atomo (Atom Transfer Polymerization, ATRP) e (iii) polimerizacéo
por transferéncia de cadeia por adicdo e fragmentacdo reversivel (Reversible Addition-
Fragmentation Chain Transfer Polymerization, RAFT) (GEORGES et al.,, 1993; DAVIS &
MATYJASZEWSKI, 2004; QIU, et al., 2001; CUNNINGHAN et al., 2002; MOAD, 2005;
ZETTERLUND et al., 2008). Dentre essas técnicas, a polimerizacdo RAFT € uma das mais
versateis, podendo ser utilizada com uma variedade de monémeros e condi¢bes reacionais,
produzindo polimeros de massas molares controladas e distribuicdo de massa molares estreita

(CHIEFARI et al., 1998; BOYER et al., 2011).

2.6.2. POLIMERIZACAO RAFT

Héa poucos anos, os grupos Madix e Rhoda foram os pioneiros no desenvolvimento e
na utilizacdo de polimerizagcdes Madix e RAFT, respectivamente (CHIEFARI, 1998; CHARMOT,
2000). Ambas as técnicas de CLRP fazem uso do mesmo mecanismo quimico de polimerizacao,

divergindo apenas quanto ao tipo de agente de transferéncia utilizado, chamado de Agente RAFT.

A polimerizacdo RAFT é a técnica de CLRP mais versatil que existe devido a grande
variedade de monémeros funcionais que podem ser polimerizados sem a necessidade de
protecdo de grupamentos quimicos e devido a facilidade com que a estrutura funcional pode ser
colocada com subsequente conjugacdo a uma molécula sintética ou biologica (MOAD et al.,

2009). Além disso, a técnica de polimerizacdo RAFT permite uma grande versatilidade na sintese
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de arquiteturas solaveis em agua com uma dimensédo precisa e funcionalidade apropriada para
conjugacéo e liberacao-alvo para diagnosticos e agentes terapéuticos. Apesar de até hoje poucos
artigos terem sido publicados sobre o uso dessa técnica para produzir veiculo de liberacdo de
farmacos, a técnica possui varias vantagens em relacdo aos processos convencionais de
polimerizacdo: possibilidade de controle da arquitetura molecular, facilidade de funcionalizagéo
pos-polimerizacéo, com formacédo de ligacdo cruzada ou biconjugacédo. A técnica de CLRP do tipo
RAFT permite a condugdo da polimerizacdo em miniemulsdo com produgdo de particulas com
dimensdo precisa e em nanoescala, com estreita distribuicdo de massa molecular, superficie

funcionalizada, etc (MOAD et al., 2005)
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Figura 11. (A) Evolucdo da massa molar média em fungdo da conversao para polimerizacao radicalar

convencional (- -) e para a polimerizacdo radicalar controlada ( — ) (B) Distribuicdo de massas molares média
tipica de uma polimerizagéo radicalar convencional e de uma polimerizacao radicalar controlada (MOAD et al.,
2005).

Numa polimerizacdo controlada ideal, todas as cadeias séo iniciadas e crescem na
mesma velocidade e sobrevivem a polimerizacdo; ou seja, ndo existe terminacao. Neste caso, a
propensdo de radicais livres sofrerem terminagdo bimolecular impdes que, no caso da
polimerizacdo, as cadeias ndo sejam ativadas simultaneamente. Para conferir o carater “vivo” a
uma polimerizacdo, € necessario suprimir todos 0s processos que promovem a terminacdo

irreversivel das cadeias. Portanto, polimerizacdo radicalar controlada s6 se torna possivel na
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presenca de reagentes que reajam com radicais em propagacdo por desativacdo reversivel ou
transferéncia de cadeia reversivel, para que a maioria das cadeias seja mantida na forma
dormente. O rapido equilibrio entre as formas dormentes e ativas garante que todas as cadeias
possuam chances iguais de crescer e que todas as cadeias irdo crescer, embora
intermitentemente. Sob essas condi¢cdes, conforme ilustrado na Figura 11, a massa molar média
cresce linearmente com a conversao e a distribuicdo de massas molares obtida € estreita (M, / M,

~ 1,1) (MOAD et al., 2005).

2.6.3. MECANISMOS DE POLIMERIZACAO RAFT

O mecanismo da polimerizacdo RAFT ocorre como em um processo degenerativo de
transferéncia de cadeia. O processo RAFT é similar a uma polimerizacdo via radicais livres

convencional, porém ocorre na presenca de um agente de transferéncia de cadeia (CTA).

Z S—R

Figura 12. Representacéo genérica de um agente de transferéncia de cadeia (MOAD et al., 2005)

O CTA na CLRP do tipo RAFT (Figura 12) normalmente contém um grupamento
tiocarbonilico que é reativo a radicais e, por isso, facilita a fragmentacdo das espécies radicalares
intermediarias resultantes (Figura 13, esquema II) (MC CORMICK & LOWE, 2004; MOAD et al.,
2005; 2009). A espécie funcional Re entdo reage com o monémero, criando RMe, que pode ser
reversivelmente adicionado a outro grupamento tiocarboniltio. Eventualmente, o principal equilibrio
€ atingido entre o radical polimérico em propagacao e o macroCTA inativo. O radical intermediario

pode entdo fragmentar nas duas dire¢cBes, dando condi¢cbes iguais de crescimento a todas as
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cadeias de polimero, resultando num crescimento uniforme da cadeia e também em pequeno

indice de polidispersdo (CHIEFARI et al., 1998, MOAD et al., 2005, 2006, 2009).

E possivel obter um controle excelente da distribuicdo de massas molares se o CTA,
mondmero, iniciador, condi¢cdes de reacdo e conversado forem cuidadosamente escolhidas. Se a
reagao for interrompida a taxas de conversdo moderadas, diminui-se as chances de terminagéo. A
retencdo dessas cadeias “vivas” permite a extensao da cadeia por polimerizagdo com um segundo
mondmero (Figura 13, esquema lll). Neste tipo de polimerizacdo, a ordem de construcdo dos
blocos é muito importante. O radical propagante para o primeiro bloco formado deve ser um bom
grupo de partida homolitico em relagdo ao segundo bloco (MC CORMICK & LOWE, 2004; MOAD
et al., 2005; PERRIER & TAKOLPUCKDEE, 2005; LOWE & MC CORMICK, 2007).

Normalmente, a concentracao inicial de CTA é maior que a de iniciadores, garantindo
gque o numero de moléculas de CTA em solucdo seja maior que a de radicais livres. A
concentracdo de radicais livres € ditada pelo grau de dissociagdo do iniciador, enquanto que o
namero de cadeias é controlado pela concentragdo de CTA presente na solugcdo. O equilibrio
reverso permite a ativagdo de um grande namero de moléculas de CTA por um pequeno nimero
de fragmentos de iniciadores (MOAD et al., 2005, 2006, 2009).

Assim como nas reacdes de polimerizacao radicalares convencionais, uma fonte inicial
de radicais é necessaria para iniciar a polimerizacdo. Neste processo 0 iniciador se decompde
originando radicais primarios que reagem com unidades de mondmero para formar radicais
oligoméricos (Figura 13, esquema ). Esses oligbmeros reagem com a dupla ligacdo enxofre-
carbono do CTA, promovendo sua ativacdo (Figura 13, esquema Il, 1). A espécie radicalar
resultante (Figura 13, esquema Il, 2) € incapaz de reiniciar a propagacdo, porém sofre uma
fragmentacdo homolitica. (saida do grupo Re ou P.* - Figura 13, esquema Il, 3). O grupo R do
CTA deve fragmentar eficientemente e reiniciar a polimerizacdo e, na polimerizacdo RAFT, todas
as cadeias préximas sao iniciadas pelo grupo R; assim, as cadeias geradas pelo iniciador sédo
poucas. Dessa forma, € estabelecido um equilibrio entre as espécies ativas e dormentes das

cadeias poliméricas via adi¢do e fragmentacao. O equilibrio entre as espécies propagantes e 0s
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macro-radicais RAFT é a chave de todo o processo RAFT (Figura 13, esquema ll, 4). As duas
constantes de velocidade (Kg e K.g) controlam o equilibrio; isto €, a velocidade de fragmentagéo
deve ser mais lenta do que a velocidade de adicdo para garantir que as espécies dormentes
prevalecam no meio reacional. Assim a probabilidade de ocorrer reactes de terminacdo entre

espécies radicalares é muito baixa (MOAD et al., 2005, 2006, 2009).
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Figura 13. Mecanismo esquemético de polimerizacdo CLRP do tipo RAFT (MOAD et al. 2005)

Quando a polimerizacdo termina, a maioria das cadeias retém no final o grupo do CTA
e 0s polimeros podem ser isolados como materiais estaveis. Sendo assim, esses polimeros
podem ser usados em novas polimerizaces como macro-CTA para formacgéo de copolimeros em

bloco (Figura 13, esquema lIl).
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Sob essas condicbes, a massa molar média do produto final da polimerizacdo é

controlado pela quantidade de monémero e iniciador, na forma:

My x My, monémero x a

M, =
n CT A,

+ M, CTA eg. (1)

onde, M, é a concentracao inicial de mondémero, M,, € o peso molecular do monémero a é a
conversao, M,CTA é o peso molecular do CTA, CTA, € a concentracao inical de ATC (MOAD et

al., 2005, LOWE & MC CORMICK, 2007)
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tribloco
ABC copolimero em Copolimero em Copolimero estatistico
tribloco gradiente
Copolimero altemante Copolimero ramificado Copolimero estrela

Figura 14. Arquiteturas moleculares obtidas com o auxilio da polimerizag&o radicalar controlada (YORK et
al. 2008).

E visivel, a partir desta equacéo, que uma massa molar especifica e um tamanho de
cadeia podem ser alcancados interrompendo a polimerizagdo num determinado tempo. Esse
controle permite a sintese de homopolimeros ou blocos de copolimeros com dimensdes
controladas, fazendo da polimerizacdo RAFT, como no caso de outras técnicas CLRP, uma

estratégia atrativa para a producdo de materiais para uso em aplicactes de liberacao de farmacos
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e genes. Além disso, controlando o comprimento da cadeia, esse tipo de polimerizacdo pode ser
usado para sintetizar polimeros de arquiteturas variadas (Figura 14), incluindo estruturas
moleculares do tipo multi-blocos, estrela, com ramificacdes, estatistica, alternante, gradiente,

dentre outras. (MATYHASZEWSKI, 2004; MOAD et al., 2005; LOWE & MC CORMICK, 2007)

2.6.3.1. CTAs, iniciadores e mondmeros

A chave para o processo RAFT e para o controle da massa molar é o grupamento
tiocarbonilico do CTA (Figura 15) que possui, em geral, estrutura RSC(=S)Z (CHIEFARI et al.,
2003; CHONG et al, 2003). Varios grupamentos similares sdo relatados na literatura e
classificados por categorias (Figura 15), sendo 0s mais comuns tritiocarbonetos, ditioesteres,

xantanas e ditiocarbamatos.
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Figura 15. Diferentes estruturas de agentes de transferéncia de cadeia tiocarbonilicos utilizados em
polimerizacdes RAFT (MOAD et al., 2006).



Capitulo 2 - Revisdo da Literatura 62

Destes, poucos se encontram comercialmente disponiveis. Entretanto, existem
muitos métodos para sintese de CTA na literatura, embora estes métodos sejam normalmente
complexos e resultem em rendimento apenas moderado (MOAD et al.,, 2003; PERRIER et al.,
2005; THEIS et al., 2005). A selecdo de um CTA nao adequado pode causar perda do controle da
reacao, atraso significativo, longo periodo de inducédo e/ou completa inibicdo da polimerizacao.
Por isso, esses agentes sdo escolhidos em funcdo da natureza dos grupos Z e R e da eficiéncia

de estabilizac&o dos radicais (MOAD et al. 2005).

O CTA consiste num grupo Z estabilizado (ou ndo) e um grupo R, mencionado
anteriormente, que deve reiniciar a polimerizagéo eficientemente (Figura 16). A escolha do grupo

Z, R e do mondbmero nao é arbitraria e deve ser feita cuidadosamente (CHIEFARI et al., 2003)
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0 guro Z modifica as taxas reiniciar a polimerizacao)

de adigdo e fragmentagio

Figura 16. Caracteristicas estruturais do CTA do tipo RAFT e da forma intermediaria na adicao radicalar
(MOAD et al., 2006)

Para uma polimerizacdo ser eficiente, é necessario que os agentes RAFT tenham uma
ligacdo dupla reativa (C=S) com alta constante de velocidade de adicdo (K.4), que os radicais
intermediarios formados se fragmentem rapidamente (ou seja, ter uma alta constante de
dissociacéo (K.g) e uma fraca ligagao S-R), além de ndo sofrerem reacdes laterais. O intermediario
deve ter uma constante de dissociagéo maior ou igual a constante de adicdo (K. > Kg) para
favorecer a formacdo dos produtos, enquanto os radicais expelidos Re devem reiniciar

eficientemente a polimerizacao.
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O principal papel do grupo Z € ativar a ligagdo dupla do tiocarbonil para adi¢édo radicalar,
a fim de prevenir que uma propagacdo extensiva ocorra antes do evento de transferéncia de
cadeia (CHIEFARI et al., 2003). Por isso, o grupo Z ajuda na estabilizacdo e aumenta o tempo de
meia-vida dos radicais intermediarios formados na Fase | e Il do processo de RAFT. Ao aumentar
a ativacao da ligacdo dupla do grupo tiocarbonila, aumenta-se a probabilidade de que cadeias em
propagacao sejam adicionadas ao CTA, permitindo que poucos mondmeros se unam a cadeia
crescente de polimero entre os eventos de transferéncia. Uma super estabilizacdo dos radicais
intermediarios, porém, pode levar a uma fragmentagdo lenta, resultando no atraso da
polimerizacdo (MAYADUNNE et al, 1999) e na maior probabilidade de que ocorra uma terminagéo

do radical intermediario (BARNER-KOWLLIK et al., 2001; KAWAK et al., 2002,)

Apesar do grupo Z contribuir para reatividade do grupo tiocarbonila por meio da
polimerizacdo RAFT, a contribuicdo do grupo R é englobada completamente na fase de pré-
equilibrio (Fase I). O papel do grupo R é de, efetivamente, fragmentar o radical intermediario do
pré-equilibrio e subsequientemente reiniciar a polimerizacdo (CHONG et al, 2003). A estabilidade
do grupo R deve ser maior ou igual a do radical oligomérico Pne, para permitir a fragmentacéo do
radical intermediario. Porém, a reatividade do grupo R-deve ser grande o suficiente para reiniciar

rapidamente a polimerizacdo do monémero.

A eficacia do agente RAFT depende do mondmero que esta sendo polimerizado e
depende fortemente das propriedades do radical livre R (grupo de saida) e do grupo Z, que pode
ser escolhido para ativar ou desativar a dupla ligacéo tiocarbonilica e modificar a estabilidade dos

radicais intermediarios (MOAD et al., 2005), como ilustrado na Figura 17.

CTA interessantes para liberacdo de farmacos sao aqueles que permitem facil pré
ou pos-conjugacao com produtos biolégicos. Alguns exemplos sdo aqueles que contém acido
carboxilico, ditioesteres e tritiocarbonatos (CHIEFARI, et al., 1998; LAI et al., 2002; MOAD et al.,
2005; CONVERTINE et al., 2006). Polimeros preparados com esses CTA possuem funcionalidade

a-carboxilica e w-tiocarboniltio que séo facilmente derivatizados. A presenca do grupo carboxilico,
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por exemplo, permite que esses CTA sejam dissolvidos diretamente em solucdo aquosa,

permitindo a reacéo de polimerizagcdo RAFT em meio aquoso.

U
/=
Z: Ph>>SCHy~ CHs ~ N > N > OPh > OEt ~ N(Ph)(CH3) > N(Et),
— o =
MMA - VA

- S MA AM AN — e - —3n-

S s—R
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R: l»—CN = }—pn > |-Ph > l—cooa >> }—CHg—f—CH] = }—cu = '—Ph > |—CH] » }-—Ph
CH, CHj CO,H CH, CH, CHa H CH, CHs H
AR A S—— e e e b ehea -
- M M, AP
- o~ - -- - VAG =~~~ —- - T
MMA = Metacrilato de metila AM =acrilamida
Vac = acetato de vinila AN = Acrilonitrila
MA = Acrilaoto de metila S = Estireno

Figura 17. Diretriz para a sele¢do dos agentes RAFT para varias polimeriza¢gfes. Para Z, a velocidade de
adicao diminui e a de fragmentacdo aumenta da esquerda para a direita. Para R, a velocidade de
fragmentacéo diminui da esquerda para a direita. As linhas pontilhadas indicam controle parcial ( larga
polidispersao ou retardo substancial da reacdo) (MOAD et al., 2005).

Iniciadores quimicos, que contém em grupos azo sao tipicamente usados para
gerar radicais livres e iniciar a polimerizacdo RAFT, apesar de outros iniciadores quimicos a base
de peroxidos organicos também poderem ser usados (MOAD et al., 2005, PERRIER &
TAKOLPUCKDEE, 2005). Apesar do pequeno numero de cadeias geradas na polimerizacao
RAFT e derivadas diretamente do iniciador, pode ser vantajoso o uso de um iniciador que possua

funcionalidade idéntica a do grupo R do CTA, para manter a maxima homogeneidade do produto.

O numero de estudos a respeito de polimeros obtidos via polimerizacdo RAFT para
aplicacdo biomédica e farmacéutica tem aumentado dramaticamente nos ultimos anos. Isso se
deve, entre outros fatores, a facilidade de sintese de arquiteturas biologicamente relevantes e a
solubilidade em agua ou em condic6es moderadas do produto obtido (MC CORMICK & LOWE,
2004, LOWE & MC CORMICK, 2007; STENZEL, 2008). Por isso, polimerizacdes RAFT podem ser

conduzidas em temperaturas moderadas em meio organico, apesar de grande quantidade de
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mondmeros poder ser polimerizada a temperatura ambiente em meio aquoso. Isso permite a
formacédo direta de blocos de copolimeros a partir de macroCTAs tiocarbonilicos derivados de
biopolimeros (como polissacarideos e polipeptideos) sem degradacéo ou desnaturacdo esperada
para altas temperaturas. Além disso, a polimerizacdo RAFT ndo requer espécies potencialmente
toxicas de metais de transicdo nem ligantes coordenados, como no caso da ATRP. Porém, foi
recentemente relatado que o grupamento tiocarbonilico do CTA pode ser toxico (STENTZEL et al.,
2004; ZHANG et al., 2007). Entretanto, isso pode ser facilimente superado pela remoc¢éo deste
grupamento por meio de varias rotas de modificacdo apos a polimerizagdo (PERRIER &

TAKOLPUCKDEE, 2005; CHONG et al., 2007).

Outra grande vantagem da polimerizacdo RAFT é que esta técnica permite o uso
de uma grande variedade de monémeros no preparo de polimeros com atividade controlada e/ou
com moléculas alvo conjugadas; sejam eles neutros, catidnicos, anidnicos e zwitterionicos (LAI et
al., 2002, YUSA et al., 2003, DONOVAN et al, 2003, CONVERTINE et al, 2004, PAI et al, 2004,

VASILIEVA et al, 2005).

2.6.3.2. Polimerizacdo de Polimeros obtidos por RAFT e Conjugacdo com Proteinas

A vantagem de administrar particulas poliméricas como carreadores de farmacos ao
invés do farmaco livre reside principalmente no aumento do tempo de circulacdo do farmaco no
corpo, pois sua eliminacao rapida é evitada por conta da filtracdo glomerular nos rins. Essa rota de
eliminacéo possui um “cut-off’ de massa molar de, aproximadamente, 50.000 g/mol. Entretanto, o
RES pode detectar a particula polimérica e elimina-la da circulacdo. Além disso, farmacos
encapsulados em polimeros apresentam desempenho reconhecidamente superiores em relacéo
aos farmacos livres no tratamento de tumores soélidos, devido ao efeito EPR que leva ao acumulo
preferencial do polimero no tumor, enquanto o sistema linfatico ineficiente em torno das células

tumorais dificulta a eliminagéo do carreador do farmaco.
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A modificacdo da superficie da particula pode atrasar o reconhecimento pelo RES.
Como ja mencionado, a conjuga¢do com PEG, aumenta o tempo de circulacéo substancialmente
devido ao alto grau de hidrofilicidade e ao fato de que a eliminacdo de um farmaco € muito menor

guando o mesmo esta incluso em particulas menores que 200 nm.

Como ja comentado, o sucesso da quimioterapia contra o cancer depende da
liberagdo do agente ativo na célula tumoral. Por isso, 0 mecanismo natural do corpo humano para
liberacdo de proteinas para as células, baseado no transporte por albumina, pode ser utilizado
como ferramenta para a liberacdo de farmacos antineoplasicos (BREKKEN & SAGE, 2001;
ELZOGHBY et al., 2012). Como j4 é bem estabelecido, existem diversas maneiras de conjugar
proteinas e peptideos por meio de reagdes com varios tipos de grupos funcionais. Esses grupos
funcionais podem ser facilmente incorporados em agentes RAFT, levando a polimeros com
grupos terminais reativos. Dependendo do design e da estabilidade do agente RAFT, esses
grupos funcionais vao ser inseridos no grupo iniciador (R) ou no grupo RAFT (Z). Duas
abordagens ja foram descritas na literatura: a formagdo de um polimero funcionalizado com a
subsequente conjugacgédo de proteinas, ou a conjugacao da proteina com o agente RAFT, seguida

da polimerizagdo (STENZEL, 2008; BOYER et al., 2009).

N

A quimica do grupo tiol tem sido extensivamente aplicada a modificacdo de
macromoléculas, jA que o grupo tiol pode participar de maneira particular de uma série de
transformacfes quimicas que incluem o acoplamento dissulfeto e a alquilacdo por adicdo de
alcanos halogenados, alquenos, compostos carbonilicos a ou B insaturados (como no caso da
adicdo de Michael). Este ultimo é um excelente exemplo de reacdo tiol-eno eficiente para
preparacdo e funcionalizacdo de uma grande variedade de moléculas. Entre varios aminoacidos
comumente utilizados como alvo para modificacdo de proteinas, a cisteina é particularmente
atraente para a ligacao sitio especifica ja que existem geralmente poucos residuos de cisteina em
proteinas nativos. Dessa maneira, reacfes que atingem apenas 0s grupos do tipo tiol podem

facilitar a funcionalizagdo sitio especifica. Grupos terminais vinilsulfona, maleimida e dissulfeto
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ativado tém sido utilizados também com sucesso em procedimentos de bioconjugacéo (LI et al.

2010)

Normalmente as proteinas contém residuos de cisteina que néo participam de pontes
dissulfeto e que podem patrticipar de reacdes de bioconjugacao. A BSA, por exemplo, possui um
residuo de cisteina livre, o residuo 34, que pode reagir por conjugacdo com o grupamento tiol,
proveniente da reducdo do grupo terminal tiocarboniltio do agente RAFT (BONTEMPO et al.,

2004; HEREDIA et al, 2005; ZELIKIN et al., 2007; LIU et al., 2007).

Agentes RAFT com grupos dissulfeto piridila ja foram empregados na polimerizacéo
de acrilato e butilacrilato de propilenoglicol e de N-isoprorilacrilamida e acrilato de hidroxietil. Um
copolimero em bloco resultante com uma terminagdo dissulfeto piridil pode reagir
guantitativamente com o grupo tiol presente em compostos como a albumina bovina (BSA), por
exemplo, por meio do residuo de 34 de cisteina (BOYER et al., 2007; LIU et al, 2007; BOYER et
al.,, 2009). A modificagdo posterior feita em polimeros com artificio de NaBH, pode gerar um
polimero com uma fungdo tiol, que pode ser conjugada com peptideos e substancias

biologicamente ativas (CARUSO et al., 2007).

2.6.4. POSSIVEIS INTERFERENCIAS DA INCORPORACAO DE FARMACOS IN SITU

A incorporacdo de farmacos durante o processo de polimerizacdo ja é normalmente
utilizada para a obtencdo de dispositivos de liberacdo de farmacos; porém, a maior parte dos
estudos ainda é realizada em sistemas de emulsdo e com polimeros biodegradaveis. De acordo
com a estratégia de polimerizacao in situ, o farmaco é adicionado ao sistema de polimerizacéo
junto com o mondmero e 0s outros constituintes, antes do comeco da reacdo. As maiores
vantagens desta estratégia sdo: (i) a sintese de um polimero “carregado” numa Unica etapa, (ii) a
rapidez do método e (iii) a facilidade de escalonar para escala industrial. O farmaco neste caso

pode estar presente durante a polimerizacao para ser aprisionado na rede polimérica, pode estar
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ligado covalentemente ao polimero ou pode ser adicionado apdés a polimerizacdo para ser

adsorvido a superficie do polimero (BURGESS & HICKEY, 1994; OLIVEIRA et al., 2011b).

Contudo, a adicao in situ de farmacos no meio reacional de polimerizacdo pode nao
ser trivial. Resultados de temperatura de transi¢ao vitrea (Tg), conversdo, tamanho de particula e
variacdo de massa molar dos polimeros podem apresentar fortes indicios de que o farmaco
incorporado in situ influencia (ou ndo) o processo de polimerizacdo e as propriedades finais do
material obtido. Alguns trabalhos do nosso préprio grupo demonstram bem esta dificuldade e séo

comentados a seguir.

Oliveira e colaboradores (2011a, 2012a) demonstraram que a adicdo de 1 a 3 % (p/p)
de amoxicilina em polimerizagdes em suspensao de acetato de vinila e metacrilato de metila afeta
a morfologia das particulas geradas e a massa molar dos copolimeros obtidos. Neste trabalho, a
conversao do monémero também foi afetada pela adicdo do farmaco, que exerceu um efeito

inibitério, minimizado pela adi¢cdo de metacrilato de metila como co-ménomero.

Lorca e colaboradores (2012) mostraram que a polimero obtido a partir da
polimerizacdo em miniemulsdo de metacrilato de metila na presenca de benzofenona-3
apresentava massas molares maiores que na auséncia do filtro solar. Neste caso, o filtro interagiu
com o processo de polimerizacdo devido a presenca de grupos funcionais oxidaveis, o que faz
com que o filtro aja como um agente reticulante. Essa hipotese foi reforcada com o fato de que
ocorria polimerizacdo do monémero a baixas taxas mesmo na auséncia de iniciador. Resultados
similares também foram observados para polimerizacdo in situ de doxorrubicina (OLIVEIRA et. al.,

2012b).

