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RESUMO

Nanocarreadores poliméricos e lipidicos apresentam potencial
aplicabilidade como sistemas de administracdo de farmacos com
liberacdo lenta e progressiva. A nanoencapsulagdo de farmacos favorece
0 aumento da biodisponibilidade e da eficacia do composto ativo, bem
como a reducdo dos efeitos colaterais adversos. Dada a necessidade por
uma nova geracdo de polimeros biodegradaveis e biocompativeis, o0s
guais apresentam caracteristicas interessantes para a aplica¢do biomédica,
0 presente trabalho visou o desenvolvimento de novos materiais
poliméricos derivados de aminoacidos, com potencial biodegradabilidade
e biocompatibilidade, para aplicagdo como sistemas nanoparticulados
carreadores de farmacos para liberacdo sustentada. Assim, a sintese de
polimeros derivados de L-lisina e L-acido glutdmico via reacbes de
polimerizacdo por ALTMET e por radicais livres, respectivamente, é aqui
apresentada. As reagOes de copolimerizagdo por ALTMET dos
mondmeros N,N’-bisacrilamida-etil-éster-L-lisina e fenil-fosfodiéster
dieno foram conduzidas utilizando os catalisadores Grubbs e Hoveyda-
Grubbs segunda geragédo e Umicore M2. As condicOes das reagdes foram
eficientemente adaptadas para minimizar a desativacao dos catalisadores,
e copolimeros com massa molar variando entre 2600 e 18000 g/mol foram
obtidos, sendo o grau de alternancia-AB dos copolimeros determinado em
aproximadamente 90%. De carater hidrofdbico, este polimero é indicado
para a encapsulacdo de compostos hidrofobicos, dada a sua baixa
afinidade pela 4agua. Preparadas através da técnica de
miniemulsdo/evaporacdo do solvente, as nanoparticulas de
poli(bisacrilamida-L-lisina-co-fenil-fosfodiéster), com didmetro médio
entre 50e80 nm, apresentaram eficiéncia de encapsulacdo de
rifampicina, um farmaco hidrofébico antituberculose, superior a 94% e
teores de farmaco de até 480 mgiit/gpol. AS reacdes de polimerizacdo por
radicais livres do mondmero N-acrilamida-L-4cido glutamico, por outro
lado, resultaram na formacdo de hidrogéis fisicamente reticulados
(P(L-AGA)). Hidrogéis quimicamente reticulados (P(L-AGA-co-BIS))
foram também obtidos a partir da copolimeriza¢cdo dos mondmeros N-
acrilamida-L-acido glutdmico e N,N-metilenobis (acrilamida). Ambos os
polimeros mostraram niveis de intumescimento sensiveis a variagdes no
pH, sendo o P(L-AGA) e P(L-AGA-co-BIS) capazes de absorver até 350
e 15 vezes a sua massa em agua, respectivamente. De natureza hidrofilica,
0s nanogéis biocompativeis de P(L-AGA) e P(L-AGA-co-BIS) sdo
indicados para a encapsulacdo de compostos hidrofilicos. Sintetizados via
polimerizacdo em miniemulsdo inversa, 0s nanogéis, com diametro



variando entre 270 e 370 nm, apresentaram grande capacidade de
encapsulacdo de cloridrato de doxorrubicina, com eficiéncia de
encapsulacéo superior a 80% e teor de farmaco superior a 41 mgdoxo/Gpol-
Como segundo objetivo, este trabalho ainda buscou desenvolver novas
estratégias de preparacdo de nanoparticulas para encapsulagdo simultanea
de compostos hidrofilicos e hidrofébicos. Para tanto, uma adaptacédo da
técnica de fusdo/dupla emulsdo, que dispensa o0 uso de solventes
organicos, foi proposta almejando-se a producdo de nanoparticulas
lipidicas solidas (NLS). Os resultados obtidos mostram que é possivel
obter dispers@es estaveis de nanoparticulas com didmetro médio entre 270
e 550 nm, sendo, entre os pardmetros avaliados, o tipo e concentragdo de
surfactante os fatores que mais exerceram efeito sobre o tamanho final de
particula. A técnica proposta mostrou-se bastante eficaz para
encapsulacdo de ambos compostos hidrofilicos e hidrofébicos, tendo sido
obtida eficiéncia de encapsulacdo superior a 60% e 95% para 0S
compostos hidrofilos e hidrofobos, respectivamente. De maneira geral, as
nanoparticulas desenvolvidas neste trabalho apresentam um elevado
potencial de aplicagdo como sistemas carreadores de compostos
hidrofilicos e hidrofébicos nas areas farmacéutica, cosmética e de
alimentos.

