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Os materiais poliméricos encontram muitos usos na area biomédica,
destacando-se por suas caracteristicas de biocompatibilidade e versatilidade.
Particularmente, o uso de particulas poliméricas que podem ser reconhecidas por
receptores de células pode garantir o sucesso de técnicas de liberagdo controlada e in
situ de farmacos. O objetivo principal desta tese foi 0 desenvolvimento de nanoparticulas
poliméricas, via polimerizacdo radicalar RAFT, funcionalizadas com biomoléculas
modelo e 0 encapsulamento do farmaco paclitaxel. A bioconjugacgéo das particulas foi
conduzida por meio da imobilizacdo de trés diferentes biomoléculas, usando como
técnica a reducdo do grupo tiocarbonila terminal do agente RAFT e a reacdo com o
ligante maleimida-PEG-NHS. A técnica de polimerizagdo em miniemulsdo utilizada
permitiu a producéo de particulas nanométricas a partir dos mondémeros metacrilato de
metila e 4cido acrilico via polimerizagdo radicalar convencional e RAFT, com tamanhos
médio entre 60 e 130 nm. Além disso, comprovou-se o encapsulamento do farmaco
paclitaxel com eficiéncia maior que 90 %. A metodologia de imobilizacdo por reacao
guimica, com maleimida-PEG-NHS, foi capaz de promover a bioconjugacdo das
biomoléculas as nanoparticulas para posterior ensaio in vitro de captagéo celular, em
que foram observadas maiores captacfes das nanoparticulas conjugadas a

biomoléculas com maiores massas molares.
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Polymer materials find many potential uses in the biomedical field, due to the
characteristic biocompatibility and versatility. Particularly, polymer particles can be used
in applications that require recognition by receptors on cells, ensuring the success of
drug target delivery strategies. The main objective of the present work was the
development of polymer nanoparticles, by RAFT radical polymerization, functionalized
with model biomolecules and loaded with paclitaxel. The functionalization of the particles
was performed in the present work through immobilization of three different
biomolecules, by reducing the thiocarbonyl terminal group of the RAFT agent and using
maleimide-PEG-NHS as a linker. Miniemulsion polymerizations allowed the production
of nanopatrticles with the monomers methyl methacrylate and acrylic acid through RAFT
and conventional radical polymerizations, with average sizes ranging from 60 to 30 nm.
Furthermore, paclitaxel encapsulation with efficiency greater than 90 % has been
achieved. The immobilization methodology by chemical reaction, using the PEG-NHS-
maleimide route, was able to promote bioconjugation of biomolecules to nanoparticles
for further in vitro cell uptake assays, when higher uptakes of nanoparticles conjugated

to biomolecules with higher molar masses were observed.
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CAPITULO |

INTRODUCAO

1.1 MOTIVACAO

A aplicacdo de farmacos em altas dosagens é frequentemente necesséria,
levando a indesejados efeitos secundérios e a elevado nimero de administracdes. Nos
altimos anos a procura por novos sistemas de liberagdo de farmacos tem sido muito
intensa, no sentido de estabelecer alternativas terapéuticas mais eficientes. Nesse
contexto, o desenvolvimento de materiais poliméricos contribuiu de forma significativa
para o progresso de diversas tecnologias nesta area. Sistemas de liberagédo controlada
permitem a absorcao e liberacédo da substancia ativa de maneira controlada, evitando a
aplicacdo de elevado numero de doses em concentragdes criticas, além de permitir o
direcionamento do farmaco a sitios especificos, quando bioconjugados a marcadores
biol6gicos (KIM et al., 2009; TIAN et al., 2012; PARK, 2014; NICOLAS et al., 2007).

Faz cerca de vinte anos que uma nova ferramenta para a sintese de polimeros
com arquiteturas moleculares controladas vem sendo desenvolvida: a polimerizacdo
radicalar viva ou controlada (CLRP). Por meio desta técnica de polimerizacao,
monémeros funcionais podem ser incorporados a cadeia, produzindo polimeros com
diferentes arquiteturas moleculares, como nas polimeriza¢des idnicas vivas. Devido a
elevada robustez e flexibilidade desta técnica, bem como a compatibilidade com
diferentes grupos funcionais e condi¢des de operacao, as CLRPs vém se transformando
rapidamente em tecnologia madura, constituindo uma ferramenta valiosa para a
producao de bioconjugados polimero-proteina/peptideo (KLOK, 2005; NICOLAS et al.,
2007). A variante da CLRP considerada mais robusta € a polimerizagdo RAFT
(transferéncia reversivel por adicao e fragmentagéo), que se baseia em uma reacgéo de
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polimerizacéo radicalar conduzida na presenca de agentes de transferéncia de cadeia
(CTA ou agente RAFT) que fazem com que as cadeias poliméricas crescam de forma
lenta e uniforme. Além disso, a polimerizacdo RAFT permite posterior conjugacao da
cadeia polimérica a moléculas sintéticas ou biolégicas (MOAD et al., 2005).

A conjugacao da particula polimérica com uma molécula biologica € a chave para
a vetorizacdo de farmacos inclusos em nanoparticulas polimerizadas via RAFT. Uma
das patologias em que a aplicacdo destes nanotransportadores bioconjugados se
mostrou muito promissora € o cancer. Esta doenca se caracteriza pela proliferagéo de
células, vascularizacdo descontrolada dos tecidos e pela capacidade de invasao celular
(metéstase), estando associada a elevada taxa de mortalidade (ALMEIDA et al., 2005).
Dentre as mais diversas alternativas de quimioterapia para o tratamento do cancer, o
Paclitaxel, conhecido comercialmente como Taxol®, é utilizado como terapia
antineoplasica para varios tipos de tumores s6lidos, incluindo o cAncer de mama, ovario,
pulméo, cabeca, pesco¢co e leucemias agudas (SPENCER & FAULDS, 1994). No
entanto, sua solubilidade é menor que 0,1 ug/mL em agua, o que afeta seriamente sua
biodisponibilidade. Além disso, estudos mostraram que 90% do farmaco foi
metabolizado por enzimas hepaticas e eliminado pelas fezes. Assim, € necessario ainda
melhorar a biodisponibilidade do palcitaxel com novas tecnologia de preparacéao (WU et
al., 2018; ABRIATA et al.,, 2019; SHARMA et al., 2014; ALQAHTANI et al., 2019;
CRESTEIL et al., 2002; RAHMAN et al., 1994).

Neste contexto, o presente trabalho pretende desenvolver nanoparticulas
poliméricas para o encapsulamento e transporte de farmacos via polimerizacdo RAFT,
especificamente o paclitaxel, e imobilizar biomoléculas modelos na superficie das
particulas, utilizando como ligante a molécula maleimida-PEG-NHS, na auséncia de
solventes toxicos. A polimerizacdo RAFT é importante para permitir a sintese controlada
das moléculas de polimero e introduzir o grupamento tiol na molécula. A imobilizacdo

de moléculas de origem biol6gica tem o objetivo de permitir 0 uso posterior das



particulas em aplicacdes sitio-dirigidas. A auséncia de solventes téxicos é importante
para as aplicacdes médicas e farmacéuticas pretendidas.

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Engenharia de Polimeros
(EngePol), do Programa de Engenharia Quimica da COPPE/UFRJ, sendo parte da linha
de pesquisa relativa ao uso de polimeros para aplicacdes biomédicas. De modo geral,
0 grupo apresenta experiéncia acumulada nas 4areas de polimeros para aplicacfes
biomédicas, com diversas teses j4 defendidas e artigos publicados. Citam-se como
exemplos os trabalhos de LORCA et al. (2012) e PAIVA et al. (2016), que estudaram a
sintese de particulas por polimerizacdo em miniemulsdo para o encapsulamento de
filtros solares; FONSECA et al. (2013) e PAIVA (2019), que trabalharam com o
encapsulamento de praziquantel em particulas produzidas via miniemulsao; WAY et al.
(2019) e PEIXOTO (2013), que exploraram a copolimerizacdo para a producdo de
nanoparticulas poliméricas para a imobilizacdo de proteinas; PINTO et al. (2014), que
desenvolveram suportes poliméricos para catalisadores enzimaticos; e CAMPOS-
RAMOS (2018), que desenvolveu nanoparticulas poliméricas funcionalizadas para
liberagdo do farmaco clioquinol no sistema nervoso central, visando ao tratamento de
doencas neurodegenerativas.

A originalidade principal do trabalho est4 associada ao encapsulamento do
farmaco paclitaxel em um polimero sintetizado via polimerizagdo RAFT, de modo a
aumentar a biodisponibilidade do farmaco, mas sem afetar na reagéo de polimerizacao.
Além disso, o trabalho busca mostrar a eficiéncia da bioconjugacdo de biomoléculas
modelo com diferentes massas molares pela rota quimica que utiliza maleimida-PEG-
NHS, tendo em vista a importancia deste processo para o desenvolvimento de sistemas

drug delivery.



1.2 OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo principal avaliar a rota quimica que utiliza
maleimida-PEH-NHS como ligante para a funcionalizacdo de nanoparticulas de PMMA
e encapsular o farmaco modelo (paclitaxel) nas nanoparticulas poliméricas, produzidas
por polimerizacdo radicalar (RAFT). A imobilizacdo serd conduzida com trés diferentes
ligantes modelos (lisina, glutationa e insulina), com o objetivo de avaliar o
desenvolvimento de um sistema de liberagao de farmaco sitio-dirigido.

Dentre os objetivos especificos perseguidos no presente trabalho, podem ser
citados:

e avaliar o efeito do agente RAFT na producdo de nanoparticulas de PMMA via
polimerizagdo em miniemulséo;

¢ investigar o encapsulamento in situ de um farmaco modelo (paclitaxel) e o efeito
sobre 0 andamento da reacao e do processo;

e avaliar o perfil de liberacao do farmaco modelo encapsulado;

¢ funcionalizar a superficie das nanoparticulas, utilizando como ligantes a lisina, a
glutationa e a insulina, separadamente;

e avaliar a eficiéncia de funcionalizacdo das biomoléculas na superficie das
nanoparticulas;

e realizar ensaios de captacdo celular para avaliagcdo de desempenho bioldgico

dos sistemas propostos.

1.3 ESTRUTURA DA TESE

Esta tese de doutorado esté dividida em oito capitulos e organizada de acordo
com a cronologia de realizagcdo dos experimentos, seguindo uma ordem cronolégica de

pesquisa.



Este primeiro capitulo apresenta um breve relato sobre a motivacdo e 0s
objetivos pretendidos com o desenvolvimento do estudo. No Capitulo Il apresenta-se a
fundamentacao tedrica a respeito dos temas abordados ao longo deste estudo, visando
contextualizar e justificar o trabalho proposto. A fundamentacdo € baseada na
apresentacdo de alguns dos principais estudos desenvolvidos na area de sistemas
poliméricos para liberacdo de farmacos e das técnicas empregadas para a producao
das nanoparticulas. A funcionalizacdo das nanoparticulas é também abordada, como
ferramentas para permitir a liberacao sitio-dirigida do farmaco.

O Capitulo Il se inicia com a descricdo da metodologia experimental adotada
para realizacdo das reacdes de polimerizacdo para encapsulamento do farmaco e as
andlises de caracterizacdo avaliadas dos materiais obtidos. Dentre as técnicas de
caracterizacdo, citam-se medidas de conversdo e massas molares, distribuicdo de
tamanhos de particula, andlises térmicas de calorimetria diferencial de varredura (DSC)
e de termogravimetria (TGA), além da eficiéncia de encapsulamento e liberacao in vitro
do farmaco. O Capitulo IV apresenta os principais resultados obtidos nas reacgfes de
polimerizagdo e encapsulamento do farmaco.

A metodologia para os ensaios de bioconjugacéo é apresentada no Capitulo V.
Este capitulo descreve o ensaio de redugéo do grupo tiocarbonila em sulfidrila livre, para
posterior conjugacao ao espacador e as biomoléculas, além das metodologias usadas
nos ensaios de captacdo celular. Os resultados dos ensaios de bioconjugacdo e
captacao celular sdo descritos no Capitulo VI.

O Capitulo VII apresenta as principais conclusfes obtidas durante o
desenvolvimento desta tese de doutorado, mostrando os principais avangos obtidos na
area e as perspectivas e sugestdes para continuacao do trabalho.

O Capitulo VIl traz as referéncias bibliograficas utilizadas para a construgéo do

trabalho, sendo em seguida apresentados os APENDICES.



O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Engenharia de Polimeros
(EngePol) do Programa de Engenharia Quimica da COPPE da Universidade Federal do
Rio de Janeiro (PEQ/COPPE/UFRJ), tendo a colaboracdo dos seguintes laboratérios:

e Laboratério de Cromatografia e Adsorcado (LabCads/UFRJ), para as analises
de HPLC;
e Laboratério de Microbiologia Celular (Fundacdo Oswaldo Cruz), para os

ensaios de captacao celular.



CAPITULO I

REVISAO DA LITERATURA

2.1 SISTEMAS DE LIBERACAO DE FARMACOS

Por definicdo, um “sistema de liberacdo de farmacos” (SLF) € um mecanismo
através do qual o principio ativo presente em uma forma terapéutica € disponibilizado
no organismo em que deve ser liberado e/ou absorvido apds a administracdo (ANSEL
et al., 1999; BASSYOUNI et al., 2013). Estes sistemas visam melhorar a solubilidade
aquosa e a estabilidade dos agentes ativos, aumentar a atividade farmacolégica e
reduzir os efeitos colaterais (LI et al., 2019).

Quando substéncias farmacologicamente ativas sédo veiculadas por sistemas de
liberac@o convencionais, geralmente ndo conseguem alcancar a concentracao uniforme
e compativel com a dose no tecido alvo do organismo, uma vez que existem diversas
barreiras biol6gicas entre o local de aplicacao e o local onde o ativo deve exercer o
efeito, que reduzem a concentracédo atingida e expdem também os tecidos sadios do
organismo aos efeitos téxicos do farmaco (OLIVEIRA et al.,, 2004). Além disso, as
concentragdes plasmaticas dos farmacos sédo diretamente proporcionais a dose
administrada; ou seja, a concentracdo do farmaco atinge um pico logo apdés a
administracdo e entdo declina, por conta dos mecanismos de defesa. Cada farmaco
apresenta uma faixa caracteristica de acao terapéutica, sendo téxico acima desta faixa
e ineficaz abaixo. Desta forma, para sustentar efeitos terapéuticos necessarios por
periodos de tempo prolongados, multiplas administracdes sdo usualmente empregadas,
aumentando a possibilidade de efeitos colaterais indesejaveis, em funcdo dos picos de

concentracdo (KIM et al., 2009). Por isso, diversos estudos vém sendo realizados para



desenvolver novas tecnologias que tornem mais eficientes os sistemas de liberacdo de
farmacos.

Na liberacdo modificada, busca-se o desenvolvimento de um sistema que
mantenha a concentracdo do medicamento na corrente sanguinea dentro da faixa
terapéutica; ou seja, entre 0s niveis minimo e maximo desejados, como mostra a Figura
1 (KIM et al.,, 2009; BASSYOUNI et al., 2013; PARK, 2014). Além disso, com o
desenvolvimento destas novas tecnologias, pretende-se preparar materiais que sejam
capazes de proteger e controlar a liberagcdo de farmacos e de outros compostos

terapéuticos, como proteinas e genes (SUN et al., 2017).

Formula¢io Convencional Liberacio Controlada

Intravenosa

M Faixa

Terapéutica

Concentragoes do farmaco
no plasma

+ Tempo lempo

Administragio Administragiao
Figura 1 - Representacdo esquemaética do perfil de liberacdo de farmacos
(adaptada de KIM et al., 2009; PAIVA, 2019).

Os materiais poliméricos sdo muito utilizados em estudos de sistemas de
liberacdo, em fungéo do carater versatil e facilmente manipulavel dos polimeros, que os
tornam adaptaveis as necessidades especificas do sistema (TIAN et al., 2012). No caso
da liberacdo modificada, os sistemas transportadores de farmacos sdo capazes de
compartimentar a substancia ativa e direciona-la para os sitios onde deve exercer o
efeito farmacolégico, além de poder controlar a velocidade de liberacdo, sem alterar a

estrutura quimica da molécula transportada (KIM et al., 2009).



Adicionalmente ao controle e programacéo da liberacdo do farmaco, capaz de
prolongar a concentragdo plasmética na dose terapéutica 6tima, a liberacdo no local
especifico é outra importante vantagem dos sistemas de liberacéo controlada (KIM et
al., 2009). Nos ultimos anos muito tem se falado a respeito de sistemas de liberacdo
sitio-dirigidas. A liberacao sitio-dirigida ou in situ permite que o farmaco seja levado até
um local especifico do tecido celular. Para que isso ocorra, 0os carreadores sao
modificados superficialmente, de forma que uma determinada biomolécula permita o
reconhecimento do alvo e a liberacdo do farmaco ocorra no local desejado. Vale
ressaltar que nem sempre a liberacédo sitio-dirigida visa a controlar a taxa de liberacao
do farmaco, como nos sistemas de liberacdo controlada. Usualmente os sistemas sitio-
dirigidos podem ser alcangcados com auxilio de estratégias de direcionamento a um alvo,
0 que é conhecido como vetorizagdo (DUMITRIU, 2001; DREW UNIVERSITY, 2014).

S&o duas as estratégias de direcionamento mais empregadas nos sistemas de
liberacdo sitio-dirigida. Uma delas, a sinalizacdo ativa, emprega vetores ou ligantes
direcionais, como anticorpos, aptameros! e outras biomoléculas. A outra, a sinalizacdo
passiva, age em consonancia com o efeito de evidenciada permeabilidade e retencéo
(EPR) (KIM et al., 2009).

O EPR é evidenciado em certas circunstancias como, por exemplo, na presenca
de tumores sdlidos. CHO e colaboradores (2008) discutem que tumores sdo usualmente
circundados por novas redes de vascularizagdes para garantir suprimento de oxigénio
e nutrientes para o crescimento acelerado das células. A vascularizagdo tumoral, no
entanto, ocorre de forma tdo rapida que ndo permite a reorganizagcdo adequada, 0 que
possibilita 0 surgimento de espagos vazios entre as células e faz com que o tumor se
torne altamente permeavel (FANG et al., 2011). Paralelamente, outra consequéncia do

crescimento acelerado € a auséncia de drenagem linfatica na regido tumoral, que

! S3d3o pequenos trechos de DNA ou RNA gque se ligam

especificamente a moléculas alvo especificas.



ocasiona uma retencdo de 10 a 200 vezes maior das moléculas que conseguem
permear as células doentes, quando comparado a células sadias (efeito EPR) (MAEDA
et al., 2000; FANG et al.,, 2011). Como resultado do aumento da permeabilidade
vascular, particulas poliméricas, micelas ou lipossomos com tamanhos caracteristicos
na faixa de 10 a 500 nm e carregados com farmacos anticancerigenos podem levar tais
farmacos ao interior dos tecidos afetados. Por isso, o efeito EPR vem sendo bastante
estudado para esta finalidade.

Sabe-se que as células sadias também apresentam alguma permeabilidade e
solubilidade em relagdo ao farmaco, fazendo com que as drogas que sdo usadas na
quimioterapia sejam absorvidas tanto por células sadias quanto pelas células doentes.
Desta forma, para que o efeito EPR seja mais bem aproveitado, idealmente as
moléculas ndo devem apresentar baixa massa molar (da ordem de centenas de Da),
para que penetrem apenas nas células doentes (MAEDA et al., 2001).

Os sistemas baseados somente no efeito EPR n&o séo, contudo, completamente
eficientes. Segundo CHO et al. (2008), estes sistemas interagem com dificuldade com
as células tumorais mais profundas, além de requererem expressivas quantidades de
farmacos para atingir a dose terapéutica. Devido a rapida proliferacéo, células tumorais
superexpdem diferentes receptores, tais como o &cido félico, vitaminas e aclcares, para
aumentar a taxa de absorcéo de nutrientes (CHO et al., 2008). Portanto, o mais indicado
€ combinar a sinalizag&o passiva com a sinalizagao ativa, visando a potencializagdo do
desempenho do sistema de liberagéo.

A sinalizacdo ativa consiste em ligar quimica ou fisicamente uma biomolécula a
superficie dos sistemas de liberacdo. A biomolécula deve ser escolhida de maneira
adequada a cada caso, para que atue de maneira especifica em cada tipo de receptor.
Isso ocorre porque cada tumor, no caso das neoplasias, secreta e absorve alguns tipos
de substancias em maior quantidade que as demais células. Por isso, um vetor
especifico para o cancer de mama, por exemplo, dificiimente é eficiente para atuar no

tratamento do tumor de cancer de figado, estbmago ou préstata (MAEDA et al., 2009).
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Os receptores presentes na membrana celular permitem que elas respondam
aos estimulos provocados no ambiente, melhorando significativamente o indice
terapéutico e a reducdo da toxicidade. A ligacdo entre os receptores celulares e os
respectivos ligantes, que podem incluir proteinas, peptideos e até moléculas sintéticas,
€ rigorosamente controlada pelas interacGes fisicas, eletrostéticas, hidrofébicas e
hidrofilicas entre as moléculas (RODDA et al., 2014; MURPHY et al., 2011; MAEDA et
al., 2009).

Uma preocupacdo relevante diz respeito a capacidade de o sistema final
penetrar nas células quando estiver vetorizado com biomoléculas, uma vez que, ao ligar
a biomolécula a superficie, o conjunto aumenta consideravelmente de tamanho. Ha
relatos de que moléculas de 20 a 800 kDa foram capazes de penetrar as células doentes
(MAEDA et al., 2009; SEYMOUR et al., 1995). Além disso, estudos revelaram que
particulas com tamanhos variando entre 200 nm e 1,2 um penetraram nos tumores
(DUNCAN, 1999). Desta forma, o tamanho do sistema de liberagdo constitui um
parametro também importante para a aplicacéo de liberagédo controlada, pois influencia
diretamente a penetracdo das particulas nos intersticios dos tumores, no efeito EPR e
nas taxas de depuracdo. O tamanho das particulas, polimero e biomolécula deve estar
usualmente na faixa entre 50 a 150 nm, de forma a ser grande o suficiente para evitar a
entrada em tecidos saudaveis e pequena o suficiente para adentrar nos intersticios dos

vasos sanguineos tumorais (MARCUCCI e LEFOULON, 2004).

2.2 PACLITAXEL

O Paclitaxel (PTX) foi isolado por volta de 1960 da casca da Taxus brevifolia,
conhecida popularmente por Teixo do Pacifico ou Teixo Ocidental. Em 1971, a estrutura
do paclitaxel (Figura 2) foi publicada, permitindo a fabricacdo semissintética nos dias

atuais, retirando das folhas de Teixo um precursor da sintese, a 10-deacetilbaccatina lll,
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e a ela adicionando uma cadeia lateral (PANDEY, 1998; WANI et al., 1971; KINGSTON,
2000).