Ao contrario, Fonseca e colaboradores (2012) mostraram que a incorporacdo de 30%
(p/p) de praziquantel in situ na polimerizacdo radicalar em miniemulsdo de metacrilato de metila
nao interfere na conversdao do mondmero, na massa molar do polimero obtido, na distribuicdo de

tamanho de particula, nem na morfologia das particulas obtidas, apresentando comportamento



Capitulo 2 - Revisao da Literatura 69

essencialmente inerte. Vé-se, portanto, que o efeito do farmaco sobre a polimerizacado é pouco

sensivel, dada a estrutura complexa e multifuncional de menor parte desses compostos

2.7. COMENTARIOS FINAIS

Como comentado exaustivamente, a producdo de NPP como sistema de liberacdo de
farmacos para o tratamento do cancer vem sendo extensivamente estudado e ndo constitui uma
novidade. Porém, a maior parte dos estudos utiliza a preparacdo das NPP a partir de polimeros
prontos e disponiveis no mercado por técnicas de precipitacdo ou evaporagdo de solvente.
Pouquissimos trabalhos relatam a incorporacao in situ,de farmacos em sistemas de polimerizacao

para obtencdo de NPP. Isso é particularmente verdadeiro para a técnica de polimerizacao RAFT.

O farmaco em estudo, TXF, constitui 0 medicamento mais utilizado como ferramenta
para o tratamento e prevengdo do cancer de mama. Muitos trabalhos demonstram a inclusdo
deste farmaco em NPP e os beneficios desta inclusdo para promover o aumento da
biodisponibilidade, estabilidade fisico-quimica, solubilidade e diminuicdo dos efeitos colaterais.
Porém, ndo hd nenhum trabalho descrito na literatura que relate a incorporacdo do TXF in situ em
sistema de polimerizacdo radicalar convencional ou em qualquer sistema de polimerizagéo
radicalar controlada. A técnica RAFT permite ainda que o polimero seja conjugado com moléculas

biolégicas posteriormente, por conta dos grupos tiocarbonilicos residuais.
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3. OBJETIVOS DA TESE

Este capitulo apresenta os objetivos gerais e especificos da tese, bem como a
proposta para producdo de NP poliméricas por meio da técnica de polimerizacdo radicalar
controlada via adicdo e fragmentacdo reversivel, para producdo de NP de TXF e posterior

vetorizacao.

3.1. OBJETIVOS

3.1.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo principal do projeto é o desenvolvimento de NP poliméricas carregadas com
TXF, com tamanho de tamanho nanométrico e uniforme, conjugadas com albumina para o

combate seletivo de células tumorais mamarias receptoras de estrogénio positivas.

3.1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos perseguidos nessa fase foram:

. Desenvolvimento da técnica de polimerizagcdo RAFT em miniemulsdo, a fim de obter NP
polimerizadas com o TXF in situ em uma Unica etapa e com bom controle da massa molar

do polimero e do tamanho de particula;

. Caracterizacdo das NP obtidas pelos diferentes processos, jA queas propriedades finais das
NP sdo importantes para se caracterizar o desempenho final do produto obtido, se ele esta

cumprindo seu objetivo.
. Avaliacdo da eficiéncia de inclusédo do farmaco TXF nas NP;

. Conjugacéo das NP obtidas com a albumina;
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. Avaliacdo da eficiéncia da conjugacdo da albumina com as NP;

3.2. JUSTIFICATIVA DO TRABALHO

O TXF é um modulador seletivo do receptor de estrogénio usado no tratamento do
cancer de mama e é atualmente um dos farmacos mais utilizados para este tipo de céancer.
Apesar da baixa solubilidade deste farmaco ter sido contornada pela formacéo do sal de citrato
para administracdo via oral (comprimidos de 10 e 20 mg), ainda se observa uma baixa
biodisponibilidade devido a precipitacdo de sua base livre no estdbmago e devido ao efeito
hepatico do metabolismo de primeira passagem. Dessa maneira, a atividade e os efeitos
colaterais deste farmaco ficam sujeitos a grande variabilidade e sdo dependentes da dose e da

concentragao.

Conforme ja relatado por diversos trabalhos, a inclusdo do farmaco em NP constitui
uma ferramenta para superar algum desses obstaculos. Além de favorecer o acumulo e retencao
nas células tumorais e a diminuicdo nos mecanismos de resisténcia do tumor, a inclusdo de
farmacos em NP favorece a solubilidade, biodisponibilidade, estabilidade fisico-quimica e
biolégica. As NP sao sistemas de tamanho nanométrico capazes de atravessar o endotélio
tumoral, resultando numa concentracédo preferencial em tecidos tumorais. Ainda, o direcionamento
das NP para tecidos tumorais é possivel devido a hiperpermeabilidade vascular do tumor (efeito
de retencdo e permeabilidade aumentada). A conjugacdo da nanoparticula com a albumina
promove a vetorizacdo para células tumorais via SPARC, o transporte ativo do farmaco conjugado

e a apoptose de células cancerigenas de maneira seletiva.

A técnica de polimerizacdo em miniemulséo proposta nesse trabalho é extremamente
promissora e apresenta diversas vantagens em relacéo as demais, pois permite a obtencédo de NP
carregadas com o farmaco em uma Unica etapa, permite o controle do tamanho de particula, é

uma técnica de baixo custo e apresenta facilidade de aumento de escala. A utilizacdo da
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polimerizacéo radicalar controlada RAFT é essencial, pois permite a formacao de polimeros com
arquitetura moelcular definida, um bom controle da massa molar e da distribuicdo de massas
molares dos polimeros sintetizados e a utilizacdo de uma grande variedade de mondmeros. Além
disso, esta técnica promove a formacdo de polimeros com um grupo terminal tiocarboniltio em
cada cadeia formada, que pode ser facilmente convertido a tiol e, conseqientemente, ser

bioconjugado com uma ampla variedade de moléculas bioativas.

A grande relevancia do projeto diz respeito a obtencao de NP poliméricas carregadas
com TXF conjugadas com albumina pela técnica de polimerizagéo radicalar controlada RAFT em
miniemulsdo, que simultaneamente mantém a integridade do farmaco e promove um aumento da
estabilidade fisico-quimica e biodisponibilidade. A conjugacdo do polimero com a albumina é
muito importante, pois esta técnica pode ser usada como modelo para conjugacdo em outros

sistemas.

E muito importante ressaltar que o projeto apresenta originalidade, pois ndo ha relatos
na literatura de inclusdo de TXF in situ em sistemas de polimerizacdo em miniemulsdo utilizando
polimerizacdo radicalar controlada RAFT. Além disso, também n&o hé relatos na literatura sobre a
conjugacgdo de albumina em sistemas de polimerizagdo em miniemulsdo utilizando polimerizacao

radicalar controlada RAFT, com o objetivo de vetorizar um farmaco incluso in situ.
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4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Este capitulo aborda as metodologias experimentais usadas para conduzir as reacbes
de polimerizacdo e as técnicas de caracterizacdo empregadas no trabalho para caracterizar as
propriedades e o desempenho do produto fina apresentando uma descricdo dos procedimentos
usados e 0s objetivos perseguidos por cada uma das técnicas usadas. Nesse tdpico também

estdo relacionados os principais reagentes e equipamentos utilizados.

4.1. REAGENTES

Todos os reagentes empregados ndo passaram por qualquer purificagdo prévia, sendo
usados diretamente como recebidos do fabricante, a ndo ser que se faca mencéo explicita em

contrario.

. 2-ciano-2-propilditiobenzoato (CPBTD) HPLC, fornecido pela Sigma-Aldrich, com pureza
minima de 97%, sendo usado como agente de transferéncia de cadeia (agente RAFT) nas
polimerizag6es em solugdo e em miniemulséo;

. 4”6 — diamidino diamidino diamidino-2- fenil-indol, fornecido pela Life Technologies, usado
nos ensaios de captacao celular;

. Acetato de forbol-miristila, fornecida pela Sigma-Aldrich, usada nos ensaios de captacdo
celular;

. Acetato de sdédio, fornecido pela VETEC Quimica Fina com 99 % de pureza, usado para
determinacgao de metais pesados de TXFc;

. Acetona P.A., fornecida pela VETEC Quimica Fina com 99,5% de pureza, usada na limpeza
dos materiais ap6s a reacéao;

° Acetonitrila grau HPLC/Spectro, fornecido pela Tedia Company Inc.,com 99,99% de pureza,
usado como solvente na polimerizacdo em solucao;

. Acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico, fornecido pela Sigma-Aldrich, com pureza minima de

98%, usado no preparo do Reagente Ellman;
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Acido Aacético glacial, grau HPLC, fornecido pela Tedia Company Inc. com pureza minima
de 99,7%, usado na analise de Limite de Isbmero E da matéria-prima;

Acido acético glacial, fornecido pela VETEC Quimica Fina com 98% de pureza usado na
determinac¢éo do teor de TXFc;

Acido cloridrico, fornecido pela VETEC Quimica Fina com 37,0 % de concentracéo, usado
no ensaio de perfil de dissolu¢do por dispersdo de TXFc, na determinacdo do percentual
dissolvido de metais pesados de TXFc e no ajuste de pH nos ensaios de bioconjugacéo;
Acido fosférico, fornecido pela VETEC Quimica Fina com 85,0 % de concentragdo, usado no
preparo do Reagente de Bradford.

Acido nitrico, fornecido pela VETEC Quimica Fina com 65,0 % de concentracdo, usado na
determinacgao de metais pesados de TXFc;

Acido perclérico, fornecido pela VETEC Quimica Fina com 70,0 % de concentracio, usado
na determinacgéo do teor de TXFc;

Acido s;ulfurico, fornecida pela VETEC Quimica Fina com 98% de pureza, usado nos
ensaios de residuo de ignicdo e de limite de ferro da matéria-prima;

Agua filtrada e desmineralizada, usada na reacéo de polimerizagdo em miniemulsdo e no
preparo das amostras de miniemulséo para analise do tamanho de particula

Agua filtrada purificada, usada nos ensaios de bioconjugacdo, confirmacdo de
bioconjugacéo e captacéo;

Albumina de soro bovino (BSA), fornecido pela Sigma Aldrich com 97% de pureza, usado
nos ensaios de bioconjugacao;

Albumina de soro humano (HSA), fornecido pela Sigma Aldrich com 98,5% de pureza,
usado nos ensaios de bioconjugacao;

Anticorpo anti-albumina bovina produzido em coelho (BSA-Ac), fornecida pela Sigma
Aldrich, usado nos ensaios de avaliacdo da bioconjugacdo com Microscopia eletrénica de

transmissao (MET);
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Azobisisobutironitrila (AIBN), fornecido pela MERCK com 98,5% de pureza, sendo usado
como iniciador nas polimerizagdes em miniemulséo;

Azul Tripan, fornecido pela Sigma-Aldrich, usada nos ensaios de captacéo celular;
Bicarbonato de sédio (NaHCO,), fornecido pela PROQUIMIOS com 99,70% de pureza,
usado como tampdao na polimerizacdo em miniemulsao;

Borohidreto de sédio (NaBH,), fornecido pela VETEC Quimica Fina com 99% de pureza,
usado nos ensaios de bioconjugacéo;

Brometo de potassio (KBr), fornecido pela VETEC Quimica Fina com 98% de pureza, sendo
usado como agente dispersante para formacgdo de pastilhas na analise espectrofotométrica
de infra-vermelho;

Cloridrato decCisteina (Cys-HCI), fornecido pela Sigma Aldrich com 99,7% de pureza, usado
nos ensaios de bioconjugacao,

Cloroférmio, fornecido pela VETEC Quimica Fina, com 98% de pureza, usado na reacao de
neutralizacdo do sal de citrato da molécula de TXF;

Coomassie Blue G250, usado para preparo do Reagente de Bradford.

Dimetilsufoxido (DMSO), fornecida pela VETEC Quimica Fina com 98 % de pureza, usado
para diluicdo da fluoresceina usada nos ensaios de bioconjugacéo;

Estreptomicina, fornecida pela Sigma-Aldrich, usada nos ensaios de captacéo celular;
Etanol 95%, fornecido pela VETEC Quimica Fina com 95% de pureza, usado no preparo do
Reagente de Bradford;

Fluido de silicone 200/350 CST, fornecido pela Dow Corning Brasil Ltda, sendo usado como
banho para aquecimento da reacéo.

Fosfato de potassio dibasico (K,PO,), fornecido pela VETEC com 98,5% de pureza, usado
nos ensaios de bioconjugacao;

Fosfato de sédio monobasico (NaH,PO,), fornecido pela VETEC com 98% de pureza, usado

nos ensaios de bioconjugacao;
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Gelatina de peixe, fornecido pela Sigma Aldrich com 48 % em agua, usada nos ensaios de
confirmacao de bioconjugacéo;
Graxa de silicone para vedacéo, fornecido pela VETEC Quimica Fina, sendo usada para
vedar os orificios do septo de borracha para vedacao;
Hexadecano (CigHas4), fornecido pela VETEC Quimica Fina com 99% de pureza, sendo
usado como agente de pressao osmotica na polimerizacdo em miniemulsao;
Hidroquinona (HQ), fornecida pela VETEC Quimica Fina com 99% de pureza, sendo usada
como inibidor da reacéo de polimerizacao quando adicionada as aliquotas retiradas durante
reacao;
Hidroxido de amdnio, fornecido pela VETEC Quimica Fina com 65,0 % de concentracao,
usado na determinacdo de metais pesados de TXFc;
Hidroxido de sddio, fornecido pela VETEC Quimica Fina com 98,0 % de pureza usado na
reacdo de neutralizacao do sal de citrato da molécula de TXF;
IgG anti coelho (molécula inteira) — anticorpo de ouro produzido em cabra - anticorpo com
afinidade isolada, suspensédo aquosa de glicerol, 10 nm (ouro coloidal), fornecida pela Sigma
Aldrich, usado nos ensaios de avaliagcdo da bioconjugacdo com microscopia eletronica de
transmisséo (MET);
Isotiocianato de Fluoresceina (FITC), fornecida pela Sigma Aldrich, usado nos ensaios de
avaliacdo da bioconjugacéo com captacéao celular;
Lauril sulfato de sddio (LSS), fornecido pela PROQUIMIOS com 95% de pureza, sendo
usado como emulsificante da polimerizagdo em miniemulsdo e como agente de
molhabilidade para determinacdo de distribuicdo de tamanho de particula de TXFc e para
determinacgé&o do perfil de liberagdo do farmaco da nanoparticula;
Maleimida-PEG-NHS MW5000, fornecido pela Nanocs, lote 120910, usada nos ensaios de
bioconjugacéo;

Meio RPMI-1640, fornecido pela LGC Biotecnologia, usado nos ensaios de captacdo

celular;
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Metacrilato de metila (MMA), fornecido pela VETEC Quimica Fina, com pureza minima de
99%, usado como mondmero nas reagdes de polimerizagdo em solugdo e miniemulséo;
Metanol, fornecida pela VETEC Quimica Fina com 99,5% de pureza, usado em ensaio de
identificacdo da matéria-prima e de doseamento de TXF nas nanoparticulas;
Metanol, grau HPLC, fornecido pela Tedia Company Inc. com pureza minima de 99,9%,
usado na andlise de limite de Isbmero E da matéria-prima e de doseamento de TXF nas
nanoparticulas;
Metilmetacrilato de dietilamino, fornecido pela Sigma-Aldrich com pureza minima de 99%
sendo usado com mondmero para ensaio de solubilidade.
Metilmetacrilato de dietilineoglicol, fornecido pela Sigma-Aldrich com pureza minima de
98%, sendo usado com mondmero para ensaio de solubilidade.
Metilmetacrilato de dimetilamino, fornecido pela Sigma-Aldrich com pureza minima de 99%,
sendo usado com mon6émero para ensaio de solubilidade.
Metilmetacrilato de polietilenoglicol, fornecido pela Sigma-Aldrich, com pureza minima de
98%, usado com monémero para ensaio de solubilidade;
Nitrato de chumbo, fornecido pela VETEC Quimica Fina com 99 % de pureza, usado na
determinag&o de metais pesados de TXFc;
Nitrogénio, fornecido pela Linde G4s/AGA S/A com pureza minima de 99,9, usado para
manter a atmosfera inerte nas reacdes de polimerizagdes em miniemulséo;
Paraformaldeido, fornecida pela VETEC Quimica Fina com 98,5 % de pureza, usado nos
ensaios de bioconjugacao e captagdo celular;

Penicilina, fornecida pela Sigma-Aldrich, usada nos ensaios de captacdo celular;
Peréxido de benzoila (BPO), fornecido pela VETEC com 97% de pureza, sendo usado como
iniciador nas polimerizagcdes em miniemulséo;
Sal de l-octanossulfonato de sddio, fornecido pela Spectrochem, com pureza minima de
99%, sendo usado como reagente para fase moével no ensaio de limite de enantibmero para

TXFc;
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Soro fetal bovino, fornecido pela Cripion, usado nos ensaios de captacao celular;
Tetrahidrofurano (THF) grau HPLC/Spectro, fornecido pela Tedia Company Inc. com pureza
minima de 99,90%, usado na andlise de cromatografia de permeacao em gel como fase
movel e na solubilizacdo das amostras;

Tioacetamida, fornecida pela VETEC Quimica Fina com 98 % de pureza, usado na
determinacao de metais pesados de TXFc;

Tolueno P.A., fornecido pela VETEC Quimica Fina com 99,5% de pureza, usado como
solvente na polimeriza¢cdo em solucao;

Trietilamina. fornecida pela VETEC Quimica Fina com 99 % de pureza usada na

determinacgdo de TXF nas nanopartpiculas.

4.1.1. MATERIA-PRIMA E SUBSTANCIA QUIMICA DE REFERENCIA (SQR)

4.2.

TXFc substancia quimica de referéncia (SQR), fabricante USP, lote 10D294 (teor 100%),
empregada como padrdo; ou seja, referéncia para padronizacao secundaria da matéria-
prima de TXFc e nas analises que exigiram identificacdo e quantificacdo de TXF.

TXFc matéria prima, lote 127/2011-2012, fabricante Polydrug Laboratories, procedéncia

Pharma-Nostra, validade 08/2016.

MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Os materiais e equipamentos empregados para e durante as reacdes de

polimerizacdo, na etapa caracterizacdo das amostras produzidas e nas reacdes de bioconjugacéo

s&o descritos a seguir:

Agulhas descartaveis;
Analisador de tamanho de particula (Malvern Instruments Master-sizer com modulo Hydros

2000S), usado para a determinacado da distribuicdo de tamanhos de particulas de TXFc;
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Analisador de tamanho de particula (Malvern Instruments Zeta Sizer-Nano, modelo Nano-
ZS), usado para a determinacdo da distribuicdo de tamanhos de particulas presentes no
sobrenadante de cada polimerizacéo;

Balancas (Gehaka, modelo BG-400, pesagem maxima de 404 g; Belmark, modelo U210A,
pesagem maxima de 210 g), com preciséo de 0,001 g, para pesagens dos componentes das
polimerizacfes e das amostras para andlise;

Balbes de fundo redondo de 50 mL com junta 24/40;

Bal6es volumétricos, com capacidades variando de 10 a 100 mL, para preparacdo de curva
de calibracéo;

Banho de ultrassom (UNIQUE, modelo USC 2850), para homogeneizacdo de amostras
solubilizadas;

Barras de agitagcdo magnética;

Bastbes de vidro;

Bégueres, com capacidades variando de 30 a 500 mL, para pesagens dos reagentes e
preparagao das solucoes;

Cadinhos de platina;

Calorimetro DSC- 8500 Perkin-Elmer, EUA, para avaliacdo da interacdo farmaco-polimero;
Céanula de amostragem de aluminio para introducdo do nitrogénio no baldo de fundo
redondo e para a retirada de aliquotas durante a reacao polimerizacao;

Centrifuga Eppendorf modelo 5804R, usada nos ensaios de bioconjugacéo;

Coluna cromatografica C15 250 mm x 4,6 mm, 5 um, Kromasil, usada para determinacao de
TXF nas NP;

Coluna cromatogréfica fenil 300 mm x 4 mm, 10 um, Shimadzu, usada para determinacao
do limite de enantibmero E no TXFc;

Cromatégrafo (Viscotek, modelo VE 2001, equipado com quatro colunas Phenomenex e

detector refratométricoViscotek, modelo VE 3580) para a determinagdo da distribuicdo de
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massas molares das particulas produzidas. A calibracdo do equipamento foi feita com
padrdes de poliestireno, com massas molares na faixa de 2340 — 1,86x106 Da,;

Dessecador de vidro;

Dissolutor (Vankel VK 7010), para determinacdo do perfil de dissolucdo por disperséo de
TXFc;

Equipamento para determinagéo de ponto de fusdo BUCHI B-540;

Equipamento TGA Mettler Toledo, modelo SDTA 851, usado para as analises de
degradacéo térmica do farmaco e de interag¢do farmaco-polimero;

Espétulas de aluminio;

Espectrofotébmetro de ultravioleta Shimadzu, modelo UV2401PC, para determinacdo do
limite de enantidbmero no TXFc e do percentual dissolvido da matéria-prima;
Espectrofotometro leitor de placa Molecular Devices modelo Spectramax M5, usado nos
ensaios de bioconjugacao;

Espectrébmetro de infravermelho (Shimadzu, modelo ABB FTLA 2000-100), usado para
identificacdo de grupos funcionais e caracterizacado das reacdes de polimerizacao;

Estufa de circulagao (Quimis, modelo Q314) para a secagem das aliquotas de converséo;
Estufa Quimis para incubacdo de cultra e bacteriologia modelo Q316M4, usada na
incubacado das solu¢des nos ensaios de bioconjugacéo;

Fita de pH (Merck), usada para ajuste do pH de solu¢cdes no ensaio de determinacéo de
metais pesados de TXFc e determinacéo de pH das solu¢des do ensaio de bioconjugacéo;
HPLC JASCO, bomba quaternaria modelo PU20895 puls, detector de uv modelo 2075 plus,
integrador LC-Net/ADC, injetor manual, loop de 20 pL, seringa Hemiltong de 100 pL,
integrado a software modelo Jasco, usado nos ensaios de liberagcdo do farmaco a partir das
NP;

Liofilizador, VIRTIRS, modelo Benchtop K, usado para secagem do latex da miniemulséo;
Membrana de didlise de acetato de celulose (Sigma-Aldrich), com 0,45 um de diametro de

poro e 47 mm de espessura;
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Membrana filtrante 0,45 ym MILLIPORE, usada para filtrag&do de fase movel;

Microscopio ImageXpress Micro XLS Widefield High Content Screening System acoplado
software MetaXpress;

Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV) Fei Company, modelo Quanta 200, com tensao
maxima de 30 kV, em alto vacuo e em elétrons secundarios. As fotomicrografias foram
processadas em um analisador de imagens da Fei Company e as amostras foram
metalizadas no metalizador JFC 1500, Jeol LTDA,

Microscopio Eletrénico de Transmissdo (MET) Fei Company, modelo TITAN, com tensao
entre 80 e 300 kV. As fotomicrografias foram processadas em um analisador de imagens da
Fei Company;

Mufla (Fornitec In e Con. LTDA), usada para determinacdo de cinzas sulfatadas e metais
pesados de TXFc;

Papel aluminio;

pHmetro LabMeter modelo PHS-3B, usado nos ensaios de bioconjugacéo;
pHmetro/condutivimetro METTLER-TOLEDO - MPC227;

Pipetas Pasteur;

Pipetas automaticas de 20, 200, 1000 e 5000 uL marca EPPENDORF,;

Placa de agitacdo (IKA C-MAG HS 7) para homogeneizacdo das solucdes empregadas e
conducao da realizacao de polimerizacdo em solu¢édo e miniemulséo;

Placa multi-pocos, 96 pocos, TPP;

Placa multipontos (6 pontos) com agitacdo e aquecimento IKA MH-C6;

Rotaevaporador IKA RS10, utilizado na reacdo de neutralizacdo do sal de citrato da
molécula de TXF;

Septo de borracha (24/40 Sigma Aldrich) para vedacdo do baldo de fundo redondo usado
como “reator” das polimerizages em miniemulséo;

Seringa de plastico para retirada de aliquotas durante a reag&o polimerizagéo;

Shaker Biomixer modelo TS-2000A VDRL shaker, usado nos ensaios de bioconjugacao



Capitulo 4 — Metodologia Experimental 82

. Sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia Shimadzu, equipado com bomba modelo
LC-10AD vp, auto-injetor modelo SIL-10AD vp, detector de arranjo de fotodiodos modelo
SPD-M10A vp e sistema de dados (software) modelo CLASS-VP verséo 6.1;

. Tensidbmetro de gota Kruss, modelo DAS-100, usado para avaliacdo da tensdo superficial do
mondmero em esutdo;

. Termbdmetros (10-200 °C);

° Termopares do tipoo J, com junta de ferro;

. TGA Mettler Toledo, modelo SDTA 851, usado nas analises de termogravimetria

. Titulador automético (Metrhom, modelo 905 titrando), acoplado ao software Tiamo, equipado
com bureta de 50 mL e eletrodo de deteccdo para titulacdo em meio ndo aquoso
854iconnect com eletrélito de cloreto de litio em etanol;

o Tubos Falcon de 15 e 50 mL;

o Tubos de ensaio;

. Ultrassom LABOMETRIC, modelo LB550, usado para homogeneizar as miniemulsoes;

o Unidade descartavel filtrante 0,45 pym de poro MILLIPORE, usada para filtragem de
amostras a serem inseridas nos sistemas de cromatografia e para filtragem da agua usada
para analisar a distribuicdo do tamanho de particula das NP.

° Vortex Phoenix, modelo AP56, usado nos ensaios de bioconjugacao e captacéo celular.

4.3. METODOS

4.3.1. ANALISE DA MATERIA-PRIMA CITRATO DE TAMOXIFENO

A analise da matéria-prima de TXFc foi realizada com o objetivo de atestar a qualidade
da matéria-prima a ser usada para posterior preparo das NP. Os ensaios realizados estédo
descritos em monografia oficial da farmacopéia americana e compreendem: (i) identificacdo por
espectrofotometria no infravermelho, (ii) identificacdo por espectrofotometria de ultravioleta, (iii)

tamanho de particula, (iv) dissolucao por dispersao, (v) ponto de fusédo, (vi) metais pesados, (Vii)
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cinzas sulfatadas, (viii) limite de enantidmero E, (ix) perda por dessecacao e (x) doseamento (USP

37, 2014).