Palavras-chave: Nanoparticulas. Hidrogéis. Polimeros derivados de
aminoacidos. ALTMET. ADMET. Polimerizagdo em miniemulséo
inversa. Liberagdo sustentada de farmacos.



ABSTRACT

Polymer and lipid nanocarriers show potential applicability as controlled
drug delivery systems with a slow and sustained release. Drug
nanoencapsulation promotes improvement of drug bioavailability and
efficacy, as well as reduction of adverse side effects. Giving the necessity
of a new generation of biodegradable and biocompatible polymers, which
have interesting characteristics for biomedical application, the synthesis
of potentially biodegradable and biocompatible amino-acid-based
polymers for application as drug delivery systems was the main goal of
this work. Thus, the synthesis of L-lysine e L-glutamic acid-based
polymers via ALTMET and free-radical polymerization reactions,
respectively, is herein presented. The ALTMET copolymerization of
N,N’-bis(acryloyl)-ethyl ester L-lysine and phenyl phosphate diene was
carried out using Grubbs and Hoveyda Grubbs 2" generation and
Umicore M2 catalysts. The reaction was tailored to minimize deactivation
of ruthenium catalysts, and alternated L-lysine-phosphoester copolymers
with molar masses varying from 2600 to 18000 g/mol were obtained,
showing an AB-alternation degree of approximately 90%. Due to its
hydrophobicity, this polymer is suitable for encapsulation of hydrophobic
compounds with low water affinity. Poly(L-lysine-co-phosphate)
nanoparticles with controlled particle size in the range of 50-80 nm were
prepared by miniemulsion/solvent evaporation technique. The
nanoparticles were efficiently loaded with rifampicin (up to 50 wt%), a
hydrophobic antituberculosis drug, with encapsulation efficiency higher
than 94 % and loading of up to 480 mg:it/gpol, respectively. On the other
hand, the free-radical polymerization of N’-(acryloyl)-L-glutamic acid
lead to formation of physically crosslinked hydrogels (P(L-AGA)).
Chemically crosslinked hydrogels (P(L-AGA-co-BIS)) were also
synthesized by copolymerization of N'-(acryloyl)-L-glutamic acid and
N,N'-methylenebisacrylamide monomers. Both polymers have shown
swelling behaviors pH-dependent, and (P(L-AGA)) and P(L-AGA-co-
BIS) were able to absorb up to 350 and 15 times their dry weight in water.
Biocompatible nanogels in the size range of 270-370 nm were prepared
by inverse miniemulsion polymerization technique and loaded with
doxorubicin-HCI (hydrophilic chemotherapy drug) with encapsulation
efficiency higher than 83% and incorporation loading of approximately
41 mgdox/gpol. This work also targeted the development of new strategies
for nanoparticles synthesis aiming the encapsulation of both hydrophilic
and hydrophobic drugs. Therefore, the preparation of solid lipid
nanoparticles (SLN) by a modified organic solvent free double



emulsion/melt dispersion technique is herein proposed. Stable SLN
dispersions with average size ranging from 270 to 550 nm were obtained,
and, among the evaluated parameters, the type and concentration of
surfactant have shown increased effect over the final particle size and
dispersion stability. The proposed technique has been shown to be an
effective method for loading both hydrophilic and hydrophobic
compounds, with encapsulation efficiency higher than 60 % and 95 % for
hydrophilic and hydrophobic compounds, respectively. The nanoparticles
developed in this work present a high potential for food, cosmetic and
pharmaceutical fields application as delivery systems of biocompatible
compounds of both hydrophilic and hydrophobic nature.