O PTX tem férmula molecular Cs7Hs:NO14, massa molar de 853,9 g/mol,
apresenta baixa solubilidade em agua (< 0,1 pg/ml) e contém um anel taxano como
ndcleo, sendo o primeiro dos taxanos a ser testado em ensaios clinicos e a ser aceito
pelo Food and Drug Administration (FDA). O paclitaxel € amplamente utilizado para
tratamento de varios tipos de tumores solidos, incluindo o cancer de mama, ovério,
pulmé&o, cabeca, pescoco e leucemias agudas (SPENCER & FAULDS, 1994; MALIK et

al., 2011; ALQAHTANI, 2019; SHARMA et al., 2014).

Figura 2 - Estrutura quimica do paclitaxel

A fim de contornar o problema da baixa solubilidade em agua, as formulacdes
comerciais de PTX sdo compostas por 6leo de rincino poliexilado (Cremophor®) e etanol
(2:1). A quantidade necessaria desse veiculo para administrar as doses requeridas de
PTX € significativamente alta e vérios efeitos colaterais estdo associados ao
Cremophor®, como nefrotoxicidade, neurotoxicidade, cardiotoxicidade e
hipersensibilidade (GELDERBLOM et al., 2001; CHIANG et al., 2014). Além disso, o
veiculo altera o perfil farmacocinético do PTX (MARUPUDI et al., 2007; SPARREBOOM
et al., 1996; VAN TELLINGEN et al., 1999). Desta forma, diversos estudos vém sendo

realizados para desenvolver novas formulagBes na auséncia do Cremophor® e que

12



sejam tao eficazes quanto a formulagcéo convencional (IBRAHIM et al., 2002; MICHA et
al., 2006; NYMAN et al., 2005).

De acordo com o Sistema de Classificacao Biofarmacéutica (BSC), que classifica
os farmacos levando em consideracdo a solubilidade aquosa e a permeabilidade
intestinal, o PTX é um farmaco pertencente a classe IV, uma vez que apresenta baixa
solubilidade e baixa permeabilidade. Como o PTX apresenta baixissima
biodisponibilidade oral, o medicamento é de dificil administragéo por via oral (AMIDON
et al., 1995; STEVENS et al., 2014; CHIANG et al., 2014). A dose de PTX considerada
aceitavel esté entre 5,4 e 12 mg/kg, sendo 7 mg/kg a dose administrada por infusao por
3 horas e 5,4 mg/kg por 24 horas, ambos a cada 3 semanas (ROWINSKY et al., 1993;
YANG et al., 2019).

O mecanismo de acao do PTX se distingue da maioria dos agentes citotoxicos,
uma vez que nao interage diretamente com os componentes nucleares (DNA e RNA),
mas age na fase mitética, impedindo a progressao normal do ciclo celular e levando a
morte celular por apoptose, que consiste na autodestrui¢cdo celular ordenada com uma
finalidade biolégica definida e que demanda certo gasto energético. Por isso, o PTX é
designado como agente anti-mit6tico ou inibidor da diviséo celular (ZHANG et al., 2013;
HUIZING et al., 1995). Dessa forma, o PTX é extremamente prejudicial as células
tumorais, que estédo em processo de divisdo celular descontrolada.

Apesar de ser uma droga eficiente e utilizada tanto como primeira quanto
segunda linha de tratamento, o PTX apresenta inimeros efeitos adversos que
comprometem os mais variados sistemas e 0rgéos. Por esta razdo, o encapsulamento
e a vetorizacdo das nanoparticulas que contém o farmaco mostra-se como uma
vantajosa alternativa em relacdo a administracao classica do PTX, visando a superar o
problema de solubilidade, controlar a liberacdo no tempo, atingir somente células alvo
do farmaco e reduzir a toxicidade em relacao as células normais.

SILVESTRI e colaboradores (2009) estudaram o encapsulamento de PTX em

filmes de poli[(metacrilato de metila)-co-(2-hidroxietil metacrilato)] (P(MMA-co-HEMA))
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por evaporacgao de solvente, de modo a promover a liberacdo controlada. Os ensaios
de liberacdo mostraram uma liberagédo de, aproximadamente, 0,04 ug/mg (em relacdo
ao solvente) em filme de PMMA puro, 0,3 pg/mg (em relacdo ao solvente) em filme de
P(MMA-co-HEMA) com 18% em massa do monémero HEMA e 0,56 pg/mg (em relacéo
ao solvente) em filme de P(MMA-co-HEMA) com 27% em massa do monémero HEMA,
no periodo de 24 dias. O estudo mostrou que o aumento na quantidade do monémero
HEMA melhorou as propriedades hidrofilicas do polimero, modificando o mecanismo de
eluicdo do PTX pela matriz polimérica.

RAJAEE e FARZI (2015) utilizaram a polimerizacdo em miniemulsdo para o
encapsulamento in situ de PTX em PMMA, poliestireno (PS) e poli(metacrilato de metila-
co-estireno-co-acido acrilico) (P(MMA-co-St-co-AA)). Os resultados mostraram que
guanto maior a porcentagem de estireno no polimero maior a liberagédo do farmaco, em

testes de 96 h.

2.3 NANOPARTICULAS POLIMERICAS

A nanotecnologia é o ramo da ciéncia que engloba a pesquisa, desenvolvimento
e inovagdo em sistemas que envolvem estruturas e dispositivos de dimensfes
nanomeétricas (0,1 a 100 nm) (BARRIOS, 2010). Nas ultimas décadas, diversos estudos
vém sendo realizados em funcdo das diferentes caracteristicas (comportamento e/ou
propriedades) que os sistemas podem apresentar por conta do pequeno tamanho
destas particulas, diferentes daquelas apresentadas por materiais na escala
macroscopica (BARRIOS, 2010; DURAN, et al., 2006).

As nanotecnologias apresentam potenciais aplicacdes nas areas de diagnéstico
e terapia, sendo que a vetorizacdo de moléculas em nanocarreadores pode levar a
inomeras vantagens frente aos sistemas convencionais, como a capacidade de

atravessar barreiras biologicas (barreira hematoencefalica, por exemplo), a modulacéo
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da distribuicdo do farmaco, a diminuicdo da toxicidade (promissor para terapia do
cancer, entre outras), o aumento do tempo de circulacdo no organismo de substancias
labeis ou rapidamente eliminados (como proteinas e peptideos), a veiculacdo de
farmacos hidrofébicos, promovendo sua solubiliza¢do, dentre muitas outras (KREUTER,
2007). Existem diversos tipos de nanocarreadores, como esquematizado na Figura 3,
incluindo os nanotubos, lipossomas, nanoparticulas lipidicas sdlidas (SLN),

nanoesferas, nanocapsulas, micelas poliméricas e dendrimeros (RAWAT et al., 2006).

Lipidio
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Poliméricas

Figura 3 - Principais tipos de nanocarreadores
(adaptada de RAWAT et al., 2006).

As nanoparticulas poliméricas constituem potenciais sistemas de liberacdo de
ativos. Essas nanoparticulas podem ser definidas como sistemas coloidais ou
carreadores sdlidos de farmacos, com didmetros inferiores a 1 um, produzidas a partir
de polimeros naturais ou sintéticos, biodegradaveis ou ndo, sendo o produto da
biodegradacdo biocompativel, toxicologicamente seguro e eliminado pelas vias

metabdlicas normais (SCHAFFAZICK et al., 2003; GHARIEH et al., 2019).
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Encontram-se na literatura diversas classificacbes baseadas no tamanho dos
sistemas nanoparticulados. Particulas que apresentam duas ou trés dimensdes entre 1
nm e 100 nm sdo usualmente consideradas como nhanoparticulas, de acordo com a
ASTM (2012). Entretanto, de acordo com a Unido Europeia, para fins farmacéuticos,
ainda podem ser classificados como nanoparticulas, os sistemas com tamanho menor
que 1000 nm e gque sejam biologicamente ativos ou que tenham a capacidade de
veicular farmacos (EUROPEAN COMMISSION, 2012).

A literatura apresenta varias técnicas para o preparo de nanoparticulas
poliméricas. A organizagao estrutural pode variar de acordo com o método utilizado. O
farmaco pode ser retido na matriz polimérica, encapsulado em um nucleo, estar
guimicamente conjugado ao polimero ou adsorvido sobre a superficie da particula.
Assim, sao classificadas genericamente duas organiza¢des principais: as nanocapsulas

e as nanoesferas, como mostrado na Figura 4.

Ativo Matriz
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Figura 4 — Representacdo esquematica das nanoesferas e nanocapsulas poliméricas
(ativo dissolvido no nucleo (A) ou adsorvido na parede polimérica (B)).

As nanocépsulas sdo sistemas vesiculares, formados normalmente por nacleo
aquoso ou oleoso, envolvidos por revestimento polimérico, onde as substancias ativas
encontram-se normalmente dissolvidas, embora também possam estar adsorvidas

sobre a superficie. Desta forma, a substancia encapsulada encontra-se envolvida por
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uma membrana, geralmente polimérica, que isola o nucleo do meio externo. As
nanoesferas sdo compostas por uma matriz polimérica continua, em que o farmaco
pode estar disperso ou adsorvido. Neste caso, obtém-se um sistema monolitico, em que
ndo é possivel identificar um nudcleo diferenciado. (SCHAFFAZICK et al., 2003,
SOPPIMATH, 2001; RAO E GECKELER, 2011; AULTON, 2005).

Nos ultimos anos, os materiais poliméricos vém sendo cada vez mais utilizados,
em funcé&o da versatilidade estrutural com que podem ser fabricados e que permite que
sejam utilizados em aplicagfes farmacéuticas, biotecnoldgicas e médicas diferenciadas.
Ao que se refere ao sistemas de liberacdo controlada, os materiais poliméricos se
destacam, pois os ativos podem ser liberados lentamente pelo processo de difusdo ou
de decomposicdo parcial, permitem a presenca de outros componentes que podem
atuar, por exemplo, no controle da taxa de liberacdo de farmaco e ainda permitem que
a liberacdo do farmaco ocorra em locais especificos (PICHOT, 2004; KAWAGUCHI,
2000; GHARIEH et al., 2019).

Ainda hoje, a necessidade da biodegradabilidade dos polimeros utilizados em
aplicacdes biomédicas é discutida. Polimeros biodegradaveis sdo aqueles que sofrem
degradacdo macromolecular in vivo, por acdo de enzimas, micro-organismo ou células,
formando produtos que podem ser facilmente eliminados pelo rim. A escolha de um
polimero biodegradavel para fins biomédicos estd relacionada ao fato de que os
produtos da biodegradacdo n&o sejam téxicos e que a taxa de degradagéo corresponda
a aplicacao final pretendida (NAIR e LAURENCIN, 2006; PAIVA, 2019). Em
contrapartida, em alguns casos a biodegradabilidade passa a ndo ser interessante
guando se deseja que o sistema de entrega permaneca no organismo por mais tempo.
Além disso, acredita-se que polimeros ndo-biodegradaveis utilizados em sistemas de
liberacdo promovam uma liberacdo mais controlada e por maiores periodos de tempo
(HOLZAPFEL et al., 2005; OKABE et al., 2003). A liberacdo do farmaco a partir de
polimeros ndo biodegradaveis se d4, basicamente, por difusdo das moléculas

inicialmente contidas na matriz. O perfil de liberacdo normalmente ndo apresenta
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explosao inicial, que € comum em outros sistemas; por isso, podem apresentar cinética
de liberacdo mais bem controlada (FU e KAO, 2010).

Particularmente, o poli(metacrilato de metila) (PMMA) (Figura 5) € um polimero
sintético obtido a partir da polimerizacao por adigdo do monémero metacrilato de metila,
que apresenta boas propriedades mecénicas, facil manuseio e processamento, alto
brilho, boa resisténcia quimica, boas propriedades térmicas e baixo custo. Além disso,
o PMMA ¢é amplamente utilizado em aplica¢cdes biomédicas, como por exemplo como
cimentos 0sseos e dentais, no revestimento de formulagdes para administracdo oral e
no desenvolvimento de implantes permanentes para lentes intra-oculares (CASTOR
JR. et al.,, 2019; MARK, 2002; FEUSER et al., 2014; CAMPOS et al., 2013; MENDES et

al., 2012; BETTENCOURT e ALMEIDA, 2012; SHASTRI, 2003; GRACA et al., 2017).
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Figura 5 - Formula estrutural do poli(metacrilato de metila).

Particulas de PMMA tém sido amplamente estudadas para a entrega dos mais
variados farmacos, tanto por via oral como local, tendo capacidade tanto para estabilizar
farmacos instaveis, como os antioxidantes, quanto para solubilizar farmacos poucos
soliveis (BETTENCOURT e ALMEIDA, 2012). SIVAKUMAR e RAO (2002) avaliaram o
encapsulamento do anti-inflamatério ibuprofeno, que é um farmaco pouco soltvel, em
PMMA, com e sem grupos funcionais carboxilicos, via técnica de evaporagdo de
solvente. YUKSEL et al. (2011) propuseram o encapsulamento do anti-inflamatério
indometacina em PMMA, também a partir do método de evaporacdo de solvente,

visando a obter um perfil de liberacdo prolongado ao longo de um periodo de 24 horas.
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A utilizacdo de polimeros para o transporte de farmacos apresenta, frente a
administracdo convencional, muitas vantagens competitivas, uma vez que a
modificacdo da superficie das particulas poliméricas pode atrasar ou impedir o
reconhecimento pelo sistema reticulo-endotelial (RES), evitando a rapida eliminacdo da
circulagédo sanguinea (SEYMOUR et al., 1987). Adicionalmente, farmacos encapsulados
em polimeros apresentam desempenho reconhecidamente superior em relacdo aos
farmacos livres durante o tratamento de tumores soélidos, devido ao efeito EPR, que leva
ao acumulo preferencial do polimero no tumor, enquanto o sistema linfatico é ineficiente
em torno das células tumorais e dificulta a eliminacdo do carreador do farmaco
(MATSUMURA e MAEDA, 1986).

Nestes sistemas, os farmacos séo liberados por meio de mecanismos que
podem envolver a dessor¢cdo do composto ativo, difusdo através da matriz ou parede
polimérica, desintegracédo, dissolugdo ou erosdo do polimero. Assim, solubilidade,
difusédo e biodegradacédo da matriz da particula governam os processos de liberagéo
(SONAJE et al., 2007; MORAES, 2009; AULTON, 2005).

As nanoparticulas podem ser produzidas sob medida para realizar a liberacéo
controlada do farmaco, assim como para alcancar a localizacao 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).

2.4 NANOENCAPSULAMENTO

O modo de preparo das nanoparticulas desempenha um papel crucial no alcance
das propriedades de interesse, dependendo de cada tipo de aplicacdo, do material ativo
a ser encapsulado e do mecanismo de liberacédo desejado. De um modo geral, podem
ser utilizados dois métodos para o0 preparo das nanoparticulas poliméricas: a

precipitacdo do polimero pré-formado e dissolvido em um solvente apropriado e a
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polimerizacdo a partir de monémeros (polimerizacdo in situ). Na area farmacéutica,
comumente utilizam-se polimeros prontos, sendo as técnicas mais usadas a de
evaporacdo do solvente ou secagem por aspersao (spray drying) (SAWALHA et al.,
2011; MARTINS et al., 2014; SUAVE et al., 2006). Entretanto, a maioria das técnicas
que trabalha com os polimeros pré-formados requer o uso de grandes quantidades de
solventes organicos na etapa de dissolu¢cdo do material, introduzindo riscos por causa
da potencial toxicidade, além de requerer uma etapa extra de processamento para a
retirada do solvente residual do produto e reciclagem do solvente, aumentando
significativamente os custos do processo (THICKETT e GILBERT, 2007; SOUTO et al.,
2012; GORINI et al., 2014; DA SILVA et al., 2005).

Entretanto, as nanoparticulas também podem ser produzidas pela técnica de
polimerizacdo in situ, em que o encapsulamento € realizado em uma Unica etapa, no
decorrer do proprio processo de polimeriza¢do, uma vez que 0s ativos sdo incorporados
diretamente as gotas de mon6mero. Dessa forma, além da facilidade da incorporacao,
essa técnica permite que seja encapsulada uma maior carga do ativo no sistema
polimérico e a obtencao de polimeros com comprimentos de cadeia e massas molares
desejadas e projetadas especialmente para o sistema de administracdo de farmacos
(NGWULUKA, 2010; PAIVA, 2019).

Os métodos de polimerizacdo de monémeros para sintese das nanoparticulas
poliméricas mais explorados sdo as polimerizagbes em emulsédo e em miniemulsao.
(THICKETT e GILBERT, 2007; SOUTO et al., 2012). Independentemente do método
escolhido, o produto obtido deve apresentar algumas caracteristicas, como a
manutencédo da estabilidade e atividade do farmaco, alta eficiéncia de encapsulamento,
baixo indice de polidispersdo de tamanho das nanoparticulas e de massas molares do
polimero e cinética de liberacdo do farmaco reprodutivel entre as bateladas (MOREIRA,

2015).
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2.4.1 Polimerizacdo em emulsdo e miniemulsao

Os sistemas em emulsdo do tipo 6leo em agua (O/A) mais comuns sdo
caracterizados por apresentarem uma fase continua polar, geralmente a 4gua, e uma
fase dispersa que contém um ou mais monémeros. No sistema inverso (A/O), a fase
aguosa encontra-se dispersa na forma de gotas na fase continua oleosa, conforme
apresentado na Figura 6 (LENZI et al., 2004; ARAUJO, 1999; CHERN, 2006,
MCCLEMENTS et al., 2012). Independentemente do sistema, surfactantes devem ser
utilizados para diminuir a tenséo interfacial entre as fases dispersa e continua, fazendo
com que a estabilidade do sistema aumente e a emulsdo possa ser formada (HERK,
2008; OLIVEIRA, 2013). Sendo assim, a polimerizacdo em emulsdo € um processo
heterogéneo de reacdo, em que os monémeros sdo polimerizados quase sempre por
radicais livres oriundos da decomposicdo de um iniciador soltvel na fase continua ou

dispersa (THICKETT e GILBERT, 2007).

Emulsédo O/A Emulsédo A/O

Figura 6 - Estrutura das emulsdes 6leo em agua (O/A) e agua em 6leo (A/O)
(adaptada de OLIVEIRA et al., 2004).

As principais vantagens dos processos de polimerizagdo em emulsdo séo a
possibilidade de obter polimero de elevadas massas molares e com elevadas taxas de
reacdo simultaneamente, devido a natureza compartimentalizada destes sistemas.
Ressalta-se também a facilidade de transferéncia de calor, devido a natureza

heterogénea do meio e & utilizagdo de agua como fase continua. Além disso, a técnica
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permite melhor adequacdo a normas ambientais, devido a auséncia de solventes, e
permite o uso do produto final diretamente na forma de latex, dispensando etapa de
separacdo. Finalmente, é possivel sintetizar polimeros com diferentes caracteristicas,
como composicao e grau de cristalinidade, e com diferentes propriedades coloidais,
como morfologia e distribuicdo de tamanhos de particulas (ARAUJO, 2001; THICKETT
e GILBERT, 2007).

Os sistemas em emulsdo podem ser divididos genericamente em emulséo
convencional e miniemulsdo, que geram ao final do processo de polimerizacao
particulas com tamanhos caracteristicos, definidos principalmente pelo mecanismo da
formacdo das gotas de mondmero e particulas de polimero (OLIVEIRA, 2013;
ANTONIETTI & LANDFESTER, 2002).

As emulsdes convencionais sdo conhecidas apenas como emulsbes
poliméricas. Nestes sistemas, 0 processo de emulsificacdo gera inicialmente gotas de
mondmero de tamanho micrométrico, estabilizadas por surfactantes, que funcionam
como reservatorios de mondémero do sistema. Como o surfactante encontra-se acima
da concentracdo micelar critica (CMC), ocorre a formacao de micelas. Em geral, as
gotas de mondmero ndo sdo eficazes para competir com as micelas na captura de
radicais livres gerados por um iniciador adicionado a fase aquosa, ja que a area
especifica da interface das gotas de mondmeros com a agua é relativamente pequena,
enguanto as micelas apresentam area interfacial agua-6leo muito elevada. Os radicais
livres produzidos na fase aquosa polimerizam primeiramente as moléculas de
mondmero dissolvidas na fase aquosa. A medida que o radical se propaga, a
hidrofobicidade da cadeia aumenta. Quando um grau de polimerizagdo critico é
alcancado, os radicais oligoméricos presentes na fase aquosa apresentam forte
tendéncia para precipitar, agregar ou entrar nas micelas, onde continuam a propagar,
reagindo com as moléculas de mon6mero presente nas micelas inchadas com a fase
organica. Dessa forma, as micelas, ao serem nucleadas pelos radicais, tornam-se

particulas de polimero, onde a polimerizacdo prossegue. A medida que a reac&o vai
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consumindo o0 mondémero presente nas micelas, mais mondmero é fornecido por difusao
das gotas e através da fase aquosa. A etapa de nucleacdo das particulas termina
imediatamente apos o esgotamento das micelas (Fase 1) (ARAUJO, 1999; ASUA, 2002;
CHERN, 2006). Cerca de uma em cada 102 -10°® micelas pode ser convertida com éxito
em particula de latex, com tamanho médio das particulas normalmente maiores que 100
nm (CHERN, 2006; ANTONIETTI & LANDFESTER, 2002).

Ao findar o processo de nucleacgéo (Fase I), 0 nimero de particulas de latex por
unidade de volume de agua permanece relativamente constante até o fim da
polimerizacdo. A reagcdo de propagacao dos radicais livres com as moléculas de
mondmero ocorre principalmente nas particulas poliméricas inchadas com monémero.
As gotas de mon6mero servem apenas como reservatorios para alimentar as particulas
em crescimento com monémero e surfactante. O estagio de crescimento da particula
(Fase II) acaba quando as gotas de monémero desaparecem no sistema de
polimerizagdo. A concentracdo de mondmero nas particulas ndo varia durante o
progresso da polimerizagdo na Fase Il na presenga de gotas de monémeros. Como
resultado, uma taxa de polimerizacdo essencialmente constante é atingida durante a
Fase Il (ARAUJO, 1999; ASUA, 2002; CHERN, 2006).

As particulas de latex tendem a consumir todo monémero disponivel no local da
reacdo, levando a diminuicao até o fim da polimerizacao (Fase Ill). Como consequéncia,
a taxa de polimerizagédo ndo pode ser mantida, tendendo a decrescer durante a Fase llI
(ARAUJO, 1999; ASUA, 2002; CHERN, 2006). Um esquema ilustrativo da evolucéo da

taxa de reacdo na polimerizagdo em emulsdo convencional € apresentado na Figura 7.
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Figura 7 - Representacao esquematica da taxa de polimerizacdo como funcéo da
conversao do monémero para polimerizacdo em emulséo
(CHERN et al., 2006).