4.3.1.1. Identificacdo por espectrofotometria no infravermelho (IR)

Foram preparadas pastihas de amostra dispersa em brometo de potassio (KBr)

contendo 3% (p/p) de TXF, ques foram levadas ao espectrofotdbmetro de infravermelho Shimadzu,

modelo ABB FTLA 2000-100, realizando-se varredura do espectro entre 400 e 4000 cm-l .0
espectro da amostra obtido foi comparado com o da SQR de TXF preparada nas mesmas
condicbes. As bandas observadas foram caracterizadas de acordo com os grupos funcionais que
as representam. O espectro de absorcao no IR da amostra deve apresentar maximos de absor¢éo
nos mesmos comprimentos de onda daqueles obtidos no espectro de TXF padrdo (USP 37,

2014).
4.3.1.2. Identificac&o por espectrofotometria de ultravioleta (UV)

A amostra foi dissolvida volumetricamente em metanol até chegar & concentracdo de
20,0 pg/mL e levada ao espectrofotdmetro de ultravioleta Shimadzu UV 2401-PC onde foi
realizada varredura do espectro na faixa de 200 a 400 nm. O espectro obtido da amostra foi
comparado com o da SQR de TXF preparada nas mesmas condi¢des. O espectro de absor¢cdo no
UV da amostra deve apresentar maximos de absor¢cdo nos mesmos comprimentos de onda

daqueles obtidos no espectro de TXF padrao (USP 37, 2014).

4.3.1.3. Distribuicdo de tamanho de particula

A anadlise da distribuicdo do tamanho de particula foi realizada usando a técnica de
difracdo a laser. A difracao a laser baseia-se no principio (difracdo Fraunhoffer) de que, quanto

menor o tamanho da particula, maior o angulo é de difragdo de um feixe luminoso que atravessa
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uma populacdo de particulas. Essa técnica ndo mede particulas individuais, mas sim, com auxilio
de transformacBes matematicas (transformada de Fourier inversa), calcula uma estatistica de
distribuicdo de tamanho dessa populacdo de particulas. Nesse célculo é empregada uma
aproximacdo que admite que todos os tamanhos de particula espalham a luz com a mesma
eficiéncia e que as particulas analisadas sdo opacas, ndo transmitindo a luz incidida (RAWLE,
2004).

Foi utilizado como meio de dispersédo da amostra uma solugédo aquosa lauril sulfato de
sédio (LSS) 0,01%. O LSS foi utilizado para promover melhor molhabilidade no meio, a agua, no
qual o TXF é parcialmente insoluvel. Foi adicionada quantidade de farmaco até a saturacdo do
meio para impedir a solubilizacdo de particulas da matéria-prima. ApGs agitacdo em placa por 24
horas, o meio foi filtrado em unidade filtrante 0,45 pm.

Para analise da distribuicdo do tamanho de particula, foram transferidos cerca de 100
mL do meio de dispersdo ao mddulo Gmido do equipamento, o Malvern Hydros 2000S para
realizacdo da leitura de base. Em seqiéncia, foi adicionada sob agitagdo a matéria-prima em
guantidade tal até obter uma obscuracgéo (perda de transmisséo da luz) de aproximadamente 5%.

Assim, foram iniciadas as leituras.

4.3.1.4. Dissolucéo por disperséo

A cinética de dissolucdo da matéria-prima foi realizada em dissolutor Vankel VK 7010,
empregando 1000 mL de acido cloridrico 0,02 N como meio de dissolu¢do e o aparato 1 (cesta)
com rotacdo de 100 rpm e banho termostatizado a 37 °C. A escolha da metodologia e das
condi¢cbes foram baseadas na monografia oficial da farmacopéia americana para comprimidos de

TXFc (USP 37, 2014).

O meio de dissolugdo empregado foi previamente filtrado, desaerado e aquecido até
uma temperatura de 37 °C. Ao chegar a esta temperatura, 1000 mL do meio de dissolucdo foram

transferidos para cada uma das 6 cubas do dissolutor com auxilio de uma proveta de 1000 mL.
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Foram pesadas 6 amostras de 20 mg do farmaco, as quais foram colocadas em
membranas de dialise de acetato de celulose lacradas em ambas as extremidades com pregador
especifico. Os “saquinhos” de dialise foram colocados em cada uma das 6 cestas, as quais foram
acopladas a haste do dissolutor. O ensaio foi iniciado ap6s a estabilizacdo da temperatura do

meio de dissolu¢cdo com o banho termostatizado em 37,0 °C £ 0,5 °C.

Aliquotas de 10 mL foram coletadas de cada cuba nos tempos de 5, 10, 15, 20, 30 e
45 minutos através omde canulas de amostragem, sem reposicdo de meio. As aliquotas foram
filtradas em unidade filtrante 0,45 um e submetidas a analise em espectrofotdbmetro de ultravioleta
Shimadzu UV 2401-PC para quantificacdo da quantidade dissolvida de TXF a 275 nm, usando
uma curva de calibragdo na faixa de 0,005 a 0,04mg/mL (Tabela 2) e o meio de dissolu¢éo para

ajuste do zero.

Tabela 2 — Amostras produzidas para construir a curva de calibracdo para o ensaio de dissolucdo por

disperséo
Nivel Miquota (ni) R0 volmético  Conceniracio
25% 5,0 100 0,005
50 % 1,0 10 0,010
100 % 2,0 10 0,020
125 % 2,5 10 0,025
150 % 4,0 10 0,040

*Amostras preparadas a partir de uma solugdo méae de 0,1 mg/mL de TXFc em &cido cloridrico 0,02 N

4.3.1.5. Ponto de fuséo

As amostras em triplicata foram introduzidas em capilares de vidro e levadas ao
equipamento de ponto de fusdo BUCHI B-540 para determinagdo da faixa de fusdo pelo método

do capilar (Farmacopéia Brasileira, 2010). As amostras devem fundir entre 140 e 144 °C.
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4.3.1.6. Metais pesados

O ensaio limite consiste na formacdo de particulas sélidas dos sulfetos de metais
pesados, em suspensdo, e posterior comparacao visual da intensidade da cor nas preparacfes
das amostras e do padrdo em tubo de Nessler. O ensaio é semi-quantitativo e possibilita inferir se
a amostra passa ou ndo no teste, representando o somatdrio da concentracdo dos elementos

contaminantes na amostra.

O ensaio foi realizado de acordo com o método Il para metais pesados da farmacopéia

americana (USP 37, 2014). Para execuc¢do do ensaio foram preparados alguns reagentes:

- Solucdo estoque de nitrato de chumbo: foram dissolvidas cerca de 159,8 mg de nitrato de
chumbo em 100 mL de 4gua com adicdo de 1 mL de acido nitrico. Diluiu-se no meio com agua
para 1000 mL e fez-se ahomogeneizagcédo. Essa solucdo foi estocada em recipientes de vidro

isentos de sais soluveis de chumbo.

- Solucao padrao de chumbo (10 ppmPb): no dia do uso, foram diluidos 10 mL da solucao estoque
de nitrato de chumbo paral00 mL com agua. Cada mL dessa solugdo continha o equivalente a 10

Mg de chumbo (10 ppmPb).

- Tampéao acetato pH 3,5: foram dissolvidas cerca de 25 g de acetato de aménio em 25 mL de
agua e adicionados 38 mL de acido cloridrico 6 M. O pH foi ajustado para 3,5 com hidroxido de

amonio 6 M. A diluicdo foi completada para 100 mL com agua.

- Reagente de tioacetamida: foram dissolvidos 4 g de tioacetamida em agua e completou-se o
volume para 100 mL. Foi retirada uma aliquota de 0,2 mL e adicionado 1 mL da mistura de
hidréxido de sodio 1 M, 5 mL de 4gua e 20 mL de glicerina. Foi feito o aquecimento em banho-

maria por 20 segundos, segido de resfriamento.

Para o preparo da amostra, foi utilizada a quantidade de amostra, em gramas,

especificada na monografia (4 g). A amostra foi transferida para cadinho de platina, onde foi
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adicionado &cido sulfdrico suficiente para umedecer a substancia e feita a incineraracao,
cuidadosamente, sob temperatura baixa. Foram adicionados a massa carbonizada 2 mL de &cido
nitrico e 5 gotas de acido sulfarico. O cadinho foi aquecido, com cuidado, até que ndo mais se
desprendesse mais vapores brancos. Entdo o cadinho foi incinerado em mufla a 500 - 600 °C até
completa combustdo do carbono. O cadinho foi estocado em temperatura ambiente em
dessecador. Depois de resfriado foi adicionados mais 4 mL de acido cloridrico 6 M. O cadinho foi
levado coberto para banho-maria onde a amostra foi digerida por 15 minutos. Apos esse tempo, 0
cadinho foi descoberto e a solugédo foi evaporada em banho-maria ,lentamente, até secura. O
residuo foi entdo umedecido com 1 gota de &cido cloridrico e 10 mL de &gua quente e,
novamente, digerido em banho-maria, por 2 minutos. Esta solucéo foi alcalinizada em papel
tornassol com hidroxido de amonio 6 M, adicionado gota a gota. A amostra foi entdo diluida com
agua para 25 mL em um becher e o pH foi ajustado entre 3,0 e 4,0 com acido acético 1 M,
utilizando papel indicador de faixa estreita como indicador externo. As amostras entdo foram

diluidas com agua para aproximadamente 40 mL e homogeneizadas.

Para o preparo do padrédo foram transferidos para um bécher 2 mL de solucdo padréo
de chumbo (10 ppm Pb) e diluidos para 25 mL com o mesmo solvente empregado para a
dissolucdo da amostra. O pH foi ajustado entre 3,0 e 4,0 com 4cido acético 1 M ou hidroxido de
amonio 6 M, utilizando papel indicador de faixa estreita como indicador externo. O padrao entédo

foi diluido com agua para aproximadamente 40 mL e homogeneizado.

Para o preparo da amostra controle , foram transferidos para um terceiro bécher um
volume de solucdo da amostra preparada conforme descrito anteriormente e adicionados 2 mL de
solucéo padréo de chumbo (10 ppmPb). O pH foi ajustado entre 3,0 e 4,0 com acido acético 1 M,
utilizando papel indicador de faixa estreita como indicador externo. As amostras controle entdo

foram diluidas com &gua para aproximadamente 40 mL e homogeneizadas.

Depois de preparados a amostra, o padrdo e a amostra controle positiva, cada uma

essas solucdes foram transferidas para tubos de Nessler de 50 mL. A cada uma das preparacdes
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foram adicionados 2 mL de tampéo acetato pH 3,5 e 1,2 mL de tioacetamida. Os tubos foram
completados com agua para 50 mL, as solu¢des foram homogeneizadas e deixadas em repouso
por 2 minutos. Apds 2 minutos, foi observado o desenvolvimento da coloracdo que variava do
amarelo ao preto. Qualquer coloracdo desenvolvida na preparacdo amostra ndo era mais intensa
do que a do padréo; ou seja, a quantidade de metais pesados devia ser inferior a 0,001%. O teste
somente era considerado valido se a intensidade da coloracdo desenvolvida na preparacéo

controle fosse igual ou superior aquela da preparacao padrao.

4.3.1.7. Cinzas sulfatadas

Cinzas sulfatadas compreendem o residuo nao volatil da incineragdo na presenca de
acido sulfarico. Em geral, o ensaio visa a determinar o teor de constituintes ou impurezas
inorganicas contidos em substancias organicas. Também se destina a determinagdo de
componentes inorganicos em misturas e da quantidade de impurezas contidas em substancias

inorganicas termolabeis.

O ensaio foi realizado de acordo com o método cinzas sulfatadas descrito da
farmacopéia americana (USP 37, 2014). Foi pesado 1 g da amostra em cadinho de platina
previamente calcinado, esfriado em dessecador e tarado, e adicionado cerca de 1 mL de &cido
sulfarico. O cadinho foi aquecido brandamente até carbonizacdo em temperatura ndo superior a
600 °C £ 50 °C. O cadinho ent&o foi resfriado e lentamente foi adicionado cerca de 1 mL de acido
sulfarico para umedecer,carbonizar e incinerar o residuo com aquecimento gradativo até 600°C +
50 °C. O cadinho foi novamente resfriado, pesado e incinerado por mais 30 minutos. Este
procedimento foi repetido até que a diferenca entre duas pesagens sucessivas ndo fosse maior
qgue 0,5 mg. O calculo do percentual de cinzas sulfatadas foi realizado pela seguinte equacao:

% Cinzas = @ x 100 eq. (2)

3
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onde P, é a massa do cadinho apdés a calcinacao e esfriamento (tarado cadinho);P, é a massa do
cadinho com amostra apés a calcinacao e esfriamento em dessecador e P; é a massa da amostra
inicial

A amostra deve apresentar no maximo 0,2% de cinzas sulfatadas.

4.3.1.8. Limite de enantidbmero E

A andlise foi conduzida em cromatdgrafo liquido JASCO, provido de detector
ultravioleta (UV). A coluna fenil de 300 x 4 mm foi mantida a temperatura ambiente. A fase mével
utilizada foi uma mistura de 678 mL de metanol, 2 mL de acido acético glacial e solucao contendo
1,08g de octanossulfonato de sédio em 320 mL de agua. A vazao foi mantida em 0,7mL/min e a

deteccdo foi feita em comprimento de onda de 254 nm.

Foram preparadas uma solugéo padréo e trés replicatas de solugdo amostra contendo
600 pg/mL, diluindo cerca de 30 mg da matéria-prima e da SQR em 50 mL da fase movel. Foram
entdo injetados 5 vezes 20 pL de cada solucéo preparada. O desvio padrdao das replicatas de
injecdo da solucdo padrédo ndo pode ser maior que 3,0% e o tempo de retencéo relativo do pico
referente ao isbmero E em relacdo ao isbmero Z ndo € maior que 0,93. A concentracdo do

isbmero E ndo pode ultrapassar 0,3 %.

4.3.1.9. Perda por dessecagéo

Esse ensaio se destinou a determinar a quantidade de substancia volatil natureza

eliminada nas condi¢des especificadas na monografia.

Inicialmente foi pesado cerca de 1 g da matéria-prima e transferida para pesa-filtro
chato, previamente dessecado durante 30 minutos nas mesmas condicbes empregadas na
determinacéo (105 °C). Apos resfriamento em dessecador, o pesa-filtro foi pesado e tampado,

contendo a amostra. O pesa-filtro foi agitado brandamente para distribuir a amostra da maneira
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mais uniforme possivel, a uma altura ideal de 5 mm. O pesa-filtro entdo foi colocado na estufa e a
tampa foi removida, deixando-a também na estufa. A amostra foi seca a 105 °C por 4 horas. Apds
esse tempo, o pesa-filtro foi removido da estufa, resfriado até temperatura ambiente em
dessecador e, posteriormente, pesado. A amostra ndo pode perder mais que 0,5% em peso. O

célculo do percentual de perda por dessecacdao foi realizado pela seguinte equacéo:

% Perda = @ x 100 eq.(3)

a

onde Pa é a massa da amostra, Pu é a massa do pesa-filtro contendo a amostra antes da

dessecacdo e Ps é a massa do pesa-filtro contendo a amostra apds a dessecacao.

A amostra deve apresentar no maximo 0,5% de perda por dessecacao.

4.3.1.10. Doseamento

O doseamento de TXFc matéria-prima foi realizado por titulagdo em meio ndo-aquoso
com determinagdo potenciométrica, em titulador automatico Metrohm modelo 905 titrando, do
ponto de equivaléncia com o objetivo de determinar o teor da mesma, de acordo com a

farmacopéia americana (USP 37, 2014)

A solucdo titulante de &acido perclérico 0,1 N foi preparada e aferida antes da titulagao
das amostras. A afericdo foi feita em triplicata com cerca de 150 mg de biftalato de potassio
previamente dessecado por 4 horas a 105 °C, em 50 mL 4cido acético glacial, para obtencao do
fator de correcdo da solucao titulante. Cada 1 mL de acido perclérico 0,1 N neutralizam cerca de
20,42 mg de bfitalato de potassio. O célculo do fator de corre¢éo da solugéo titulante foi realizado

pela seguinte equacéo:

M
Fe= Vx 20,42 ed. (4)
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onde, M é a massa pesada de bfitalato de potassio em mg e V é o volume de solugao titulante

gasto em mL.

Para determinacdo do teor da matéria-prima foram pesadas, analiticamente, cerca de
0,4 g de matéria-prima no copo do titulador automatico, onde foram dissolvidos em 50 mL de
acido acético glacial. As amostras foram levadas ao ultrassom por 5 minutos até a completa
solubilizagdo. Foram realizadas 5 determinagdes consecutivas além da analise do branco. O fator
de correcédo da solucao titulante foi calculado imediatamente antes da analise de determinacéo do
teor. Cada 1 mL de acido perclérico 0,1 N neutralizam cerca de 56,36 mg de TXFc. Esta matéria-
prima deve conter entre 99,0 e 101,0 % de TXFc calculado sobre a base dessecada. O célculo do

teor de TXFc foi realizado pela seguinte equagao:

) _ ViotaiXFcx 56,36 x 100

Teor (% e

eg. (5)

onde, Via € 0 Volume total gasto para determinagéo do ponto de equivaléncia em mL, Fc é o fator
de correcdo da solucao titulante, 56,36 € o fator de andlise do sal de TXFc em acido perclérico

0,1 N e M, a massa pesada da amostra em mg

4.3.1.11. Degradacao térmica

A avaliacdo da degradabilidade térmica foi analisada por termogravimetria em
equipamento TGA Mettler Toledo, modelo SDTA 851 As amostras foram submetidas a
temperatura de 25 a 700 °C com taxa de aquecimento de 10 °C/min. Nesta analise foi utilizado

nitrogénio como géas de arraste na vazao de 50 mL/min.
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4.3.2. REACOES DE POLIMERIZACAO

Foram realizadas reacbes em solucdo e em miniemulsdo usando o mecanismo

classico de radicais livres e também a técnica de polimerizacao radicalar controlada do tipo RAFT.

43.2.1. Unidade experimental

Figura 18. Esquema da unidade experimental usada para conduzir rea¢des de polimerizacdo

A unidade experimental (Figura 18) era constituida por:

1. Placa de agitacdo e aquecimento IKA C-MAG HS 7;

2. Banho de aquecimento constituido por silicone;

3.  Termopar para aquisicdo de sinais de temperatura ao longo da reacéo;

4.  Septo de borracha para vedacao de baldo de fundo redondo com dois orificios feitos por
agulha e canula de amostragem, respectivamente, vedados com graxa;

5. Fio de arame para garantir a vedacao e a seguranca do batoque preso ao balédo de fundo
redondo;

6. Baldo de vidro de fundo redondo de 50 ml com boca 24/40;

7. Barra magnética;
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8.  Suporte em garra para baldo de fundo redondo;

9. Suporte em garra para termopar.

4.3.2.2. Reacdao de polimerizacdo em miniemulsao

Esta reacdo requer o de um preparo prévio da miniemulsdo, o que era feito em trés
etapas. Na primeira etapa, as quantidades de agua, tensoativo (lauril sulfato de sédio, LSS) e
agente tamponante (bicarbonato de sédio) foram misturadas até a solubilizacdo do LSS e do
bicarbonato, formando a fase aquosa. Separadamente, as quantidades de monémero (MMA),
agente de pressdo osmotica (Hexadecano, HXD), iniciador (PBO ou AIBN) e agente RAFT
(CPDTB) foram misturadas até a solubilizagcdo e homogeneizacdo de todos os componentes,
formando a fase organica. A fase aquosa e organica foram vertidas para o mesmo bécher em
banho de gelo e foram agitadas por 15 minutos em uma placa de agitacdo com auxilio de barra
magnética. No caso das reagfes de polimerizacdo em miniemulsdo via radicais livres

convencional, a etapa de adicdo do agente RAFT na fase organica foi eliminada.

A segunda etapa do preparo da miniemulsdo consistia no preparo da miniemulsao
propriamente dita. Ainda em banho de gelo, para evitar a polimerizacdo e a volatilidade do
mondmero, a mistura da fase aquosa com a fase organica foi feita sob ultrassom LABOMETRIC
modelo LB550 por 10 minutos sob 70% de amplitude e pulso de 1 segundo a cada minuto sob

agitacao com auxilio de uma placa e barra de agitacdo magnética.

A terceira e Ultima etapa consistia na reacao de polimerizac&o propriamente dita. Apds
a obtencao da miniemulsdo no ultrassom, ainda em banho de gelo, a mistura era transferida para
um baldo de fundo redondo de 50 mL, contendo uma barra de agitacdo magnética. O baldo era
tampado com um septo de borracha para vedacdo. Um arame era amarrado fortemente em volta
do septo fixando-o ao baldo. Com auxilio de uma agulha descartavel foi feito um pequeno orificio

na superficie do septo (Figuras 18 e 19). A agulha era deixada encaixada no septo funcionando
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como um canal para entrada e saida de ar. Com auxilio da canula de amostragem, era feito um
segundo orificio na superficie do septo e esta canula era deixada encaixada no septo,
funcionando também como um canal para entrada e saida de ar. Enquanto a extremidade da
canula de amostragem localizada na parte interna no baldo encontrava-se submersa na solucgao,
a outra extremidade da canula localizada na parte externa do baldo era conectada a linha de
nitrogénio, assim, era feita uma purga com nitrogénio na solucéo contida no baldo por 1 hora em

banho de gelo.

Cénula de amostragem —L" - Agulha

Septo de borracha ___

Arame

Solugao de polimerizagédo

T Barra de agitagio

Figura 19. Demonstracdo esquematica do reator usada para conduzir as reagfes de polimerizacao

A medida da temperatura do meio reacional era realizada por um termopar tipo J em
contato com o banho de silicone. O controle de agitacdo era realizado utilizando a velocidade de
agitacdo controlado pela placa de aquecimento/agitagdo (nivel 3), mantida sempre no mesmo

valor durante toda a reacéo e entre todas as reacgdes realizadas.

Apés o término da reacdo, as solucdes finais de polimero foram armazenadas em

frasco de vidro ambar de 100 mL e mantidas a 25 °C e sob abrigo da luz.

As condicdes das reacdes de polimerizacdo em miniemulsdo realizadas estéo
descritas na Tabela 3. Os ajustes foram realizados visando obter a melhor relacdo entre o tempo

de reacdo, a velocidade da reacéo e o rendimento do polimero final obtido.
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Tabela 3. Condic¢des reacionais usadas nas polimeriza¢cdes em miniemulsédo conduzidas na auséncia de TXF in situ.

Reacéo RM1 RM2 RM3 RM4 RM5 RM6 RM7 RM17 RM18 RM21 RM22 RM23 RM25

Temperatura (°C) 70 70 70 90 90 90 90 70 70 70 80 80 80

MMA (mol)* 200 200 200 200 200 200 200 400 200 200 400 200 400
PBO (mol)* 1 1 1 1 1 1 1 - - - - - -
AIBN (mol)* - - - - - - - 1 1 1 1 1 1
Agente RAFT (mol)* - 2 - - - 2 - - - 2 2 2 -
HXD (%)* 30 30 30 30 30 30 30 30 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
LSS (%)° 125 125 125 125 125 125 125 125 125 125 125 125 1,25

Bicarbonato (%)b 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125

Agua (%)° 80 80 80 80 80 80 80 80 80 80 80 80 80

* Valores expressos em propor¢do molar;
9% (p/p) em relacéo a fase organica; ® o (p/p) em relacéo a fase aquosa, % (p/p) em relagéo ao peso final da miniemulséo
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4.3.2.3. Avaliagao da solubilidade do farmaco nos monémeros

Para realizar a polimerizagcéo na presenca do farmaco in situ, em diferentes momentos
avaliou-se a solubilidade do sal de TXFc e do TXFb no monémero (MMA), na temperatura das
reacdes indicadas na Tabela 4. Para isso, saturou-se uma solucdo de 10 mL de monémero na
temperatura indicada até a precipitacdo do farmaco. Esta solucdo foi mantida na mesma
temperatura sob agitacdo constante por 4 horas. ApGs este periodo, uma aliquota foi retirada,
imediatamente filtrada em unidade filtrante 0,45 um e a solucdo foi analisada por varredura em
espectrofotbmetro de ultravioleta Shimadzu UV 2401-PC com deteccdo no pico maximo de
absorbéancia a 265 nm. A quantidade de farmaco dissolvida no monémero foi calculada por meio

da comparacdo com uma curva de calibracédo do farmaco em MMA.

Posteriormente foi avaliada a solubilidade do sal de TXFc em diferentes mondémeros:
metimetacrilato de polietilenoglicol (PEG MMA), metilmetacrilato de dietilenoglicol (DEG MMA),
metilmetacrilato de dietilamino (DEAMA) e metilmetacrilato de dimetilamino (DMEAMA) a

temperatura ambiente, atendendo o mesmo procedimento descrito a cima.

4.3.2.4. Reacdo de polimerizacdo em miniemuls&o na presenca do farmaco in situ

A reacao de polimerizacdo em miniemulsédo contendo o farmaco in situ foi realizada de
acordo com o procedimento descrito na se¢éo 4.3.2.2., solubilizando o farmaco na fase orgénica.