Keywords: Nanoparticles. Hydrogel. Amino-acid-based polymers.
ALTMET. ADMET. Inverse miniemulsion polymerization. Drug
delivery systems.
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CAPITULOI

1 INTRODUCAO

Um ndmero crescente de trabalhos vem mostrando a potencial
aplicabilidade de novos sistemas nanoestruturados para encapsulacédo e
liberacdo sustentada de farmacos. De modo geral, quando administrado
pelos métodos convencionais de terapéutica farmacoldgica, apenas uma
fracdo da dose do farmaco é realmente aproveitada, geralmente porque o
medicamento foi removido do sistema antes mesmo de atingir seu alvo.
A encapsulagdo de farmacos em nanoparticulas poliméricas e lipidicas
apresenta meios de contornar este obstaculo. Através da protecdo contra
degradacdo prematura do farmaco nanoencapsulado, um aumento da
biodisponibilidade e a maximizacdo de sua atividade in vivo séo
observados.

Os métodos de obtengdo das nanoparticulas sdo varios e sua
escolha reside no tipo de material empregado e nas caracteristicas fisico-
guimicas do farmaco que devera ser encapsulado, bem como do seu sitio
de acdo e da duragdo da terapéutica (PANYAM; LABHASETWAR,
2003). A preparagdo das nanoparticulas poliméricas pode acontecer in
situ durante o processo de polimerizagdo do mondmero disperso, ou como
uma etapa posterior ao processo de polimerizacéo, a partir da precipitacéo
do polimero pré-formado. De modo geral, todos 0s métodos de obtencéao
de nanoparticulas que utilizam polimeros pré-formados podem ser
adaptados e utilizados para preparacdo de nanoparticulas lipidicas sélidas
(ALMEIDA; SOUTO, 2007). A estratégia de preparacdo das
nanoparticulas deve ser escolhida com cuidado, uma vez que muitas das
caracteristicas finais das nanoparticulas, tais como morfologia, carga de
superficie e o didmetro médio da particula podem diretamente afetar a
eficiéncia de encapsulacdo e a taxa de liberacdo do farmaco, bem como a
interacdo das nanoparticulas com a membrana celular (KUMARI,
YADAYV; YADAV, 2010).

Os procedimentos de encapsulagdo e vetorizagdo de farmacos
hidrofébicos foram amplamente estudados e estdo mais bem
estabelecidos na literatura. Farmacos hidrossollveis, por outro lado,
necessitam de uma estratégia de encapsulagdo diferenciada dos demais
farmacos de natureza hidrofébica. A administracdo de farmacos
hidrofilicos representa um desafio inclusive em sua forma convencional,
dada a sua fragilidade, facil degradacdo e oxidacdo in vivo e rapida
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excrecdo renal (VRIGNAUD; BENOIT; SAULNIER, 2011).
Consideraveis esfor¢os tém sido feitos com a finalidade de identificar
estratégias de encapsulacdo de farmacos hidrofilicos com elevada
eficiéncia de encapsulacdo. O desafio maior reside em evitar a migracéo
do farmaco para a fase aquosa durante o processo de preparacdo e/ou
redispersdo tendo em vista a falta de afinidade entre o farmaco e o
polimero (ou lipidio), geralmente lipofilico.

Materiais poliméricos sintéticos hd muito tornaram-se parte
indispenséavel da sociedade moderna. Eles surgem como uma alternativa
aos produtos de origem natural devido as suas propriedades mecanicas e
térmicas, a sua durabilidade e estabilidade a longo prazo. No entanto, o
esgotamento dos recursos fosseis e o aumento de sensibilizacdo do
publico para o problema dos residuos plasticos e o seu impacto sobre o
meio ambiente tém gerado a necessidade por uma nova geragdo de
polimeros biodegradaveis produzidos a partir de fontes renovaveis
(MOHANTY:; MISRA; HINRICHSEN, 2000; SHAH et al., 2008). Além
disso, materiais poliméricos biodegradaveis sdo de grande interesse para
producdo de materiais biologicamente Uteis e encontram diversas
aplicacdes na area biomédica como veiculos carreadores de farmacos para
liberacdo modificada, proteses tempordrias para fins terapéuticos e na
engenharia de tecidos artificiais, por exemplo (NAIR; LAURENCIN,
2007).