A polimerizagdo em miniemulsdo apresenta um mecanismo completamente
diferente de formagéo das particulas poliméricas. Neste sistema, a concentragcdo de
surfactante encontra-se abaixo da CMC, levando a auséncia de micelas. Desta forma,
a reacado de polimerizacdo ocorre dentro das gotas de monémero, que funcionam como
“nano-reatores”. A polimerizagdo se processa de forma isolada em cada gota, néo
ocorrendo difusdo de monémero através da fase aquosa. Por isso, o latex obtido é
basicamente uma “copia” das gotas originalmente formadas no processo de
emulsificacdo original. Além disso, a polimerizacdo em miniemulséo se caracteriza pela
formacéo de particulas na faixa de 50-500 nm e com distribui¢cdo de tamanhos bastante
homogénea. Nestes sistemas, as taxas de reacdo variam continuamente ao longo do
tempo de reacéo, sendo que o iniciador pode ser adicionado na fase organica ou aquosa
(ANTONIETTI e LANDFESTER, 2002; ASUA, 2002; LANDFESTER, 2001; CAPEK,
2010).

A miniemuls&o é um tipo especial de emulséo, que inicialmente forma sistemas
termodinamicamente instaveis, sendo necessario o uso de uma for¢ca de cisalhamento
de alta energia para a formagdo das pequenas gotas de mondmero estaveis

cineticamente. Os equipamentos normalmente empregados para dispersdo das
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miniemulsfes sdo o ultra-turrax (rotor-estator), o sonicador e 0 homogeneizador de alta
pressdo (SCHORK et al., 2005; ANTONIETTI e LANDFESTER, 2002; LOPEZ et al.,
2008).

O ultra-turrax € um equipamento que induz o forte cisalhamento por meio da
rotacdo em alta velocidade de um rotor em relacdo a um estator fixo. O tamanho das
goticulas formadas depende da geometria do equipamento e da velocidade de rotacao,
que determinam a intensidade de cisalhamento gerada. O ultra-turrax ndo permite obter
uma distribui¢cdo de tamanhos de goticula muito homogénea, uma vez que as particulas
obtidas apresentam uma ampla faixa de tamanhos (ASUA, 2002; LOPEZ et al., 2008).

O sonicador gera ondas de ultrassom que causam oscilagdes das moléculas de
fluido nas proximidades do local de propagacdo das ondas. Preferencialmente, o
sistema deve ser mantido agitado, para garantir que todo o fluido passe na regido de
sonificagcdo e para que ocorra a quebra de todas as gotas de mondémero. Dessa forma,
0 tempo e a poténcia de sonificacdo sdo fundamentais no processo de preparagado da
miniemulséo (ASUA, 2002).

O homogeneizador de alta pressdo envolve a pressurizacdo de dispersées por
uma bomba com deslocamento positivo e posterior passagem da dispersao através de
uma abertura estreita a altas velocidades. O processo gera elevados gradientes de
velocidade e de tenséo de cisalhamento, que promovem uma dispersao fina da mistura.
A posicdo da valvula de abertura pode ser controlada por diferentes dispositivos de
pressdo e o0 liquido emulsionado pode recircular véarias vezes através do
homogeneizador. Quanto maior € o numero de ciclos, menor € o tamanho médio das
goticulas (QUAN et al., 2011).

Além do surfactante, a estabilidade das goticulas é assegurada pela adicao de
um coestabilizante ou agente de pressdo osmotica, que apresenta baixa solubilidade na
fase continua e garante uma barreira de difusdo do monémero para 0 meio aquoso, o
que dificulta a separacdo das fases e o transporte de massa das menores particulas

para as maiores (degradac&o difusional) (LANDFESTER, 2009). E importante ressaltar
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que o coestabilizante deve apresentar baixa massa molar, para que a razao entre o
namero de mols de coestabilizante e o numero de mols de monbémero seja
suficientemente alta, aumentando a pressdo osmética. Os coestabilizantes mais
utilizados sé@o o hexadecano e o alcool cetilico; porém, alguns compostos hidrofébicos
(como polimeros) também podem ser usados para este fim (SCHORK et al., 2005; LIM
& CHEN, 2000).

Uma caracteristica vantajosa dos sistemas em miniemulséo € a possibilidade de
gue a geracao de radicais ocorra diretamente no interior da gota monomérica. Uma vez
gue iniciadores quimicos sdo largamente utilizados para gerar radicais livres nesses
sistemas, pode ser feita a escolha por iniciadores sollveis no mondémero. Dessa forma,
guando a fase dispersa € emulsificada, garante-se que todas as gotas sejam nucleadas,
pois teoricamente todas as gotas contam com uma fragao de iniciador dissolvida em seu
interior (OLIVEIRA et al., 2013).

Os processos de polimerizagdo em miniemulsdo permitem ainda que ativos
sejam incorporados diretamente as gotas de mondmero. Tal técnica é chamada de
incorporacdo in situ e permite trabalhar com grandes quantidades de ativo. Na
polimerizacdo em emulsdo convencional, a incorporacdo de um ativo requer o
inchamento das micelas, o que é muito mais complexo (PAIVA, 2015). A Figura 8

apresenta um esquema genérico para o processo de polimerizagdo em miniemulsao.
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Figura 8 - Representagado esquematica da polimerizagdo em miniemulséo
(adaptada de LANDFESTER, 2001).
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Dois mecanismos de nucleacdo diferentes podem ocorrer durante a
polimerizacdo em miniemulsdo: nucleagdo das gotas, preferivel e mais comum, e
nucleacao homogénea. No primeiro, a nucleacao € iniciada diretamente por radicais que
entram ou encontram-se nas goticulas de monémero, promovendo a producdo de
particulas com distribuicdo de tamanhos relativamente uniforme. No segundo
mecanismo possivel, a polimerizacao ocorre inicialmente na fase aquosa, dando origem
a oligbmeros que podem crescer até um comprimento critico que os torna insollveis na
agua, resultando na precipitacdo. Esta forma de nucleacdo deve ser normalmente
evitada, pois leva a distribuic6es de tamanho de particulas heterogéneas (ZIEGLER et
al., 2009; ASUA, 2002).

De forma resumida, para que um sistema seja considerado como uma
miniemulsédo polimérica, devem ser observadas algumas caracteristicas (CAPEK, 2010;
ANTONIETTI & LANDFESTER, 2002; LANDFESTER et al., 2000):

e O emprego de altas energias de cisalhamento é necessario para a formacao da
miniemulséo, fazendo com que o tamanho final das gotas seja definido por um
processo dinamico de coalescéncia e cisdo das gotas, direcionando o sistema
disperso a um estado de equilibrio dindmico;

e O uso de um surfactante e de um coestabilizante garante a estabilidade cinética
das gotas apds o processo de cisalhamento. A presenca do coestabilizante nas
nanogotas diminui significativamente a degradacgéo difusional (Ostwald ripening),
criando uma pressao osmoética que contrapfe a pressao de Laplace nas gotas
menores;

e A formagdo de micelas e o mecanismo de nucleagdo micelar devem ser evitados
nos sistemas de miniemuls&o para evitar a formagéo adicional de particulas. Assim,
a gquantidade de surfactante encontra-se abaixo da CMC, levando a cobertura
quase sempre incompleta das gotas pelo surfactante, o que pode ser relevante para

caracterizar a estabilidade desses sistemas;
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e O tamanho final das gotas € diretamente proporcional a concentracdo de
surfactante. Quanto maior € a concentracdo de surfactante no meio, menor é o
tamanho das gotas e maior € o grau de cobertura com surfactante;

o Nos sistemas em miniemulsdo, a polimerizagdo pode ser iniciada por iniciadores
quimicos solaveis na fase continua, levando a um inicio de polimerizacéo
semelhante ao da emulsdo convencional, evitando a nucleacdo homogénea na fase
dispersa ou na interface do sistema. Entretanto, o controle da reacdo em alguns
casos é favorecido quando a geracao dos radicais ocorre apenas na fase continua,
uma vez que alguns tipos de iniciadores apresentam mecanismos complexos de
particdo entre as diferentes fases da miniemulsdo, levando a controle menos

preciso das condi¢des de reacao.

2.5 POLIMERIZACAO VIA RADICAIS LIVRES

Uma imensa gama de polimeros pode ser sintetizada a partir das técnicas de
polimerizacdo via radicais livres. Essas técnicas podem ser usadas com larga gama de
monoémeros, j& tendo sido adaptadas a diversos sistemas de polimeriza¢gdo, com menor
custo, mais facil adequacdo, menor sensibilidade a impurezas e 4gua e com possivel
operacdo em diversas condi¢des reacionais, quando comparadas a outros métodos de
polimerizacdo. Cerca de 50% de todos os polimeros comerciais no mundo sédo obtidos
pelo processo de polimerizagdo via radicais livres (ODIAN, 2004; COSTA et al., 2000;
ZETTERLUND et al., 2008).

Os mecanismos cinéticos das reacdes de polimerizacdo via radicais livres,
independentemente do sistema de polimerizacdo ou dos reagentes quimicos usados,
apresentam ao menos trés etapas distintas: iniciacdo, propagagcdo e terminacao

(OLIVEIRA et al., 2013; MANO, 1999; CANEVAROLO, 2006).
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Iniciacdo: na etapa de iniciacdo sdo gerados 0s centros ativos; no caso dessas
reacoes, os radicais livres. Estes radicais livres (Re) sdo formados pela cisdo
homolitica de uma ligacao covalente fraca na molécula do iniciador (I) (Equacédo
1). A espécie ativa formada reage com o mondémero (M), dando origem a um
radical livre monomérico que inicia a polimerizacdo (P:*) (Equacdo 2).
Eventualmente, a geracdo dos radicais livres pode ser espontanea a partir do

mondmero, sem a presenca de espécie iniciadora.

kq
I 5 2R (1)
Ky
Re+M = P o 2)

Propagacdo: nesta etapa ocorre o crescimento da cadeia polimérica, uma vez
gue as unidades monomeéricas sao incorporadas as espécies ativas (ou vivas)
formadas na iniciacdo de forma sequencial, em um processo de reacdo em

cadeia (Equacéo 3).

Kp
Bpe +M — Pyyqe (3)

Terminacdo: a interrupcdo do crescimento da cadeia ocorre com a perda de
atividade do centro ativo, formando uma cadeia de polimero inativa (ou morta).
A etapa de terminagcdo ocorre tipicamente por dois modos: combinacdo e
desproporcionamento. A terminagcdo por combinagdo ocorre por conta da unido
dos cetros ativos de duas cadeias vivas, dando origem a uma ligacéo covalente
entre os elétrons desemparelhados, formando uma Unica cadeia (Equacgao 4).
Na terminacdo por desproporcionamento, a reacdo de propagacdo €

interrompida quando um radical captura um atomo de hidrogénio de uma outra
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cadeia ativa, formando uma ligacdo C-H numa extremidade e criando uma

ligacado insaturada C=C na extremidade da outra cadeia (Equacéo 5).

Kic
By +Pm°_t) Ant+m (4)
Ktq
B,e +P,e— A+ Ay 5)

As polimerizagdes via radicais livres apresentam como caracteristica intrinseca
o fato das cadeias em crescimento apresentarem a tendéncia de sofrerem terminacao
prematura, levando a formacdo de cadeias com tamanhos bastante heterogéneos,
dificultando o bom controle da massa molar e ocasionando altos indices de
polidispersdo (Mw/M, > 1,5) (ALLCOCK & LAMPE, 1990; MOAD et al., 2005). Isto se
deve ao fato de que, durante a polimerizagdo, radicais sdo continuamente formados,
enquanto cadeias propagam e sdo terminadas irreversivelmente e simultaneamente
pela reagdo radical-radical. Isso faz com que o tempo de vida de um radical seja da
ordem de fracbes de segundos, enquanto a duracdo dos processos tipicos de
polimerizagdo é da ordem de horas (SAVE et al., 2006; MOAD et al., 2005). Desta forma,
ndo é possivel realizar um controle adequado da formacao de cadeias poliméricas e
sintetizar polimeros com arquitetura complexa, como por exemplo polimeros em bloco,
e/ou polimeros com baixo indice de polidispersdo (Mw/Mn < 1,3), afetando também as
propriedades quimicas e mecanicas dos materiais produzidos (ODIAN, 2004; OLIVEIRA
et al., 2013, VOSLOO et al., 2002).

Buscando superar as limitacdes da polimerizagédo radicalar convencional, uma
nova classe de técnicas de polimerizacdo surgiu nos Ultimos anos, permitindo sintetizar
polimeros com arquitetura molecular complexa, conhecidas como polimerizagGes
radicalares vivas ou controladas (Controlled/Living Radical Polymerization, CLRP)

(ZETTERLUND et al., 2005).
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2.6 POLIMERIZACAO RADICALAR LIVRE VIVA OU CONTROLADA

As CLRP séo técnicas versateis e robustas, que permitem sintetizar polimeros
com arquitetura molecular definida, utilizando monbémeros e condi¢cbes reacionais
convencionais (BOYER et al., 2009). As reacdes do tipo CLRP, que ocorrem via
mecanismo de radicais livres, apresentam caracteristicas tipicas de uma polimerizacao
viva: etapas de reacao que ocasionam a morte da espécie propagante sdo mantidas em
niveis reduzidos. Nessas reacdes, os radicais propagantes sao convertidos em espécies
dormentes, reduzindo a probabilidade de terminacéo (VOSLOO et al., 2002; BAUM &
BRITTAIN, 2002; BOYER et al.,, 2009). Embora as CLRP permitam executar bom
controle da estrutura molecular do polimero sintetizado, essas técnicas nao sdo de fato
reacdes vivas, uma vez que as reagles de terminacdo ndo sdo de fato totalmente
suprimidas, justificando o uso do termo ‘controlado’ (BOYER et al., 2009; ZETTERLUND
et al., 2008).

Como citado anteriormente, as técnicas de CLRP ocorrem via mecanismo de
radicais livres, apresentando normalmente as trés etapas cinéticas caracteristicas:
iniciacao, propagacéo e terminacdo. O que difere a técnica de CRLP da polimerizagcéo
via radicais livres convencional é a etapa de propagacéo, uma vez que as cadeias em
crescimento sao reversivelmente desativadas, ocasionando o crescimento das cadeias
somente quando em estado ativo, como pode ser observado genericamente na Figura
9 (MOAD et al., 2005, ZETTERLUND et al., 2008).

Existem diversas técnicas de CLRP, sendo que as mais conhecidas e
pesquisadas sdo a Polimerizacdo Mediada por Nitroxido (Nitroxide Mediated
Polymerization, NMP), a Polimerizacéo Radicalar por Transferéncia de Atomos (Atom
Transfer Radical Polymerization, ATRP) e a Transferéncia Reversivel de Cadeia por
Adicdo-Fragmentacdo (Reversible Addition-Fragmentation Chain Transfer, RAFT)
(GEORGES et al.,, 1993; DAVIS & MATYJASZEWSKI, 2004; QIU et al.,, 2001,
CUNNINGHAN et al., 2002; MOAD, 2005; ZETTERLUND et al., 2008).
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Figura 9 - Representagido esquematica da reagdo de sistemas de CLRP, em que “A”
representa o agente de transferéncia de cadeia (CTA)
(adaptada de ZETTERLUND et al., 2008).

A técnica de NMP consiste no uso de radicais estaveis de nitrogénio como
agentes controladores. Estes compostos, dentre 0s quais o mais usado € o TEMPO
(2,2,6,6-tetrametil-1-piperidinoxila), reagem reversivelmente com outras espécies
radicalares. O iniciador neste caso pode ser um monémero funcionalizado com nitréxido
que, ao clivar-se, forma o monémero radical e o nitr6xido controlador. Uma das
principais desvantagens da técnica de NMP é a necessidade do uso de altas
temperaturas para que a espécie ndo radicalar termolabil produza os radicais que se
polimerizam. Essa desvantagem impede o uso de solventes que apresentam baixa
temperatura de ebulicdo a pressdo ambiente (SOLOMON, 2005).

Na técnica de ATRP, compostos de coordenacdo de metais de transicdo séo
usados como agentes controladores. Estes compostos reagem com haletos organicos
(mondmero-iniciador), gerando entdo uma espécie radicalar, o metal de transicdo com
um elétron desemparelhado e um anion do haleto. Porém, o equilibrio esta sempre
deslocado no sentido inverso, de tal forma que existe uma baixa concentracdo de
radicais na solucdo, prevenindo o processo de terminagdo. Dentre as principais
desvantagens da ATRP, destaca-se a contaminagdo do meio reacional com metais de
transicéo (cobre e ferro, por exemplo), 0 que pode gerar a necessidade de purificacdo
adicional, particularmente em aplicacdes médicas e farmacéuticas. A polimerizacéo é
sensivel ao oxigénio e, via de regra, tem que ser realizada em solugcdo organica

(MATYJASZEWSI, 2002).
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Dentre as técnicas de CLRP, a polimerizacdo RAFT é considerada uma das mais
versateis, podendo ser combinada com diversos sistemas, monémeros e condi¢des
reacionais, produzindo polimeros com distribuicBes estreitas de massas molares, além
de co-polimeros com arquitetura molecular complexa (CHIEFARI et al., 1998; BOYER

et al., 2009).

2.6.1 Polimerizagdo RAFT

As técnicas de polimerizagdo RAFT e a técnica de polimerizagdo MADIX
(Macromolecular Design via the Interchange of Xanthates) foram reportadas na literatura
cientifica quase que simultaneamente. Além disso, ambas utilizam o mesmo tipo de
mecanismo quimico, sendo diferenciadas apenas pelo tipo de CTA utilizado nas reacfes
de polimerizacdo, que geralmente séo reportados apenas como agentes RAFT (BOYER
et al., 2009). A técnica de polimerizacao RAFT € considerada a mais versatil técnica de
CLRP que existe, em funcdo da grande variedade de monémeros funcionais que podem
ser utilizados, sem haver necessidade de protecdo de grupamentos quimicos, e da
facilidade com que a estrutura funcional pode ser posteriormente conjugada a uma
molécula sintética ou biol6gica (MOAD et al., 2009; ZHOU et al., 2018).

De acordo com MOAD et al. (2005), a polimerizacdo via RAFT pode ser
conduzida idealmente pela simples adigdo de uma quantidade apropriada do agente de
transferéncia de cadeia (CTA) a uma reacdo de polimerizacdo via radicais livres
convencional, mantendo-se 0os componentes quimicos da receita de polimerizacao
(mondmero, iniciador e/ou solvente) e as condi¢Bes operacionais (como temperatura,
presséo, pH, entre outros).

Os agentes RAFT utilizados nesta técnica normalmente contém um grupamento
tiocarbonilico, como mostrado na Figura 10, que é reativo a radicais livres e, por isso,
facilita a fragmentacao das espécies radicalares intermedidrias resultantes. Os agentes

apresentam um grupo estabilizante (Z) e um grupo de saida (R), que afetam a cinética
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e o grau de controle da polimerizacdo. A eficiéncia de cada agente RAFT utilizado
depende de uma série de fatores, como o tipo de monbmero que estd sendo
polimerizado, a capacidade de reinicia¢do do grupo de saida (R) e areatividade da dupla
ligacdo entre o enxofre e o carbono, determinada pelo grupo estabilizante (Z) (MOAD et

al., 2005; MC CORMICK & LOWE, 2004; AAMER & TEW, 2007).

Z S—R

Figura 10 - Representacgéo genérica da estrutura dos agentes de transferéncia de cadeia
RAFT
(MOAD et al., 2005).

O mecanismo por meio do qual ocorre a polimerizacdo RAFT geralmente é
descrito em cinco etapas, como pode ser observado na Figura 11. Essas etapas
compreendem a iniciacdo, a transferéncia reversivel de cadeia, a re-iniciacdo, o
equilibrio de cadeia e a terminagdo (MOAD et al., 2005; MC CORMICK & LOWE, 2004;
BOYER et al., 2009; QUINN et al., 2007). A etapa de iniciagdo ocorre da mesma forma
que no mecanismo de polimerizacdo radicalar convencional, em que os radicais livres
sédo gerados e dao inicio a reacdo de polimerizacdo. Embora seja possivel utilizar
diferentes métodos para gerar radicais livres, a decomposicdo térmica de iniciadores
constitui 0 mecanismo mais adotado para gerar os radicais livres em polimerizagdes
RAFT.

Na etapa de transferéncia reversivel de cadeia, as cadeias em crescimento,
oriundas da etapa de iniciagcdo, reagem preferencialmente com as moléculas de agente
RAFT presentes no meio reacional, devido a alta reatividade da ligacdo C=S em relacao
a qualquer outro tipo de instauracdo presente no meio reacional. O agente RAFT pode

entdo retornar a configuragéo inicial ou “liberar” o fragmento Re.
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Figura 11 - Mecanismo cinético esquemaético de polimerizagcdo CLRP do tipo RAFT
(MOAD et al., 2005).

Na etapa de re-iniciagdo ocorre o crescimento da cadeia polimérica por meio de
seguidas incorporacfes de mondmero a espécie ativa em crescimento, gerando cadeias
de polimero maiores. A principal diferenca para a polimerizacdo via radicais livres
convencional € que na polimerizagdo RAFT as cadeias em crescimento séo iniciadas
pelo grupo R. Assim, as cadeias originais geradas pelo iniciador podem ser poucas,
garantindo que todas as cadeias tenham a mesma chance de crescer.

Na etapa de equilibrio de cadeia acontece um equilibrio dindmico entre estagios
ativos e dormentes das cadeias poliméricas, apenas ocorrendo 0 crescimento
das cadeias quando estas se encontram no estado ativo. O equilibrio entre as espécies
propagantes e os macro-radicais RAFT € a chave de todo o processo RAFT. As duas
constantes de velocidade (ks € k-g) controlam o equilibrio. A velocidade de fragmentacéo

deve ser necessariamente mais lenta que a velocidade de adig&o para garantir que as
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espécies dormentes prevalecam no meio reacional. Dessa forma, a probabilidade de
ocorrer reagdes de terminagdo entre espécies radicalares é muito baixa.

A Ultima etapa do processo, embora minimizada, é a termina¢éo, quando sdo
geradas cadeias mortas de polimero. Quando a polimerizagéo termina, a maioria das
cadeias retém o grupo final do CTA e os polimeros podem ser isolados como materiais
estaveis. Sendo assim, esses polimeros podem ser utilizados em novas polimerizagées,
como macro-radicais RAFT para formacao de copolimeros em bloco, podendo-se obter
polimeros com diversas arquiteturas (MOAD et al., 2005; MC CORMICK & LOWE, 2004;
BOYER et al., 2009; QUINN et al., 2007).

Como em todas as demais técnicas de CLRP, o sucesso da técnica de
polimerizagdo RAFT é fortemente influenciado pelo nivel de controle exercido sobre a
evolucdo da reacao de polimerizagdo. Na prética, ocorre o crescimento linear da massa
molar numérica média (M,) com a conversao, a diminuigdo do indice de polidispersédo
(Mw/M,) (Figura 12) e o deslocamento das distribuicbes das massas molares com a

conversao (Figura 13) (OLIVEIRA et al., 2013).
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Figura 12 - Evolucéo do indice de polidispersdo (Mw/Mn) e da massa molar média
numérica (Mn) em funcédo da converséo na presenca de agente macro-radical RAFT. A
curva tracejada representa o valor tedrico de Mn
(OLIVEIRA, 2011).
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Figura 13 - Evolucé&o da distribui¢do das massas molares em fungdo da conversao na
presenca de agente macro-radical RAFT
(OLIVEIRA, 2011).