As condicOes testadas estao descritas na Tabela 4.
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Tabela 4. Condic¢des reacionais usadas nas polimeriza¢cdes em miniemulsdo conduzidas na presenca de TXF in situ

Reacéo RM8 RM9 RM10 RM11 RM12 RM13 RM14 RM15 RM16 RM19 RM20 RM24 RM26

Temperatura (°C) 90 90 90 90 90 90 90 90 90 70 70 80 80

MMA (mol)* 200 200 200 200 200 200 200 200 200 400 200 400 400
PBO (mol)* 1 1 1 1 1 1 - - . . . . .
AIBN (mol)* - - - - - - - - - 1 1 1 1
Agente RAFT (mol)* 2 - 2 - - 2 - - - - - 2 -
Farmaco (m%)? 0,65 0,65 0,65° 065% 0,65° 0,65° 2,5° 50° 200° 10,0° 10.0° 10,0° 10,0°
HXD (%)? 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30
LSS (%)° 1,25 125 125 125 125 125 125 1,25 125 125 125 125 1,25

Bicarbonato (%)b 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125 0,125

Agua (%)° 80 80 80 80 80 80 80 80 80 80 80 80 80

* Valores expressos em proporgédo molar;
% 9% (p/p) em relacdo a fase organica; ® % (p/p) em relacéo a fase aquosa, ¢ % (p/p) em relacdo ao peso final da miniemulsao, d
reacdes com TXFc, ®reacdes com TXFb
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4.3.3. SECAGEM DAS NP

As particulas foram secas por 3 diferentes métodos. (i) por liofilizagdo num no
liofilizador VIRTIS modelo benchtop K a uma temperatura de -50°C e um vacuo de 0,5 mbar.; (ii)
em estufa de circulacao (Quimis, modelo Q314) a 50 °C por 24 horas e (ii) a temperatura
ambiente a partir do latex que foi retirado do baldo de reacdo e dispensado num recipiente de
vidro refratario de 20 x 20 cm, forrado com papel aluminio e coberto com papel filme furado com

ponta de canula de amostragem e deixado por 120 horas em capela com exaustéo acionada.

4.3.4. CARACTERIZACAO DO POLIMERO

Com o objetivo de avaliar a eficacia do processo e das condigbes de polimerizagéo
empregadas, a qualidade do controle das rea¢des contendo agente RAFT e as caracteristicas das
particulas poliméricas obtidos, foram feitos estudos de caracterizacdo com as amostras finais
obtidas ao final das reagfes de polimerizacdo. As técnicas e métodos utilizados estdo descritos

nas proximas secoes.

4.3.4.1. Converséao por gravimetria

A conversao gravimétrica foi obtida como a raz&o entre a massa de polimero presente
no reator e a massa de monémero inicial usada na formulacdo. A massa de sdlidos foi calculada a
partir do residuo seco obtido pela evaporacdo da amostra de latex levada a estufa de recirculacéo
com ventilacdo forcada. A massa de polimero foi obtida a partir da subtracdo da massa de

hidroquinona e da fracao de sélidos nédo poliméricos presentes no residuo seco.

Durante a reacgdo, aliquotas de 1 mL foram retiradas do reator com auxilio da canula
de amostragem e seringa de plastico de 5 mL. Para isso, segundos antes da amostragem foi

removida com papel a graxa para vedacao que cobria o orificio feito anteriormente com a canula
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de amostragem para purga do nitrogénio. A canula de amostragem foi inserida e as aliquotas
retiradas. Essas amostras coletadas eram transferidas para capsulas de aluminio previamente
taradas. Em seguida, se adicionavam-se 3 gotas de solugcdo de hidroquinona 1% (p/v) em &agua.
Os pesos da amostra sem e com hidroquinona foram anotados e as capsulas de porcelana foram
levadas a estufa de recirculacdo a 60 °C por 24 horas. ApOs esse periodo, o residuo seco obtido

foi novamente pesado.

4.3.4.2. ldentificac&o por espectrofotometria no infravermelho (IR)

Foram preparadas pastilhas do residuo seco obtido da andlise gravimétrica,
dispersando o pé em brometo de potassio (KBr) contendo 3% (p/p) de polimero. As pastilhasquais

foram levadas ao espectrofotbmetro de infravermelho Shimadzu IR Prestige, realizando-se

-1
varredura do espectro entre 400 e 4000 cm . O espectro da amostra obtido foi comparado com o

da SQR de TXF preparada nas mesmas condi¢cdes. As bandas observadas foram caracterizadas

de acordo com os grupos funcionais que as representam.

4.3.4.3. Distribuicdo da massa molar do polimero

A determinacdo da distribuicdo de massas molares do polimero € realizada pela
técnica de cromatografia de permeacdo em gel (GPC). A técnica de GPC é extremamente
poderosa para fracionamento de um polimero e caracterizagdo de sua distribuicdo de massa
molar. Em esséncia, a técnica consiste na separagédo molecular com base no tamanho efetivo das
moléculas em solugdo, conseguido por meio da injecdo de uma solugcdo de polimero numa
corrente continua de solvente, que passa através de colunas recheadas com perolas porosas. As
moléculas menores penetram mais nas particulas, permanecendo mais tempo na coluna do que

as moléculas maiores.
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O gel poroso da coluna era constituido de particulas de poliestireno copolimerizado
com divinilbenzeno, para o caso de polimeros soliveis em solventes organicos. E muito
importante que o polimero seja completamente solGvel no solvente selecionando. Como exemplo,
usa-se comumente tetrahidrofurano (THF), tolueno e dimetilformamida para conduzir as analises

de GPC.

A determinacao da distribuicdo das massas molares do polimero obtido foi realizada
em cromatografo Viscotek modelo VE2001, equipado com detector de indice de refracdo e 4
colunas Phenomenex com tamanho de poros de 500, 10000, 100000 e 1000000 A, na
temperatura de 40 °C, com vazao de fase movel de 1,0 mL/min e usando THF como fase mével.

O volume de injecédo das amostras foi de 100 pL.

No preparo das amostras resultantes das reacdes de polimerizagdo em solucéo e
miniemulsdo, 10 mg de polimero obtido do residuo seco da analise gravimétrica foram pesados,
dissolvidos e homogeneizados em 10 mL de THF. A solu¢éo foi filtrada em membrana 0,45 um e
injetadas. Para a obtencdo dos resultados destas andlises, foram preparadas quatro solucdes

padrdes de estireno com as seguintes massas molares:

- Solugdo 1: 1.850.000, 226.000, 23.000 Dalton
- Solugéo 2: 1.000.000, 100.000, 12.600 Dalton
- Solugédo 3: 65.000, 520.000, 2.340 Dalton

- Solucgédo 4: 335.000, 43.500 Dalton

4.3.4.4. Determinacédo da distribuicdo de tamanhos de particulas

Este ensaio foi realizado apenas para as amostras coletadas durante as reacdes de

polimerizacdo em miniemulséo.

Nesse caso, a distribuicdo de tamanhos de particula foi determinada por

espalhamento dindmico da luz. Essa técnica determina o didmetro médio das particulas por meio
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da iluminacdo da amostra por um feixe de laser. As particulas mudam de posi¢cdo no fluido em
relacdo as demais, interferindo na intensidade e frequéncia do feixe de luz captada pelo detector.
Esse procedimento foi empregado na determinacdo dos tamanhos de particulas presentes nas
aliquotas removidas durante a polimerizacdo para conversao gravimétrica. Uma gota da amostra,
sem tratamento prévio, foi recolhida com uma pipeta Pasteur e colocada em uma cubeta de vidro.
Preenchia-se a cubeta com agua destilada e microfiltrada. Em seguida, a cubeta era transferida

para o médulo do equipamento. As analises foram feitas em triplicata.

4.3.45. Eficiéncia de Encapsulamento do Farmaco

Esse ensaio teve como objetivo determinar a quantidade de farmaco que realmente foi
encapsulado. A eficiéncia de encapsulamento do farmaco foi caracterizada de duas maneiras: (i)

através da didlise do latex obtido da reacao e (ii) através da dissolucdo das NP secas.

Primeiro, retirou-se uma aliquota (5 mL) do latex obtido da reacéo e colocou-se numa
membrana de dialise vedada com grampo nas duas extremidades. Essa bolsa de dialise contendo
o farmaco foi dialisada por 12 horas em 80 mL de agua sob agitacdo a temperatura ambiente.
Avaliou-se a quantidade de farmaco presente na agua de didlise com auxilio de espectrofotdmetro
de ultravioleta Shimadzu UV 2401-PC no comprimento de onda de 275 nm, comparando com uma

curva padrao preparada no mesmo solvente.

Na andlise conduzida com a dissolucdo das NP secas, foram pesadas cerca de 100
mg de polimero para um baldo volumétrico de 5 mL, onde foram adicionados 3 mL de metanol. As
amostras foram levadas ao ultrassom por 30 minutos. Em seguida completou-se o volume com o
mesmo solvente. As amostras foram filtradas em membrana de 0,45 pm com auxilio de uma
seringa direto no vial e injetadas em cromatografo liquido de alta eficiéncia JASCO sobe as
seguintes condicdes: Coluna do tipo C18, com 150 mm x 4,6mm, 5um; fase mével constituida de
solucdo aquosa de 0,02% de trietilamina e metanol (11:89), usando volume de injecdo 20 uL;

detecdo no comprimento de onda 254nm (CHAWLA & AMIJI, 2002; SARMAH et al.; 2011). A
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guantidade percentual de farmaco foi calculada por meio da comparacdo com uma curva de

calibracdo do farmaco em metanol.

4.3.4.6. Interacao farmaco-polimero

4.3.4.6.1. Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

Os métodos termoanaliticos, tais como DSC, tém sido muito usados para investigar
interagcdes entre polimeros e farmacos em diversas formulagdes. Assim, informacdes Uteis podem
ser obtidas a respeito da morfologia do polimero cristalino e sobre o estado de disperséo sélida ou
molecular do farmaco associado a estes sistemas poliméricos (JENQUIN & MCGINITY, 2000;

JENNING et al., 2000; SARMAH et al.; 2011).

A analise de DSC foi empregada neste trabalho com o objetivo de demonstrar se
realmente ocorreu alguma interacdo do farmaco com o polimero e se o TXF foi realmente
incorporado nas NP. Foi utilizado um Calorimetro DSC- 8500 Perkin-Elmer. Foram pesados 3 mg
de cada amostra e as mesmas foram submetidas a uma faixa de aquecimento de 25 a 200 °C
com taxa de aquecimento de 10 °C/min em cadinho de aluminio com tampa furada. O nitrogénio
liquido foi utilizado como gas de arraste numa vazdo de 80 mL/min e um cadinho de aluminio
vazio foi usado como referéncia. Os termogramas obtidos para as amostras que continham as
nanoparticulas foram comparados com aqueles obtidos para amostras do polimero puro e do

farmaco puro.

4.3.4.6.2. Expectrofotometria de infravermelho (IR)

A espctrofotometria de infravermelho também constitui uma poderosa ferramenta para
avaliacdo de interagbes quimicas que possam ocorrer entre o polimero e o farmaco. Foram

preparadas NP com e sem o farmaco, assim como a mistura fisica a 0,5% (p/p) do farmaco com o
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polimero. Foram dispersos 3 mg de cada amostra em 100 mg de KBr. Apés o preparo as
amostras foram submetidas a varredura no espectrofotbmetro de infravermelho Shimdazu IR

Prestige entre 400 a 4000 cm™ por reflectancia difusa.

4.3.4.7. Tensao interfacial

A medida da tensao interfacial foi realizada utilizando o método da gota ascendente
com um tensibmetro DSA 100 da Kruss a 20,5 °C. O método parte do principio de que uma gota
de liquido pendurada em uma agulha assume uma forma caracteristica que depende da tensao
interfacial. Para isso, ela precisa estar em equilibrio hidromecénico, que é o equilibrio entre o

empuxo e a tensao interfacial do liquido.

Figura 20. Medida de tenséao interfacial pelo método de gota ascendente: visdo lateral e visao frontal da
cubeta que contém a gota

As medidas foram realizadas entre o monémero (fase organica) na auséncia e na
presenca de TXF e a agua (fase aquosa), na auséncia e na presenca de 1,0% de tensoativo
(laurel sulfato de sédio), concentragdo usada no preparo da miniemulsdo. A fase aquosa contendo

ou nao o tensoativo foi colocada na cubeta de vidro e mondémero, contendo ou ndo o farmaco, foi
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colocado na seringa em forma de anzol (ambas pertencentes ao equipamento). Injetou-se o
mondmero para a formacdo da gota nas condicdes ideais do equilibrio hidromecanico, com a

seringa imersa na solucao (Figura 20).

4.3.4.8. Avaliagdo morfoldgica por microscopia eletronica de varredura

A analise de morfologia foi realizada por microscopia eletrénica de varredura (MEV) no
equipamento MEV Quanta 200 da FEI Company. O detector empregado foi de elétrons
secundarios (ETD). Uma ponta de espatula contendo a amostra era adicionada a um pedaco de
fita dupla face que estava aderida do suporte. O suporte era levado a uma camera para a
metalizacdo com ouro em atmosfera de argdnio e alto vacuo. Posteriormente, as amostras eram

levadas ao microscopio. A espessura final da camada de ouro era de aproximadamente 300 A.

4.3.4.9. Estudo de liberagdo do farmaco da nanoparticula

4.3.4.9.1. Escolha da solugéo receptora

Segundo recomendacédo do FDA (U.S. FDA/CDER, 1997), misturas tamponadas com
adicdo de tensoativos até 5 % (p/v) podem ser utilizadas como meio receptor em estudos de

liberacdo e penetragdo in vitro, quando o farmaco tem baixa hidrofilicidade.

A solubilidade do TXFb em tampao fosfato de sédio 0,1 M pH 7,4 na presenca de
diferentes concentracdes de lauril sulfato de soédio (LSS) foi determinada com o objetivo de
verificar se essas solu¢des obedeciam a condi¢do sink; ou seja, ndo favoreceriam proximidade a

saturacao para essa massa de farmaco.

Para cada tubo de ensaio contendo aproximadamente 5 mL da SR a ser avaliada, foi

adicionada uma quantidade suficiente de TXF, de forma a garantir um excesso de TXF no
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sistema. As solucdes receptoras testadas foram solucbes de tampédo fosfato 0,1M pH 7,4

contendo LSS em diferentes concentragdes.

Os tubos foram levados a um banho-maria a 37 °C, sob agitagdo magnética constante de
500 rpm. Apés um periodo de 24 horas, os tubos foram centrifugados por 5 minutos, numa
velocidade de 5000 rpm. Imediatamente, o sobrenadante foi filtrado através de membrana de poro
de 0,45 uym. A solucao resultante da filtracdo foi analisada quantitativamente por UV Shimadzu
2401-PC com varredura na faixa de 200 a 400 nm, utilizando a SR sem o farmaco para ajuste do

Zero.

Para cada SR testada, preparou-se uma curva padréo para a quantificacdo do TXF
solubilizado. As concentracdes definidas foram escolhidas de forma a englobar pontos de baixa,

média e alta solubilidade do TXF na solugao em teste.

4.3.4.9.2. Montagem e utilizac@o da célula de difusao vertical

Segmentos de aproximadamente 5 cm da membrana de acetato de celulose
(membrana de dialise) foram cortados e, subseqlientemente, lavados em agua corrente e fervidas
em cerca de 50 mL de &gua destilada por 5 minutos. O procedimento foi repetido por trés vezes
com novo volume de agua destilada

Foi montado um sistema adaptado de células de difusdo modificada. O sistema foi
constituido de um banho de agua termostatizado a 37 °C em recipiente de vidro sobre uma placa
de agitacdo de 6 pontos. Neste banho ficavam contidos 6 béqueres de 250 mL cada. O
compartimento doador, feito de seringas de 5 mL cortadas de maneira transversal na ponta, sem
émbolo, foi preso de cabeca para baixo em um isopor com furo no meio de didmetro semelhante
ao didmetro da seringa, que ficou presa no isopor e suspensa pelas hastes. O isopor de formato
redondo apresentava o0 mesmo didmetro do béquer onde estava contida a SR. A membrana,
recentemente preparada, foi presa ao compartimento doador com elastico e foi colocada em

contato com a solucédo receptora, tangenciando-a (Figura 21). O orificio do compartimento doador
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foi totalmente preenchido com, aproximadamente, 100 uL (= 10 mg de TXF base) de latex. Os
béqueres foram cobertos com o préprio isopor, a fim de evitar a evaporagédo do meio, que continha
um orificio que permitia a passagem da canula de amostragem. O compartimento receptor de
cada béquer foi preenchido com 100 mL de SR e mantido sob agitacdo por meio de uma pequena

barra magnética.

Figura 21. Célula de difusédo vertical adaptada usada nos ensaios de liberacao: (A) viséo lateral (B) viséo superior

A retirada de amostra foi realizada com auxilio de uma coletando 1 mL de SR através
do orificio contido no isopor reposto, imediatamente, com 1 mL de SR. Dessa forma, o volume da
SR foi mantido constante durante todo o ensaio e a membrana foi mantida sempre tangenciando a
SR. Amostras foram retiradas em tempos pré determinados e submetidas a andlise por CLAE, de

acordo com as condi¢des estabelecidas (se¢éo 4.3.4.5).

A massa de TXF acumulada no compartimento receptor em cada tempo foi calculada,
considerando o volume total do béquer, a quantidade de farmaco retirada nas coletas de amostras

anteriores e a area efetiva para a liberacdo na célula, conforme a equacéao abaixo:
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Q reals t= (C mensuradas tx Vr) + (Va X Zn_l Ca) eq- (6)

7

Onde, Q é a quantidade permeada acumulada;, Qe € 0 valor real no tempo t; Cpensuradas L € @
concentracdo da coleta medida no tempo t; V, é o volume da célula de difusédo; V, € o volume de

amostra removido; C, é a concentracdo da amostra removida.

4.3.4.9.3. Estudo da cinética de liberacao do farmaco

A interpretacdo quantitativa dos valores obtidos nos ensaios de dissolugéo é facilitada
pela utilizacdo de uma equacdo que descreve a curva de dissolucdo com funcdo de alguns
parametros relacionados com a forma farmacéutica. O tipo de farmaco, a sua forma polimérfica, a
cristalinidade, o tamanho de particula, a solubilidade e a quantidade incorporada na forma
farmacéutica podem influenciar a cinética de liberacdo (COSTA & LOBO, 2001; EL ARINI &

LEUENBERGER, 1995; SALOMON & DOELKER, 1980).

Tém sido desenvolvidos muitos modelos matematicos (Tabela 5) com o objetivo de
descrever a liberacdo do farmaco a partir da forma farmacéutica que o contém (OFOEFULE et al.,

2000).

Tabela 5. Modelos tipicos de cinética de dissolugao

Ordem / Modelo Equacao’
Zero Ordem Q: = Qp — Kyt
Primeira Ordem InQ; = InQ, — K;t
Higuchi Q= Qp— Kyt'/?

Q: quantidade de farmaco liberado no tempo t; Qo quantidade inicial de farmaco em solugéo; Ko, Ki, Ky,
constantes de libera¢do de zero ordem, de primeira ordem e de Higuchi, respectivamente; t tempo.

A cinética de ordem zero descreve dissolugdo de farmacos a partir de formas
farmacéuticas que ndo desagregam e que liberam o farmaco lentamente, desde que a area de
troca ndo se modifiqgue muito e que nao se atinjam condi¢des de equilibrio. Deste modo, e desde

gue as condicbes ja referidas se mantenham, um gréfico da fracdo de farmaco dissolvido versus
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tempo sera linear (VARELAS et al.,, 1995). As formas farmacéuticas que seguem este perfil

liberam a mesma quantidade de farmaco por unidade de tempo.

A cinética de primeira ordem se aplica ao modelo em que o grafico do logaritmo
decimal da quantidade liberada do farmaco versus tempo € linear. As formas farmacéuticas que
seguem este perfil de dissolucéo, tais como as que contém farmacos hidrossollveis em matrizes
porosas, liberam o farmaco de forma proporcional a quantidade remanescente no seu interior, de
tal modo que a quantidade de farmaco liberada por unidade de tempo diminui (MULYE & TURCO,

1995).

A cinética de pseudo-primeira ordem ou Higuchi se aplica a modelos tedricos para
estudar a liberagdo de farmacos sollveis e pouco sollveis incorporados em matrizes semi-solidas
e solidas. Este modelo descreve a liberagdo do farmaco como um processo de difusdo baseado
na lei de Fick. Este modelo pode ser usado para descrever a dissolugdo de farmacos a partir de
diversas formas farmacéuticas de liberagdo modificada, tais como alguns sistemas transdérmicos,

e comprimidos matriciais com farmacos hidrossollveis (COSTA & LOBO, 2001).

Os modelos cinéticos foram calculados a partir da por¢ao linear da curva de percentual
liberacdo em fungdo do tempo para avaliar a caracteristica de liberagdo do farmaco a partir das

NP com auxilio do software Excel (Microsoft).

4.3.5. REACAO DE BIOCONJUGACAO

Os residuos de cisteina sédo freqlentemente alvo de conjugacdo sitio-especifica
através do grupo tiol. Geralmente as proteinas contém alguns residuos de cisteina que nédo
participam de pontes dissulfeto e que podem participar de reacdes de bioconjugacdo. A BSA, por
exemplo, possui um residuo de cisteina livre, o residuo 34, que pode reagir por conjugagédo com o
grupamento tiol, proveniente da reducdo do grupo terminal tiocarboniltio do agente RAFT

(BONTEMPO et al., 2004; HEREDIA et al, 2005; ZELIKIN et al., 2007; LIU et al., 2007).
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4.35.1. Reacdo de bioconjugacao com polimero seco

As primeiras tentativas de reacdo de conjugacdo foram realizadas adaptando o
método sugerido por Zelikin e colaboradores (2007), suspendendo 200 mg do polimero seco (na
presenca e auséncia de TXF) em 1 mL de dgua em tubo Falcon de 15 mL. Adicionaram-se 0,0373
g de borohidreto de sdédio (NaBH, concentracédo final @ 1 M) a esta solu¢cdo para proceder a
reducdo do grupo tiocarboniltio remanescente do agente RAFT em tiol. Colocaram-se esta
solucdo sob agitacao no shaker por 2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente adicionou-se
85 pL de acido cloridrico concentrado para neutralizar o excesso de NaBH,. Adicionou-se 0,0174
g de fosfato de potassio dibasico para tamponar o meio (concentracao final de 0,1 M) e o pH foi
ajustado para 8,0 com &cido cloridrico ou hidroxido de soédio diluido. As solucdes obtidas entédo

foram reservadas.

Em diferentes tubos Falcons adicionaram-se 50 uL de Reagente Ellman (4 mg/mL em
tampéao fosfato de sddio monobascio 0,1 M contendo 1 mM de EDTA), 2,5 mL de tampéo do
mesmo tampao e 250 pL de cada solucao reservada. Um branco foi realizado, adicionando a um
dos tubos 250 pL do tampéo. As amostras foram agitadas em shaker por 30 minutos e submetidas
a analise em espectrofotobmetro a 412 nm. A concentragcéo de grupos tiol disponiveis foi calculada

pela comparando com uma curva padréo de cloridrato de cisteina (cys-HCI).

O reagente Ellman ou DTNB € um composto que pode ser usado para determinacdo
quantitativa de grupos sulfidrilas em solugcdo. O dissulfeto do Reagente Ellman sofre rapida
transformacdo em sulfidrila livre, para formar um dissulfeto e liberar uma molécula de uma
substancia cromogénica 5-sulfeto-2-nitrobenzoato, chamado também de TNB. A coloragéo
amarela intensa produzida pelo anion TNB pode ser medida por abosrbéncia a 412 nm ( em pH
8). Como cada grupo sulfidrila presente gera uma molécula de reagente por molécula de reagente
Ellman, pode-se realizar uma quantificacdo da quantidade de grupos sulfidrilas livres presentes

em peptideos e proteinas (HERMANSON, 2008).


http://www.amazon.com/s/ref=ntt_athr_dp_sr_1?_encoding=UTF8&sort=relevancerank&search-alias=books&ie=UTF8&field-author=Greg%20T.%20Hermanson
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A partir da concentracdo de grupos tiois definidos pela reacdo com reagente de
Ellman, procedeu-se a adicdo da albumina, com relativo excesso, as solucdes reservadas. Entdo
adicionaram-se 200 pL (=z 2 mg) de uma solucdo de 10 pg/uL de BSA em agua e a solucao foi
colocada em shaker por 30 minutos. O mesmo procedimento foi realizado em dois tubos Falcon
em branco, um sem adi¢do do polimero e outro sem adi¢cdo de polimero e de NaBH,. Colocaram-
se o0s tubos em centrifuga a 2500 RPM por 10 minutos. O sobrenadante foi removido e reservado.
O polimero foi lavado com uma fracdo de 0,5 mL e mais 3 fracbes de 5 mL de agua. A primeira

fracdo foi adicionada ao sobrenadante reservado anteriormente e as outras foram descartadas.

4.3.5.2. Reacao de bioconjugacdo com polimero em latex

A tentativa de realizar a bioconjugacédo do polimero em latex ocorrem por causa do
fracasso da tentativa de bioconjugacdo do polimero seco ou concentrado e a provavel
inacessibilidade dos residuos de cisteina livres para conjugacdo com o grupo tiol derivado da

reducao do grupamento do grupo tiocarboniltio do agente RAFT.

Esta tentativa utilizou uma adaptacdo do método descrito por Zelikin e colaboradores
(2007). Neste contexto, 25 mg do latex (na presenca e auséncia de TXF) foram diluidos em 5 mL
de agua purificada em tubo Falcon de 15 mL. Adicionaram-se 0,186 g de borohidreto de sédio,
(NaBH,4 concentracédo final = 1 M) a esta solucdo para proceder a reducdo do grupo tiocarboniltio
do agente RAFT em tiol. Colocou-se esta solucdo sob agitacdo no shaker por 2 horas na
temperatura ambiente. Posteriormente adicionou-se 85 uL de &cido cloridrico concentrado para
neutralizar o excesso de NaBH,. Adicionaram-se 0,87 g de fosfato de potassio dibasico para
tamponar o meio (concentracdo final de 0,1 M) e o pH foi ajustado para 8,0 com acido cloridrico
ou hidroxido de sdédio diluido. Posteriormente, procedeu-se a avaliacdo da concentracdo de

grupos tiois livres de acordo com o descrito ha se¢édo 4.3.5.1.

O mesmo procedimento foi realizado com latex produzido na presenca e auséncia de

TXF, suprimindo a etapa de reducéo; ou seja, suprimindo a adicdo de NaBH,, responsavel pela
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reducdo do grupo tiocarboniltio. Desta maneira, ndo foram disponibilizados grupamentos tidis
livres, passiveis de serem conjugados com a proteina. Este procedimento foi realizado como um

controle negativo.

A partir da concentracdo de grupos tiois definidos pela reacdo com reagente de
Ellman, procedeu-se a adicdo da albumina, com relativo excesso, a 50 pL das solucdes
reservadas. Entdo adicionaram-se 300 pg de uma solucdo de 10 pg/pL de BSA em agua e a
solucgéo foi colocada em shaker por 30 minutos, 12 horas e 72 horas. Colocaram-se os Ependorfs
em centrifuga a 5000 rpm por 10 minutos a 15 °C. O sobrenadante foi removido e reservado. O
polimero foi lavado com trés fracbes de 100 pL de agua. A primeira fracdo foi adicionada ao

sobrenadante reservado anteriormente e as outras foram descartadas.

4.35.3. Reacdo de bioconjugagcdo com polimero em latex na presenca de maleimida

PEG-NHS MW 5000

Praticamente o mesmo procedimento descrito na se¢do 4.3.5.2 foi realizado neste
ensaio. Apés a reducao dos grupos tiocarboniltio e tamponamento, o pH foi ajustado para 5,5 com

acido cloridrico ou hidréxido de sodio diluido.

Foi entdo preparada uma solucdo aquosa com pH 5,5 (ajustado com acido cloridrico
diluido) de 10 pg/uL de maleimida PEG-NHS MW 5000 e 30 L desta solucao foram adicionados,
imediatamente apés o preparo, a 50 pL da solucéo final resultante do processo de reducdo dos
grupos tiocarboniltio. Os Ependorfs foram colocados em shaker por 30 min na temperatura
ambiente. Apés esse tempo foram adicionados 35 pL de uma solugdo a 10 pug/mL de albumina.
Essas amostras foram incubadas sob agitacdo em estufa a 37 °C por 1 hora e 24 horas. ApOs
esse periodo, as amostras foram centrifugadas a 5000 rpm por 10 minutos a 15 °C. O
sobrenadante foi removido e reservado. O polimero foi lavado com trés fragbes de 100 pL de
agua. A primeira fracdo foi adicionada ao sobrenadante reservado anteriormente e as outras

foram descartadas.
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4.3.5.4. Avaliacdo da eficacia da bioconjugacao

4.3.5.4.1. Ensaio de Bradford

Para confirmar a quantidade de albumina que reagiu com o polimero realizou-se o
ensaio de Bradford, método usado para quantificacdo de proteina. 1, 5,10 e 20 yL de cada
solucéo reservada foram pipetadas diretamente ou de uma diluicdo realizada com as solucdes
reservadas para diferentes pogos em placa multi-pogos, assim como uma curva padrdo de 0,2 a5
pHg de uma solucdo 0,1 pug/uL de albumina em 4gua. A cada um dos poc¢os foram adicionados 160
pL de Reagente Bradford (10 mg de Coomessie G250 em 5 mL de etanol 95%, 10 mL de &cido
fosférico 85% e 85 mL de &gua) com cuidado de ndo promover a formagdo de bolhas. A placa
multipocos foi submetida & analise no espectrofotbmetro de ultravioleta a 595 nm, utilizando o
reagente de Bradford para ajuste do zero. A quantidade de albumina na solugéo reservada (ou
seja, quantidade de albumina que néo reagiu) péde ser quantificada comparando-se as leituras

obtidas com a curva padrao de albumina (KRUGER, 1994).

4.3.5.4.2. Microscopia eletrbnica de transmissdo com anticorpo anti-anticorpo anti-albumina.

As NP conjugadas com albumina precipitadas por centrifugacéo a partir do processo
descrito na secdo 4.3.5.3, foram suspensas com 80 pL de agua e 20 pyL de solucédo de
paraformaldeido 4 % (v/v). Essas amostras foram submetidas a shaker por 30 minutos na
temperatura ambiente. Apds esse periodo, as amostras foram centrifugadas a 5000 rpm por 10

minutos a 15 °C. O polimero precipitado foi lavado com trés fracGes de 100 pL de agua.

Foram entdo pipetados 5 L de cada amostra num parafilme em placa de petri fechada
para ndo evaporar. Colocou-se a grade em cima da gota por 5 minutos a 25 °C, permitindo a
incubacdo. Apés esse tempo, as amostras foram lavadas por 30 minutos com bloqueio (gelatina
de peixe 3,0% p/v em agua). Entdo a grade foi incubada 1 hora com anticorpo primario (Anticorpo

Anti-Albumina bovina produzido em coelho) na diluigdo 1/250 com gelatina de peixe em agua a 25
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°C e, em seguida, lavada com gelatina de peixe e deixada over night a 4 °C. Posteriormente foi
realizada a incubac&o por 1 hora com anticorpo secundario na diluicdo 1/100 com gelatina de
peixe em agua a 25 °C. Apés esta etapa, as grades foram lavadas quatro vezes por 5 minutos em
agua a 25 °C. As grades entdo foram submetidas a estufa a 55-65 °C para secar e analisadas por

MET.

4.3.6. ENSAIOS IN VITRO DE CAPTACAO CELULAR

Para esses ensaios foram utilizadas as nanoparticulas na presenca e auséncia de TXF
e conjugadas e ndo conjugadas com albumina pelos tempos de 1 e 24 horas foram suspensas
com 80 pL de &gua e 20 pL de solucdo de paraformaldeido 4% (v/v). Essas amostras foram
submetidas a shaker por 30 minutos a temperatura ambiente e Ap6s esse periodo as amostras
foram centrifugadas a 5000 rpm por 10 minutos na temperatura de 15 °C. O polimero precipitado

foi lavado com trés fracdes de 100 pL de agua.

Posteriormente, foram adicionados 10 yL de fluoresceina diluida em DMSO a essas
particulas suspensas em agua. As amostras foram envoltas com papel aluminio, vortexadas e
deixadas no escuro por 15 minutos. ApGs esse tempo as amostras foram centrifugadas a 5000
rpm por 10 minutos na temperatura de 15 °C. O polimero precipitado foi lavado com oito fracdes

de 100 uL de agua.

As células THP-1 e cultivadas em meio RPMI-1640 contendo 100 U/mL de penicilina,
100 ug/mL estreptomicina, e suplementado com 10% de soro fetal bovino. As células foram
mantidas em frascos de cultura a 37° C em atmosfera de 5% de CO, através de repiques
semanais. Para o ensaio de “high content screening”, as células foram quantificadas em camara
de Neubauer e a viabilidade aferida pelo método de exclusdo por coloragdo pelo azul Tripan.
Posteriormente, 4x10* células foram plaqueadas em placas de 96 pocos e estimuladas com 200
nM (50 ng/mL) de acetato de forbol-miristila para diferenciagdo em macréfagos. Ap6s 24h de

estimulo, as células foram lavadas com o meio para a retirada de acetato de forbol-miristila e
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entdo adicionado meio fresco. Os macréfagos foram entdo estimulados por 4h com as NP
contendo ou ndo TXF e conjugadas com albumina humana ou bovina revestidas ap6s 1h e 24h de
reacdo. Apoés o tempo de incubacao, as células foram lavadas e fixadas com paraformaldeido 4%
(viv). Apls a fixagdo, as células foram marcadas com 4,6 — diamidino diamidino diamidino-2-
fenil-indol e observadas em microscépio ImageXpress Micro XLS Widefield High Content
Screening System. O numero de beads / nucleo / campo foi determinado através do Software
MetaXpress. Os ensaios de capitacdo celular foram realizados em colaboragdo com o
pesquisador Dr. Flavio Alves Lara, do Laboratério de Microbiologia Celular do Pavilhdo

Hanseniase da Fundacdo Oswaldo Cruz

A andlise estatistica para comparacdo da quantidade de particulas captadas pelos

macrofagos foi realizada pelo Software Graphpad Prisma.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo sdo apresentados os resultados de avaliacdo da qualidade do insumo
farmacologicamente ativo escolhida como farmaco utilizado nos ensaios de polimerizacdo e
vetorizacdo. Também estdo monstrados os resultados dos testes de polimerizacdo conduzidos em
miniemulsdo para determinacdo das condi¢cfes reacionais adequadas para obtencdo de NP com
bom controle da reagéo de polimerizagdo RAFT. Finalmente, sdo apresentados os resultados dos

testes de encapsulamento do TXF e bioconjugacdo com a albumina.

5.1. ANALISE DA MATERIA-PRIMA CITRATO DE TAMOXIFENO

A matéria-prima foi aprovada em todos os testes a que foi submetida. Os resultados
de identificacdo, ponto de fusdo, metais pesados, cinzas sulfatadas, limite de enantidbmero E,

perda por dessecacao e doseamento estdo listados na Tabela 6.

De acordo com os resultados, pode-se concluir que todos os ensaios realizados se
encontram de acordo com a especificacdo da monografia da Farmacopéia Americana (USP 37,
2014), compéndio oficial reconhecido pela Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) no
Brasil e por outras agéncias regulatérias internacionais, como o EMEA (Europe Medicine Agency)
e FDA (Food and Drug Administration). Dessa forma, pode-se considerar este lote da matéria-

prima como aprovado para ser utilizado no trabalho a ser desenvolvido.

Nas Figuras 22 e 23 estdo mostrados os espectros de absorcdo de ultravioleta e
infravermelho, respectivamente, de TXFc matéria-prima e SQR USP. Na Figura 22, tanto o
espectro da amostra quanto o da SQR preparadas de maneira idéntica, apresentaram maximos

de absor¢cdo semelhantes nos mesmos comprimentos de onda: 275, 236 e 205 nm.
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Tabela 6. Caracterizacdo da matéria-prima Citrato de Tamoxifeno.

116

Ensaio Resultado Especificacéo
. - o De acordo com TXFc SQR
Identificagdo por IR Positiva (Figura 22)
. N . De acordo com TXFc SQR
Identificagdo por UV Positiva (Figura 23)
Ponto de Fuséo 141,8 °C 140 - 144 °C
. <0,001%
Metais Pesados < 0,001 (Figura 24)
Cinzas Sulfatadas 0,089 <0,2%
o . 0,21 +0,04 <0,3%
Limite de Enantidmero E (Média de N=3) (Figura 25)
- 0,34 +0,01 0
Perda por Dessecacdo (média de N=3) < 0,5%
100,11 + 0,12

Doseamento

(Média de N=5)

99,0 - 101,0%

O uso da espectroscopia de infravermelho permitiu a identificagdo dos compostos

por meio da andlise dos grupos funcionais. O TXFc (Figura 22) apresentou em 3400 cm™ uma
absorcdo associada a vibracdo de deformacao axial no 4tomo de hidrogénio ligado ao oxigénio
(ligagdo O-H), referente a hidroxila do &cido citrico; em 1730 cm™ foi observado um pico de
absorcao referente a vibracao de deformacgéo axial da ligagdo C=0 da carbonila presente no 4cido
citrico; em torno de 1580 cm™ esta presente um pico de absorcao referente a vibragdes do nicleo
aromatico, em 1220 cm™ esta presente um pico referente a vibracdo de deformacéo angular da
ligacdo C-O do éster aromatico, entre 700 e 900 cm™ observam-se picos de absorcéo referentes a
vibracdo de deformacdes angulares de hidrogénios adjacentes em anéis aromaticos. Além disso,
0 espectro da substancia quimica de referéncia demonstrou a apresentacao de bandas idénticas
na mesma regido que o espectro da matéria-prima. Para fins de referéncia, a estrutura molecular

do TXF é apresentada na Figura 1 (pagina 9) do presente documento
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Figura 22. Espectro de absor¢do em ultravioleta de citrato de tamoxifeno matéria-prima (-) e citrato de
tamoxifeno SQR (-) realizado conforme metodologia da USP 37.
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Figura 23. Espectro de absorcédo em infravermelho de citrato de tamoxifeno padrao e matéria-prima em
pastilha de KBR a 3% (p/p).
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O ensaio qualitativo de metais pesados é apresentado na Figura 24. Pode-se observar
gue a intensidade da turvacdo observada no tubo da solucdo amostra ndo foi maior do que aquela
observada no tubo da solucdo padrdo; ou seja, a quantidade de metais pesados foi inferior a
0,001%. O teste pode ser considerado valido, uma vez que a intensidade da coloragéo
desenvolvida na preparacdo do controle positivo (coloracdo levemente amarelada) foi superior a

desenvolvida na solucdo padréo.

A

Figura 24. Ensaio qualitativo para determinacdo de metais pesados com a demonstracdo da observacao
horizontal (A) e vertical (B) dos tubos contendo as solugBes amostra, controle positivo e padrao,
respectivamente.

O cromatograma da analise de limite de enantibmero E é apresentado na Figura 25. O
tamoxifeno apresenta dois isémeros que podem ser analisados por C18-RP-HPLC, conforme
USP37. O método consiste em identificar picos adicionais em relagéo ao principal, entre a area do
pico do enantibmero E em relacdo ao pico principal (enantibmero Z). O desvio padrdo entre as
areas das replicatas de injecdo da solugéo padrao foi de 0,12%. O tempo de retenc¢do relativo do
pico referente ao isbmero E em relagcdo ao isbmero Z foi de 0,14; ou seja, menor que 0,93. A
concentracao do isdbmero E foi de 0,21%, portanto menor que 0,3%, conforme preconizado pela

USP37.
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Name

Mt

Figura 25. Cromatograma representativo do ensaio de limite de enantibmero E

Os resultados da andlise de distribuicdo de tamanhos de particula do TXF-IFA estao
listados na Tabela 7 e apresentados na Figura 26. De acordo com esses resultados, pode-se
concluir que os tamanhos de particula do lote de TXF-IFA empregado ao longo de toda esta tese
eram bastante elevados, levando-se em consideracdo que o objetivo final era a obtencdo de um
material nanoparticulado. Esses resultados demonstram e reforcam que a matéria-prima deve, ser

previamente solubilizada no meio para que ocorra a incorporag¢édo do TXFc na nanoparticula.

Tabela 7. Distribuicdo granulométrica da matéria-prima.

Amostras de TXF Diametro, uM
matéria-prima D10 D50 D90
1 9,06 35,07 89,16
2 8,62 33,17 94,29
3 8,36 31,82 87,46
4 8,46 32,49 88,92
5 8,88 34,59 94,59
6 8,17 33,67 90,24
Média £ dp* 8,59+0,34 33,47 £1,23 90,78 + 2,98

*dp = desvio padrao

De acordo com os resultados obtidos e com a Figura 26, observa-se uma distribuicdo
de tamanhos de particula larga e unimodal. Devido ao grande tamanho médio de particulas

observado, pode ser interessante a micronizacdo da matéria-prima para utilizacdo nos ensaios de
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polimerizacdo in situ. A micronizagdo tem como objetivo a reducdo do tamanho da particula,

evitando problemas de dissolucdo da matéria-prima na formulacao.

8
=
o
E 4
S 2
Diametro (um)

Figura 26. Curva de distribuicao do tamanho de particula de citrato de tamoxifeno matéria-prima

O estudo de dissolucdo da matéria prima de TXFc por dispersdo foi realizado para
avaliar a cinética de dissolucdo para uma posterior comparacdo com dados de liberacdo do
farmaco das NP. Este resultado estd apresentado na Figura 27. Como pode ser observado, a
matéria-prima apresentou uma cinética de dissolu¢cdo muito rapida ja que mais de 85% do

farmaco se encontra dissolvido em cerca de 15 minutos de ensaio.
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Figura 27. Perfil de dissolugédo por dispersdo da matéria-prima citrato de tamoxifeno. O ensaio foi realizado
a 37 °C, em uma proporgéo de 20 mg de TXF em 1000 mL de fase liquida (HCI 0,02N) com agitacéo a 100
rpm.
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Existe uma grande preocupacdo em relacdo a estabilidade do farmaco durante a
reacdo de polimerizagéo in situ, j& que o farmaco € adicionado no meio reacional e encapsulado
na da nanoparticula polimérica durante a formacdo da mesma. Para isso, foram realizados
ensaios de degradabilidade térmica em estufa nas temperaturas de 70 e 90 °C, temperaturas
testadas nas condigBes reacionais de polimerizacéo, e andlise térmica (Calorimetria Exploratoria
Diferencial — DSC - e analise termogravimétrica — TGA) do TXFc-IFA sdlido, para avaliar a partir
de qual temperatura o farmaco comeca a sofrer degradacéo. Segundo Tsuhako e colaboradores
(2007), o TXFc é bem conhecido por possuir duas formas polimérficas bem estudadas e definidas:
formas A e B. Este grupo estudou e definiu as caracteristicas fisico-quimicas de ambas as formas
polimérficas desta matéria-prima e mostrou que a forma A possui formato de agulha espigada, a

enquanto a forma B apresenta a forma de agulha em coluna (Figura 28) (TSUHAKO et al., 2007).

S0 pm 50 pm
=3 ——

Figura 28. Microscopia eletrdnica de varredura das formas de polimorfo A (a) e B (b) de citrato de
tamoxifeno (TSUHAKO et al., 2007).

Por meio de analise de DSC e TGA da amostra de TXFc, foi possivel mostrar que
ambas as formas possuem estabilidade térmica similar no estado sélido, apenas fundindo a uma
temperatura de 148,8 °C (Figura 29). Desta forma, assim como no estudo de Tsuhako e
colaboradores, as andlises na matéria prima adquirida mostraram que o farmaco TXFc pode ser, a
principio, adicionado nas reagfes de polimerizagdo com baixo risco de degradagdo em

temperaturas menores que 140 °C.
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De acordo com Tshuako e colaboradores (2007), as formas A e B apresentaram picos
de fusdo endotérmicos a 147,5 e 144,8 °C, e calor de fusdo (AH;) de 59,7 e 63,7 KJ/mol,
respectivamente, mostrando que ambas as formas possuem propriedades térmicas semelhantes.
Ainda, foi mostrado que as formas A e B comec¢am a sofrer degradacao térmica somente a partir
de seus pontos de fusdo. Portanto os resultados foram bastante compativeis com os reportados

na literatura.
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Figura 29. Termograma de DSC (A) e TGA (B) de citrato de tamoxifeno.
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5.2. REACOES DE POLIMERIZACAO

As reacdes de polimerizacdo foram realizadas usando o metacrilato de metila (MMA)
como mondmero. Este monémero foi escolhido devido ao facil acesso, versatlidade, boa
reatividade, compatibilidade com cinco dos sete agentes RAFT disponiveis para compra no
mercado nacional e temperatura de transicdo vitrea (Tg) do polimero PMMA, a qual deve ser
idealmente superior & temperatura do meio reacional para evitar aglomeragéo (ODIAN, 2004). A
Tg do poli(metacrilato de metila), PMMA, é de 122 °C, o que torna conveniente o uso de

temperatura do meio reacional entre 70 a 100 °C.

Além disso, o MMA possui compatibilidade e um uso histérico em sistemas de

liberag&o de farmacos (OREFICE & VILLANOVA, 2010):

. Os principais exemplos de emulsificantes poliméricos usados em sistemas de libera¢do séo
copolimeros de elevada massa molar derivados do &cido acrilico e dos metacrilatos de

alquila, contendo ligacdes cruzadas por éteres alilicos do pentaeritritrol ou da alil sacarose;

. Poli(metacrilatos) podem ser usados como aglutinantes em processos de granulagéo pela
via Umida;
. Copolimeros acrilicos baseados no acrilato, metacrilato de aménio e estireno originam

mascaras, delineadores, mousses e filtros solares com excelentes caracteristicas.

. Formulagdes farmacéuticas a base de PMMA exibem funcbes variadas: estética,
organoléptica, estabilizadora, protetora, moduladora da liberacdo (entérica e sustentada),

sendo que as vias de administracao sao oral, bucal, tépica, vaginal e retal;

. Os principais polimeros sintéticos utilizados nas matrizes de comprimidos de liberacao
prolongada baseados em sistemas matriciais sdo: bisacrilamida, poli(acrilamida) (PAm),

PEG, PVA, PAA, poli(acido metacrilico) (PMAA),
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. O PMMA foi o primeiro poliacrilato empregado como biomaterial, inclusive em processos de
revestimento farmacéutico, sendo que os principais monémeros utilizados para a producéo
de poliacrilatos: metacrilato de metila (MMA), metacrilato de etila (EMA), metacrilato de
butila (BMA), acrilato de etila (EA), dimetilaminoetil metacrilato (DMAEMA) e cloridrato de

trimetilaminoetil metacrilato (TAMCI);

. Um exemplo de dispositivo médico contendo farmacos usado na terapéutica € o Septopal®
(laboratorio Merck S.A.), comercialmente disponivel, apresentado na forma de cordédo
composto por esferas de copolimero de metacrilato de metila e acrilato de metila, unidas por
fio cirargico. As esferas contém sulfato de gentamicina, um agente antibiético que pode ser
usado no tratamento de infeccdes de ossos e tecidos moles. As esferas ndo degradaveis
podem ser utilizadas a curto ou longo prazo, sendo removidas manualmente ou através de

intervengdes cirargicas, respectivamente.

. Um exemplo de comprimido cujo revestimento tem finalidade protetora é a Aspirina®
Protect. J&4 o Asacol® HD, da farmacéutica Procter & Gamble, possui revestimento cuja
finalidade é proteger o farmaco do pH &cido e promover sua liberagdo em pH acima de 7.
Ambos os revestimentos sdo copolimeros do acido metacrilico e do metacrilato de metila,

nas propor¢des de 1:1 e 1:2, respectivamente.

Por tudo que foi mostrado, a escolha do MMA como mondmero e do PMMA como

polimero parece natural.

5.2.1.REACAO DE POLIMERIZACAO EM MINIEMULSAO

Baseando-se em trabalhos da literatura (XU et al., 1999, ZHOU et al., 2007; YANG et
al., 2009;), primeiramente foram testadas condi¢des reacionais (RM1 e RM2) usando LSS a 1%
(p/v) como surfactante e bicarbonato de sodio 0,1% (p/v) como agente tamponante na fase

aquosa. Na fase orgénica foi usado MMA, iniciador, hexadecano (como agente de pressdo
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osmdtica) e, nas reacdes de CLRP, agente RAFT na temperatura de 70 °C. As quantidades de
agente RAFT e mondmero utilizadas em todas as reacdes foram escolhidas de maneira a obter
um polimero de massa molar 10.000 g/mol. Nessas condicdes, apds 7 horas de reacdo, obteve-se
a conversao de cerca de 100% para a reacao de polimerizacao radicalar convencional (RM1) e de
35% para as reacdes de polimerizacdo radicalar controlada RAFT (RM2). A reacdo RM1 foi
repetida, RM3, permitindo coletar amostras do meio em reacional intervalos de tempo mais curtos,

para avaliar melhor a curva de conversao.

As curvas de conversdo em relagdo ao tempo obtidas nas reacdes de polimerizacdo

em miniemulsdo RM1 a RM7 estéo representadas na Figura 30.
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Figura 30. Evolucéo da converséo nas das reacdes de polimerizacdo em miniemulsdo RM1 a RM7
(condicdes reacionais descritas na pagina 97).

A reacdo RM4 foi realizada nas mesmas condi¢des da reacdo RM3, via polimerizacéo
radicalar convencional, modificando apenas a temperatura reacional de 70 para 90 °C, com o
intuito de promover o0 aumento da conversao para a polimerizacdo controlada RAFT. As reacles
RM5 e RM7 foram repeticbes da reacdo RM4, a fim de tentar observar melhor a curva de

conversao da reacdo RM4, que resultou em quase 100% de conversdo apds 15 minutos de
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reacdo. Foi observado que, para a reacdo de polimerizacdo radicalar convencional em
miniemuls&o, a conversao sofreu um brusco aumento entre 15 (z 13%) e 20 minutos (= 92%). Isso
se deve, provavelmente, ao efeito gel muito intenso observado nas reagcdes com o mondmero
(ODIAN et al., 2004). Além disso, aumento da temperatura causado pela aceleracdo da reacdo
aumenta o numero de radicais livres gerados na reagdo, o que promove o aumento da quantidade
de cadeias que séo iniciadas e propagadas, aumentando ainda mais a viscosidade do meio e
reduzindo a mobilidade dos macroradicais, reduzindo a terminagédo e aumentando a conversdo em

um mecanismo de feedback positivo.

A reacdo RM6 foi realizada nas mesmas condi¢des da reacdo RM2, via polimerizagéo
radicalar controlada por RAFT, modificando a temperatura reacional de 70 para 90 °C a fim de
promover o aumento da conversdo. Nessas condi¢cdes a reagcdo RM6 atingiu cerca de 100% de
conversao apés 5 horas de reacdo. Essa condicdo foi considerada apropriada para conduzir a
reacdo. A reducdo da taxa de reacdo na presenca do agente RAFT ja era esperada como
discutido no capitulo 3. De forma similar, o aumento das velocidades de reagdo com a

temperatura ja podia ser esperado.

A espectroscopia de infravermelho permite ndo s identificar as amostras através da
observacdo da presenca de grupos funcionais, mas também permite avaliar a presenca de
interacdes quimicas entre o polimero e o agente RAFT. Na Figura 32 estdo representados 0s
espectros de infravermelho do polimero de PMMA (Figura 31) obtido nas reacdes RM6 e RM7,

respectivamente.

n
Figura 31. Diagrama molecular do Poli(metacrilato) de metila (PMMA).


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/f/f6/PMMA-repeat.p
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Os modos de estiramento C-H e deformacéo angular dos grupos metileno, metila e
metila do grupamento éster se apresentam sobrepostos nas respectivas regides, dificultando o
assinalamento dos referidos grupos. As bandas mais proeminentes sdo as bandas representativas
dos grupamentos, C=0 (1730 cm™), C-C-O (1270 e 1240 cm™), o estiramento assimétrico C-O-C
(1190 e 1150 cm™) e do estiramento C-C (750 cm™) da molécula de PMMA obtido nas duas
reacdes. Dessa maneira, pode-se concluir que o polimero de PMMA foi obtido pelas duas técnicas

reacionais.
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Figura 32. Espectros de infravermelho de PMMA obtidos nas reac¢des de polimerizacdo em miniemulsao
RM6 e RM7.

Como ja explicitado anteriormente, no mecanismo convencional de polimerizagéo
radicalar as cadeias sdo iniciadas por radicais (formados por um iniciador) que adicionam as
moléculas de mondmeros. A propagacdo da cadeia, entdo, envolve a adicdo sequencial de
unidades de mondémero ao radical (P’,) formado. A terminacdo do crescimento da cadeia ocorre
guando os radicais em propagacao reagem por combinagdo ou desproporcionamento. Nesse tipo
de polimerizacdo, a concentracao de estado estacionario das espécies em propagacéo € de cerca

de 10”7 M e as cadeias crescem por no méaximo 5 a 10 segundos antes de terminarem. As cadeias
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sdo continuamente formadas, propagadas e terminadas por reacéo radical-radical. A massa molar
molecular das cadeias formadas nos primeiros estagios de polimerizacdo € maior e se reduz com
a conversao devido a deplecdo do monémero. Além disso, o indice de polidispersao costuma ser

maior que 1,5 (My/M,> 1,5) (ODIAN et al., 2004; MOAD et al., 2005).