As cadeias dos polimeros obtidos via polimerizagdo RAFT apresentam no final
0 grupamento tiocarbonila do agente de transferéncia de cadeia, que permite a utilizacéo
a formacdo de polimeros de diversas arquiteturas, como a formagédo de blocos de
copolimeros (Figura 14). Portanto, € possivel utilizar os homopolimeros obtidos como
macro agentes de transferéncia de cadeia em uma nova homopolimerizag&o, porém na
presenca de outro mondmero, além do macro-radical RAFT e radicais livres para iniciar
a polimerizacdo (BARNER-KOWOLLIK, 2008). Idealmente, a cadeia pode ser estendida

infinitas vezes, com a formacdo de multi-blocos de copolimeros, a medida que o

grupamento tiocarbonila do agente RAFT seja preservado no polimero final obtido.

S S S
R Mondémero A R Monoémero B R
—_— CAAA —_—
\ Iniciador \ Re \

S z S Z S z

Figura 14 - Esquema da formacao de blocos de copolimero via extensao de cadeia
utilizando a técnica de polimerizagao RAFT.

Um ponto bastante explorado é a possibilidade de a massa molar numérica

média tedrica (Mnn) do polimero a ser sintetizado ser calculada como fungédo da
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conversao do polimero (a), da concentragao inicial do monémero e do agente RAFT,
como pode ser observado na Equacéo 6 (MOAD et al., 2005). A possibilidade de estimar
a massa molar do polimero permite desenhar polimeros com estrutura complexa de
forma mais precisa. Vale ressaltar que, como os agentes RAFT sdo naturalmente
retardadores da reacao de polimerizacdo via radicais livres, os valores globais de massa

molar geralmente obtidos ndo ultrapassam 10° g/mol (OLIVEIRA et al., 2013).

[M]
M, = ([RAFﬁ]O X MWponomero X 0() + MWgapr (6)

Como citado anteriormente, o agente RAFT apresenta estrutura RSC(=S)Z, em
que a chave para o bom andamento do processo e para o controle da massa molar € o
grupamento tiocarbonilico (SC(=S)) do CTA (CHIEFARI et al.,, 2003; CHONG et al.,
2003). Varios grupamentos similares sao relatados na literatura e incluem certos
tritiocarbonetos, ditioésteres, xantanas, ditiocarbamatos, entre outros (Figura 15)
(MOAD et al., 2006). Os grupos “Z” e “R” apresentam fungbes especificas e a escolha
desses grupos exerce influéncia direta sobre o grau de controle da polimerizacdo. O
grupo “Z” possui a fungao de ativar a dupla ligagdo C=S, para favorecer a adicdo de
radicais nesta parte da molécula e proporcionar altas constantes de transferéncia de
fragmentos. Ja o grupo “R” deve ser um bom grupo de saida e re-iniciador de reacdes
de radicais livres (RAPOPORT, 2007; BOYER et al., 2009; BOYER et al., 2011).

A eficiéencia do agente RAFT depende do mondmero que esta sendo
polimerizado e das propriedades dos grupos “R” e “Z”, que pode ser escolhido para
ativar ou desativar a dupla ligacao tiocarbonilica e modificar a estabilidade dos radicais
intermediarios (MOAD et al., 2005). A escolha do agente RAFT depende principalmente
do(s) mondmero(s) a ser(em) polimerizado(s) de forma controlada, 0 que esta
diretamente relacionado a estrutura do agente RAFT, principalmente de seus grupos

substituintes “R” e “Z”. As principais revisdes sobre o tema normalmente trazem um guia
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para a selecdo do agente RAFT mais adequado como funcdo do monémero (e/ou
comondmeros) escolhido (Figura 16), levando em consideracéo a reatividade de adicdo

e fragmentagao dos grupos “R” e “Z” (MOAD et al., 2005; MOAD et al., 2012; BOYER et
al., 2009).

utilizados em polimerizacbes RAFT

Figura 15 - Diferentes estruturas de agentes de transferéncia de cadeia tiocarbonilicos
(MOAD et al

., 20086).

Z:  Ph>>SCH;~CH;~ @ &>OP1>OH N(Ph)(CH3) > N(Ef),
- MMA ———=

VAc
-— S, MA, AM, AN

MMA - Metacrilato de metila VAc - Acetato de vinila
AM - Acrilamida

MA - Acrilato de metila
AN - Acrilonitrila

S - Estireno

Figura 16 - Guia para selecao dos agentes RAFT para vérias polimerizac6es. Para Z, a
velocidade de adicao 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
(Adaptada de MOAD et al., 2005).

39



A possibilidade do uso de uma grande variedade de monémeros e solventes
(MOAD et al., 2005; CHIEFARI et al., 1998), da sintese de polimeros com diversos tipos
de arquitetura molecular (Figura 17) (MOAD et al., 2005; BARNER-KOWOLLIK, 2008)
e do uso de diferentes tipos de sistemas de polimerizagéo, incluindo polimerizacdes em
suspensdo (BIASUTI et al.,, 2005), emulsdo (KANAGASABAPATH et al.,, 1999;
ISHUGAKI e MORI, 2018), miniemulsédo (PETRESKA et al., 2018), miniemuls&o inversa
(Ql et al., 2007) e microemulsdo (LIU et al., 2006; YANG et al., 2009), fazem com que o
uso da polimerizagdo RAFT apresente inlmeras vantagens para a sintese de polimeros
para aplicacdes biotecnoldgicas. Além disso, uma vantagem Unica dos polimeros
sintetizados com auxilio da polimerizagdo RAFT é a possibilidade de reagéo dos grupos
terminais das cadeias poliméricas com uma inimera gama de reagentes, o que abre
inimeras possibilidades de funcionalizacdo e bioconjugacao dos polimeros formados

(BOYER et al., 2009).

Homopolimero Copolimero em tribloco tipo A-B-A g
te00eee00e0e ",

Copolimero em bloco
Copolimero estatistico
LV
Copolimero em gradiente

Copolimero estrela
0000000000000

Copolimero alternante

Copolimero de enxerto

Figura 17 - Alguns tipos de arquitetura que podem ser sintetizadas com a técnica de
polimerizagdo RAFT
(Adaptada de MOAD et al., 2005).
Como ja é bem estabelecido, sado conhecidas diversas maneiras para conjugar
proteinas e peptideos por meio de reacdes 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

40



agente RAFT, esses grupos funcionais podem ser inseridos no grupo iniciador (R) ou
no grupo RAFT (Z). Duas abordagens basicas ja foram descritas na literatura: a
formacdo de um polimero funcionalizado com a subsequente conjugacédo de proteinas,
ou a conjugacao da proteina com o agente RAFT, seguida da polimerizagédo (STENZEL,
2008; BOYER et al., 2009).

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 transformagfes quimicas que incluem o acoplamento dissulfeto e a alquilacdo por
adicdo de alcanos halogenados, alquenos e compostos carbonilicos a ou B insaturados
(como no caso da adi¢do de Michael). Este ultimo é um excelente exemplo de reagdo
tiol-eno, eficiente para preparacdo e funcionalizacdo de uma grande variedade de
moléculas. Entre varios aminoacidos comumente utilizados como alvo para modifica¢éo
de proteinas, a cisteina é particularmente atraente para a ligacao sitio especifica, ja que
existem geralmente poucos residuos de cisteina nativos em proteinas. Dessa maneira,
reacfes que atingem apenas o0s grupos do tipo tiol podem facilitar a funcionalizac¢éo sitio
especifica. Grupos terminais vinilsulfona, maleimida e dissulfeto ativado tém sido

utilizados também com sucesso em procedimentos de bioconjugacéo (LI et al., 2011).

2.7 BIOCONJUGACAO

A bioconjugacdo consiste em ligar ao menos uma molécula de origem biologica
a compostos sintéticos e/ou biol6gicos, formando um novo complexo, sendo que as
propriedades das moléculas iniciais s&o individualmente preservadas (BRASIL JUNIOR,
2010). A bioconjugacao é empregada quando se liga uma biomécula a superficie do
sistema de liberagdo (Figura 18), visando ao reconhecimento e a fixacdo no alvo

desejado, de maneira que a atuacao do sistema seja sitio-especifica (DIMITRIU, 2001).
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Biomolécula/vetor

Ativo
encapsulado/ Cadeias de
farmaco polimero

Figura 18 - llustracdo de uma particula polimérica carregada com farmaco e com vetores
(biomoléculas) na superficie
(PEIXOTO, 2013).

A possibilidade de alterar os grupamentos quimicos pertencentes a arquitetura
macromolecular dos polimeros e modificar a superficie das particulas pode viabilizar o
estabelecimento de algumas interacdes especificas entre o polimero e o meio biolégico.
A imobilizacdo sobre a superficie da particula polimérica de camadas de compostos
hidrofilicos, que respondam a estimulos ou que atuem como ligantes especificos para
biomoléculas abre caminho para novas e atrativas potencialidades. Tais avancos podem
resultar em polimeros com propriedades Unicas, com caracteristicas e estruturas bem
definidas para a formulagdo de sistemas “inteligentes” que podem ser aplicados a
liberacéo controlada de farmacos (PICHOT, 2004).

Os polimeros usados como biomateriais sdo comumente chamados de
biopolimeros e podem ser de origem natural ou sintética, biodegradaveis ou ndo. Os
biopolimeros apresentam propriedades especificas para aplicacdes in vivo, sendo
compativeis com a diversidade e complexidade destes ambientes. Nas areas médica e
farmacéutica, esses materiais tém funcéo de interagir com sistemas biologicos para
permitir avaliacdo, tratamento, aumento ou substituicdo de 6rgaos ou funcbes do corpo
(TIAN et al., 2012).

Muitas sdo as biomoléculas que podem ser usadas como ligantes (vetores).
Dentre elas, podem ser citados os anticorpos monoclonais (mAb), que vém sendo

usados com muita frequéncia para a preparacdo de sistemas de carregamento de
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farmacos. Segundo KIM et al. (2009), micelas que contém mAb sdo capazes de
reconhecer e se ligar a varias células cancerosas in vitro e aumentar o acimulo nos
tumores, quando comparadas a micelas que ndo contém mAb, como verificado em
experimentos realizados com camundongos. Como exemplo de mAb utilizados, citam-
se 0s anticorpos Herceptin®, usado contra o fator Her-2, e o Avastin®, que € um
anticorpo monoclonal que se liga ao fator de crescimento endotelial (VEGF) (KIM et al.,
2009).

Carboidratos como galactose, lactose e manose, também podem ser usados
como ligantes especificos em sistemas de carregamento de farmacos para o tratamento
de doengas do figado, pois podem se ligar a receptores de asialoglicoproteina (ASGPR)
(TIAN et al, 2012). Alternativamente, podem ser usados aptameros. O uso de
aptameros oferece muitas vantagens, tais como a ndo-imunogenicidade, a estabilidade
em faixas amplas de pH e de temperatura e a especificidade tumoral (KIM et al., 2009).

Vetores a base de folatos sédo também muito usados, pois receptores especificos
sao encontrados em muitas células tumorais dos pulmdes, rins, ovario, mamas, cérebro,
Utero e testiculos. MOGHIMI et al. (2001) enfatizaram que os folatos oferecem muitas
vantagens sobre os anticorpos, quando usados como ligantes, pois sdo nhao-
imunogénicos por causa do pequeno tamanho, apresentam boa estabilidade e
excelente especificidade para tumores. Na forma de vitamina B, o &cido félico é uma
pequena molécula capaz de se ligar a receptores de folatos expressos mais
frequentemente em células de tumores epiteliais que em tecidos normais (TIAN et al.,
2012).

Cientistas tém citado estes novos sistemas de liberagdo de farmacos sitio-
dirigidos como fatores chaves para futuros avancos da eficacia e seguranca dos
procedimentos terapéuticos, além de melhoramentos das caracteristicas fisico-quimicas
dos farmacos e dos respectivos perfis farmacocinéticos (HAMIDI et al., 2012).

MAHON et al. (2012) destacaram os principais desafios encontrados para o

desenvolvimento de interfaces entre biomoléculas e sistemas nanoestruturados. O sitio

43



ativo do ligante alvo deve estar posicionado de maneira que permita a reac¢ado, sendo
considerados o arranjo tridimensional, o nimero e o espagamento dos ligantes. Em
relacdo a biomolécula inserida, esta deve promover a interacdo com os receptores das
células. Além disso, as particulas devem garantir tempo suficiente de circulacdo no
organismo, de modo a aumentar a quantidade que efetivamente atinge o local alvo.

Segundo HERMANSON et al. (1992), as carbodiimidas podem ser usadas para
facilitar a formagcdo de ligacdes entre grupos carboxilico e amino. O 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) é bastante utilizado em rea¢es de conjugacéo,
sintese de peptideos e como agente de imobilizagdo no preparo de géis de afinidade.

Um dos primeiros métodos desenvolvido para criar sistemas proteina-polimero,
sob condi¢fes quimicas suaves, foram baseados em reac¢des entre o0 grupo carboxilicos
de cadeia de poli(etileno glicol) (PEG) e aminas primarias das proteinas (CANALLE et
al. 2010).

Outro método amplamente utilizado para a ativacdo de PEG em relagcédo a
aminas é a utilizacao de ésteres de N-hidroxisuccinamida (NHS). O composto PEG-NHS
€ altamente reativo em relagdo a aminas a pH fisiol6gico e forma ligagcbes amida com
proteinas (CANALLE et al. 2010).

De acordo com HARRIS e KOZLOWSKI (1997), a reatividade do éster de NHS
parece diminuir quando a distancia entre o éster ativado e o esqueleto de PEG é
aumentada. Esta diferenca de reatividade foi atribuida ao impedimento estérico da
porcdo de ramificacao extra. Segundo ZIMMERMANN et al. (2010), o PEG é altamente
biocompativel e superficies com uma densidade suficientemente elevada de PEG
tornam-se resistentes a adsor¢éo de biomoléculas, evitando ligagdes ndo especificas.

ZIMMERMANN et al. (2010) descreveram um protocolo geral para o
acoplamento covalente de qualquer tipo de biomolécula que contenha um grupo tiol
livre. O protocolo utiliza um espacador de PEG, que possui um grupo NHS numa

extremidade e um grupo maleimida na outra. Depois de reagir o grupo NHS com uma
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superficie amino-funcionalizada, o grupo maleimida, altamente reativo, permite o
acoplamento da biomolécula.

BAYS et al. (2009) sintetizaram polimeros funcionalizados com grupos
maleimida por polimerizacdo RAFT para a conjugacdo seletiva de sitios livres de
cisteina de proteinas. Maleimida-poli((etileno glicol) metil éster acrilato) foram
conjugados com lisozima.

LI et al. (2011) utilizaram polimerizacdo RAFT com agente de transferéncia de
cadeia contendo grupamento NHS para sintetizar polimeros sensiveis a temperatura
para conjugacdo com proteinas contendo grupos amina.

No presente trabalho, a reacdo de bioconjugacéo citada por ZIMMERMANN et
al. (2010) é utilizada; entretanto, o grupo tiol esta presente nas nanoparticulas, enquanto
0 grupo NHS reage com as biomoléculas modelo, que contém grupamentos amina,
sendo elas a lisina, a glutationa e a insulina, que, como pode ser observado na Figura

19, possuem diferentes tamanhos.

Lisina Glutationa Insulina

Figura 19 - llustracdo das biomoléculas modelo utilizadas nas reacdes de bioconjugacao.

A lisina € um dos oito amino&cidos essenciais que ndo pode ser sintetizado pelo
organismo, sendo encontrado na superficie de enzimas e proteinas. E um aminoéacido
essencial para o crescimento de criangas e para a manutencdo do equilibrio de
nitrogénio nos adultos (PARSONS e BAKER, 1994).
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O peptideo glutationa é sintetizado no interior das células, sendo limitado de
acordo com a biodisponibilidade dos aminoacidos que o compdem (&cido glutamico,
cisteina e glicina). A glutationa exerce um papel importante no armazenamento e
transporte de cisteina e na defesa celular contra radicais livres e peréxidos. Além disso,
a glutationa também esta envolvida no metabolismo do acido ascorbico e na
manutencdo da comunicacgao entre as células (FORMAN et al., 2009).

A insulina é uma proteina globular essencial para a manutencdo da homeostase
de glicose e do crescimento e diferenciacdo celular. E um polipeptideo que pode ser
sintetizado a partir de diversos animais. A insulina age numa grande parte das células
do organismo, como nas células presentes no figado, em musculos e no tecido adiposo,

apesar de ndo agir em certas células, como as células nervosas (KING, 2003).

2.8 COMENTARIOS FINAIS

Neste capitulo foram apresentados alguns dos principais estudos desenvolvidos
na area de sistemas de liberacdo de farmacos baseados em nanoparticulas poliméricas,
obtidas a partir da polimerizacéo radicalar RAFT. Os objetivos deste texto incluiram
principalmente a contextualizagédo e justificagdo do presente trabalho.

A busca por novas alternativas de encapsulamento para liberacao controlada de
farmaco, atrelada a vetorizagdo dessas particulas para o tratamento de doengas como
0 céancer, é de extrema importancia. Nesse contexto, os polimeros merecem destaque
para o desenvolvimento dos sistemas de liberacdo, uma vez que sdo materiais muito
versateis e que permitem o encapsulamento in situ de diversos farmacos, entre eles o
PTX (GALVAN, 1995; SCHORK et al., 2005). Sabe-se em particular que o polimero
formado por polimerizagdo RAFT permite a conjugagdo com moléculas biolégicas
posteriormente, por conta dos grupos tiocarbonilas residuais.

Por isso, neste trabalho é proposto o desenvolvimento de nanoparticulas

poliméricas por meio da técnica de polimerizacdo RAFT, com posterior bioconjugacao
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das particulas a trés diferentes biomoléculas, utilizando a maleimida-PEG-NHS como
ligante. Pretende-se também encapsular o farmaco PTX, visando ao desenvolvimento
de técnicas de liberacdo controlada. Baseado no que foi exposto, pode-se afirmar que
a técnica de funcionalizagdo aqui proposta nunca foi usada para imobilizar as
biomoléculas investigadas e que o PTX nunca foi encapsulado in situ em nanoparticulas

P(MMA-co-AA), constituindo aspectos originais e relevantes do presente trabalho.
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CAPITULO Il

MATERIAIS E METODOS -

NANOPARTICULAS E ENCAPSULAMENTO

3.1 REAGENTES

Todos os reagentes utilizados na primeira parte do trabalho sé&o descritos a
seguir. Com excecao da agua, os reagentes usados n&o foram previamente purificados,
sendo usados diretamente como recebidos.

e Surfactante dodecil sulfato de sédio (SDS) com pureza de 99% e 1% de umidade,
em massa — Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro, Brasil);

¢ Iniciador azobisisobutironitrila (AIBN) com 98,5% de pureza em massa — MERCK
(Séo Paulo, Brasil);

e Bicarbonato de sodio P.A. — PROQUIMIOS (Rio de Janeiro, Brasil);

¢ n-Hexadecano P.A. — Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro, Brasil);

e Agente de transferéncia de cadeia (agente RAFT) 2-ciano-2-propilditiobenzoato
(CPBD) HPLC com pureza de 97% em massa - Sigma Aldrich (Missouri, EUA);

e Hidroquinona 99% de pureza em massa — Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro,
Brasil);

e Mondmero metacrilato de metila (MMA) 99,5% em massa, estabilizado — Sigma
Aldrich (Missouri, EUA);

e Monbmero acido acrilico (AA) com pureza minima de 99%, fornecido pela Sigma

Aldrich (Rio de Janeiro, Brasil);
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¢ Nitrogénio, fornecido pela Linde Gas/AGA S/A (Munique, Alemanha) com pureza
minima de 99,9%, usado para manter a atmosfera inerte nas reacdes de
polimerizacbes em miniemulsao;

e Paclitaxel, farmaco utilizado para encapsulamento, fornecido pela empresa
Carbosynth (Berkshire, Reino Unido), com pureza minima de 97%;

e Acetona P.A com 99,5% de pureza em massa, usada para limpeza de vidrarias e
eguipamentos — Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro, Brasil);

e Etanol P.A com 99,8% de pureza em massa, utilizado para limpeza de vidrarias e
eguipamentos — Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro, Brasil);

¢ Diclorometano P.A com pureza minima de 99,9% - Sigma Aldrich (Rio de Janeiro,
Brasil);

e Tensoativo polisorbato 80 (Tween 80) - Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro, Brasil);

e Solucao tampéo fosfato salino: preparada em laboratério utilizando-se fosfato de
sédio dibasico, fosfato de sédio monobasico e cloreto de sédio, todos apresentando

pureza minima de 99% em massa - Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro, Brasil).

Todos os experimentos foram realizados com agua ultra pura (Milli-Q).

3.2 EQUIPAMENTOS E ACESSORIOS

Os equipamentos e acessorios utilizados durante as reages de polimerizacao

estao discriminados abaixo.

e Placa de agitacdo — IKA, modelo C-MAG HS 7 (Staufen, Alemanha) com controle
de temperatura por meio de termopar (IKA, modelo ETS-D5);

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

e Sonicador — Branson Digital Sonifier®, modelo 450 (Missouri, EUA);

e  Estufa com recirculacdo — Quimis, modelo Q317M-72 (Sao Paulo, Brasil);
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Analisador de tamanho de particula — Malvern Instruments (Worcestershire,
Inglaterra, Reino Unido), modelo Nano ZS, usado para determinagédo de tamanhos
de particulas com base em técnicas de espalhamento de luz;

Cromatografo de permeagéo em gel — Viscoteck (Houston, EUA), modelo GPC Max
VE2001, equipado ima pré-coluna Shodex KF-G, duas colunas Shodex KF-804 e
uma coluna Shodex KF-805, além de detector refratométrico, modelo VE 3580, e
detector UV Viscotek, modelo 2500, setado para 255 nm e equipado com lampada
de deutério (Téquio, Japédo). Como fase movel e para solubilizacdo das amostras
foi utilizado tetrahidrofurano (THF) grau HPLC/Spectro, fornecido pela Tedia
Company Inc (Fairfield, EUA);

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

Agitador orbital ou shaker — Nova Etica (Rio de Janeiro, Brasil);

Centrifuga — Termo Scientific (Massachusetts, EUA), modelo Megafuge 16R;
Calorimetro Diferencial de Varredura (DSC) — Perkin Elmer (Massachusetts, EUA,
modelo DSC 8500);

Analisador Térmico TGA — Perkin ElImer (Massachusetts, EUA), modelo STA-6000,

utilizado para as andlises de degradagéo térmica do farmaco.