Na polimerizagdo radicalar controlada, todas as cadeias sdo iniciadas no principio da
reacao, crescem na mesma taxa e sobrevivem a polimerizacdo (ou seja, idealmente ndo ocorre
terminacdo). O carater vivo é conferido pela presenca de substancias que reagem com o radical
em propagacéao (P’,) por transferéncia de cadeia reversivel, mantendo a maioria das cadeias no
estado dormente. O rapido equilibrio entre as formas ativas e dormentes garante que todas as
cadeias apresentam chances iguais de crescer e que todas as cadeias crescem de forma
intermitentemente. Sob essas condi¢cfes, a massa molar aumenta linearmente com a converséo e

a distribuicdo de massa molar € estreita (M,/M, = 1,1).

Essas caracteristicas da polimerizacdo radicalar convencional e da polimerizacéo
radicalar controlada por RAFT podem ser observadas nas Figuras 33 e 34, para as reacdes em
solugdo e em miniemulsdo, confirmando o carater “vivo” da reagdo conduzida na presenca do

agente RAFT.
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Figura 33. Evoluc¢do da massa molar (Mn) com a conversdo do mondmero para rea¢gfes de polimerizacao
radicalar controlada RAFT (RM6) e reacdes de polimerizacéo radicalar convencional (RM7)
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Figura 34. Evolucao do indice de polidisperséo para reac¢des de polimerizacao radicalar controlada RAFT
(RMB6) e reacdes de polimerizacéo radicalar convencional (RM7)

Os dados de distribuicdo de massas molares sdo apresentados na Figura 35
observando-se distribuicbes monomodais. Para a polimerizacéo realizada na presenc¢a do agente
RAFT (Figura 35 A), mostra-se o deslocamento das curvas para valores de maior massa molar &
medida que ocorre o aumento da conversdo. Este fato é consistente com um processo de
polimerizacdo radicalar controlado. Este fendmeno, no entanto, ndo é observado nas reagfes de
polimerizacdo radicalar convencional (Figura 35 B), em que pode ser observada a sobreposi¢céo
das distribuicdes de massas molares em diferentes niveis de conversdo: neste tipo de reacao, as
massas molares formadas desde o inicio da reacdo sdo altas e diminuem com a deplecao do

mondémero.

Portanto, no caso da polimerizacdo radicalar controlada, a massa molar da

s

polimerizacdo é controlada pelo monémero e pela taxa de iniciacdo, na formula dada pela

equacdo 1 (pagina 59).
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Figura 35. DistribuicBes de massas molares para RM6 (A) e RM7 (B). Dados gerados a partir de analise de
GPC de reacgédo de polimerizacdo de MMA radicalar convencional e radicalar controlada RAFT em
miniemuls&o por 7 horas.

E visivel, a partir da equacdo 1, que uma massa molar especifica pode ser alcancada
interromendo a polimerizacdo num tempo determinado. Como ja mencionado anteriormente, a
guantidade de mondmero utilizada foi escolhida de maneira a gerar um polimero com massa
molar em torno de 10.000 g/mol. A Figura 36 apresenta as massas molares (g/mol) reais obtidas
durante a reacdo e as massas molares (g/mol) tedricas projetadas através das curvas de

conversao obtida com as reacdes.

12000
10000 - A’
~ A Ay
o ’/
£ 8000 4 A PR
2 e
= PR
= 6000 - e
= A -
© ,l
34000 1 A -
> Nl A RM6Real
2000 1 A’," === RM6 Tedrico
0 T T T T T
0,0000 0,2000 0,4000 0,6000 0,8000 1,0000 1,2000
Converséo

Figura 36. Evolucdo da massa molar média (Mn) da reacdo de polimerizagdo radicalar controlada RAFT de
MMA em miniemulsdo (RM6) na presenca de agente RAFT, usando PBO como iniciador a 90 °C.
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Pode-se concluir a partir da Figura 36 que o crescimento da massa molar foi
aproximadamente linear, como esperado, pois realizando a regresséo linear dos pontos obtidos
chega-se aos valores de coeficiente de correlacdo de 0,95 para RM6. Além disso, valores de
massa molar (g/mol) obtidos com a reacdo ficaram proximos dos valores esperados para a

conversao obtida.

A Tabela 8 apresenta numericamente os valores das massas molares (g/mol) reais
obtidas durante a reacdo e as massas molares (g/mol) tedricas, projetadas através das curvas de
conversao obtida com as reagfes. Além disso, também podem ser observadas as variagdes dos

valores do indice de polidispersédo ao longo da reagéo, sempre proximo a 1,1.

Tabela 8. Variagdo dos valores de PDI, massa molar média real e tedrica (g/mol) obtidos na reacao RM6.

Converséo 0,08 0,11 0,23 0,37 0,51 0,81 0,87 0,89 0,89 0,99

PDI 1,29 1,27 121 1,17 1,15 1,11 1,117 1,13 111 1,11

RM6
'\g/::ce)l?l 1585 2471 4048 5415 8115 9304 9415 9295 9743 9918
Mn Tedbrico

(g/mol) 1385 2515 4020 5430 8525 9066 9276 9333 10358 10394

Por fim, o estudo de sistemas particulados exige o conhecimento da distribuicdo do
tamanhos de particula, pois esta ferramenta é essencial para as operagfes de processamento de
materiais. De forma geral, as NP obtidas devem possuir uma distribuicdo unimodal, com baixo
indice de polidispersédo (MOAD et al., 2005, 2006, 2009). Entretanto, nem sempre este objetivo é
alcancado, ja que o tamanho médio e a distribuicdo dos tamanhos de particula dependem, entre
outros fatores, do sistema de reacdo, do método de homogeneizacdo e dos parametros definidos
para a operacdo método de homogeneizacdo escolhido. Devido a pouca quantidade de amostra
usada para realizar as reac¢des, em funcéo da pouca disponibilidade do agente RAFT, e devido a

boa eficiéncia do processo, o método escolhido para homogeneizacéo do sistema nas reacfes de
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polimerizacdo em miniemulsdo foi o ultrassom. A variacdo do tamanho de particula (nm) em
funcdo da conversdo esta representada na Figura 37 e na Tabela 9. E possivel observar uma
pequena contracdo das particulas de polimero em relacdo as gotas de mondémero, devido a maior
densidade do polimero. Em ambos os casos, as particulas apresentaram tamanhos médios nas
proximidades de 100 nm, adequados para a circulacdo no organismo e aplicacfes de liberagcdo de

farmaco para o tratamento do cancer.
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Figura 37. Variagdo dos tamanhos médios de particula com a converséo para reagdes de polimerizacéo
radicalar controlada RAFT (RM6) e reacdes de polimerizacao radicalar convencional (RM7).

Tabela 9. Distribuicdes de tamanhos de particula dos produtos finais das reacdes RM6 e RM7

RM6 RM7
Conversdo Tamanho (nm) PDI Conversdo Tamanho (nm) PDI
0,0000 135,1 0,255 0,0000 86,33 0,296
0,0561 177,9 0,275 0,0525 81,82 0,420
0,0738 208,6 0,432 0,1344 68,96 0,159
0,0838 164,0 0,259 0,8982 68,16 0,051
0,1143 94,4 0,165 0,9528 69,54 0,044
0,2251 94,0 0,144 0,9763 69,71 0,087
0,3727 105,3 0,107 0,9854 69,28 0,039
0,5111 112,5 0,121 0,9879 70,61 0,044
0,8148 124,9 0,101 0,8965 69,74 0,064
0,8678 130,3 0,092 0,9971 69,54 0,054
0,8884 129,7 0,078 0,9846 70,53 0,066

0,8940 130,3 0,095 0,9930 70,27 0,058
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Também séo apresentadas as curvas de distribuicbes de tamanhos de particula dos
produtos finais das rea¢des quando foram observados quase 100% de conversao (ultimo ponto de

coleta de reacdo em 420 minutos) nas Figuras 38 (RM6) e 39 (RM7).

Intensity (%)
=)

Size (d.nm)

Figura 38. Curva de distribuicdo do tamanho de particula para reacdo de polimerizacdo radicalar controlada
RAFT (RM6)
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Figura 39. Curva de distribuicdo do tamanho de particula para reacao de polimerizacédo radicalar
convencional (RM7)

Observando os resultados, pode-se inferir que a reacdo de polimerizacdo radicalar
convencional gerou particulas em torno de 70 nm, ao mesmo tempo em que a reacdo de
polimerizacdo radicalar controlada gerou particulas em torno de 120 nm. Ambas as técnicas de
polimerizacdo apresentaram indices de polidispersdo baixos e distribuicdo unimodal, o que
demonstra que a técnica de homogeneizacdo empregada foi satisfatéria e que a faixa de
distribuicdo de tamanho de particula é estreita, o que pode proporcionar uma liberacao
maisuniforme no caso da utilizacdo das NP como sistemas de liberacdo de farmacos (HUSSAIN et

al., 2001).
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Os maiores tamanhos médios das reacdes conduzidas com o agente RAFT
provavelmente decorreram dos maiores tempos de reacdo e condicdes mais favoraveis para a
coalescéncia e degradacdo de ostwald em meios menos viscosos. Além disso, é possivel que o
agente RAFT afete a atividade superficial do meio, influenciando os tamanhos das particulas

formadas no processo de emulsificacéo.

5.2.2. REACAO DE POLIMERIZACAO EM MINIEMULSAO E CITRATO DE TAMOXIFENO IN

SITU

Para realizar as reacGes em miniemulsao na presenca de tamoxifeno foi, analisada a
solubilidade do farmaco no monémero a 90 °C. O ensaio de solubilidade foi realizado para avaliar
a quantidade de farmaco que poderia ser adicionado as rea¢fes, sem haver precipitacdo no meio
organico. A solubilidade observada do farmaco no MMA a 90 °C foi de 6,3 mg/mL. Por isso,
adicionou-se as reagfes cerca de 65 mg do farmaco, uma vez que foram empregados 10 g (=

10,65 mL) de monémero em todas as reagdes.

No tratamento usual, a dose oral usual de TXFc € de 10 ou 20 mg e esta formulacao
apresenta baixa biodisponibilidade (20-30%) devido a precipitagdo da base livre no ambiente
acido do estbmago e ao extenso metabolismo de primeira passagem (SHIN & CHOI, 2009).
Portanto, a possibilidade de obter NP carregadas com TXFc na concentracao de 0,6 % (p/p) pode
ser considerada satisfatoria, considerando que ha relatos na literatura de outros trabalhos de
inclusdo de tamoxifeno em NP utilizando concentracdo farmaco/polimero inferior a essa

(BRIGGER et al., 2001).

As reacdes RM8 e RM9 foram conduzidas na presenca do farmaco nas mesmas
condicbes das reacdes RM6 e RM7, respectivamente. As reac6es RM10 e RM11l foram
conduzidas nas mesmas condicfes das reacdes RM8 e RM9, respectivamente, com intuito de
confirmar os resultados obtidos e a influéncia da presenca do TXFc na cinética da reacdo e nas

particulas obtidas.
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As curvas de conversdao em relacdo ao tempo obtidas nas reacdes de polimerizacdo

em miniemuls&o na presenca e na auséncia de TXFc in situ estdo representadas nas Figuras 40 e

41.
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Figura 40. Evolucéo da converséao nas reacdes de polimerizacéo radicalar convencional RM7 (sem citrato
de tamoxifeno) e RM9 (com citrato de tamoxifeno)
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Figura 41. Evolucdo da conversdo nas reacdes de polimerizacéo radicalar controlada RAFT RM6 (sem
citrato de tamoxifeno) e RM8 (com citrato de tamoxifeno)

Pode-se observar que a presenca do TXF na reacdo nao provocou mudancas no perfil

de conversao das reacdes de polimerizacdo convencional, especialmente porque a conversao é

muito rapida. Neste caso, na presenca e na auséncia do farmaco, observa-se quase 100% de

conversdao em 30 minutos. Ja na polimerizacdo RAFT pode-se observar que a presenca do

farmaco promove uma ligeira diminuicdo na velocidade de reacdo do mondmero em polimero,
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porém, o perfil de conversdo se mantém o mesmo, sendo atingida uma alta conversao apés 7
horas de reacdo. N&o foi observado qualquer efeito da presenca do farmaco sobre indice de
polidispersédo, de maneira que o TXFc ndo parece interferir no carater vivo da polimerizacdo. O
efeito inibitorio causado pelo TXF pode ser devido a presenca de atomos de oxigénio e nitrogénio

em as estrutura capazes de estabilizar radicais livres.

Para avaliar a influéncia da presenca do farmaco no meio reacional sobre o “controle”
da reacdo, avaliou-se a variacdo do indice de polidispersao (Figuras 42 e 43) e da massa molar
(Figuras 44 e 45) do polimero formado em fungdo da conversao para as reacdes de polimerizacao

radicalar convencional e controlada na auséncia e na presenga do farmaco.
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Figura 42. Evolucao do indice de polidispersdo com a conversdo do monémero para reacdes de
polimerizacéo radicalar convencional RM7 (sem citrato de tamoxifeno) e RM9 (com citrato de tamoxifeno).
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Figura 43. Evolucao do indice de polidispersdo com a conversao do mondmero para reacoes de
polimerizacao radicalar controlada RAFT RM6 (sem citrato de tamoxifeno) e RM8 (com citrato de tamoxifeno)
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Figura 44. Variagdo do indice de polidispersdo com a conversao para as reagfes de polimerizacao radicalar
convencional RM7 (sem citrato de tamoxifeno) e RM9 (com citrato de tamoxifeno)
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Figura 45. Variagéo do indice de polidispersdo com a conversao para as rea¢des de polimerizacéo radicalar
controlada RAFT RM6 (sem citrato de tamoxifeno) e RM8 (com citrato de tamoxifeno)

Nas reacdes de polimeriza¢do radicalar convencional (RM7 e RM9, Figuras 42 e 44) a

massa molar média das cadeias formadas nos primeiros estagios de polimerizacao foi

ligeiramente maior, mas dentro do erro experimental. Além disso, o indice de polidispersdo foi

maior que 1,5 (M./M,> 1,5). Nas reacbes de polimerizacdo radicalar controlada (RM6 e RMS,

Figuras 43 e 45) observou-se que 0 a massa molar aumentou linearmente com a conversao, como

esperado, e que a distribuicdo de massas molares foi estreita (M,,/M, = 1,1). Ou seja, a presenca
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do farmaco néo alterou os perfis de variagdo de massa molar e de indice de polidispersdo para as

reacdes convencionais e controladas.

Os dados de distribuicdo de massas molares (Figura 46) das reacdes realizadas na
presenca do agente RAFT e na presenca ou auséncia do farmaco mostraram o deslocamento das
curvas para valores de maior massa molar a medida que ocorre o aumento da conversdo. Este
fato é consistente com um processo de polimerizacdo tipo CLRP e caracteriza o controle da
reacdo. Além disso, também mostraram que a presenca do farmaco nao alterou o controle da
reacdo de polimerizagdo radicalar RAFT. Na reacdo convencional, a presenca do farmaco afetou

pouco a evolugéo das distribuicdes de massas molares

—3 sem TAF
e 180 min com TAF A min sem

- = =220 sem TXF
1041 = =0 mincomTXF 10 1 20 sem TX

== == 33 min com TXF

----- 180 min sem TXF

087 ——20minsem TXF 08 =—4i20comTXF
=
S056 4 056 1
z

044 02 ’

g2 02 '

’ L
0o - . \ , 00 —L -
40 45 50 55 60 65 70 75 80 20 25 3n 5 40 45 50

3
Log M (g'mol) Log M {g'mel

Figura 46. Distribuicdo de massa molarpara (A) RM7 e RM9; (B) RM6 e RM8. Dados gerados a partir de
analise de GPC de reacéo de polimerizacdo de MMA radicalar convencional e radicalar controlada RAFT
em miniemuls&do na presenca e auséncia de citrato de tamoxifeno.

Também foi avaliado o impacto da presenca do farmaco no meio reacional sobre as
variacbes da distribuicdo dos tamanhos de particula nas reacbes convencional e controlada
(Figuras 47 e 48). Os resultados mostram que o tamanho da particula ndo foi afetado pela
presenca do farmaco, indicando a boa reprodutibilidade das medidas. A reacdo de polimerizacdo
radicalar convencional continuou gerando particulas em torno de 70 nm, ao mesmo tempo em que

a reacao de polimerizacao radicalar controlada continuou gerando particulas em torno de 120 nm.
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Por conta dos maiores valores iniciais de diametro, isso reforca a hipétese de que o agente RAFT
afeta a atividade interfacial da emuls&o. A presenca do farmaco também néo alterou o indice de
polidisperséo, que permaneceu baixo durante toda a reacdo para todas as reacdes (RM6 RM7,
RM8 e RM9), nem a forma unimodal da distribuicdo. Isso mostra que a técnica de
homogeneizacdo empregada foi eficiente e que a faixa de distribuicdo de tamanho de particula é
estreita mesmo na presenca do farmaco, o que pode proporcionar uma liberagdo mais uniforme

(HUSSAIN et al., 2001).
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Figura 47. Variacao do tamanho médio de particula com a converséo para reacao de polimerizacéo
radicalar convencional na auséncia (RM7) e na presenca (RM9) de citrato de tamoxifeno
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Figura 48. Variagcdo do tamanho de particula médio com a conversao para reagdo de polimerizacéo
radicalar controlada RAFT na auséncia (RM6) e na presenc¢a (RM8) de citrato de tamoxifeno
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A analise dos tamanhos médios de particula permite avaliar a tendéncia de agregacao
das particulas dispersas em suspensfes ou emulsdes em fun¢do do tempo, constituindo uma
importante ferramenta para avaliacdo da estabilidade. As analises de tamanho de particula foram
realizadas imediatamente apds o preparo (Figuras 47 e 48) e apds 30 dias. Nao foi observada
gualquer alteracdo nos resultados. As emuls@es ficaram armazenadas em frascos de vidro ambar,
na temperatura ambiente e protegidos da luz. Portanto as emulsGes formadas podem ser

consideradas estaveis para armazenamento.

A interacdo farmaco-polimero foi avaliada por ensaios de IR (Figura 49 A e B) e de
DSC (Figura 50). A espectrometria de infravermelho também permite avaliar a presenca de
interacdes quimicas entre o farmaco e o polimero, constituindo mais uma ferramenta para

determinagéo da forma de associacdo entre ambos.

Avaliando os espectros ndo foi possivel observar bandas referentes ao TXFc no
produto obtido na presenca do farmaco in situ no meio reacional, uma vez que 0s espectros sdo
idénticos. Ambos apresentam picos principais associados a ligacdes O-CH; (2850-2815 cm™); -
C=0 (1650-1790 cm ™) e -CH; (1430-1470 cm™), como ja discutido (PRETSCH et al., 1989). Na
mistura fisica foi possivel observar pico referente ao anel aromatico presente no farmaco (= 1630
cm™). A auséncia da observacdo de picos referentes ao TXFc no produtoa e a presenca na
mistura fisica pode ser atribuida a baixa concentracdo de farmaco presente no polimero, ndo sé
proveniente da adi¢cao de baixa quantidade de farmaco no meio reacional (= 0,6% p/p em relacéo
ao monbmero), mas também pela possivel perda de farmaco presente no polimero formado por

conta de uma possivel baixa eficiéncia de encapsulamento.
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A Figura 50 mostra os termogramas de DSC das NP preparadas pelas técnicas de

polimerizacdo radicalar convencional e controlada RAFT na presenca e na auséncia do farmaco.

Esses experimentos foram realizados para definir o estado fisico do polimero e do farmaco na
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formulac@o e avaliar a possibilidade deexisténcia de possiveis interacdes entre o polimero e o

farmaco (ESPUELAS et al., 1997).

- — —PMMa
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Endoterma
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Temperatura°C

Figura 50. Termograma de DSC referentes a TXF, PMMA produzido por por polimerizaco radicalar
convencional, PMMA produzido por polimeriza¢éo radicalar controlada, PMMA e TXF produzido por
polimerizacéo radicalar convencional, PMMA e TXF produzido por polimerizagéo radicalar controlada.

O termograma da Figura 50 mostra que o TXFc apresenta um pico de fusdo
endotérmico em 153 °C (AH; = 104,06 J/g), indicando sua natureza cristalina. Esse pico é
observado no termograma do farmaco livre (A). O termograma das NP na auséncia o farmaco
preparadas por polimerizacdo radicalar convencional (B) e controlada (C) ndo demonstram
qualquer evento endotérmico na faixa do TXFc. Porém, o termograma das NP preparadas na
presencga do farmaco preparadas por polimerizacdo radicalar convencional (D) apresenta um pico
pequeno endotérmico em 154 °C (AH¢ = 0,54 J/g). Isso mostra a auséncia de interacdo entre o
farmaco e o polimero e que existe a presengca de uma pequena quantidade de farmaco (em
func&o do baixo valor de entalpia de transi¢cdo) na forma cristalina. J& o termograma das NP na
presenca do farmaco preparadas por polimerizacdo radicalar controlada (E) ndo apresenta a

transicdo caracteristica do farmaco, demonstrando que possivelmente o farmaco ndo esta
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presente como uma fase distinta, mas como uma solucéo diluida na matriz polimérica, ou seja, o
farmaco esta incorporado na matriz polimérica. Porém, é importante levar em consideracao que a
auséncia de eventos endotérmicos no caso do termograma (E) também pode estar relacionada a

baixa quantidade de TXFc adicionada a reagao (=0,6% p/p em relagdo ao polimero).

Contudo, ainda que a analise DSC seja capaz de monitorar e quantificar eventos
térmicos ocorridos em uma amostra, ela ndo revela diretamente as causas deste evento. Para
isto, € necessario que as analises por DSC sejam acompanhadas de métodos complementares

(BUNJES & UNRUH, 2007).

A quantidade de farmaco presente nas NP foi calculada por duas técnicas:
espectrofotometria de ultravioleta, medindo-se a quantidade de farmaco ndo incluso no latex
presente na agua de dialise (método indireto) e por cromatografia liquida de alta eficiéncia,
medindo-se a quantidade de farmaco obtido com a dissolugcdo das NP secas (método direto). Os
resultados estdo apresentados na Tabela 10 e estdo expressos em quantidade percentual de

farmaco incluso em relacdo a quantidade total de farmaco adicionado na reagao.

Tabela 10. Eficiéncia de encapsulamento (%) de citrato de tamoxifeno nas NP.

Amostras (n = 3) uv CLAE
RM6 49,69 + 0,04 18,41 + 0,09
RM9 38,74+ 0,11 15,45 + 0,23

A técnica usada para avaliar a inclusédo por UV foi considerada inadequada, uma vez
gue os espectros obtidos se diferenciavam substancialmente do espectro da substancia pura, o
qgue indica que algum componente do latex podia estar presente na agua de dialise, causando
interferéncia na faixa de absorcao do farmaco. Além disso, esta técnica foi descartada, porque as

NP poderiam liberar o farmaco por longo tempo durante o processo da dialise (12 horas), de
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maneira que os resultados obtidos ndo poderiam ser representativos da inclusdo, mas sim

resultante de um somatério das quantidades de farmaco inclusa e liberada.

De acordo com os resultados obtidosconclui-se que o farmaco foi encapsulado, mas
gue a quantidade incluida foi baixa (z 15%). Este resultado é insatisfatério e se deve,
provavelmente, a migracdo do farmaco para fase continua (aAgua), uma vez que sua solubilidade
em agua aumenta substancialmente com o aumento da temperatura, na temperatura reacional,

em relagdo a solubilidade no monémero (Figura 51).

Devido aos resultados obtidos de eficiéncia e encapsulamento, as analises de DSC e
a possibilidade do farmaco migrar para fase continua, decidiu-se avaliar a solubilidade do TXF em
agua e em outros monémeros metacrilatos disponiveis no laboratério, compativeis com o agente
RAFT utillizado, a 25, 60 e 90 °C: pmetimetacrilato de polietilenoglicol (PEG MMA),
metilmetacrilato de dietilenoglicol (DEG MMA), metilmetacrilato de dietilamino (DEAMA) e
metilmetacrilato de dimetilamino (DMEAMA) (Figura 51). Esses resultados confirmaram que a
solubilidade do farmaco em agua a 90 °C (temperatura reacional) € muito maior que no mondédmero
utilizado, o MMA. Além disso, a solubilidade de TXFc em agua aumenta muito com o0 aumento da
temperatura, quando comparado com a solubilidade em MMA. Isso pode explicar a solubilizac&o

do farmaco no meio aquoso e a baixa eficiéncia de encapsulamento.

Entre os mondmeros avaliados, a 90 °C o farmaco apresentou maior solubilidade no
mondmero DMEAMA (z 1g/ mL). Porém, este monémero é solivel em agua e sé poderia ser
utilizado na formacdo de uma miniemulsdo inversa. Miniemulsdes inversas apresentam baixa
estabilidade em relagdo a miniemulsdo normal e utiliza grande quantidade de solvente organico
como fase continua, o que ndo é interessante para constituicdo de sistemas de liberacdo de
farmacos. Depois do DMEAMA, o mondmero que resultou em maior solubilidade do farmaco foi o
PEGMMA (= 20 mg/mL). Como ja mencionado, a presenca de PEG em NP poliméricas utilizadas

como sistema de liberacdo de farmacos é particularmente interessante, pois é capaz de criar uma

nuvem de cadeias na superficie da particula, que repele as proteinas plasmaticas presentes no
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sangue, aumentando o tempo de circulacdo substancialmente (BRIGGER et al.,, 2002). Os
resultados sugerem que o meio aquoso seja preparado para reduzir a solubilidade do farmaco na
agua (com adicdo de sais, por exemplo) para reduzir a atividade do TXF no meio aquoso e
aumentar a eficiéncia de encapsulamento em MMA. De qualquer forma, dadas as baixas
guantidades de TXF requeridas no tratamento, as quantidades encapsuladas ndo comprometem a

aplicacéo pretendida.
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Figura 51. Solubilidade de citrato de tamoxifeno em diferentes meios a 25, 60 e 90 °C.

Para entender melhor os efeitos do TXFc na formacédo da gota e na estabilidade
durante a polimerizacdo em miniemuls&o, foram realizados ensaios de tenséo interfacial entre o
monémero (fase organica), na auséncia e presenca do farmaco, e a agua (fase aquosa), na

auséncia e presenca do tensoativo utilizado na receita (LSS 1,25% p/v).

A Figura 52 mostra uma alta e constante tenséo interfacial entre o monémero puro e a

agua pura. Quando o farmaco é adicionado ao sistema, ocorre uma ligeira queda na tenséo
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interfacial, que logo aumenta até valores proximos aos do mondmero puro e se torna constante. A
tensao interfacial da gota apenas diminui substancialmente quando um “estabilizante” (LSS) é
adicionado, tanto na presenca quanto na auséncia do farmaco. Esses dados estdo de acordo com
os dados de solubilidade, sendo possivel admitir gue a migracdo do farmaco para a fase continua
da miniemulséo, ja que a adi¢cdo do farmaco é capaz de mudar inicialmente a tensdo interfacial
entre 0 mondmero e a agua, mostrando que o farmaco exerce atividade superficial. Porém, ao
migrar para fase aquosa, a tenséo interfacial se aproxima aquela obtida com o monémero puro.

Esse fato, provavelmente, explica a baixa eficiéncia de encapsulamento.
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Figura 52. Analise de tenséo interfacial de MMA em agua, mistura de MMA e Citrato de tamoxifeno em
agua, mistura de MMA em agua e LSS 1,0% e mistura MMA e Citrato de tamoxifeno em agua e LSS 1,0%.

Esse conjunto de resultados mostra que o farmaco na forma de sal de citrato, na
temperatura reacional, tem maior afinidade pela fase continua (dgua) do que pela fase dispersa
(MMA), contribuindo para a baixa eficiéncia de incorporagdo do farmaco na matriz polimérica.

Contudo, como ja explicado, esse fato ndo compromete a aplicagcdo pretendida.
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5.2.3. REACAO DE POLIMERIZACAO EM MINIEMULSAO COM TAMOXIFENO BASE IN SITU

E PEROXIDO DE BENZOILA

Com base nos resultados obtidos, resolveu-se trabalhar com o farmaco na forma de
base livre (TXFb). Para isso, a matéria prima adquirida na forma de sal de citrato foi solubilizada
em agua sob aquecimento e um excesso de NaOH foi adicionado em relagdo a quantidade de
moléculas de citrato presentes, com o objetivo de liberar a base de TXF. O precipitado obtido foi
centrifugado, o sobrenadante foi removido e o precipitado foi lavado 3 vezes com éagua. O

precipitado entéo foi dissolvido em cloroférmio e evaporado em rotaevaporador a 70 °C.

O rendimento em massa deste procedimento foi de 89,6% e o teor obtido de TXFb foi
de 98,96 + 0,16 % (N = 6). O teor foi obtido a partir do método de CLAE utilizado para
determinag&o da eficiéncia de incorporacéo do farmaco na nanoparticula, quando usada a SQR
de TXFc. As devidas corre¢cdes de calculo foram realizadas, ja que o padrdo utilizado era

apresentado na forma de sal.

Foi realizado também ensaio de ponto de fusdo. O ponto de fusdo definido € uma
caracteristica de substancias puras. Dessa forma, essa medida foi utilizada como um valioso
critério de pureza. A presenca de impurezas, mesmo em pequena gquantidade na amostra produz
consideravel aumento no intervalo de fusdo (CONSTANTINO et al.,, 2004). O ponto de fusao

observado foi de 95,6 °C; ou seja, préximo do que determina a literatura 96-98 °C (USP 37, 2014).

Assim como foi realizado para a forma de sal de citrato, também foi analisada a
solubilidade do farmaco na forma de base livre, para avaliar a quantidade de farmaco que poderia
ser adicionado as reacdes, sem haver precipitacdo do mesmo. Para isso, foi analisada a
solubilidade do farmaco no mondémero a 25, 60 e 90 °C. Os resultados observados estédo

mostrado na Figura 53.
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Figura 53. Solubilidade de tamoxifeno base em MMA e agua a 25, 60 e 90 °C.

Os resultados confirmam que a solubilidade do farmaco na forma de base livre € muito
maior no monémero utilizado, o MMA, em relagdo a agua, fase continua. Além disso, a
solubilidade de TXFb em MMA aumenta muito com o0 aumento da temperatura, quando
comparado com a solubilidade em agua. Esses resultados sugerem que o farmaco na forma de
base livre tem maior chance de ficar disperso na matriz polimérica e, por isso,ser incorporado com

maior efici€ncia na mesma.

Dessa forma, foram inicialmente realizadas reacdes foram nas mesmas condi¢des e
concentracdes do farmaco utilizadas anteriormente, usando o farmaco, na forma de base livre no
monémero. Observou-se que na concentracdo de cerca de 0,6% (p/p) o TXFb n&o afetou a
distribuicdo de massas molares, a distribuicdo dos tamanhos médios de particula, a converséo e o
indice de polidisperséo, tanto para as reagfes de polimeriza¢do radicalar convencional (RM12)
guanto para a reacdo radicalar controlada na presenca do agente RAFT (RM13), quando

comparadas com as reacdes na presenca do sal de citrato (RM8 e RM9)(Figuras 54 a 58).
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Figura 54. Evolucéo da conversao nas reacdes de polimerizacéo radicalar convencional (A) e controlada
RAFT (B) na presenca de tamoxifeno na forma de sal de citrato e de base livre.
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Figura 55. Variacdo da massa molar média com a conversdo para as rea¢fes de polimerizacao radicalar
convencional (A) e controlada RAFT (B) na presenca de tamoxifeno na forma de sal de citrato e de base

livre.
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Figura 56. Variagdo do indice de polidispersao com a conversao para as reacdes de polimerizacéo radicalar
convencional (A) e controlada RAFT (B) na presenca de tamoxifeno na forma de sal de citrato e de base
livre.
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Figura 57. Distribuicbes de massa molares para os produtos das reacdes de polimerizacdo radicalar
convencional (A) e controlada RAFT (B) na presenca de tamoxifeno na forma de sal de citrato e de base
livre. Dados gerados a partir de andlises de GPC dos produtos de reacao de polimerizacdo de MMA
radicalar convencional e radicalar controlada RAFT em miniemulsdo na presenca de tamoxifeno na forma
de sal de citrato e de base livre.
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Figura 58. Variagdo do tamanho de particula com a conversao para as reacdes de polimerizacéo radicalar
convencional (A) e controlada RAFT (B) na presenca de tamoxifeno na forma de sal de citrato e de base
livre.

Como o farmaco apresentou alta solubilidade no monémero na temperatura reacional
(90 °C), foram testadas concentracdes maiores de farmaco (TXFb) em relacdo ao mondémero:
2,5% (RM14), 5,0% (RM15) e 20,0% (RM16) p/p. Porém, utilizando concentragcbes maiores de
TXFb em reagbes de polimerizagdo em miniemulsdo convencional nas mesmas condigdes da

reacdo RM12 observou-se a inibicdo pronunciada da formacgédo do polimero. Concentracdes de
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TXFb maiores que 0,6% p/p em relagdo ao monbmero promoveram a instabilizacdo da emulsao,

separacao das fases da reacao (Figura 59), consequientemente, inibindo a reacéo (Figura 60)

Casad &%

Figura 59. Reacéo de polimerizacéo radicalar convencional em miniemulsdo na presenca de 20,0% (A -
RM16) e 5,0% (B — RM15) a 90 °C, na presenca de peréxido de benzoila como iniciador.
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Figura 60. Evolucdo da conversao nas reacdes de polimerizacdo em miniemulsdo radicalar convencional na
presenca de concentracdes crescentes de tamoxifeno base 2,5% (RM14), 5,0% (RM15) e 20,0%
(RM16).

O exame da estrutura quimica do TXF (Figura 1, pagina 9) ndo mostra a presenca de
fortes grupos inibidores, uma vez que ndo ha nenhum grupo que doe facilmente um atomo de
hidrogénio para um radical livre. Porém, o TXF ja mostrou promocédo de efeitos antioxidantes:
inibicdo da peroxidagdo de lipidios em microssomas de figado de rato e em fosfolipideos de

lipossomas, (WISEMAN et al., 1990), neuroprotecdo no caso de lesdo cerebral (ZHANG et al.,



Capitulo 5 — Resultados e Discussdo 152

2007) e lesdo de medula espinhal (MOSQUERA et al., 2014). A presenca de atomos de oxigénio
€ nitrogénio na molécula pode promover a estabilizacdo de estruturas radicalares, como ja

explicado.

De acordo com os resultados apresentados na Figura 59, as reacdes realizadas com
2,5%, 5,0% e 20,0% (p/p) de TXFb em relagdo ao monémero foram muito mais lentas e nao
evoluiram, néo resultando em conversdo apreciavel do mondmero em polimero. Isto pode ser
explicado pela possivel acdo antioxidante do TXFb, que pode estabilizar os radicais formados pela
degradacdo do iniciador PBO. Do ponto de vista pratico, esses resultados parecem limitar os
teores de TXFb a cerca de 1% da massa de polimero, o que é suficiente para as aplicacdes

pretendidas.

5.2.4. REACOES DE POLIMERIZACAO EM MASSA COM TAMOXIFENO BASE IN SITU E

PEROXIDO DE BENZOILA OU AIBN

Para investigar o motivo pelo qual a reacdo n&do evoluia com aumento da
concentracdo de TXFb na presenca de PBO como iniciador, foram realizadas reacfes de
polimerizacdo em massa com 2,5% e 5,0% (p/p) de TXFb em relagdo ao mondémero (MMA) na
presenca de concentracdes crescentes de PBO e AIBN como iniciadores. Foram testadas
concentracdes de mondmero e iniciador nas rela¢cdes molares de 200:1, 200:2, 200:3 e 200:4 na

temperatura de 80 °C. A Tabela 11 mostra os valores de conversao atingidos.

Tabela 11. Converses atingidass nas reacdes de polimerizacdo em massa de metacrilato de metila na
presenca de tamoxifeno base e PBO ou AIBN como iniciadores

Iniciador PBO AIBN PBO AIBN
Mn:| 2,5% (p/p) TXF base?® 5,0% (p/p) TXF base®
200:1 4,35 63,07 7,22 98,55
200:2 7,84 76,10 9,32 97,87
200:3 11,00 79,24 11,55 98,05
200:4 75,65 99,94 12,54 95,52

% Em relag&o ao monémero
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Figura 61. Aparéncia do polimero obtido nas reacdes de polimerizacdo em massa de metacrilato de metila
na presenca de 5,0% (p/p) de tamoxifeno base e PBO como iniciador.

De acordo com a Tabela 11 e a Figura 61, foi observado que o PBO parece reagir com
o farmaco, de maneira que a reacao sO gera conversao apreciavel com altas concentracées de
PBO presentes no meio. Parece que todo farmaco deve reagir com o PBO presente e o PBO
restante possa participar da reacdo de polimerizacdo. Sendo assim, optou-se pela utilizacdo de
AIBN como iniciador, ja que esse iniciador ndo parece induzir o efeito inibitdrio do TXF observado

anteriormente.

A Figura 61 ainda mostra que a presenca de TXFb em altas concentracbes promove o
mesmo efeito visual similar ao da hidroquinona quando presente na reacéo de polimerizacdo, ou
seja, de escurecimento. A hidroguinona € conhecida por interromper as reac¢des de polimerizagédo
via radical livre e adquirir coloracdo castanha com o ar e com os radicais livres por oxidar-se a p-
benzoquinona (ODIAN, 2004). E possivel que efeito similar ocorra com o TXF. A razdo desse

efeito ndo ser observado ainda é desconhecida
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5.2.5. REACAO DE POLIMERIZACAO EM MINIEMULSAO COM TAMOXIFENO BASE IN SITU

E AIBN

Devido aos resultados insatisfatérios obtidos com PBO como iniciador, optou-se em
prosseguir o trabalho usando AIBN como iniciador. Como este iniciador apresenta taxas de
ativacdo maiores em temperaturas menores, foram realizadas inicialmente reacBes de
polimerizacdo via radical livre convencional em miniemulsdo com AIBN na proporcao
mondmero:iniciador de 400:1 (RM17) e 200:1 (RM18) a 70°C, para avaliar a viabilidade da reacéo
e da formacdo das NP (Figura 62) na auséncia e presenca (RM19 e RM20) de 10,0% (p/p) de
TXFb em relacdo ao monémero. Esta concentracdo foi escolhida respeitando a solubilidade do
farmaco no monémero na temperatura reacional e considerando ainda que o farmaco resultasse
em 100% de inclusdo. Assim, em cada 1 mL de latex contendo NP com TXF haveria umaa dose

de 20 mg de farmaco, dose usual de 1 comprimido via oral comercializado.
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Figura 62. Evolucdo da conversao nas reacfes de polimerizacdo em miniemulsdo radicalar convencional na
presenca AIBN como iniciador nas propor¢cdes mondémero:iniciador 400:1 (RM17 e RM19), 200:1 (RM18 e
RM20) e na presenca de 10,0% (p/p) de TXFb em relacdo ao monémero.

Observou-se que tanto na propor¢cdo monémero: iniciador 400:1, quanto 200:1 a 70°C,
na presenca ou auséncia de 10,0% de TXFb, atingia-se 100% de conversdo em 60 minutos de

reacdo. Ou seja, a presenca de 10,0% (p/p) do farmaco em relacdo ao mon6mero nao afetou a
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viabilidade da reacdo. Dessa forma, a reacdo foi reproduzida de maneira idéntica, usando
inicialmente a maior propor¢cdo monémero:iniciador (200:1) na presenca do agente RAFT na
proporcdo RAFT:Mon6mero 100:1 na auséncia de farmaco (RM21). A Figura 63A apresenta a

evolugdo da conversdo nessa reagao.
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Figura 63. (A) Evolucéo da converséo nas reagfes de polimerizagdo em miniemulséo radicalar controlada
RAFT na presenca AIBN como iniciador nas propor¢des mondmero:iniciador 200:1 a 70 °C e 200:1 e 400: 1
a 80 °C. (B) Variacao de massa molar média como funcéo da converséo nas reacdes de polimerizagao em

miniemulséo radicalar controlada RAFT na presenca AIBN como iniciador nas proporc¢des
mond6mero:iniciador de 200:1 e 400: 1 a 80 °C.
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Observou-se que apo6s 7 horas de reacdo, era atingido apenas cerca de 68% de
conversao para reagdo RM21. Por isso, com intuito de promover o aumento da conversédo, foram
realizadas novas reacfes via radical livre em miniemulsdo na presenca de agente RAFT, com
aumento da temperatura reacional para 80 °C. Foram testados nesta condicdo duas proporc¢des
de mondmero:iniciador: 400:1 (RM22) e 200:1 (RM23). Os dados de conversdo como fun¢édo do
tempo e distribuicdo de massa molar média como funcdo da conversdo destas reacbes estao

mostradas na Figura 63A e 63B, respectivamente.

Os dados de conversdo mostraram que as reacbes RM22 e RM23 atingiam 100% de
conversao perto de 4 horas de reacdo. A reacdo RM22 apresentou uma cinética relativamente
mais lenta quando, comparada com a reagcdo RM23, provavelmente devido a menos concentragcado

de iniciador em relagé@o a concentracdo de mondmero presente.

O crescimento da massa molar em relacdo a conversao esta apresentado na Figura
63B e apresenta comportamento linear. Realizando a regresséao linear dos pontos obtidos, chega-
se aos valores de coeficiente de correlagdo de 0,997 para RM22 e 0,994 para RM23, ou seja,
proximos de 1,00, como esperado em polimeriza¢des controladas. Além disso, valores de massa
molar (g/mol) obtidos com a reacéo ficaram préximos dos valores esperados para a conversao
obtida (calculo realizado com auxilio da equacao 1, considerando a massa pesada de mondmero

para a reacao).

Como que a reacdo RM22 utilizou uma menor quantidade de iniciador, atingiu 100%
de conversdo e apresentou relacdo linear entre o crescimento da massa molar e da conversao,
efeito esperado para reacfes radicalares controladas mediadas por agentes RAFT, esta condi¢do
foi escolhida como referéncia para conduzir a sintese de NP carregadas com TXFb (Figuras 64-

69).

As reacgles de polimerizacdo em miniemulsdo de metacrilato de metila via radical livre
controlada do tipo RAFT a 80 °C, com a proporcdo mondmero:iniciador 400:1 foram chamadas de

RM22 na auséncia e de RM24 na presenca del0,0% (p/p) de TXFb em relacdo ao monémero. As
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reacdes de polimerizacdo em miniemulsdo de metacrilato de metila via radical livre convencional
foram realizadas das mesmas condicBes, porém na auséncia de um agente RAFT, foram
chamadas de RM25 na auséncia e de RM26 na presenca del0,0% (p/p) de TXFb em relacdo ao

mondmero.

A partir dos dados obtidos pode-se observar que a presenca de 10,0% (p/p) de TXFb
em relacdo ao mondmero nao afeta significativamente a cinética da reacdo (Figura 64), a
distribuicdo de massas molares (Figuras 65, 66 e 68), o indice de polidisperséo (Figura 67) nem o
tamanho de particula das nanoparticulas (Figura 69) obtidas tanto nas reac¢des de polimerizacao
em miniemulsdo via radical livre convencional quanto nas reagfes de polimerizacdo em
miniemulsdo via radical livre controlada RAFT. Isso pode indicar que o TXF na forma polar é

responsavel pelos efeitos de inibicdo observados na se¢éo anterior.

As distribuicdes de massas molares sédo apresentados na Figura 68 e apresentam
aspecto monomodais. Para as polimerizacdes realizadas na presenca do agente RAFT (Figura
68B) observa-se o deslocamento das curvas para valores de maior massa molar, a medida que
ocorre 0 aumento da conversdo. Este fato € consistente com um processo de polimerizagéo
radicalar controlada. Este fenémeno, no entanto, ndo é observado nas reacdes de polimerizacao
radicalar convencional (Figura 68A), em que pode ser observada a sobreposi¢do das curvas de
distribuicdo de massas molares em diferentes niveis de conversdo: neste tipo de reacdo, as

massas molares formadas no inicio da reacdo sdo altas e tendem a diminuir com a deplecédo do

mondémero.

Pode-se concluir a partir da Figura 65B que o crescimento da massa molar foi linear.
Além disso, valores de massa molar (g/mol) experimentais ficaram muito préximos dos valores
calculados para a conversao obtida (Figura 65B). Além disso, a variacdo dos valores do indice de
polidispersédo ao longo da reacao se apresentaram sempre proximos a 1,1 (67B). Todos esses
resultados confirmam a conducéo eficiente das reacdes de polimerizacdo radicalares na presenca

de TXFb.
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Figura 64. Evolucao da conversdo nasas reacdes de polimerizacéo radicalar convencional (A) e controlada
RAFT (B) presenca (marcador cheio) e auséncia (marcador vazio) de 10,0% (p/p) de tamoxifeno base, em
relacdo ao mondémero e AIBN na propor¢cdo monémero:iniciador 400:1 a 80°C
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Figura 65. Variacdo da massa molar média com o tempo para as reacdes de polimerizacdo radicalar
convencional (A) e controlada RAFT (B) na presenca (marcador cheio) e auséncia (marcador vazio) de
10,0% (p/p) de tamoxifeno base, em relacdo ao monémero e AIBN na propor¢cdo mondémero:iniciador 400:1
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Figura 66. Variagcdo da massa molar médiacom a conversdo para as reagdes de polimerizagao radicalar
convencional (A) e controlada RAFT (B) na presenca (marcador cheio) e auséncia (marcador vazio) de
10,0% (p/p) de tamoxifeno base, em relacdo ao mondmero e AIBN na proporgdo mondmero:iniciador 400:1
a 80°C
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Figura 67. Variagdo do indice de polidispersdo com a conversao para as reagfes de polimerizacao radicalar
convencional (A) e controlada RAFT (B) na presencga (marcador cheio) e auséncia (marcador vazio) de
10,0% (p/p) de tamoxifeno base, em relacdo ao mondmero e AIBN na propor¢cdo mondmero:iniciador 400:1

a 80°C
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Figura 68. Distribuicdo de massas molares nas reagdes de polimerizacao radicalar convencional (A) e
controlada RAFT (B) na presenca (linha cheia) e auséncia (linha vazia) de 10,0% (p/p) de tamoxifeno base,
em relagdo ao mondmero e AIBN na propor¢do mondmero:iniciador 400:1 a 80°C
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Figura 69. Variagdo dos tamanhos de particula médios com a converséo para reagdes de polimerizacao
radicalar convencional e controlada RAFT na presenca (marcador cheio) e auséncia (marcador vazio) de
10,0% (p/p) de tamoxifeno base, em relacdo ao mondmero e AIBN na propor¢do mondmero:iniciador 400:1
a 80°C
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Por fim, as distribuicbes finais de tamanho de particula representativa séo
apresentadas na Figura 70. Observando os resultados, pode-se inferir que a reacdo de
polimerizacdo radicalar convencional gerou particulas em torno de 80 nm, a0 mesmo tempo em
gue a reacdo de polimerizacéo radicalar controlada gerou particulas em torno de 120 nm. Ambas
as técnicas de polimerizacdo apresentaram indices de polidispersdo baixos e distribuicdo
unimodal, 0 que mostra que a técnica de homogeneizacdo empregada foi satisfatoria e que a faixa
de distribuicdo de tamanho de particula é estreita, o que pode proporcionar uma liberacdo mais
uniforme no caso da utilizacdo das NP como sistemas de liberacdo de farmacos (HUSSAIN et al.,
2001). Esse resultado mais uma vez € muito similar aos observados anteriormente, o que sugere
novamente que o0 agente RAFT afeta a atividade da interface, o que precisa ser melhor

caracterizado.
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Figura 70. Curva de distribuicdo do tamanho de particula para as reag6es de polimerizacao radicalar
convencional (A) e controlada RAFT (B) na presenca (A2 e B2) e auséncia (Al e B1) de 10,0% (p/p) de
tamoxifeno base, em relacdo ao mondmero e AIBN na propor¢do mondmero:iniciador 400:1 a 80°C
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A ténica de microscopia eletronica de varredura (MEV) é uma das técnicas de escolha
empregadas para obtencdo de informacdes relativas a forma, e ao tamanho de NP e

microparticulas. (MOSQUEIRA et al., 2000; SCHAFFAZICK et al., 2003).

Figura 71. Micrografias das NP contendo 10,0% (p/p) de tamoxifeno base e produzidas por reacdes de
polimerizacdo em miniemulsao via radical livre convencional (A) e reacdes de polimerizagdo em
miniemulséo via radical livre controlada RAFT (B).

A Figura 71 apresenta a micrografias das NP contendo 10,0% (p/p) de TXFb
produzidas por reacdes de polimerizacdo em miniemulséo via radical livre convencional (A) e

reagfes de polimerizacdo em miniemulsdo via radical livre controlada RAFT (B). A Figura 71
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mostra que as NP obtidas possuem forma esferoidal e os tamanhos das particulas observados por

microscopia estao de acordo com os medidos pela técnica de DLS.

A interacdo farmaco-polimero foi avaliada por DSC. As curvas estdo apresentadas na

Figura 72.

Curva Exotermica
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Figura 72. Termogramas de DSC referentes a tamoxifeno base livre, NP de PMMA produzidas com RAFT
(reacdo RM22), NP de PMMA produzidas com RAFT na presenca de TXFb (reacdo RM24), NP de PMMA
(reacdo RM25) e NP de PMMA na presenca de TXFb (reacdo RM26)

O termograma da Figura 72 mostra que TXFb livre apresenta um pico endotérmico em
97,61 °C, indicando sua natureza cristalina. Esse pico ndo é observado em qualquer outro
termograma apresentado. Isso mostra que o farmaco existe como uma solucéo diluida na matriz
polimérica, ou seja, o farmaco esta incorporado na matriz polimérica e nao disperso na forma de

cristais de TXFb.

A quantidade de farmaco nas NP foi medida por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, medindo-se a quantidade de farmaco incluso pela solubilizacdo das NP secas (método
direto). Os resultados sdo apresentados na Tabela 12 e estdo expressos em quantidade
percentual de farmaco incluso em relacdo a quantidade total de farmaco adicionado na reacao.

Pode-se observar que a quantidade de farmaco inclusa pode ser considerada bastante alta para
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ambas as técnicas de polimerizacdo empregadas (> que 85%). Vé-se, portanto, que o uso da
forma livre de base garante o encapsulamento eficiente do TXF, como esperado, se forem

considerados os dados de solubilidade.

Tabela 12. Eficiéncia de encapsulamento (%) de tamoxifeno base nas NP

Amostras (n = 6) CLAE
RM24 85,26 + 2,06
RM26 90,98 + 1,77

Por fim, a Figura 73 mostra o latex obtido a partir das reacdes de polimerizacdo em
miniemulsdo de metacrilato de metila via radical livre controlada RAFT a 80 °C com a proporcao
monémero:iniciador 400:1 RM22 na auséncia e RM24 na presenga de 10,0% (p/p) de TXFb em
relagdo ao mondémero. As reacdes de polimerizacdo em miniemulsdo de metacrilato de metila via
radical livre convencional foram realizadas das mesmas condic8es, porém na auséncia de um
agente RAFT, RM25 na auséncia e RM26 na presenca del0,0% (p/p) de TXFb em relagéo ao
mondmero. Todas as miniemulsGes obtidas se apresentaram estaveis, sem apresentacdo de

aglomerados ou separacao de fases. Isso mostra boa estabilidade para fins de armazenamento.

Figura 73. Latex obtido a partir das reac¢des de polimerizagdo RM26, RM25, RM24, RM22
respectivamente apds 14 dias de armazenamento na temperatura ambiente.
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A coloracdo rosa para as reacdes de polimerizacdo controladas se deve a coloracao

grenar do agente RAFT, presente nessas reagdes.’

5.3. ESTUDOS DE LIBERACAO IN VITRO

Com base nesses resultados deu-se inicio ao estudo de cinética de liberacdo do
farmaco a partir das NP de polimero. Para isso, foi avaliada a solubilidade do TXFb na solucéo
receptora (SR) a ser utilizada. Foi determinada entéo a solubilidade do farmaco em tampao fosfato
de sédio 0,1 M pH 7,4 na presenca de diferentes concentracdes de LSS com o objetivo de
verificar se essas solucdes obedeciam a condicdo sink, ou seja, ndo se aproximariam da

saturacao para essa massa de farmaco.