3.3 REACOES DE POLIMERIZACAO

Neste trabalho, explorou-se a técnica de produgdo de nanoparticulas por

polimerizagdo em miniemulsdo, conforme metodologia descrita a seguir, sendo

avaliados os polimeros derivados dos mondmeros metacrilato de metila (MMA) e acido

acrilico (AA).
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3.3.1 Reacgbes de polimerizacdo em miniemulséo

As nanoparticulas de PMMA e de copolimero P(MMA-co-AA) foram preparadas
conforme o procedimento experimental descrito por LANDFESTER (2009) e PEIXOTO
(2013). Primeiramente, foi preparada a fase aquosa composta pelo surfactante, agua e
bicarbonato de sédio, usado para correcao do pH (valores do pH em torno de 6,0). Esta
mistura foi mantida sob agitacdo magnética por 5 minutos para homogeneizacdo. Em
seguida, a fase organica composta pelo monémero, iniciador, agente RAFT e
hexadecano, o co-estabilizante, foi adicionada a fase aquosa, formando uma pré-
emulsdo, também homogeneizada por agitacdo magnética por 15 minutos em banho de
gelo.

Em seguida, ainda em banho de gelo, para evitar a polimerizagdo e a
volatilizacdo do mondmero, a pré-emulséo foi levada ao sonicador para uma melhor
dispersao e com o intuito de diminuir o tamanho das gotas, durante 10 minutos sob 70%
de amplitude, gerando uma poténcia de 50 W.

Apoés a obtencdo da miniemulsdo no sonicador, ainda em banho de gelo, a
mistura foi transferida para um bal@o de fundo redondo contendo uma barra de agitacéo
magnética. O baldo foi vedado com septo de borracha e um arame foi amarrado
fortemente em volta do bal@o para refor¢car a vedacao.

Durante 45 minutos foi feita uma purga com nitrogénio na solug¢do contida no
baldo. Com auxilio de uma agulha descartavel, foi feito um pequeno orificio na superficie
do septo (Figura 20). A agulha foi deixada encaixada no septo, funcionando como um
canal para entrada e saida de ar. Com auxilio da canula de amostragem, foi feito um
segundo orificio na superficie do septo. Enquanto a extremidade da cénula de
amostragem localizada na parte interna no baldo encontrava-se submersa na solucao,
a outra extremidade da cénula, localizada na parte externa do baldo, foi conectada a

linha de nitrogénio.
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——= Cénula de amostragem

—= Agulha para entrada e saida de ar

Arame de vedacéo

Septo de vedagéo

Solugédo de polimerizagdo

Barra magnética

Figura 20 - Esquema do aparato experimental usado para conduzir a reagdo de
polimerizagéo.

Apds o tempo de purga, as agulhas foram retiradas, os orificios foram vedados
com graxa e o baldo foi transferido para um recipiente contendo etileno glicol a 80 °C
durante 5 horas. A medida da temperatura do meio reacional era realizada com um
termopar tipo J, em contato direto com o banho de etileno glicol. O controle de agitacédo
foi realizado com auxilio da placa de aquecimento/agitagédo (nivel 5), mantida sempre
no mesmo valor durante todas as etapas de reacdo e em todas as reacdes realizadas.

Apbs o término da reacao, as solugdes finais de polimero foram armazenadas

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

3.3.2 Avaliacéo da influéncia da proporcao fase organical/fase aquosa

na producdo das nanoparticulas

Inicialmente foram realizados experimentos para avaliacdo do efeito da
guantidade de fase orgéanica sobre a produgdo das nanoparticulas. As quantidades de
fase organica no meio reacional foram iguais a 10 e 20% em massa, variando-se

também a presenca e a auséncia do agente RAFT.
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As condicdes das reacdes de polimerizacdo em miniemulsdo realizadas estéo
descritas na Tabela 1. Os ajustes foram realizados visando a obter a melhor relacdo

entre a velocidade da reacdo, o rendimento e tamanho das particulas do polimero final

obtido.
Tabela 1 - Composic¢des iniciais usadas nas reacdes de polimerizagéo.
Reagentes M1 (80%) M2 (80%) M3 (90%) M4(90%)
Monémero 19,110 19,110 9,555 9,555
Fase Hexadecano 0,600 0,600 0,300 0,300
organica Iniciador 0,078 0,078 0,039 0,039
Agente RAFT - 0,214 - 0,107
Agua 80 80 90 90
Fase Surfactante 1.000 1.000 0.478 0.478
aquosa Bicarbpgato de 0,100 0,100 0,113 0,113
sadio

3.3.3 Encapsulamento do farmaco paclitaxel

Para alcancar uma alta eficiéncia de encapsulacdo do farmaco paclitaxel pela
técnica de polimerizagdo em miniemulsé&o in situ, € necessario que o farmaco apresente
boa solubilidade na fase organica.

Em funcéo da baixa solubilidade do paclitaxel no monémero MMA observada
quando a fase organica foi misturada a fase aquosa, adicionou-se a fase organica o
mondmero AA na concentracdo de 10% (m/m) em relagdo ao MMA, visando aumentar
a hidrofilicidade da mistura (FENG e LI, 2006).

Em funcéo da limitagéo na quantidade do farmaco disponivel, uma vez que este
apresenta custo elevado, optou-se por nao realizar testes de solubilidade do farmaco e
utilizar concentragdes de 0,25, 0,50, 0,75 e 1,00% (m/m) de paclitaxel em relacdo a fase
organica. As polimerizacdes também foram realizadas na auséncia e na presenca do
farmaco e do agente RAFT. A Tabela 2 apresenta as massas dos reagentes utilizados

nos experimentos.
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Tabela 2 - Composi¢cdes usadas nas reacdes de polimerizagdo para encapsulamento do

paclitaxel.
Reagentes Massa (g)
MMA 4,5
AA 0,5
Iniciador 0,0196
Fase Agente RAFT 0,0536
_ 0,25% 0,0125
orgéanica
, 0,50% 0,025
Farmaco
0,75% 0,0375
1,00% 0,05
Hexadecano 0,15
Fase Agua 20
Surfactante 0,25
aquosa
Bicarbonato de sédio 0,025

3.4 TECNICAS DE CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

Os latices produzidos foram caracterizados em relacao ao tamanho de particula
e por analises térmicas (TGA e DSC). Além disso, avaliaram-se os produtos obtidos nas
reagbes de polimerizagdo em termos de conversdo e das distribuicdes de massas

molares.

3.4.1 Conversao por gravimetria

A avaliacdo da conversdo de mond6meros nas reagfes de polimerizacdo foi
realizada por gravimetria, que consiste na avaliacdo da razéo entre a massa de polimero
presente no reator e a massa de monémero inicialmente adicionada na formulacéo, de
acordo com a Equacéo 7. Para conduzir essa andlise, aliquotas do meio reacional foram
retiradas em intervalos de tempos estabelecidos e as massas das aliquotas foram

aferidas antes e apos a adi¢édo de cinco gotas de solucdo aquosa de hidroquinona 1%
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(m/m). A solucédo de hidroquinona foi utilizada para inibir a reacao e interromper o

consumo de mondémero.

Mpol seco+capsula™ (Mcépsula+Mhidroquinona)
Xp = (7)

Porganica Miatex

em que X, a conversao, Mol seco + capsula € & massa de polimero seco e da capsula, Mcapsuia
€ a massa da capsula, Mhidroguinona € @ massa de hidroquinona adicionada, Qorganica € a
fragdo massica de fase organica e Miaex € a massa de latex retirada do sistema.

A massa de polimero foi obtida a partir da subtragdo da massa de hidroquinona
e da fracdo de solidos nao poliméricos presentes no residuo seco. Durante a reacao,
aliquotas de 2 mL foram retiradas do reator com auxilio da canula de amostragem e
seringa de plastico de 5 mL. Essas amostras coletadas eram transferidas para capsulas
de vidro previamente taradas. Os pesos da amostra sem e com hidroquinona foram
anotados e as capsulas de porcelana foram levadas a estufa de recirculagdo a
temperatura ambiente por 24 horas. Apés esse periodo, o polimero seco obtido e com

peso constante foi novamente pesado.

3.4.2 Distribuigc6es de massas molares

A técnica de cromatografia de permeacdo em gel (GPC) é uma técnica
cromatogréfica que utiliza o tamanho das moléculas como critério de separacdo e
encontra aplicacdo para a determinacdo de massas molares de polimeros. E feito o
bombeamento da amostra em solucdo através de uma coluna que contém um gel
poroso e que comp0de a fase estacionaria. A separagdo ocorre por conta dos diferentes
tamanhos de poros do gel da coluna e das moléculas analisadas. Dependendo do
tamanho das cadeias e da interagdo com o gel (idealmente as moléculas ndo devem

interagir quimicamente com o gel), as moléculas da amostra se movem com diferentes
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velocidades dentro da coluna, sendo detectadas em tempos diferentes. Dessa forma,
as cadeias maiores sdo detectadas mais rapidamente e as menores posteriormente,
uma vez que moléculas maiores ndo penetram nos poros da coluna e sdo eluidas
primeiro. As moléculas menores sao pequenas o suficiente para penetrar em diversos
poros, percorrendo um caminho mais longo (RODRIGUEZ et al., 2003).

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

mantida a vazao constante de 1,0 mL/min.

3.4.3 Tamanho das particulas

A distribuicdo de tamanhos de particulas (DTP) foi determinada por
espalhamento dinamico da luz, utilizando um analisador de tamanhos de particula da
marca Malvern Instruments ZetaSizer, modelo Nano-ZS. Nesta técnica, 0 movimento
das particulas faz com que o feixe de luz que atravessa a amostra seja espalhado com
intensidades diferentes, a depender do tamanho e do angulo de espalhamento. A
andlise das flutuacdes de intensidade de luz espalhada permite calcular a velocidade do
movimento browniano das particulas e, assim, o tamanho pode ser calculado utilizando
a relagcéo Stokes.

Para as analises de tamanho de particula, adicionaram-se uma ou duas gotas
da amostra e completou-se o volume da cubeta com agua destilada, até obter uma
suspensao translucida. A diluicdo das amostras é necessaria para evitar a possibilidade

de espalhamento multiplo. Em seguida, a cubeta era transferida para o mdédulo de
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medicdo do equipamento. Os resultados foram calculados com base na equacédo de

Smoluchowski (BUTT et al., 2003) e apresentados como uma média de trés medidas.

3.4.4 Anélises térmicas

Os resultados da andlise térmica fornecem dados para a identificacdo de
alteracdes na conformacdo e no empacotamento das cadeias poliméricas em funcao
das modificagbes quimicas sofridas durante o processo de polimerizacdo ou
encapsulamento de ativos (SCHAFFAZICK et al., 2003). Testes de calorimetria
diferencial de varredura (DSC) foram realizados para avaliar a possivel interagdo
quimica entre o farmaco e o polimero. Nestes ensaios, realizou-se apenas um
aguecimento 25 a 230 °C de cerca de 10 mg da amostra, a uma taxa de 10 °C/min, sob
atmosfera de No.

As andlises de DSC foram realizadas em um equipamento da marca Perkin
Elmer (Massachusetts, EUA), modelo DSC 8500.

Andlises termogravimétricas (TGA) foram realizadas com o objetivo de
determinar a temperatura caracteristica de degradacdo das amostras produzidas.
Realizou-se também uma avaliacdo do farmaco paclitaxel. Os testes foram realizados
na faixa de 25 a 800 °C, a 10 °C/min.

As analises de TGA foram realizadas com amostras de 10 mg em um analisador
térmico da marca Perkin Elmer, modelo STA-6000 (Massachusetts, EUA). As analises
foram conduzidas em atmosfera inerte, com utilizacdo de nitrogénio na vazéo de 20

mL/min.
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3.5 EFICIENCIA DE ENCAPSULAMENTO

A determinacdo da quantidade de farmaco associada a sistemas de
nanoparticulas é dificultada pelo tamanho reduzido das particulas, de forma que a
separacao da fracdo de farmaco livre da fracdo associada requer o uso de técnicas
especificas.

No presente trabalho, a eficiéncia de encapsulamento foi avaliada pela técnica
de extracdo do farmaco em diclorometano. Nesta técnica, a fracdo do farmaco
encapsulada pode ser obtida a partir da extragdo em amostras secas por um solvente
adequado. A eficiéncia pode ser calculada como a relagdo entre a concentracao real
das amostras apos a extracao e a concentragdo tedrica de farmaco presente na amostra
seca. Para a extragdo, preparou-se uma suspensdo de 50 mg de nanoparticulas em 2
mL de diclorometano, a partir de uma amostra previamente seca. Apos evaporagao do
diclorometano, o polimero foi disperso em 5 mL de acetonitrila e filtrado em membrana
de 0,22 um para completa separacao dos sélidos.

A concentracao do farmaco foi determinada por analises de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE ou HPLC), no cromatégrafo da JASCO (Téquio, Japao)
equipado com injetor automatico (JASCO AS-2059 Plus), detector UV-VIS (JASCO UV-
2075) e uma bomba (JASCO PU-2087). De acordo com a Tabela 3, a fase mével
utilizada era composta por acetonitrila e &gua, na propor¢do de 90/10 (v/v),
respectivamente, em modo isocratico e sob vazdo de 1 mL/min. O comprimento de onda
de absor¢cdo méxima do paclitaxel foi determinado em 227 nm, de acordo com RAJAEE
e FARZI (2015), e o tempo de cada corrida foi estabelecido como igual a 6 min. O volume
de injecao utilizado foi de 20 uL e os ensaios foram realizados em temperatura ambiente.

A curva analitica foi construida em oito niveis de concentragéo, no intervalo de
1 a 100 pg/mL. Para a montagem da curva, preparou-se uma solucdo estoque de

paclitaxel em ACN de 100 pg/mL. A partir dessa solugéo, foram realizadas diluigbes,
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obtendo-se as concentra¢fes de 5, 10, 15, 30, 50, 70, 85 e 100 ug/m, sendo avaliadas
trés curvas.

Avaliou-se a capacidade de o método medir exatamente o farmaco paclitaxel na
presenca de outros componentes, como impurezas e demais constituintes do sistema.
Para tal realizou-se a andlise cromatogréfica dos componentes do sistema
separadamente, sendo eles os latices poliméricos na presenca e na auséncia do agente

RAFT, sendo os cromatogramas obtidos posteriormente analisados em conjunto.

Tabela 3 - Condi¢fes usadas para o método cromatografico utilizado para quantificacdo

do paclitaxel.

Parametro Condicéo
Fase moével Acetonitrila/Agua (90/10) (v/v)
Modo Isocratico
Fluxo 1 mL/min
Comprimento de onda 227 nm
Injecéo 20 pL
Tempo 6 min (retengéo em 3,4 min)
Temperatura Ambiente

3.6 TESTE DE LIBERACAO

Os estudos do perfil de liberagdo do farmaco in vitro foram realizados com o
objetivo de avaliar a quantidade de farmaco liberado. O ensaio de liberacgéo foi realizado
em condi¢bes que tentavam simular as condi¢des in vivo. Dessa forma, utilizou-se o
tampéo fosfato salino (PBS) no pH de 7,4 como meio de dissolucdo na temperatura de
37 °C e sob constante agitacdo (100 rpm). Os testes foram conduzidos colocando o
latex diretamente em contato com o meio de liberagdo. A fim de obter a concentracao

de 2 uL/ml de PTX, os latices poliméricos foram dispersos em 5 mL de tampé&o fosfato

salino contendo 3% de Tween 80 em tubos Falcon. Em tempos determinados (4, 8, 24,

48, 72 e 96 h) os tubos Falcon eram retirados e centrifugados. Apds adequada
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purificacdo da amostra recolhida por filtracdo em membrana de 100 kDa (AMICON Ultra-
15 100 K, Millipore) a 6000 rpm por 15 min a 20°C, a concentragdo do farmaco liberado
na fase receptora foi verificada, inicialmente por medidas em espectrofotdmetro UV-VIS.
Dessa forma nao foi verificada a liberacdo do PTX nos ensaios, sendo necessario o uso
de HPLC, que apresenta uma maior sensibilidade. Todas as amostras injetadas no

cromatografo foram previamente filtradas em filtro de seringa de 22 um para evitar

entupimento nas linhas do equipamento.
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CAPITULO IV

RESULTADOS E DISCUSSAO -
NANOPARTICULAS E ENCAPSULAMENTO

4.1 REACOES DE POLIMERIZACAO

As reacbes de polimerizacdo foram realizadas utilizando a técnica de
miniemulsdo para a producdo de nanoparticulas, utilizando o metacrilato de metila
(MMA) como mondmero. Este mondmero foi escolhido devido ao féacil acesso,
versatilidade, boa reatividade e boa compatibilidade com cinco dos sete agentes RAFT
disponiveis para compra no mercado nacional. Além disso, o MMA possui boa
biocompatibilidade e amplo uso em sistemas de liberacéo de farmacos (CASTOR JR.,
2019; ODIAN, 2004; OREFICE e VILLANOVA, 2010).

Realizaram-se, inicialmente, experimentos para a avaliacdo do efeito da
propor¢éo de fase organica e fase aquosa sobre a producéo das NPs. As quantidades
de fase organica no meio reacional foi de 10 e 20% (m/m) em relacdo a massa total da

miniemuls&o, variando-se também a presenca e a auséncia do agente RAFT.
4.1.1 Converséao por Gravimetria

Com base nos trabalhos da literatura (MOREIRA, 2015; ZHOU et al., 2007;
YANG et al., 2009), primeiramente testaram-se condi¢des reacionais (M1 e M2) usando
5% de LSS (m/m) em relacdo & massa de monémero e 80% de fase aquosa (m/m) em
relacdo a massa total da miniemulséo, na presenca e auséncia de agente RAFT na

temperatura de 80 °C. Posteriormente, reacdes contendo 90% de fase aquosa (m/m)
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em relacdo a massa total da miniemulsdo foram realizadas (M3 e M4), para fins de
comparagdo. As quantidades de agente RAFT e mondmero utilizadas em todas as
reacdes foram calculadas de maneira a obter um polimero de massa molar 20.000
g/mol, como mostrado no APENDICE C, visando um melhor aproveitamento do efeito
EPR em gue as moléculas ndo devem apresentar baixa massa molar.

A evolucdo das reacdes de polimerizacdo foi avaliada a partir do
acompanhamento da conversdo e da massa molar dos polimeros obtidos. A conversao
foi calculada como uma relacdo entre a massa de polimero formada e a massa de fase
organica inicial adicionada, em intervalos de tempos definidos.

Apresentam-se na Figura 21 as curvas de conversdo em relacdo ao tempo

obtidas nas reacdes de polimerizacdo em miniemulsdo, M1 a M4.
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Figura 21 - Evolucdo da converséo nas reacdes de polimerizacdo em miniemulsdo M1 a
M4.

Nestas condicfes, as reacdes de polimerizacdo conduzidas na auséncia do

agente RAFT alcancaram conversdes de aproximadamente 90% logo nos primeiros
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minutos de acompanhamento e conversao total até o final das reacfes. As reacfes
conduzidas via polimerizagéo controlada por agente RAFT atingiram conversdo maxima
apenas apos 120 minutos de reacdo. A reducao da taxa e reacdo na presenca do agente
RAFT ja era esperada, como discutido no Capitulo 3 e na literatura (OLIVEIRA et al.,
2013).

Perfis similares de conversédo podem ser observados nas reacdes M1 e M3, na
auséncia de agente RAFT, e nas reac¢des M2 e M4, na presenca do agente RAFT. Isto
ja era esperado, uma vez que o aumento da fragdo de fase aquosa no meio reacional
ndo deve interferir na conversdo do mondmero, quando a distribuicdo inicial de
tamanhos néo é afetada pelas variaveis de operacdo (AMBROGI, 2015). Isso também

atesta a excelente reprodutibilidade experimental obtida.

4.1.2 Tamanho das particulas

Foram concentrados esforgos na manutencdo da estabilidade coloidal e na
regularizagdo do tamanho de particulas, de maneira que os didmetros se encontrassem
na faixa requerida de 50 a 150 nm, descrita por MARCUCCI e LEFOULON (2004) como
ideal para o acesso (via EPR) a células e tecidos doentes.

Sabe-se que o tamanho médio e a distribuicdo dos tamanhos de particulas
dependem, entre outros fatores, do sistema de reacdo, do método de homogeneizagao
e dos parametros definidos para a operacdo do método de homogeneizacgéo escolhido.
Em funcé@o da pouca disponibilidade do agente RAFT e devido a boa eficiéncia do
processo, 0 método escolhido para homogeneizacdo do sistema nas reacfes de
polimerizagdo em miniemulséo foi o método de ultrassom.

A Figura 22 mostra as variagfes do tamanho de particula em cada tempo de
reacdo para as reacdes M1 a M4, em que é possivel observar que nas reacdes M1 e
M3 conduzidas na auséncia do agente RAFT as distribuicdes de tamanhos de particula

se mantém iguais durante toda a reacgdo, diferentemente das reacdes M2 e M4,
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conduzidas na presenca do agente RAFT, que apresenta um deslocamento nas
distribuicdes de tamanho de particula para tamanhos maiores, levando a crer que o
retardo causado pelo agente RAFT na conversdao dos monémero leva a coalescéncia

das gotas e degradacao difusional.
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Figura 22 - Distribuicdo de tamanhos de particula nos experimentos M1 a M4.

Além disso, pode-se observar que as reacfes M1 e M2 conduzidas com 80% de
fase aquosa apresentaram distribuicdes de tamanhos mais largas que aquelas
conduzidas com menores cargas de fase organica (M3 e M4). As particulas obtidas via
polimerizacdo radicalar convencional (M1 e M3) apresentaram tamanhos médios
proximos a 65 nm e as particulas obtidas via polimerizagdo radicalar RAFT
apresentaram tamanhos médios préximos a 110 nm, adequados para a circulagdo no

organismo e aplicacdo na liberacao de farmaco (HUSSAIN et al., 2001).
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Corroborando os resultados observados nos graficos anteriores, os célculos
feitos para quantificacdo do percentual de surfactante livre, mostrados no APENDICE
A, indicam que ndo existem micelas livres por excesso de surfactante nas condicdes de
reacdo, de maneira que pode ser descartada a hipotese de nucleacdo micelar. Essa
hip6tese é reforcada pelas distribuicbes de tamanho estreitas e monomodais.

Por apresentarem tamanhos de particula satisfatérios para aplicacdes em
sistemas de liberagéo sitio-dirigidos as reacdes M1 e M2, conduzidas com 80% de fase

aguosa, foram selecionadas para serem utilizadas nas préximas etapas do trabalho.

4.1.3 Distribuicdo de Massas Molares

A evolucdo das reacBes de polimerizacdo também foi avaliada por meio do
acompanhamento das distribuicdes de massas molares dos polimeros em cada tempo
de reacdo. Os resultados obtidos nesta andlise permitem avaliar o sucesso da
polimerizacdo via RAFT.

As distribuicbes de massas molares obtidas na reacdo conduzida na auséncia
de agente RAFT, M1 (Figura 23), mostram a sobreposicao das distribuicdes de massas
molares em diferentes tempos de reacdo. Desta forma, pode-se observar que elevadas
massas molares sdo obtidas nos primeiros minutos de reacéo. Observa-se a ocorréncia
de um leve deslocamento das curvas para menores massas molares com o tempo de
reacdo, indicando a deplecdo do mondémero e o alcance da conversdo maxima. Além
disso, o0s resultados de massa molar obtidos para a reacdo de polimerizacdo
convencional em miniemulsdo do PMMA apresentaram resultados numéricos bastante
elevados, como pode ser observado na Tabela 4, o que ja era esperado para polimeros
sintetizados por mecanismo de polimerizagédo via radicais livres em miniemulsdo. O
indice de polidispersao ao redor de 2 também ja era esperado, por se tratar de reacao

controlada por terminacdo e por desproporcionamento (LUCAS et al.,, 2001). Os
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resultados reforcam a adequacdo dos procedimentos

reprodutibilidade do esquema experimental proposto.

adotados e a excelente
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Figura 23 - Distribuicfes de massas molares dos produtos da reacdo M1, na auséncia do
agente RAFT.

Para a reagdo M2, conduzida na presenca do agente RAFT, as distribuicbes de

massas molares (Figura 24) mostram o deslocamento das curvas para maiores valores

de massa molar, a medida que ocorre o avan¢o do tempo de reacdo. Este fato é

consistente com um processo de polimerizagéo radicalar livre controlada (OLIVEIRA et

al., 2013).

Tabela 4 - Massas molares numérica (Mn) e ponderal (Mw) e indice de polidisperséao
finais dos produtos obtidos nas reac6es M1 e M2

Reacéo Mn (g/mol) Mw (g/mol) IPD
M1 8,5.10° 1,8.10° 2,09
M2 1,9.10* 2,1.10* 1,13

66



1,0 S
—— 15 min
- —— 20 min
—25 min
0.8 —— 30 min
© — 45 min
E - —— 60 min
5 ——90 min
g 004 ——120 min
% —— 180 min
p 1 — 240 min
W —— 300 min
o 044
a
L7yl
@
m -
0,2 -
0’0_ AN | | R | AR | LT ERSR AR |
100 1000 10000 100000 1000000 1E7 1E8

Massa molar (g/gmol)

Figura 24 - Distribuicfes de massas molares dos produtos da reacdo M2, conduzida na
presenca do agente RAFT.

Além do deslocamento das distribuices de massas molares para valores mais
elevados, o “controle” de reacdes do tipo CLRP pode ser avaliado também pelos dados
de evolugdo da massa molar numérica média (Mn) em funcdo da conversdo do
monémero. A Figura 25 mostra a evolucdo dos valores de Mn das reagbes M1 e M2,
conduzidas na auséncia e na presenca do agente RAFT, respectivamente. Pode-se
observar que os valores de Mn da reacdo M2 crescem linearmente com a conversao,
alcangando valores proximos aos teéricos, calculados no APENDICE C. Esse feito ndo
€ observado para a reacdo M1, realizada na auséncia do agente RAFT. Pode-se concluir
que o crescimento da massa molar foi aproximadamente linear na reagéo conduzida na
presenca do agente RAFT, como esperado, pois a regressao linear dos pontos obtidos
permite obter valores de coeficiente de correlacdo (R?) de 0,99. Parece, portanto,
bastante claro que as reacdes foram conduzidas a contento tanto na auséncia como ha

presenca do agente RAFT.
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Figura 25 - Evolucdo da massa molar numérica média em fun¢ao da conversao nos
produtos das reacdes M1 (polimerizagéo radicalar convencional) e M2 (polimerizagéo
radicalar RAFT), e evolucdo da massa molar numérica média tedrica em funcéo da
conversao dareacdo M2.

4.1.4 Anélise Termogravimétrica (TGA)

A Figura 26 mostra as curvas de degradacdo térmica das amostras M1,
sintetizada por polimerizacdo radicalar convencional, e M2, sintetizada por
polimerizago radicalar RAFT. E possivel observar que o polimero M1 apresenta maior
estabilidade térmica que o polimero M2, uma vez que o polimero M2 comecga a degradar
em aproximadamente 195 °C, enquanto o polimero M1 comeca a degradar a 220 °C.
Esse comportamento é distinto daquele reportado por BRESSY et al. (2013), que
observaram que o PMMA produzido por polimerizacéo radicalar RAFT apresentou maior
estabilidade térmica que o produzido por polimerizacdo radicalar convencional. Esta
diferenca pode estar relacionada a massa molar dos polimeros. Os polimeros
reportados por BRESSY et al. (2013) apresentavam Mn na mesma ordem de grandeza,

sendo 4,8.10* g/mol para o PMMA produzido por polimerizacéo radicalar convencional
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e 1,02.10* g/mol para o PMMA produzido por polimerizacéo radicalar RAFT. No presente

trabalho, o polimero M2 apresenta Mn de 1,9.10* g/mol (similar ao reportado por

BRESSY et al. (2013)), enquanto o polimero M1 apresenta Mn igual a 8,5.10° g/mol

(muito maior que o reportado por BRESSY et al. (2013)). Sabe-se que cadeias

poliméricas menores apresentam menor estabilidade térmica que aguelas maiores,

levando-se em conta a maior suscetibilidade dos grupos terminais de cadeia a

degradacdo. Assim, quanto menor € a massa molar, maior € o niumero de grupos

terminais de cadeias disponiveis e menor € a estabilidade térmica (LUCAS et al., 2001).
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Figura 26 - Termogramas dos polimeros M1, sintetizado por polimerizagéo radicalar

convencional, e M2, sintetizado por polimerizacéo radicalar RAFT.

4.2 ENCAPSULAMENTO DO FARMACO PACLITAXEL

Todas as reacOes realizadas para encapsulamento do farmaco foram

conduzidas com e sem o0 uso do agente RAFT para fins de comparacdo. O metacrilato
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de metila (MMA) foi escolhido como mondmero principal por ser biocompativel e por ja
ser largamente empregado nas areas médica e farmacéutica. As reagbes sao
apresentadas na Tabela 5, em que se pode observar que o MMA foi usado como
monémero principal e utilizou-se 10% (m/m) do comondémero &cido acrilico (AA),
visando a aumentar a hidrofilicidade dos polimeros, que sabidamente prolonga o tempo
de circulacdo na corrente sanguinea e aumenta a aceitacao das células, além aumentar
a solubilidade do farmaco na fase organica. Com isso, realizaram-se as reac¢fes na
presenca e na auséncia do farmaco e na presenca e na auséncia do agente RAFT, para
fins de comparacdo. As quantidades de farmaco também foram variadas para fins de

comparacéo.

Tabela 5 — Reag8es de encapsulamento do farmaco paclitaxel.

Reacéo Comonbmero RAFT PTX
R1 N&o Nao -
R2 Nao Sim -
R3 Sim Nao -
R4 Sim Sim -
R5 Sim N&o 1%
R6 Sim Sim 1%
R7 Sim N&o 0.75%
R8 Sim Sim 0.75%
R9 Sim Nao 0.50%

R10 Sim Sim 0.50%
R11 Sim N&o 0.25%
R12 Sim Sim 0.25%

O farmaco paclitaxel (PTX) foi adicionado a fase organica da receita

experimental. A Figura 27 apresenta o aspecto visual da mistura formada pelo farmaco,
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pelo agente RAFT e os mondmeros MMA e AA, a interface O/A e a pré-emulsdo obtida
apos agitacdo magnética das fases. A coloracdo résea observada na mistura é devida

ao agente RAFT, que apresenta coloracdo vermelha.

Figura 27 - Aspecto visual do sistema formado com o agente RAFT e o farmaco
paclitaxel, sendo (A) a solubilizagdo do agente RAFT e do farmaco no monémero, (B) a
interface O/A e (C) a pré emulsédo obtida apds agitagdo magnética.

Com o objetivo de verificar se a temperatura da reacéo de polimerizagao poderia
levar & degradacao do farmaco, realizou-se primeiramente um ensaio de TGA de uma
amostra do paclitaxel utilizado nos testes. O termograma obtido € apresentado na Figura
28. Pode-se verificar que a temperatura de degradacédo do paclitaxel estd em torno de
240 °C, que é muito maior que a temperatura de 80 °C utilizada nas reacdes, o0 que
garante a integridade do farmaco. Dessa forma, a incorporacgéo in situ do farmaco na

reacdo parece segura.

100 Lo
80
N -5
B
@
@ 60+ o
£ ®
o =10 2
H S
g 401 S
2 g
o
L 15
20
0 —— -20
100 200 300 400 500 600 700

Temperatura (°C)

Figura 28 - Termograma de TGA do farmaco paclitaxel.

71



4.2.1 Conversao e massa molar

Em funcdo da necessidade de acrescentar um comondmero as reacdes de
polimerizacdo para encapsulamento do farmaco, as conversfes das reacdes realizadas
na auséncia de farmaco foram analisadas para fins de comparac¢éo. Portanto, a Figura
29 apresenta as curvas de conversao dessas reacdes, sendo possivel observar que o
perfil da conversdo nado foi alterado com o acréscimo do comondmero AA,
apresentando-se mais lento na presenca do agente RAFT, conforme esperado.

Na Figura 30 sdo apresentadas as curvas de conversao das reacgdes realizadas
na presenca e na auséncia do farmaco. Observa-se que a adi¢cdo de farmaco ao sistema
ndo resultou em alteracéo significativa da dindmica da reagdo de copolimerizagéo,
mesmo quando na presenca do agente RAFT, indicando que as etapas de ativacdo e

desativacdo dos radicais nas cadeias em crescimento nao foi afetado.
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Figura 29 - Curvas de conversédo das rea¢gdes R1, R2, R3 e R4.
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Figura 30 - Curvas de conversédo das reagdes R3, R4, R5 e R6.

A Figura 31 mostra a evolugdo das conversdo com O tempo para as
copolimerizacdes realizadas na auséncia do agente RAFT e a Figura 32 mostra a
evolugdo da converséo nas reac¢des conduzidas na presenca do agente RAFT, ambas
com diferentes quantidades do farmaco paclitaxel. Pode-se observar que o paclitaxel
parece nao exercer efeitos de inibicdo, a despeito dos grupos funcionais presentes, e
que 0 aumento na quantidade de farmaco néo afetou a dindmica da reacéao.

A Figura 33 mostra as distribuicbes de massas molares das reacdes R1, R2, R3,
R4, R5, R6, R11 e R12. Comparando-se as reacfes R1 e R2 com a reacdes R3 e R4,
respectivamente, € possivel observar que o acréscimo do comonémero AA levou a
distribuicbes de massas molares mais largas que nas reacdes realizadas somente na
presenca de MMA. Pode-se perceber também que o acréscimo do comondmero AA nao
afetou 0 mecanismo do agente RAFT, uma vez que ocorreu 0 deslocamento esperado
das curvas para maiores valores de massa molar com o avanc¢o do tempo de reacao.

As curvas obtidas para as demais reacdes sdo apresentadas no APENDICE D.
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Figura 32 - Curvas de conversdo das rea¢cdes R6, R8, R10 e R12.

A Tabela 6 também apresenta os resultados de GPC dos produtos de R1 a R12
apos 5 horas de reacdo. Como esperado, as massas molares numéricas das reacdes

realizadas via polimerizacdo convencional sdo até duas ordens de grandeza maiores do
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que as massa molares dos produtos via polimerizacdo radicalar RAFT, o que esta
relacionado aos diferentes mecanismos de reacdo. Além disso, para fins de
comparacao, foram calculadas as massas molares numéricas tedricas dos produtos das
reacOes via RAFT com auxilio das Equacdes 10 e 11 (SVENSON & PRUD’HOMME,
2012).

M
n= ﬁ * MM onomero *X +MMpapr (10)

em que [M]o é a concentracao molar inicial dos mondémeros; {RAFT]o € a concentragéo
molar inicial do agente RAFT; MMmonsmero € @ massa molar do mondémero; a é a
conversdo dos mondmeros; MMrarr € @ massa molar do agente RAFT.

E importante ressaltar que nas reacées R4, R6, R8, R10 e R12, em que dois
diferentes monémeros foram utilizados, a MMmonsmero fOi Calculada segundo a Equacédo
11.

1 w (1-w)
MM  MMpypma MMay

(11)

em que MM é a massa molar média; w é a fracdo massica; MMuwva € @ massa molar do

MMA:; e MMaa € a massa molar do acido acrilico.
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R12.
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Tabela 6 - Resultados de massas molares numérica teérica e calculada e indices de
polidispersédo dos produtos ap6s 5 horas de reagéo.

Reagdo Mn tedrico Mn P
(g/gmol) (g/gmol)
R1 - 9,9*10° 2,2
R2 2,1*10* 1,9*10% 11
R3 - 1,2*10° 19
R4 1,9*104 1,65*10% 1,4
R5 - 1*108 1,8
R6 2*10* 2*10* 1,4
R7 - 4,2*10° 2,2
R8 2,2*10* 1,9*10* 1,5
R9 - 1,2*10° 1,8
R10 1,9*10% 1,7*10% 1,5
R11 - 6,5*10° 1,7
R12 2,2*104 1,9*10% 1,6

Comparando-se as distribuicbes de massas molares dos produtos finais das
reacfes R3 e R5, observa-se que a presenca do farmaco ndo afetou o andamento da
reacdo, apresentando massas molares médias e indices de polidispersao similares. O
mesmo fato é observado quando se comparam as reacfes R4 e R6, uma vez que a
presenca do farmaco ndo afetou a dindmica da reacdo RAFT, além de néo ter alterado
o indice de polidisperséo, indicando que nado ha interacdo quimica do farmaco PTX no
mecanismo da reacao radicalar RAFT, seja como agente inibidor ou como agente de
transferéncia de cadeia.

Pode-se observar também que as massas molares calculadas foram muito
proximas as massas molares teoricas. Além disso, o indice de polidispersao foi menor
em todos os casos em que o0 agente RAFT foi empregado em relacdo a reacdo de
polimerizagcdo convencional correspondente, indicando que a adigcdo do comondmero
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e/ou do farmaco PTX ndo exerceu impacto negativo no curso das reacdes RAFT; caso
contrério, o IP continuaria similar ao das respectivas reagc6es convencionais. Além disso,
a diminuicdo do IP indica que as reacBes RAFT foram bem sucedidas, no sentido de
gue foram capazes de controlar o crescimento das cadeias e, consequentemente, de

estreitar a distribuicdo de massas molares do produto final, mesmo na presenca do PTX.

4.2.2 Tamanho de particulas

A Tabela 7 apresenta os valores dos tamanhos das particulas obtidas ap6s 5
horas de reagéo. Observa-se que, como ja citado anteriormente, a presenc¢a do agente
RAFT levou a particulas maiores do que nas reacOes radicalares convencionais,
possivelmente em funcdo da conversdo do mondémero ser mais lenta, levando a
coalescéncia das gotas e degradac&o difusional. E importante ressaltar que a presenca
do comonémero AA e do farmaco PTX ndo afetou os tamanhos das particulas, tanto na
auséncia como na presenca do agente RAFT, tampouco o aumento de concentracdo do

farmaco, indicando a auséncia de interagdo quimica entre eles.

Tabela 7 — Tamanhos médios das nanoparticulas produzidas.

Tamanho de Tamanho de
Reacéao . Reacéo i

particula (nm) particula (nm)
R1 63+0,3 R7 74+1,1
R2 105+1,5 R8 127 £ 0,7
R3 70+0,1 R9 70+0,4
R4 128 £ 0,7 R10 136 £ 0,3
R5 74+0,5 R11 70+0,2
R6 124 + 0,7 R12 136 £ 0,8
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Reacdes de polimerizacdo em miniemulsdo tém como caracteristica o fato de o
tamanho de particulas permanecer constante do inicio ao fim da reagéo (ODIAN, 2014).
Dessa maneira, é possivel observar na Figura 34 que as distribuicbes de tamanhos de
particulas ou permaneceram constantes ou sofreram um leve deslocamento para
maiores tamanhos na presenca do agente RAFT, corroborando a analise citada
anteriormente e sendo esse mesmo efeito observado por FRANCO (2010) na
polimerizacdo de estireno na presenca de agente RAFT. As curvas obtidas para as

demais reacdes séo apresentadas no APENDICE B.
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4.2.3 Andlises térmicas

Os resultados das andlises térmicas de TGA das amostras contendo o farmaco
possibilitaram comparar o material em termos de temperatura de degradacdo, em
relacdo as nanoparticulas que ndo o continham. Apresentam-se na Figura 35 0s
termogramas de TGA para as amostras contendo paclitaxel. Os perfis de degradacéo
dos materiais que continham paclitaxel encapsulado foram semelhantes aos obtidos
para o copolimero, tanto na auséncia como na presenca do agente RAFT. Portanto, a

adicdo do farmaco néo parece ter afetado a estabilidade térmica do produto final.

100 —— R3 P(MMA-co-AA)
—A R4 P(MMA-co-AA) + RAFT
7 —m— R5 P(MMA-co-AA) 1% PTX
—A— R6 P(MMA-co-AA) + RAFT 1% PTX
80 R9 P(MMA-co-AA) 0.5% PTX

—A— R10 P(MMA-co-AA) + RAFT 0.5% PTX
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Figura 35 - Termogramas de TGA das amostras obtidas ao final das rea¢des R3, R4, R5,
R6, R9 e R10.

Realizaram-se ensaios de DSC, analisando apenas a primeira etapa de
aquecimento das amostras, para avaliacdo do encapsulamento do farmaco e de
possiveis interagdes com o polimero, como mostrado na Figura 36. A curva de DSC do

paclitaxel mostra um pico endotérmico em 220 °C, que corresponde a temperatura de
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fusdo do farmaco. Para a mistura fisica das nanoparticulas com o paclitaxel, na razéo
de 1:1, verifica-se o pico de fusdo do farmaco na mesma temperatura de 220 °C, como
esperado, uma vez que o farmaco se encontra como uma fase segregada. A curva
obtida para as nanoparticulas ndo apresentou qualquer evento térmico relevante nessa
regido. A despeito das baixas concentracdes de PTX, o ndo aparecimento do pico
endotérmico do paclitaxel pode ser atribuido ao aprisionamento e dispersdo das
moléculas do farmaco nas nanoparticulas, evitando a formacé&o de cristais na superficie.
Dessa forma, pode-se admitir que o farmaco se encontra encapsulado e

homogeneamente disperso na matriz polimérica.

—— Mistura fisica — NP — PTX

Endo —=

Fluxc de calor (mW)

L] I L] I L] l Ll l Ll l L] l L] l LI l LI I 1
40 60 80 100 120 140 160 180 200 220
Temperatura (°C)

Figura 36 - Termogramas de DSC para avaliagéo de interagdo do farmaco paclitaxel com
a matriz polimérica.

4.2.4 Eficiéncia de encapsulamento

Os calculos dos teores de paclitaxel associados as nanoparticulas foram
realizados a partir de andlises de HPLC pela técnica direta, com extracdo em solvente.

Na Figura 37 sdo apresentados os cromatogramas obtidos apos a injecdo do paclitaxel
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solubilizado em ACN, na concentracdo de 100 ug/mL, e para os polimeros obtidos na

presenca e na auséncia do agente RAFT, também dissolvidos em ACN na mesma

concentracdo, nas condi¢des estabelecidas pelo método.

20000 —
< 15000 —
=
5 |
S 10000
2 4 prx
2 — R3 P(MMA-co-AA)
= 5000 94 ___ R4 P(MMA-cO-AA) + RAFT
0 T | ; | e : | ! | ! |

0 1 2 3 4 5 6
Tempo de retengéo (min)

Figura 37 - Cromatogramas de HPLC do PTX, e produtos das reacdes R3 e R4 em ACN.

O método proposto apresentou-se linear para toda faixa de concentracdes (5 a
100 pg/mL), como definido pela curva de calibracdo. Note que a curva de calibracdo foi
montada a partir da média das areas de trés picos obtidos, com base em pesagens
distintas. Na Figura 38 é apresentada a curva de calibracéo obtida, bem como o ajuste
linear calculado. O ajuste linear obtido a partir dos dados cromatograficos resultou em
coeficiente de correlagcdo de R?=0,997. A andlise de variancia mostrou que a regressao
foi significativa e que os desvios da linearidade n&o eram significativos (p-valor < 0,05).
A curva analitica obtida foi utilizada para os célculos das concentracdes do paclitaxel

nos célculos de eficiéncia de encapsulamento.
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Figura 38 - Curva de calibracdo da técnica de HPLC.

As andlises foram realizadas em triplicata para as rea¢fes R5, R6, R9 e R10,
sendo o resultado dessas reagfes reportados como uma média dessas tréplicas,
seguidas pelos desvios padrées, como mostrado na Tabela 8. Os ensaios também

foram realizados para as demais reagoes.

Tabela 8 - Eficiéncia de encapsulamento.

Eficiéncia de Eficiéncia de
Reacéo Reacéo
encapsulamento (%) encapsulamento (%)
R5 81,1+7,7 R9 97,1+3,2
R6 99,2+ 4,6 R10 89,5+ 6,6
R7 98,1 R11 94,6
R8 95,3 R12 98,3

Os resultados mostraram elevada eficiéncia de encapsulamento, o que ja era
esperado devido a hidrofobicidade do farmaco utilizado. Pode-se observar que a

presenca do agente RAFT nas reacdes R6, R8, R10 e R12 n&o afetou a eficiéncia de
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encapsulamento do farmaco, tampouco o aumento da concentracédo do farmaco no meio
reacional. Dessa forma, pode-se admitir que o ativo é completamente dissolvido nos

mondmeros MMA e AA, evitando-se que haja perda de eficiéncia de encapsulamento.

4.3 ENSAIOS DE LIBERACAO DO FARMACO

Os ensaios de liberagédo foram realizados em solugéo tampéo de PBS, pH 7,4,
contendo 3% de Tween 80, simulando o pH do corpo humano. Com o intuito de analisar
o efeito do agente RAFT no perfil de liberacdo do PTX, os ensaios foram realizados com
os polimeros na presenca e na auséncia do agente RAFT. A Figura 39 mostra os
cromatogramas dos ensaios de liberagdo nos tempos de 8 e 96 h, realizados com o0s
polimeros R9 e R5, respectivamente, na auséncia do agente RAFT. Pode-se observar
a auséncia de pico no tempo 3,4 minutos, caracteristico do farmaco PTX, tanto para 8
quanto para 96 horas. A Figura 40 mostra os cromatogramas dos ensaios de liberacdo
nos tempos de 4 e 96 h, realizados com os polimeros R8 e R10, respectivamente, na
presenca do agente RAFT. Novamente, pode-se observar a auséncia de pico no tempo
3,4 minutos, caracteristico do farmaco PTX, em ambos cromatogramas. Sendo assim,
pode-se afirmar que n&o foi observada liberacdo do farmaco nestes ensaios. Tais
resultados indicam a natureza ndo porosa das nanoparticulas de P(MMA-co-AA),
sugerindo que o processo de liberagdo seja controlado pela difusdo do PTX através da
matriz polimérica, além de refletirem a baixa solubilidade do PTX no meio aquoso.