Tabela 13. Avaliacdo da solubilidade de tamoxifeno base em diferentes concentracdes de lauril sulfato de
sédio 0,1M pH 7,4 para escolha da solucéo receptora

Solugdo Receptora (SR) LSS (% p/v) mg/mL mg/20 mL
0,0 0,0008 0,016
1,0 0,0217 0,42
Tampéo fosfato 0,1M 2,0 0,0541 1,08
pH 7.4 3,0 0,0826 1,64
4,0 1,0862 21,72
5,0 5,5589 111,16

De acordo com a Tabela 13 e com base na condicéo sink, considerando a maior dose
recomendada (20 mg) e o volume de SR a ser utilizado nos ensaios (100 mL), escolheu-se a
solucdo tampao com lauril sulfato de sddio a 4,0%. Dessa forma realizaram-se 0s ensaios de
liberacgao in vitro (N = 6) de TXF para as NP contendo 10,0% p/v de TXF sintetizadas a partir de
reacdo de polimerizacdo em miniemulsdo de metacrilato de metila via radical livre controlada

RAFT (RM24). Os resultados obtidos apds12 horas de experimento estd mostrado na Figura 74.
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Figura 74. Perfil de liberagdo in vitro (N = 6) de tamoxifeno para as NP contendo 10,0% p/v de tamoxifeno
sintetizadas a partir de reacdo de polimerizacdo em miniemulsédo de metacrilato de metila via radical livre
controlada RAFT (RM24).

Observa-se que a liberacdo do farmaco a partir das NP € lenta e que 0 maximo de
liberacdo é atingido com cerca de 6 horas de experimento. De acordo com o perfil de liberacao
obtido foram avaliados os coeficientes de correlagdo das quantidades dissolvidas de farmaco em

funcao do tempo de acordo com os modelos cinéticos da Tabela 14.

Tabela 14. Modelos cinéticos de dissolucéo e coeficientes de correlacdo

Ordem/Modelo Equagéo* correlacéo
Zero Ordem Q: = Qo — Kot 0,9771
Primeira Ordem InQ; = InQ, — K;t 0,9343
Higuchi Q= Qo — Kyt'/? 0,9964

Q: é a quantidade de farmaco liberado no tempo t; Qo quantidade inicial de farmaco em solucao; Ko, K1, Ku,
séo as constantes de liberagdo de zero ordem, de primeira ordem e de Higuchi, respectivamente; t € o tempo.

A partir dos resultados obtidos pode-se observar que a cinética de liberacdo obedece
mais proximamente a cinética de pseudo-primeira ordem, ou Higuchi, modelo que descreve a
liberacdo do farmaco como um processo de difusao baseado na lei de Fick. Este modelo pode ser

usado para descrever a dissolucdo de farmacos a partir de diversas formas farmacéuticas de
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liberacdo modificada (COSTA & LOBO, 2001). Isso indica que a matriz polimérica controla o
processo de liberacéo do farmaco e que o tamanho de nanoparticula pode modular o processo de

liberacéao.

5.4. REACAO DE BIOCONJUGAGCAO COM ALBUMINA

Sistemas de liberacdo de farmacos baseados em NP sdo extensivamente estudados
como estratégia farmacéutica. Em geral, esses sistemas protegem o farmaco da degradacéo,
promovem maior absor¢do devido a facilidade de difusdo através do epitélio e modificam a
farmacocinética e o perfil de distribuicdo do farmaco nos tecidos, melhorando a penetracédo e

distribuicéo intracelular (BREUNIG & BAUER, 2008)

NP baseadas em proteinas sdo particularmente interessantes no caso do uso desse
sistema no tratamento antitumoral. A maior captacdo das NP tratadas com albumina em tumores
sélidos é mediada pela fisiopatologia do tecido tumoral, caracterizado pela angiogénese,
hipervascularizagdo, arquitetura vascular defeituosa e drenagem linfatica deficiente. A captagéo
também é afetada pela transcitose iniciada pela ligacdo da albumina nativa & superficie das
células ao receptor (albondina) de gliproteina (gp60), assim como a SPARC (gliproteina da matriz
extracelular super expressa em uma grande variedade de tumores). A albumina se liga ao
receptor gp60, resultando na ligacdo desta gliproteina a uma proteina intracelular (caveolina-1) e
subsequente invaginacdo da membrana celular, para formar as vesiculas de transcitose

(HAWKINS et al., 2008)
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Figura 75. Captacéo de constituintes intravasculares e transcitose através do endotélio vascular pelo
receptor de albumina: A) Receptor de albumina (gp60) se liga a albumina, resultando na ligacao e indugao
da caveolina-1; (B) caveolina-1 induz a internalizacdo, aprisionando-a e ligando a proteina a constituintes do
plasma; (C) transcitose (HAWKINS et al., 2008).

Por esses motivos, NP de albumina representam uma estratégia promissora para
liberacdo alvo de farmacos em células tumorais devido ao aumento da biodisponibilidade e
distribuicdo do farmaco, diminuindo sua toxicidade e reduzindo a resposta do corpo humano a

resisténcia aos farmacos.

5.4.1. REACAO DE BIOCONJUGACAO COM POLIMERO SECO

Uma das técnicas de polimerizacdo normalmente usadas para preparar polimeros,
com consequente imobilizacdo de moléculas bioldgicas, é a polimerizacao controlada pela técnica
RAFT, em que o agente de transferéncia de cadeia (CTA) desta reagdo contém um grupo
tiocarboniltio, o qual pode ser faciimente convertido num tiol. A quimica deste grupamento
resultante € muito usada para modificacdo em moléculas biologicas ja que participa de muitas

transformacdes quimicas eficientes (BOYER et al., 2007, LI et a;., 2010).

O método escolhido para a conjugagéo da albumina com o polimero formado foi o de
p6s modificagéo, ou seja, apds a formacgdo do polimero, o grupo tiocarboniltio do CTA foi reduzido
com auxilio de NaBH,, expondo o grupamento tiol. A técnica usada foi baseada e adaptada do

experimento de Zelinkin e colaboradores (2007).
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Apébs o procedimento para reagdo descrito na se¢édo 4.3.5.1, procedeu-se a avaliagéo
da eficacia desta conjugacdo pelo método de Bradford (secdo 4.3.5.4.1), método indireto que
mede a quantidade de proteina ndo conjugada. Foram avaliados os polimeros secos provenientes
dos seguintes métodos de secagem: liofilizacdo, estufa (obtido a partir dos polimeros secos
utilizados para avaliacdo da conversdo por gravimetria) e capela (latex seco por evaporacéo

natural do solvente em capela)

No polimero seco avaliou-se que praticamente toda a proteina adicionada nédo estava
conjugada (Tabela 15). Os resultados obtidos revelaram que praticamente 100% da proteina
adicionada era recuperada no ensaio de Bradford, tanto para os polimeros secos na presenca e
na auséncia do farmaco quanto no branco. Ou seja, a diferenca média de quase 1 mg em relagao
a quantidade de proteina adicionada pode ser atribuida ao erro do método ou a perda de material

durante as lavagens.

Tabela 15. Quantidade de albumina conjugada com o polimero seco obtido a partir das reagcbes RM22 e
RM24 medida por ensaio de Bradford

Albumina ndo conjugada (%)

Polimero Seco

Liofilizac&o Capela Bancada
RM22 96,16 + 1,26 94,21 + 0,75 93,21 + 0,13
RM24 96,85 + 0,89 93,64 + 0,33 91,34+ 0,25
Branco 98,23 £ 0,31 96,76 + 0,19 94,76 + 0,51

Por isso, investigou-se a morfologia dessas particulas secas para avaliar a possivel
dificuldade de acessibilidade da proteina aos grupamentos tiols disponibilizados através da
reducdo do grupo do CTA com NaBH,. Essas avaliagdes foram realizadas por MEV e estéo

apresentadas nas Figuras 76 a 78.
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Figura 77. Micrografias das NP obtidas a partir da reacdo RM24 secas em capela de recirculagao
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Figura 78. Micrografias das NP obtidas a partir da reacdo RM24 secas em bancada

A partir das imagens obtidas percebeu-se que a liofilizagdo deformava as NP e
transformava-as em laminas. Ao mesmo tempo, a secagem na capela e na bancada mantinha a
forma esférica das particulas; porém, existia ainda muita aglomeracdo das particulas. Portanto,
pode-se atribuir a baixa taxa de conjugacao a aglomeracao ou deformacédo das particulas , o que
pode dificultar a acessibilidade do residuo tiol da nanoparticula ao residuo de cisteina livre da
proteina. Por isso, a técnica foi repetida no polimero em latex diluido. Como discutido no capitulo

2, a secagem de emuls6es constitui a fornteira do conhecimento na area.

5.4.2. REACAO DE BIOCONJUGACAO COM POLIMERO EM LATEX

Apbs o procedimento para reagdo descrito na secdo 4.3.5.2 se procedeu a avaliagdo
da eficacia desta conjugacdo pelo método de Bradford (secdo 4.3.5.4.1) método indireto que

mede a quantidade de proteina ndo conjugada.
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Tabela 16. Quantidade de albumina conjugada com o polimero em latex obtido a partir das reacdes RM22 e
RM24 medida por ensaio de Bradford

Polimero em Latex Albumina ndo conjugada (%)
RM22 81,76 + 1,36
RM24 74,19 + 2,55
Branco 96,41 + 0,97

Observou-se que, com o latex diluido, a quantidade de albumina conjugada era
ligeiramente maior em relag@o ao uso do polimero seco. De 15 a 20% da quantidade de albumina
adicionada foi conjugada com o polimero em latex. Isso pode ser confirmado quando se
comparam os resultados obtidos com o polimero em latex e com o branco (rea¢édo na auséncia de

polimero).

5.4.3. REACAO DE BIOCONJUGACAO COM POLIMERO EM LATEX NA PRESENCA DE

MALEIMIDA PEG-NHS MW 5000

Residuos livres de cisteina sdo raros em proteinas nativas e podem ser facilmente
introduzidos via engenharia de proteina. Reacdes com maleimida sdo eficientes e levam a
conjugacéo quimio-seletiva de proteinas em solucbes de pH menor ou igual a 7 (BAYS et al.,

2009)

Bays e colaboradores (2009) exploraram a reacdo RAFT de polietilenoglicol metil éter
acrilato poli(PEGA) na presenca de um CTA pré-funcionalizado com maleimida, que permitia fazer
conjugados irreversiveis. Heredia e colaboradores (2005) também ja sintetizaram um macroCTA
conjugado com proteina através da reacdo de funcionalizacdo do grupo tiocarboniltio do CTA com
maleimida e a sulfidrila livre do residuo 34 de cisteina da albumina bovina (BSA). Neste ultimo
caso relatou-se que a reacao ocorria prontamente e era especifica para grupamentos tiols em pH

especifico (HEREDIA et al., 2005, BAYS et al., 2009).
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Figura 79. Estrutura cristalografica da albumina de soro bovino (PDB ID 3V03). A) visdo em cartoon
destacando em amarelo o residuo de Cys34. B) detalhe da Cys34. Figuras geradas com PyMOL
(www.pymol.com).

Usando a estrutura cristalografica de albumina de soro bovino (PDB ID 3V03 e 4F5S)
e o programa ArealMol dentro da suite de programas CCP4, pudemos calcular em
aproximadamente 10% a é&rea de superficie acessivel a solvente do residuo Cys34. Isso
demonstra a baixa acessibilidade, e portanto a raz&do para o0 insucesso na conjugacao direta de
albumina com as Np MMA, gue nos levaram a lancar mao do acoplamento via um linker solavel
flexivel de PEG bifuncional, o qual permitiu o acoplamento satisfatoriamente (COLLABORATIVE

COMPUTATIONAL PROJECT, NUMBER 4, 1994).
0O
| N—PEG—NHS

O

Figura 80. Estrutura molecular da maleimida PEG NHS MW 5000


http://www.pymol.com/
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Dessa forma, com base na literatura e considerando os resultados anteriores e ainda
gue o residuo 34 de cisteina livre se apresenta estericamente impedido na molécula da albumina
(Figura 79), decidiu-se utilizar a maleimida PEG-NHS MW 5000 nas reac¢fes de bioconjugacéo

das nanoparticulas obtidas com a albumina.

Realizou-se a reacdo de bioconjugacdo das nanoparticulas obtidas na presenca de
maleimida PEG NHS 5000 conforme descrito na secao 4.3.5.3. As medidas de quantidade de
albumina nao conjugada foram obtidas 1 hora e 24 horas apés a adi¢cdo da albumina. As amostras
foram medidas ap0s 24 horas e foram armazenadas em estufa a 37 °C mantidas sob agitacao. Os

resultados obtidos se apresentam na Tabela 17.

Tabela 17. Quantidade de albumina conjugada com o polimero em latex na presenca de maleimida PEQ
NHS 5000 obtida a partir das reacdes RM22 e RM24 medida por ensaio de Bradford

Albumina ndo conjugada (%)

Polimero em Latex

1 hora de reacgéo 24 horas de reacao
RM22 23,22+1,74 3,25+0,88
RM24 19,78 £ 1,11 1,19+ 0,46
Branco 95,09 £ 0,76 94,18 + 1,09

Pode-se observar que, assim como observado por Heredia e colaboradores (2005), a
reacao na presenca de maleimida ocorre prontamente. Apos 24 horas, quase 100% da albumina
adicionada era conjugada com a nanoparticula. Neste procedimento a maleimida era inicialmente
adicionada a solucéo contendo o grupo tiocarboniltio reduzido. Portanto, garantia-se que todo tiol
exposto fosse conjugado com o tiol livre da maleimida adicionada. Posteriormente era adicionada
a albumina e a reacdo entre a proteina e a nanoparticula se dava através dos residuos de acido
carboxilico da maleimida e os residuos de grupamentos amino da proteina, muito mais

abundantes e disponiveis para reagéo.

Para confirmar a bioconjugagcdo da albumina com as NP, foi realizada a

imunomarcacéo, seguida de localizacdo por microscopia eletrénica de transmisséo das particulas.
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As particulas foram previamente tratadas com paraformoldeido para estabiliza-las, seguido de
tratamento com anticorpo IgG primario (produzido em coelho) anti-albumina e posteriormente

reagido com anticorpo secundéario marcado com NP de ouro coloidal de 10 nm de diametro médio,

segundo o procedimento descrito na secéo 4.2.5.4.2.

Figura 81. Micrografia de transmissédo de NP provenientes da reacdo RM22 conjugadas com albumina na
presenca de maleimida PEG NHS 5000 apos reacao com anticorpo anti-albumina e anticorpo anti-anticorpo
anti-albumina segundo o procedimento descrito secdo 4.2.5.4.2.

A Figura 81 demonstra visualmente a eficiéncia da bioconjugacdo enquanto a Figura
82 mostra o controle. Os pontos pretos simbolizam os anticorpos anti-anticorpo anti-albumina
marcados com ouro, sendo que os pontos ndo sao observados na amostras controle. Observa-se

gue esses anticorpos se ligam aos anticorpos anti-alboumina na superficie de todas as
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nanoparticulas. Nao se observa a marcacéo que nao nas NP de PMMA, indicando ndo somente a
especificidade com albumina, mas também sugerindo que esta de fato esteja ligada as NP de

PMMA pelo método de conjugacdo empregado.

Figura 82. Micrografia de transmissdo de NP provenientes da reacdo RM22 ndo conjugadas com albumina
na auséncia de maleimida PEG NHS 5000 apds reagdo com anticorpo anti-albumina e anticorpo anti-
anticorpo anti-albumina segundo o procedimento descrito na se¢éo 4.2.5.4.2.

5.5. ENSAIOS IN VITRO DE CAPTACAO CELULAR

Para avaliar a capacidade de captacdo celular das NP produzidas pelas reacdes
RM22 e RM24 conjugadas com albumina humana e bovina por meio de incubacéo por 1 e 24
horas foi realizado ensaio de captacdo celular utilizando células THP-1. As particulas foram
previamente marcadas com paraformaldeido para estabiliza-las e, posteriormente, com
fluoresceina para realizar a marcac¢édo da proteina conjugada, segundo procedimento descrito na

secao 4.3.6.
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As Figuras 83 e 84 mostram visualmente a eficiéncia da captacdo celular das NP na
auséncia e na presenca de TXF (produto final das reagcbes RM22 e RM24, respectivamente)
conjugadas quimicamente com albumina humana e bovina por macréfagos THP-1. A Figura 84
apresenta as micrografias de um campo contendo as NP conjugadas com albumina bovina e
humana internalizadas por macréfagos. A coloracdo verde fluorescente representa a proteina
(albumina) marcada, conjugada com a nanoparticula; sendo a coloracdo azul a célula
macrofagocitica THP-1. Pode-se observar que, aparentemente as amostras contendo TXF foram
internalizadas em maior quantidade que aquelas que ndo continham o farmaco. A Figura 83
mostra esses resultados de maneira mais clara revelando matematicamente através de um grafico
de barras as quantidades de NP internalizadas por célula, calculadas com auxilio do software
MetaXpress. Para quase todos os casos demonstrou-se diferenca estatistica significativa (p <
0,001) entre a quantidade captada de NP carregadas e n&o carregadas com TXF. Apenas as NP
conjugadas quimicamente com albumina bovina por meio de incubacdo por 24h néo
apresentaram diferenca estatistica significativa (p > 0,05) para a quantidade de NP captadas
guando comparada a auséncia e presenca de TXF. N&o foi observada diferenca estatisticamente
significativa para a quantidade captada de NP carregadas ou ndao com TXF conjugadas com

albumina bovina ou humana quando comparado o tempo de incubacéo de 1 ou 24h (p > 0,05).

500-
m B 24h Alb H- TXFb
E
3 4004 .. - T m 24h Alb H+ TXFb
; = 3 24h Alb B- TXFb
2 300- 3 24h Alb B+TXFb
Z -
® 200, o =3 1h Alb H- TXFb
° £33 1h Alb H+ TXFb
o - 3 1h Alb B- TXFb
£ 1004
2 3 1h Alb B+ TXFb

0-

Figura 83. Quantidade de NP carregadas ou nao com tamoxifeno (produto das reac6es RM24 e RM22,
respectivamente) conjugadas com albumina bovina ou albumina humana por 1 e 24 horas, internalizadas
por células THP-1 (calculo realizado pelo software MetaXpress)
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1h AIbB s/TXF - 24h AlbB §/TXF

1h AlbB ¢/TXF

1h AlbH s/TXF

1h AlbH ¢/TXF 24h AlbH ¢/TXF

Figura 84. Micrografia de células THP-1 apds o ensaio de internalizacdo de NP carregadas ou nao
com TXF (produto das reacBes RM24 e RM22, respectivamente) conjugadas com albumina bovina
ou albumina humana por 1 e 24 horas.
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Diante desses resultados pode-se observar que as células THP-1 sdo capazes de
internalizar NP conjugadas quimicamente com albumina humana ou bovina de forma eficiente.
Contudo, de maneira geral, foi observada maior eficiéncia de captacao celular das NP carregadas

com TXF. Este dado constitui um gquestionamento que necessita ser elucidado pelo nosso grupo.
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6.1. CONCLUSOES

Diante dos resultados expostos e discutidos podem-se apresentar as conclusdes

descritas nos préximos paragrafos.

Foi comprovada a obtencdo do controle e a manutencdo do carater vivo da reacao
polimerizacdo radicalar controlada na presenca de um agente RAFT, por meio da observacdo da
variacdo do indice de polidispersdo e da evolucdo das massas molares tanto para as reacdes

conduzidas em miniemulsao;

O TXFc é solavel em MMA no limite de, cerca de, 67 mg/mL a 90 °C, temperatura

reacional;

A presenca de cerca de 0,6% p/p em relagdo ao monémero do farmaco no meio
reacional ndo parece afetar a distribuicdo de massas molares, tamanhos de particula, converséo e
o indice de polidispersao, tanto para as reac¢des de polimerizacao radicalar convencional quanto

para a reacao radicalar controlada na presenca do agente RAFT utilizando PBO como iniciador.

Foi observada uma baixa incorporagcédo do TXFc nas NP, ao redor de 15% O TXFc ndo
permanece incluso nas NP obtidas por polimerizacdo radicalar convencional e polimerizacdo
radicalar controlada RAFT devido a baixa solubilidade do farmaco no mondmero, quando

comparada com a solubilidade do farmaco na fase continua (dgua) nas condi¢des de reacao.

A reacdo de liberacédo do sal de citrato do TXF e sua transformacdo em base livre
(TXFb) é possivel de ser realizada com alto rendimento e manutencao da pureza e caracteristicas

fisico-quimicas do farmaco.

O TXFb apresenta maior solubilidade em MMA quando comparado com a fase
continua (dgua) em todas as faixas de temperatura analisadas, especialmente em temperaturas

altas (reacionais), na faixa de 70 a 90 °C.
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As reacdes realizadas com 2,5%, 5,0% e 20,0% (p/p) de TXFb em relacdo ao
mondmero foram mais lentas e ndo evoluiram satisfatoriamente, resultando em separacédo de
fases nas primeiras horas de reacdo e nao demonstrando conversao do mondémero em polimero.
Isto pode ser explicado pela possivel acdo antioxidante do TXFb, a que pode reagir com 0s

radicais formados pela degradacé&o do iniciador PBO.

A utilizacdo de AIBN como iniciador na proporcdo mondmero: iniciador [400:1] nas
reacdes de polimerizacdo radicalar convencional e polimerizac&o radicalar controlada RAFT na
presenca de 10,0% (p/p) de TXFb em relacdo ao mondmero ndo parece afetar significativamente
a cinética da reacao, a distribuicdo de massas molares, o indice de polidispersdo nem o tamanho

de particula das nanoparticulas obtidas.

Foi observada alta incorporacdo do TXFb nas NP obtidas a partir das reacdes de
polimerizac&o radicalar convencional e polimerizagéo radicalar controlada RAFT na presenca de

10,0% (p/p) de TXFb em relacdo ao monémero e AIBN como iniciador, proxima de 90%.

As miniemulsdes obtidas a partir das reacdes de polimerizacdo radicalar convencional
e polimerizag&o radicalar controlada RAFT na presenc¢a de 10,0% (p/p) de TXFb em relagédo ao
monémero e AIBN como iniciador se apresentaram estaveis, sem apresentacdo de aglomerados

ou separacao de fases.

A liberacdo do TXFb a partir das NP é lenta (cerca de 6 horas) em relacdo a
dissolucdo de comprimidos de liberacdo imediata e o0 maximo de liberacdo é atingido com cerca
de 6 horas de experimento. A cinética de liberacdo obedece a cinética de pseudo primeira ordem,
ou Higuchi, modelo que descreve a liberacdo do farmaco como um processo de difusdo baseado
na lei de Fick. Este modelo pode ser usado para descrever a dissolu¢cao de farmacos a partir de
diversas formas farmacéuticas de liberacado modificada e sugere o controle da matriz polimérica

sobre o processo.
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As reacdes de bioconjugacdo dos polimeros obtidos por polimerizacdo radicalar
controlada RAFT com as patrticulas secas ou em latex ndo foram conduzidas de forma apropriada
provavelmente por conta de um conjunto de fatores: deformacdo das NP pela técnica de
liofilizacdo, que as transformava em laminas, aglomeracdo das NP pela técnica de secagem em
estufa e bancada. Além disso, a apresentacdo estrutural da albumina mostra uma limitacao
estérica de acessibilidade ao unico residuo de cisteina ndo-oxidado, residuo livre (34), passivel de

ser conjugado com 0s grupos tiols livres da molécula do CTA.

Observou-se por meio da estrutura cristalografica de BSA e do programa ArealMol
dentro da suite de programas CCP4, que aproximadamente 10% a area de superficie acessivel a
solvente do residuo Cys34, demonstrando a baixa acessibilidade, e portanto justificando o
insucesso na conjugacdo direta de albumina com as NP, que nos levaram a lancar mdo do
acoplamento via um linker soluvel flexivel de PEG bifuncional, o qual permitiu o acoplamento

satisfatoriamente.

As reacbes de bioconjugacdo dos polimeros obtidos por polimerizacdo radicalar
controlada RAFT resultaram em 100% de conjugacdo das NP com a proteina na presenca de
maleimida PEG NHS MW 5000. Neste procedimento, a maleimida era inicialmente adicionada a
solucéo contendo o grupo tiocarboniltio reduzido. Portanto, garantia-se que todo tiol exposto fosse
conjugado com o tiol livre da maleimida adicionada. Posteriormente, era adicionada a albumina e
a reacdo entre a proteina e a NP se dava através dos residuos de acido carboxilico da maleimida
e os residuos de grupamentos amino da proteina, muito mais abundantes e disponiveis para

reacao.

Os ensaios de captacédo celular revelaram que, de modo geral, as células THP-1 sdo
capazes de internalizar NP conjugadas quimicamente com albumina humana ou bovina de forma
eficiente. Contudo, foi observada maior eficiéncia de captacdo celular das NP carregadas com

TXF. Este dado constitui um desafio que necessita ser elucidado pelo nosso grupo.
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6.2. SUGESTOES

Com base nos resultados sugere-se a realizacdo de estudos para avaliar a maior
capacidade de internalizacdo celular em células THP-1 de NP conjugadas quimicamente com

albumina e carregadas com TXF em relacao aquelas ndo carregadas com o farmaco.

Além disso, sugere-se a realizacdo também de estudos in vitro e ex vivo para
avaliacdo da captacdo celular em linhagem de células tumorais mamarias: (i) com NP finais
carregadas com tamoxifeno e conjugadas com albumina, (ii) com NP na auséncia da albumina e
(iii) com NP na auséncia do farmaco e da albumina. Estes estudos permitirdo avaliar os beneficios
da inclusdo do farmaco na NP e de sua vetorizagdo no combate as células tumorais, comparando
os resultados com aqueles obtidos com a formulagdo usual de comprimidos distribuida no

mercando nacional.

Sugere-se ainda a realizacdo de estudo de farmacocinética in vivo para avaliar a
liberacéo, distribuicdo e eliminacdo das (i) NP finais carregadas com tamoxifeno e conjugadas

com albumina, (ii) NP na auséncia da albumina e (iii) NP na auséncia do farmaco e da albumina.

Por fim, apdés todos os ajustes, sugere-se o trabalho de avaliacdo de um método
adequado para secagem das NP, que ndo afete a morfologia e as propriedades finais do material
obtido, e também o aumento de escala (scale up) para producdo das NP em escala industrial e

semi-industrial.
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