Em contrapartida, RAJAEE e FARZI (2016), estudaram o encapsulamento do
PTX em nanoparticulas P(MMA-co-AA), em que observaram uma liberagdo proxima a
60% nesse mesmo tempo em nanoparticulas de aproximadamente 30 nm. Dessa forma,
os resultados indicam que as particulas apresentam uma resisténcia difusional muito
significativa, impedindo a liberag&o do farmaco. Portanto, esses resultados mostram que
as distribuicdes de tamanho podem ser importantes, como esperados em sistemas

controlados pela difuséo.
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WANG et al. (2015) estudaram o encapsulamento do farmaco PTX, pelo método
de evaporagéo por solvente, nos polimeros poli(acido latico) (PLA), poli(acido latico-co-
acido glicdlico) (PLGA) e poli(acido latico-co-etileno glicol) (PELA). O trabalho reportou
liberacdes de 10, 25 e 40%, em 96 horas, e 25, 70 e 75% para 22 dias para 0s polimeros
PLA, PLGA e PELA, respectivamente, indicando que quanto maior a hidrofobicidade do
polimero, menor € a liberacdo do farmaco. Isso sugere que a liberacdo foi controlada

principalmente pela degradacéo do polimero.
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Figura 39 - (a) Cromatograma de HPLC para ensaio de liberagédo do polimero R9, 8h; (b)
cromatograma de HPLC para ensaio de liberagcédo do polimero R5, 96h.
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Figura 40 - (a) Cromatograma de HPLC para ensaio de liberagédo do polimero R8, 4h; (b)
cromatograma de HPLC para ensaio de liberagao do polimero R10, 96h.

4.4 CONSIDERACOES PARCIAIS

No presente capitulo foram apresentados e discutidos os resultados obtidos
acerca das nanoparticulas poliméricas produzidas, do homopolimero de PMMA e do
copolimero com AA, via polimerizagdo radicalar convencional e radicalar RAFT.

Incialmente estudaram-se diferentes proporcdes de fase organica e aquosa para avaliar

87



as propriedades das nanoparticulas produzidas. Os resultados mostraram que as
reacOes conduzidas com 80 % de fase aquosa apresentaram tamanhos de particulas
menores frente agquelas produzidas com 90 % de fase aquosa, sendo mais satisfatéria
para o posterior encapsulamento do farmaco paclitaxel. Apds este estudo preliminar, o
encapsulamento do farmaco foi realizado, sendo necessario realizar a adicdo do
mondmero AA para solubilizacdo do paclitaxel. As reacfes realizadas na presenca no
agente RAFT nao tiveram a cinética de conversdo de mondémero e de massas molares
afetadas, indicando a auséncia de interag@o quimica entre o agente RAFT e o farmaco.
No que diz respeito as eficiéncias de encapsulamento, os resultados indicaram elevadas
incorporagdes do farmaco; porém, ndo foi observada liberagéo do farmaco apés 96 h de
teste, indicando que o processo difusivo na matriz polimérica controla as taxas de
liberagdo do farmaco.

A despeito disso, os resultados obtidos nesta etapa do trabalho foram adequados
para dar prosseguimento aos testes de bioconjugacdo das nanoparticulas produzidas,
uma vez que as nanoparticulas produzidas apresentaram tamanhos de particulas e

massa molares apropriados para este fim.
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CAPITULO V

MATERIAIS E METODOS -

BIOCONJUGACAO DAS NANOPARTICULAS

5.1 REAGENTES

Todos os reagentes utilizados na segunda parte deste trabalho sédo descritos a
seguir. Com excecao da agua, os reagentes usados n&o foram previamente purificados,
sendo usados diretamente como recebidos.

e Acido etilenoamino tetracético (EDTA), fornecido pela Vetec Quimica Fina (Rio de
Janeiro, Brasil) com pureza minima de 99% em massa,;

e Dimetil sulféxido (DMSQO) da marca Nuclear (Brasil) com pureza minima de 99% em
massa;

e Fosfato de s6dio monobasico (NaHz2POa4), fornecido pela Vetec Quimica Fina (Rio
de Janeiro, Brasil) com 98% de pureza em massa,;

e Fosfato de potassio dibasico (K2POa4), fornecido pela Vetec Quimica Fina (Rio de
Janeiro, Brasil) com 98,5% de pureza em massa,

e Borohidreto de sédio (NaBHa4), fornecido pela Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro,
Brasil) com 99% de pureza em massa,

e [sotiocianato de rodamina B da marca Sigma-Aldrich (Rio de Janeiro, Brasil) foi
adquirido como uma mistura de isdmeros;

¢ Maleimida-PEG-NHS Mw 5000 da marca NanoCS (Cheshire, Reino Unido), com
pureza minima de 99% em massa;

e Acido cloridrico, fornecido pela Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro, Brasil) com

37,0% de concentragéo em agua, usado no ajuste de pH;
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Hidréxido de sédio, fornecido pela Vetec Quimica Fina (Rio de Janeiro, Brasil) com
98,0% de pureza em massa, usado no ajuste de pH;

Acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzéico, fornecido pela Sigma-Aldrich (Missouri, EUA),
com pureza minima de 98% em massa, usado no preparo do Reagente Eliman;
Cloridrato de cisteina anidro, fornecido pela Sigma-Aldrich (Missouri, EUA), com
pureza minima de 98% em massa.

Dimetil sulféxido (DMSO) da marca Nuclear (Brasil) com pureza minima de 99 %
em massa;

Aminoacido Lisina com 98% de pureza minima, fornecido pela Sigma-Aldrich (rio
de Janeiro, Brasil), usada como molécula modelo para adsor¢ao;

Glutationa com 98% de pureza minima, fornecido pela Sigma-Aldrich (Rio de
Janeiro, Brasil), usada como molécula modelo para adsorcéo;

Sal de sédio de insulina humana com 98% de pureza minima, da marca Sigma-

Aldrich (Rio de Janeiro, Brasil), usada como molécula modelo para adsorcéo.

Todos os experimentos foram realizados com agua ultra pura (Milli-Q).

5.2 EQUIPAMENTOS E ACESSORIOS

Os equipamentos e acessorios utilizados durante as reacdes de bioconjugacao

do polimero estdo discriminados abaixo.

pHmetro — GEHAKA, modelo PG 1800 (Sao Paulo, Brasil);

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

Centrifuga — Thermo Scientific, modelo 16R (Massachusetts, EUA);

Agitador Roto-Shaker — SCIENTIFIC INDUSTRIES, modelo Roto-Shake Genie
(Nova lorque, EUA);

Espectrofotémetro de ultravioleta — Shimadzu, modelo UV2401PC (Quioto, Japao).
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o Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) — Thermo Scientific
(Massachusetts, EUA), modelo Nicolet 6700, equipado com acessério Smart Orbit;

e Citdmetro de fluxo (Becton & Dickinson, modelo FACS Clibur, EUA);

e Espectofotbmetro UV-VIS — A&E Laboratory Instruments (S&o Paulo, Brasil),
modelo UV 1803);

e Espectofotobmetro UV-VIS para microplacas — ThermoScientific (Massachusetts,

EUA), modelo Multiskan GO.

5.3 FUNCIONALIZACAO DAS NANOPARTICULAS

Os experimentos da segunda parte deste trabalho foram conduzidos utilizando
os polimeros R2 (PMMA + RAFT) e R4 (P(MMA-co-AA) + RAFT), obtidos na primeira
etapa do estudo, a fim de comparar a influéncia da presenca dos grupos carbonilicos no

mondmero AA.

5.3.1 Reducéo do grupo tiocarbonila do agente RAFT em tiol

Utilizou-se no presente trabalho uma adaptacéo do método descrito por ZELIKIN
e colaboradores (2007) para funcionalizacdo das particulas. 500 mg do latex foram
inicialmente diluidos em 5 mL de agua purificada. Adicionaram-se 0,189 g de
borohidreto de sédio (NaBH4 com concentracdo aproximadamente igual a 1 M) a esta
solucdo para a reduzir o grupo tiocarbonila do agente RAFT a tiol. Colocou-se esta
solugdo sob agitagdo no shaker por 2 horas em temperatura ambiente. Posteriormente,
adicionaram-se 85 pL de &cido cloridrico concentrado para neutralizar o excesso de
NaBH.. Adicionaram-se entdo 0,087 g de fosfato de potassio dibasico para tamponar o

meio (concentracdo final de 0,1 M). A Figura 41 apresenta o esquema do procedimento
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experimental adotado para melhor entendimento e a Figura 42 apresenta o esquema

reacional de reducéo do grupo tiocarbonila do agente RAFT a tiol.

Agua + latex + NaBH, HCl + K,HPO,

A7)\
é/ =] 68a. | ¢/

& =

Agitagdo por 2 horas
em temp. ambiente

Emuls3do polimérica

Figura 41 - Esquema do procedimento experimental utilizado para reducéo do grupo
tiocarbonila do agente RAFT atiol.

Polimero—S S N
aBH,
F —»  Polimero—SH

Figura 42 - Esquema reacional de reducéo do grupo tiocarbonila do agente RAFT atiol.

5.3.2 Quantificacdo da concentracdo de grupos tiol disponiveis

A quantificacdo de grupamentos tiol livres € comumente realizada empregando-
se o reagente de Ellman (ELLMAN, 1959; THERMO SCIENTIFIC, 2017). A técnica de
baseia no fato de que o acido 5,5-ditiobis(2-nitrobenzoico), também conhecido como
reagente Ellman ou DTNB, reage com grupamentos sulfidrila, liberando uma molécula
de uma substancia cromogénica, 5-sulfeto-2-nitrobenzoato, chamado também de TNB.
A coloracdo amarela intensa produzida pelo anion TNB pode ser medida por

absorbancia a 412 nm (em pH 8). Como cada grupo sulfidrila presente gera uma
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molécula de TNB por molécula de reagente Ellman, pode-se realizar uma quantificacao
da quantidade de grupos sulfidrilas livres (HERMANSON, 2008). Para isso, é necessario
preparar uma curva de calibracdo com cloridrato de cisteina. A Figura 43 mostra a

reacdo de reducao do reagente Ellman.
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Polimero—§ + 0\\N S/S N\O —» Poll’mero—S/ o * °
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S N\O
Reagente Ellman TNBZ

Figura 43 - Esquema ilustrativo da reacéo de reducéo do reagente Ellman.

Para a construcdo da curva de calibragdo, primeiro foi preparada uma solugéo
tampao de 0,1 M de fosfato de sédio pH 8,0 contendo 1mM de EDTA. Em seguida, foram
preparas as solucdes indicadas na Tabela 9. A solucdo do reagente Ellman foi
preparada solubilizando 4 mg do &acido 5,5-ditiobis(2-nitrobenzd6ico) em 1 mL do tampao
fosfato de s6dio pH 8,0 contendo EDTA.

Por fim, a 250 uL de cada amostra indicada na Tabela 9 foram adicionados a 2,5
mL da solugédo tampéo e 50 mL da solugé@o de Ellman. As misturas foram agitadas e
incubadas por 15 minutos e em seguida foram medidas as absorbancias das amostras
no comprimento de onda de 412 nm.

Para promover a reducéo das ligacdes dissulfeto dos polimeros produzidos por
polimerizacdo RAFT e assim permitir a quantificacdo dos grupamentos tiol livres e a
bioconjugacéo, a 250 mL da emuls&o polimérica obtida anteriormente, com pH ajustado
para 8,0 com HCI (1 M) ou NaOH (40%), foram adicionados 2,5 mL de tampéo fosfato
de sodio, com pH 8,0 contendo EDTA, e 50 mL da solucéo de Ellman. Essa mistura foi
agitada e incubada por 15 minutos e em seguida submetida a andlise em

espectrofotbmetro a 412 nm. A Figura 44 mostra o esquema do procedimento
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experimental utilizado nesta etapa. A concentracdo de grupos tiol disponiveis foi
calculada por meio da comparag¢do com uma curva padréo de cloridrato de cisteina (cys-

HClI).

Tabela 9 - Amostras preparadas para construcdo da curva de calibracdo com cloridrato
de cisteina.

TUbO COFIC (mm0|/L) VOI padréo (mL) VOI tampﬁo (mL)

1 15 1 -
2 1,25 1 0,2
3 1,0 1 0,5
4 0,75 1 1
5 0,5 1 2
6 0,25 1 5

Tampéo fosfato 0,1 M
Y/ pH 8,0 + EDTA

Sol. de Reagente Ellman + Tamp3o de Reacdo
+ Emulsdo polimérica
Tampaéo de )
Reacdo J p’j i\

/-~ - A~ —
) y = SRSAE ]
Y & b
o
Tampido fosfato + acido 5,5'-ditiobis- \\ —) ['_::] . 1Al —
v 2-nitrobenzdico (Reagente Ellman) - /
f
- [
Solucdo de k L
Reagente Ellman \ Agitag&o por 15 minutos Leitura da
em temp. ambiente absorbancia

A\ %

Figura 44 - Esquema utilizado na etapa de quantificacdo da concentracéo de grupos tiol
disponiveis.

5.3.3 Imobilizacdo das biomoléculas

Para a etapa de imobilizacdo das biomoléculas, uma solu¢do aquosa com pH
5,5 (ajustado com &cido cloridrico) de 10 mg/mL de maleimida-PEG-NHS MW 5000 foi
preparada. 30 pL desta solucao foram adicionados imediatamente apés o preparo a 50

UL da emulséo polimérica final resultante do processo de redugé&o dos grupos sulfidrilas.
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Os Eppendorfs foram colocados em shaker a 25 °C a 100 rpm por 30 minutos. Apés
esse tempo, foram adicionados 35 pL de uma solugédo da 10 mg/mL das biomoléculas
(lisina, glutationa ou insulina, separadamente).

As amostras preparadas foram incubadas sob agitacdo em estufa a 37 °C e 100
rpm por 24 horas. Apos esse periodo, as amostras foram centrifugadas a 8000 rpm por
10 minutos a 15 °C. O sobrenadante foi removido e reservado. O polimero foi lavado
com trés fracdes de 100 uL de &gua e centrifugado novamente. A primeira fracao foi
adicionada ao sobrenadante e as outras foram descartadas. A Figura 45 mostra o
esquema do procedimento experimental que foi utilizado nesta etapa. A Figura 46

apresenta o esquema reacional de imobilizacdo da biomolécula.

Agua (pH 5,5) + Maleimida-
PEG-NHS + Emulsdo
polimérica (pH 5,5) Solucdo
Biomolécula

“— tea HEH ) z HHLH

) || =) ;| ) —) — | T
v VY \\/ ‘* AR

\ x> \ e

Agitagdo por 30 minutos a Incubagéo sob agitagdo a 37 °C
temp. ambiente

Figura 45 - Esquema experimental utilizado na etapa de imobiliza¢g&o das biomoléculas.

0 0
0
Il Polimero-$ |O
) — -C—0— Biomolécula—NH N, y
Polimero—SH + N—CH,CH,PEG-C—0—N + Biomolécula—nNH, CH,CH,PEG — G— N—Biomolécula
0 0 ©

Figura 46 - Esquema ilustrativo das etapas de imobilizac&o da biomolécula.
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5.3.4 Avaliacao da eficiéncia de bioconjugacao

A quantificagdo da massa biomolécula imobilizada nas particulas foi feita por
meio de um balanco de massa, apds dosagem da biomolécula livre no filtrado por
meio do ensaio de BRADFORD (BRADFORD, 1976), para os testes com glutationa e
insulina. A técnica de dosagem de proteinas por BRADFORD baseia-se na formacéo de
um complexo entre o corante anibnico azul de cromassie e grupos basicos ou
aromaticos presentes nos aminodcidos da proteina. Esta interacdo desloca o
comprimento de onda de absorbéncia maxima do corante de 465 nm, na forma livre,
para 595 nm, na forma complexada. Para os testes com lisina, a quantificacéo foi feita
por meio do ensaio com o reagente o-ftaldialdeido (OPA) (VIGO et al., 1992). O reagente
OPA ¢é utilizado normalmente como agente de derivacdo (método que permite a
diminuicdo do limite de detec¢do) em andlises cromatograficas, a partir da reacdo com
aminas primarias e aminoacidos. A reagdo é monitorada usualmente por fluorescéncia
a 340 nm. No entanto, o reagente pode também ser utilizado para a dosagem via
espectrofotometria UV-VIS em 340 nm. O procedimento experimental utilizado nos dois
ensaios encontra-se descrito no APENDICE F.

Com o objetivo de verificar a formacdo da ligacdo quimica apdés o ensaio de
funcionalizagéo, realizou-se anélise de FTIR apds secagem de uma das amostras em
estufa de recirculacdo. Esta analise foi realizada somente para o ligante lisina, em
funcdo de os ligantes glutationa e insulina j& possuirem a funcdo amida em sua
estrutura. A andlise de infravermelho foi realizada na regido do infravermelho médio
(4000 — 400 cm™) com resolucdo de 4 cm™? no espectrofotdometro FTIR (Thermo
Scientific, modelo Nicolet 6700, Massachussetts — EUA) equipado com acessoério Smart
Orbit. O espectro foi registrado como resultado da média de 128 varreduras. A medida
foi feita diretamente na fase soélida, usando um dispositivo de refletdncia atenuada

(ATR).
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5.3.5 Ensaios de captacéao celular

Com o objetivo de observar a captacdo celular de nanoparticulas de polimeros
biocunjugadas a lisina, glutationa e insulina, realizou-se a marcacdo com Rodamina B,
uma molécula fluorescente. Para isso, preparou-se uma solugdo de 10 pg/uL de
Rodamina B em DMSO. Em seguida, adicionaram-se 100 pL de tamp&o bicarbonato 0,1
M e pH 9,0 e 75 pL da solugdo de Rodamina B ao polimero bioconjugado. O material foi
encubado em shaker a 25 °C e 100 rpm durante 1 h e em seguida lavado e centrifugado
3 vezes com a solugéo tampdo de bicarbonado pH 9,0. O produto final foi mantido
refrigerado suspenso em solugéo tampéo bicarbonato 0,1 M pH 9,0.

Para o ensaio de captagdo celular, macréfagos da linhagem RAW 267.4 de
camundongo foram cultivados em meio DMEM high glucose enriquecido com 10% soro
fetal bovino em tampao fosfato salino (PBS) e expostos as nanoparticulas
bioconjugadas e revestidas com Rodamina B. O sistema foi incubado por 3 h em frasco
de cultura celular a 37 °C. Ap6s a incubacéao, as células foram lavadas 3 vezes com
PBS para retirada de células mortas. Em seguida, as células que permaneceram na
superficie dos frascos foram destacadas por meio de raspagem com suporte plastico e
transferidas para tamp&o com 10% de soro fetal bovino em PBS em tubos de citometria,
colocadas em gelo e registradas imediatamente em FACS Calibur (BD, Frankiin Lakes,
USA). Foram registradas 100000 células por amostra em canal de fluorescéncia relativa
FL3. A aquisicdo de macrofagos ndo expostos foi realizada para estipulagdo do gate
positivo, que corresponde a populacao de interesse que é detectada ligada ao marcador
fluorescente no citbmetro.

Os ensaios foram realizados no Laboratorio de Microbiologia Celular da

Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro.
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CAPITULO VI

RESULTADOS E DISCUSSAO -
BIOCONJUGACAO DAS NANOPARTICULAS

6.1 ENSAIO DE BIOCONJUGACAO DAS NANOPARTICULAS

Foram realizados os ensaios de bioconjugacdo das nanoparticulas utilizando
lisina, glutationa e insulina como moléculas modelo, em funcdo da diferenca de tamanho
dessas moléculas. Utilizou-se a técnica de ligagdo covalente, utilizando a maleimida-

PEG-NHS para como molécula espagadora.
6.1.1 Quantificacao da concentracédo de grupos tiol disponiveis

A Figura 47 apresenta a curva de calibragéo obtida da relagéo linear entre as
absorbéancias de TNB e as respectivas concentracdes de sulfidrila livres calculadas.

Para fins de comparacéo, o procedimento de quantificacdo conduzido com o
reagente Ellman foi realizado na auséncia de polimero, na presenca dos latices das
reacbes R1 (PMMA) e R3 (P(MMA-co-AA)), produzidos por polimerizacdo radicalar
convencional, e na presenca dos latices das reacdes R2 (PMMA + RAFT) e R4 (P(MMA-
co-AA) + RAFT), produzidos por polimerizacéo radicalar RAFT. A Tabela 10 mostra as
absorbancias e concentracdes de sulfidrila livre, em mol/L, na amostra com auséncia de
polimero (branco) e nas amostras contendo os polimeros R1, R2, R3 e R4,
respectivamente, pode-se perceber que tanto a amostra branco, que n&o continha
polimero, quando as que continham os polimeros R1 e R3 ndo indicaram a presenca de

sulfidrilas livres, enquanto que para os polimeros R2 e R4 as concentra¢des de SH livre
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foram de 1,21*1073 e 1,24*10° mol/L, respectivamente, mostrando que o grupo terminal
de cadeia, tiocarbonila, derivado da polimerizacéo radicalar RAFT foi reduzido a tiol,

podendo ser utilizado nas etapas posteriores de bioconjugacao.
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Figura 47 - Curva de calibracdo construida com o reagente Ellman.

Tabela 10 - Absorbéncia e concentracdo (mol/L) de sulfidrila livre.

Absorbancia Concentracdo de SH (mol/L)

Branco 0 -6,33*10%°
R1 0 -6,33*101°
R2 0,762 1,21*103
R3 0 -6,33*101°
R4 0,783 1,24*103

6.1.2 Imobilizagdo das biomoléculas

A funcionalizacdo das nanoparticulas com as biomoléculas modelo (lisina,

glutationa e insulina) foi realizada por meio de uma ligacdo covalente entre o grupo
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terminal do agente RAFT com o espacador maleimida-PEG-NHS, e este com 0 grupo
amino terminal das biomoléculas. A escolha dessas biomoléculas se deu pela diferenca
de massas molares entre elas, sendo a lisina a que apresenta menor massa molar e a
insulina a que apresenta maior massa molar. A definicho da massa inicial de
biomolécula utilizada nos ensaios foi baseada nos resultados reportados por PEIXOTO
(2013) e MOREIRA (2015).

Foram realizados testes para as amostras do polimero R2 (PMMA + RAFT) e do
copolimero R4 (P(MMA-co-AA + RAFT), possibilitando a comparagdo dos valores
obtidos. A quantificacdo do aminoacido lisina por meio do ensaio utilizando o reagente
OPA mostrou que o polimero R2 possibilitou a imobilizacdo de cerca de 77% da lisina
utilizada, enquanto o copolimero R4 permitiu a imobilizacdo de 90% da lisina utilizada,
como mostrado na Tabela 11. O resultado obtido para a amostra produzida com AA foi
maior, 0 que sugere que os tipos de grupos funcionais presentes na estrutura do
polimero interferem na afinidade pela reacdo e adsorcdo, que também podem ser
promovidas pela presenga dos grupos carbonilicos do AA (PEIXOTO, 2013;

STANKEVICH et al., 2017).

Tabela 11 - Resultados de eficiéncia de bioconjugacéo para as rea¢gdes conduzidas com
o reagente maleimida-PEG-NHS

Amostra Eficiéncia de bioconjugacéo
R2 + Lisina 7%
R4 + Lisina 90%
R2 + Glutationa 99%
R4 + Glutationa 100%
R2 + Insulina 96%
R4 + Insulina 94%
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As quantificacbes das massas das biomoléculas glutationa e insulina adsorvidas
e/ou quimicamente ligadas a cada sistema foram realizadas pelo método de
BRADFORD. Os resultados apresentados na Tabela 11 mostram que as eficiéncias de
bioconjugacéo foram altissimas, independente do polimero conter ou ndo grupos acidos
disponiveis.

Com o intuito de verificar a formacdo da ligacdo covalente pela rota quimica
sugerida, foi realizado ensaio de FTIR no ensaio de imobilizagdo da lisina nas
nanoparticulas de PMMA, comparando-se a amostra inicial do polimero e apds a
imobilizacao do aminoacido. A andlise foi feita por comparacéo dos espectros obtidos e
a diferenciacdo de picos caracteristicos. Na Tabela 12 é apresentado um resumo das
principais informagfes fornecidas pela técnica de FTIR para a imobilizagdo de

biomoléculas nas nanopatrticulas (PAVIA et al., 2009).

Tabela 12 - Principais bandas de FTIR associadas ao sistema estudado.

NUmero de onda (cm™) Grupamento caracteristico
3500-3000 Estiramento da ligagdo OH da agua
3300 Amida A — Estiramento da ligacdo NH
3100 Amida B — Estiramento da ligacdo NH
3200-2500 Estiramento da ligagdo OH de &cido carboxilico
1800-1500 Ligacdo C = N
1750-1670 Estiramento da ligacdo C = O de éster
1700-1600 Amida | — Estiramento da ligagdo C = O
1470-1430 Deformacédo angular da ligacdo CH
1590-1550 Deformagédo angular simétrica da ligacdo NH»
1390-1370 Deformacédo angular da ligacdo CHs
1300-1050 Estiramento da ligacdo C-O de ésteres
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Inicialmente, apresenta-se na Figura 48 o espectro de FTIR do aminoacido lisina,
biomolécula modelo em estudo, em que é possivel verificar as bandas caracteristicas
dos grupos funcionais amino e acido carboxilico, pertencente a estrutura da lisina, em
1570 cm?, referente a deformacgédo angular do NH. proveniente do grupo amino, e 2925

cm?, referente ao estiramento OH de grupos acido carboxilico (PAVIA et al., 2009)..
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Figura 48 - Espectro de FTIR do aminoacido lisina.

O espectro de FTIR obtido apdés o ensaio de imobilizacdo da lisina nas
nanoparticulas de PMMA ¢é apresentado na Figura 49. A avaliagéo foi realizada com
base na comparacdo das amostras e diferenciagdo dos picos caracteristicos. A partir
destes espectros, verifica-se a existéncia de um pico intenso em 1720 cm®,
caracteristico da carbonila (C=0) proveniente do polimero inicial, que contém o grupo
éster. O pico em 1136 cm™ pode ser atribuido as ligagées C-O, também presentes no
éster. Para a amostra funcionalizada, foi possivel notar o pico em 1611 cm,
caracteristico da ligacdo amida (PAVIA et al., 2009), o que sugere que a lisina foi

covalentemente ligada as nanoparticulas a partir da rota proposta.
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Figura 49 - Espectro de FTIR das nanoparticulas (R2) antes e ap6s o ensaio de
imobilizacdo com lisina.

Optou-se por apresentar também os dados de transmitancia do copolimero
conjugado a biomolécula em comparag¢do com a transmitancia do copolimero puro. De
modo geral, acredita-se que quanto mais similar for o espectro em relagdo ao do PMMA,
mais linear estardo os dados e, portanto, maior sera o coeficiente de correlacao.

Todavia, como ilustrado na Figura 50, é nitida a diferenca entre as transmitancias
avaliadas, resultando num coeficiente de correlacéo igual a 0,4, que sugere que a
composi¢cdo do polimero ap6s a bioconjugacdo com o0 amino&cido lisina foi
significativamente diferente da composicdo do PMMA, indicando que houve mudanca
na estrutura do material polimérico. Desse modo, esse resultado parece indicar que a

lisina foi covalentemente ligada as nanoparticulas a partir da rota proposta.
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Figura 50 - Comparacéo entre as transmitancias do PMMA e do PMMA conjugado a
biomolécula lisina.

A avaliagdo por meio do ensaio de FTIR foi realizado somente para a
biomolécula lisina uma vez que a biomolécula glutationa ja possui 0 grupamento amida
em sua estrutura, e a biomolécula insulina se trata de uma proteina de alta massa molar
cujos grupos ativos podem estar envolvidos em interacdes de outra natureza, devido a
complexa formacg&o da molécula, dificultando a confirmacao da ligagdo covalente entre
a biomolécula e o polimero por meio da rota quimica proposta.

Outros trabalhos do grupo EngePol também estudaram a imobilizacdo de
biomoléculas na superficie de particulas poliméricas. SANTOS (2014) estudou a
producdo de microparticulas poliméricas de poli(acetato de vinila (PVAc) e de
poli(acetato de vinila-co-metacrilato de metila) (PVAc-co-PMMA) para a imobilizagéo por
adsorcdo de L-asparaginase, albumina do soro bovino (BSA) e lisozima, observando
gue a enzima lisozima manteve sua atividade apés o processo de adsorcao. CAMPOS-
RAMOS (2018) estudou a producdo de nanoparticulas de PMMA, P(MMA-co-AA) e
poli(metacrilato de metila-co-acido metacrilico) (P(MMA-co-MAA)) para imobilizacédo das
biomoléculas lisina, BSA e trans-activating trasncriptor (TAT) por meio da rota quimica

EDC. WAY e colaboradores (2019) imobilizaram BSA em nanoparticulas de PMMA,

104



P(MMA-co-AA) e P(MMA-co-MAA), produzidas por polimerizacdo RAFT, utilizando a
maleimida como ligante obtendo até 93% de eficiéncia de bioconjugacéo.

Os resultados nas analises de captacéo celular sdo apresentados na Figura 51.
Pode-se observar que parece haver preferéncia por parte dos macroéfagos pelas
nanoparticulas bioconjugadas a biomolécula insulina, com captacdo de 96% das
nanoparticulas, frente a glutationa e a lisina que resultaram em captacbes
respectivamente iguais a 30% e 4%, levando a sugerir que quanto maior é a massa
molar da biomolécula bioconjugada ao polimero, maior é a capacidade de captacao

pelas células.
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Figura 51 - Ensaios de captacao celular.

Vale ressaltar que os macrofagos sédo empregados nesse trabalho apenas como
modelo celular e que, portanto, o efeito descrito como benéfico esta relacionado ao fato
de que hé interesse em que as nanoparticulas sejam internalizadas quando células
tumorais mais especificas forem estudadas. No entanto, a captacdo excessiva pelos
macréfagos ndo constitui necessariamente uma vantagem porgue, caso O Sistema
biconjugado seja captado pelos macrofagos, a atuacédo podera ser inespecifica, uma

vez que os macréfagos estdo presentes na corrente sanguinea e tém a importante
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funcao de fagocitar antigenos (corpos estranhos) e remové-los do organismo (FARMER

e DIETERT, 2013).

6.2 CONSIDERACOES PARCIAIS

O presente capitulo apresentou os resultados obtidos durante os ensaios de
funcionalizagédo das nanoparticulas. A reducgéo do grupo tiocarbonila do agente RAFT a
tiol permitiu a conjugacdo da molécula maleimida-PEG-NHS e, posteriormente, via
reacdo quimica, de diferentes biomoléculas sobre a superficie das nanoparticulas
poliméricas. A formacdo da ligagdo amida entre a molécula ligante e a biomolécula
modelo lisina foi evidenciada pela andlise de FTIR. Os ensaios de captagdo celular
mostraram que os macrofagos internalizaram as nanoparticulas e que quanto maior foi
a massa molar da biomolécula conjugada a nanoparticula, maior foi a captacéo celular

por parte dos macréfagos.
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CAPITULO VI

CONSIDERACOES FINAIS

7.1 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho de doutorado propds o desenvolvimento de nanoparticulas
poliméricas produzidas por polimerizagdo em miniemulsdo via RAFT para o
encapsulamento do farmaco PTX e a bioconjugacdo dessas nanoparticulas a trés
diferentes biomoléculas.

Visando ao cumprimento dos objetivos propostos neste trabalho: (i) selecionou-
se o0 polimero para encapsulamento do farmaco, garantindo a manutencéo da atividade;
(i) escolheu-se a técnica de polimerizagéo, visando a utilizar uma técnica simples e que
ndo faz uso de solventes orgéanicos; (iii) avaliaram-se as melhores condi¢des da reacao
de polimerizacao, para obter particulas com distribuicdo de tamanhos e propriedades
adequadas a funcionalizacao; e (iv) avaliou-se a liberagcéo do farmaco.

Na primeira etapa do trabalho, a polimerizagdo em miniemulsdo foi a técnica
escolhida para a producdo das particulas poliméricas, uma vez que permite o
encapsulamento de agentes terapéuticos durante a reacdo, com altas eficiéncias.
Foram estudadas as reacfes de polimerizacdo do monémero metacrilato de metila e
copolimerizagdo com acido acrilico, na presenca e na auséncia do agente RAFT. Na
auséncia do agente RAFT, as reag0es apresentaram cinética rapida, como previsto para
sistemas de reacfes por radicais livres convencionais, e altas conversdes. Os materiais
produzidos apresentaram massas molares em torno de 2200 kDa e didametros médios
gue variaram entre 60 e 70 nm. Na presenca do agente RAFT, as reacfes apresentaram
uma cinética mais lenta, como esperado para sistemas de polimerizacdo via RAFT, e

altas conversdes. Os materiais produzidos apresentaram massa molares em torno de
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23 kDa, que foram crescendo gradativamente com a conversdo até alcancar estes
valores, e diametros médios que variaram entre 100 e 130 nm. Estes polimeros foram
posteriormente utilizados em reacdes de bioconjugacao. Os maiores didmetros obtidos
nas polimerizacdes RAFT indicam a ocorréncia de coalescéncia ou degradagao
difusional ao longo da reacao.

As nanoparticulas produzidas na presenca do farmaco paclitaxel apresentaram
caracteristicas semelhantes as demais, tanto na auséncia como na presenc¢a do agente
RAFT, indicando que o farmaco e o agente RAFT ndo interagiram quimicamente. As
caracteristicas obtidas pelos sistemas sdo desejaveis para a aplicacdo pretendida,
tornando-as aptas para o transporte de farmaco no organismo. Além disso, o paclitaxel
foi encapsulado no sistema polimérico com eficiéncias superiores a 90 %.

Os testes de liberacéo do farmaco foram realizados em sistemas que simulavam
as condicbes de temperatura e pH do organismo. Contudo, os resultados obtidos
mostraram que o paclitaxel ndo foi liberado das nanoparticulas do copolimero de
P(MMA-co-AA) em 96 h de teste, indicando uma forte resisténcia difusional, dificultando
a liberacéo do farmaco, ou fortes limitag6es termodinamicas, dado que o farmaco néo é
solavel me agua. No entanto, com base nos dados do HPLC, pode-se afirmar que o
farmaco esta livre e disperso na matriz polimérica.

Na segunda etapa do trabalho foram estudadas reacdes de bioconjugacéo das
nanoparticulas produzidas via polimerizagdo RAFT a trés diferentes biomoléculas
(lisina, glutationa e insulina), por meio do grupamento tiol do agente RAFT e da molécula
espacadora maleimida-PEG-NHS. Os resultados mostraram que a bioconjugacdo do
aminodcido lisina foi ligado a superficie das particulas com formacdo de ligagBes
guimicas do tipo amida, confirmadas por espectroscopia FTIR. Além disso, a eficiéncia
de bioconjugacao, para as trés biomoléculas, foram muito altas e superiores a 90%. Os
ensaios de captacao celular com macréfagos indicaram uma maior internalizagcao das
nanoparticulas conjugadas a insulina, que foram as biomoléculas de maior peso

molecular, seguida daquelas conjugadas a glutationa e da lisina, indicando que, quanto
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maior é a massa molar da biomolécula conjugada, maior é a taxa de captacdo pelos

macroéfagos.

7.2 SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

Produzir um sistema a base de nanoparticulas eficiente e seguro constitui um
desafio cientifico e tecnoldgico, de maneira que a pesquisa nesta area é extremamente
importante. Cada trabalho representa mais um passo no avanco cientifico. Algumas
sugestdes para continuacdo da pesquisa e trabalhos futuros séo citadas a seguir:

e Emrelacéo ao perfil de liberagdo do farmaco, os resultados mostraram que durante
o tempo de teste avaliado o farmaco contido na matriz polimérica ndo foi extraido
para o meio de liberagao. Sugere-se que estes testes sejam realizados por periodos
prolongados em novos meios de liberagdo, a fim de tracar um perfil cinético
apropriado para a liberacéo e aplicagéo.

e Seria interessante avaliar a producdo de nanoparticulas com diferentes estruturas
poliméricas, com adi¢do de grupos sensiveis a estimulos, como temperatura e pH,
a fim de favorecer a difusdo das moléculas de farmaco e a liberacdo, além de avaliar
a liberagé@o do farmaco em meios mantidos em condic¢des similares, de temperatura
e pressao, as dos tumores neoplasicos de interesse.

e Caracterizar as microparticulas sintetizadas por microscopia acoplada a Raman, de
modo a identificar a distribuicdo do paclitaxel na particula.

e Avaliar a presenga de mondmero residual nas nanoparticulas poliméricas, de modo
a complementar as caracterizacdes realizadas, avaliando a toxicidade dos materiais
finais.

e Com relacdo a reacdo de bioconjugacdo com a molécula ligante maleimida-PEG-

NHS, é importante conduzir um estudo com outras biomoléculas mais especificas
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para a vetorizacdo para tumores e avaliar a eficiéncia dos sistemas com células
cancerosas.
Vale ressaltar, portanto, que ainda ha muito a ser estudado acerca desse tema,

que é muito rico e apresenta potencial de desenvolvimento constante.
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Apéndice A

Calculo da massa de surfactante livre para formacgao de

micelas

Med — Atotal _ 6.M
s as p.d.a
. 6.
a; =
X3,2-Puma- Csps- K
- AL —139-102™
s = 195,29 -0,94-0,0047-0,8 ' g

Mad = 6-9,55 = 0,3652 g de SDS
s T 0094-106-19529-10-°-1,39-103 > >c9¢%¢
M. = 0,478 — 0,3652 = 0,1126 g
M, 01126 g g
Cl = - = 1.25-10"3 2 < CMCqpe = 2,36+ 103 -
* T Volygua 90 ’ mL sbs — = mL

Em que M’s é a aassa de surfactante disponivel para formar micela; M% é a massa de
surfactante alimentada = 0,478 g; Ms2% é a massa de surfactante adsorvido na interface;
Awral € @ area total das goticulas de monémero; M € a massa de monémero alimentada
= 9,55 g; p € o volume especifico do monémero = 0,94 g/cm3; d é o diametro médio de
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gota = 195,29 nm; as € a area ocupada pelo surfactante/ eficiéncia de cobertura
[m?/gsud]; @ € a fracdo da fase organica = 0,10; X3, é o didmetro médio de Sauter =
195,29 nm; Csgs € a concentracdo de SDS em massa do total = 0,0047; k é o fator de
correlacdo que leva em conta a concentracéo dissolvida no meio continuo = 0,8*; Volu20
€ o volume de agua = 90 mL.

* HECHT, L. L. et al. (2011).
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Apéndice B

Distribuicdes de tamanhos de particula

Apresentam-se a seguir as distribuicdes de tamanho de particula obtidas para

0s materiais produzidos pelas reacdes descritas na tese.
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Figura B.1 - Distribui¢c8es de tamanhos de particula da reacdo R7, polimerizacéo
radicalar convencional — P(MMA-co-AA) + 0,75% PTX
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Figura B.2 - Distribuicdes de tamanhos de particula da reagcédo R8, polimerizacdo
radicalar RAFT — P(MMA-co-AA) + RAFT + 0,75% PTX
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Figura B.3 - Distribui¢des de tamanhos de particula da reagdo R9, polimerizacdo
radicalar convencional — P(MMA-co-AA) + 0,5% PTX

22 ]
204
18 4
16 4

—_
S
1

12 H

—a— 20 min
8 —&— 30 min
] —&— 45 min

Intensidade (%)

] —w— 60 min
44 —4— 300 min

1 10 100 1000
Tamanho de particula (nm)

Figura B.4 - Distribui¢c8es de tamanhos de particula da reagdo R10, polimerizagéo
radicalar RAFT — P(MMA-co-AA) + RAFT + 0,5% PTX
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Apéndice C

Calculo da massa molar numérica média tedrica

[M],
M, = <m X MWmonsmero X @ |+ MWgapr

em que Mn é a massa molar numérica meédia tedrica; [M]o € a concentracdo inicial de
monoémero = 1,89 mol/L; [RAFT]o € a concentracao inicial de agente RAFT = 0,01 mol/L;
MWmonemero € @ massa molar do mondémero = 100,121 g/mol; a é a conversdo = 1,0;

Mwrarr € @ massa molar do agente RAFT = 221,34 g/mol.

M, = (1'89 x 100,121 X 10)+ 22134 = 19986,8 —2
™ \0,01 ’ ’ T " mol
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Apéndice D

Curvas de distribuicao de massas molares
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Figura D.1 - Curvas de distribuicdo de massas molares para a reagdo R7 - P(MMA-c0-AA)
+0,75% PTX
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Figura D.2 - Curvas de distribuicdo de massas molares para a reagdo R9 - P(MMA-co-AA)
+ RAFT + 0,75% PTX
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Figura D.3 - Curvas de distribuicdo de massas molares para a reagdo R9 - P(MMA-co0-AA)
+0,5% PTX
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Figura D.4 - Curvas de distribuicdo de massas molares para a rea¢do R10 - P(MMA-co-
AA) + RAFT + 0,5% PTX
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Apéndice E

Reducao do grupo tiocarbonila do agente RAFT em tiol

Tabela E. 1 - Tabela de dados para obtencéo da concentragdo de sulfidrilas livres

Concentracdo da  Absorbéncia ¢ (mol/L) SH Concentracéo de

solucdo (mM) medida (mol) SH (mol/L)
15 1.027 0.000145159 4.06445E-07 1,63.10%

1.25 0.877 0.000123958 3.47081E-07 1,39.10%

1 0.686 9.69611E-05 2.71491E-07 1,09.10%

0.75 0.515 7.27915E-05 2.03816E-07 8,15.10°0

0.5 0.353 4.9894E-05 1.39703E-07 5,59.10°0

0.25 0.18 2.54417E-05 7.12367E-08 2,85.10%

0 0 0 0 0,00.10*°

E=2 (12)

bxc

em que E é o coeficiente de extingdo molar do TBN no tampéo de sistema = 14150 M
cm™; b é a largura da cubeta = 0,5 cm; A é a absorbancia medida; ¢ é a concentracéo,
em mol/L, da solu¢éo contida na cubeta.

Se a concentracao da solucao é c, entdao 2,8 mL de solucao (2,5 mL de tampéo
de Reacdo + 0,25 mL de solugdo com cisteina + 0,05 mL de Solucdo de Reagente

Ellman) contém:

SH (mol) = ¢ * 28

1000 (13)

Esta quantidade de SH (mol) esta contida em 0,25 mL de solucdo de cisteina,

logo:

Concentragao de SH (mol/L) = SH * 228

1000 (14)
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Apéndice F

Dosagem de biomoléculas

- Método de Bradford

Para o preparo do reagente de BRADFORD, dissolveram-se 0,5 g do corante
azul brilhante de cromassie em 25 mL de etanol 95%. Este sistema foi mantido sob
agitacdo magnética por 20 min. Logo depois, 50 mL de &cido ortofosforico 85% foi
adicionado ao meio, deixando-se sob agitacdo magnética por mais 2 horas. O sistema
foi mantido em vidro ambar coberto com papel aluminio. A solucao final obtida foi
transferida para um baldo de 500 mL, tendo o volume completado com agua Milli-Q. O
reagente foi acondicionado em vidro @ambar e mantido sob refrigeracdo, sendo que antes
de cada analise o reagente foi previamente filtrado.

A curva de calibracdo para o ensaio de BRADFORD foi montada a partir de uma
solucdo padréo de proteina BSA em agua na concentracdo de 0,1 g/L. A partir desta
solucdo padréo, realizaram-se sucessivas diluicdo, de forma a obter uma variagéo de
concentragdo de 0,01 a 0,1 g/L, como mostrado na Tabela F.1. A leitura das

concentragdes foi realizada em espectrofotdmetro UV/VIS em 595 nm.

Tabela F.1 - Sequéncia de diluicdo para montagem da curva de calibragéo

Tubo Conc. (g/L) Vol. padrao (ML) Vol. w20 (ML)
1 0,1 1 -
2 0,08 1 0,25
3 0,06 1 0,6
4 0,04 1 1,5
5 0,02 1 4
6 0,01 1 9
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Para cada andlise, adicionou-se 1 mL do Reagente de BRADFORD e 0,1 mL de
amostra em cada tubo eppendorf. As amostras foram incubadas por 10 min para
posterior leitura da absorbancia.

A cada nova rotina de andlise, foi construida uma nova curva de calibragéo, pois

o reagente sofre acao de envelhecimento.

- Reagente o-ftaldialdeido (OPA)

Utilizou-se uma solucdo comercial do reagente o-ftaldialdeido para a
guantificacdo do aminoacido lisina. A deteccdo foi realizada em espectrofotbmetro
UV/VIS em 340 nm.

A curva de calibracao foi construida a partir de uma solucao padrao da lisina em
tampdo tetraborato pH = 9,7, na concentragéo de 0,5 g/L, de acordo com a seguinte de

diluicdes, de acordo com a Tabela F.2.

Tabela F.2 - Sequéncia de diluicdo para montagem da curva de calibragéo

Tubo Conc. (g/L) Vol. padrao (ML) Vol. w20 (ML)
1 0,5 1 -
2 0,4 1 0,25
3 0,3 1 0,6
4 0,2 1 1,5
5 0,1 1 4
6 0,05 1 9

Para cada analise, adicionaram-se 200 uL do reagente OPA e 5 uL de amostra

em placa de pocos para leitura. As amostras foram incubadas por 2 min para posterior

leitura da absorbancia.

144