Ainda que a utilizacdo biomédica de polimeros naturais e
biodegradaveis, tal como o coldgeno, remonte milhares de anos,
polimeros sintéticos biocompativeis comegaram a ser utilizados apenas
em meados da década de 1960 (NAIR; LAURENCIN, 2007). A despeito
de sua maior biodegradabilidade e biocompatibilidade, a utilizacdo de
polimeros naturais € muitas vezes limitada por sua baixa resisténcia
mecanica e térmica, o que confere aos polimeros sintéticos maior
destaque para esta aplicacdo. Um avanco significativo no
desenvolvimento de novos polimeros biodegradaveis a partir de fontes
renovaveis vem sendo observado. Dada a complexidade e a gama de
aplicacdes encontradas para esta classe de polimeros, ndo existe um Unico
sistema polimérico disponivel que possa ser considerado como o
biomaterial ideal, o que reforca a necessidade de busca por novos
polimeros que possam corresponder de forma adequada as necessidades
especificas de cada tipo de aplicacdo (ULERY; NAIR; LAURENCIN,
2011).

O custo da matéria prima é, muitas vezes, responsavel por até 50%
do custo global de producédo de polimeros biodegradaveis (TSCHAN et
al., 2012). Diversos grupos de pesquisa tém concentrado esforgos na
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sintese de novos mondmeros renovaveis e na conversao destes em seus
polimeros correspondentes. Isto, combinado & processos de sintese mais
eficientes, seletivos e economicamente viaveis, certamente culminaria na
reducdo dos custos de produgdo desta classe de polimeros. A
biodegradabilidade dos polimeros pode ser manipulada pela insercéo de
grupos funcionais suscetiveis de hidrélise (PILLAI; PANCHAGNULA,
2001), incluindo ésteres, anidridos, acetais, amidas, carbonatos, uretanos,
ésteres fosfato, tioésteres e tiol ésteres. Historicamente, polimeros
hidroliticamente sensiveis eram sintetizados predominantemente através
de duas principais rotas, polimerizagdo em etapas (policondensacao, i.e.
polianidridos e poliuretanos) e polimerizacéo por abertura de anel (poli(a-
ésteres)), sendo esta Ultima limitada a mondmeros ciclicos. Mais
recentemente, a polimerizacdo via radicais livres vém sendo bastante
explorada para sintese de hidrogéis biodegradaveis. Além disso,
polimeros derivados de &cidos graxos, amino &cidos e carboidratos
sintetizados via reacdes de polimerizagdo do tipo ADMET (acyclic diene
metathesis) e ROMP (ring-opening metathesis polymerization) estdo
também  conquistando  consideravel espaco como  polimeros
biodegradaveis (BAUGHMAN; WAGENER, 2005; MARSICO et al.,
2012; MEIER, 2009).

Nesse sentido, o presente trabalho propde o desenvolvimento de
novos materiais poliméricos a partir de fontes renovaveis e com potencial
degradabilidade e biocompatibilidade para aplicagdo como sistemas
nanoparticulados carreadores de farmacos visando sua liberagdo
sustentada. Este trabalho ainda busca desenvolver novas estratégias de
preparacdo de nanoparticulas lipidicas para encapsulacdo simultanea de
compostos hidrofilicos e hidrofébicos.

1.1 OBJETIVOS

A partir do exposto acima, este trabalho de doutorado tem como
objetivo principal preparar nanoparticulas poliméricas e lipidicas a partir
da combinacdo de diferentes técnicas de preparacao, visando a aplicacao
destas como sistemas de liberacdo sustentada de farmacos, em especial
aqueles de carater hidrofilico. Para tanto, novos materiais poliméricos
sintetizados a partir de aminoécidos essenciais e ndo essenciais serdo
desenvolvidos. Assim, sao objetivos especificos deste:

1. Sintetizar mondmeros com grupamentos funcionais acrilamida a
partir do &cido glutamico e lisina;
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2. Sintetizar e caracterizar polimeros e copolimeros a base de &cido
glutdmico e lisina via polimerizacdes do tipo radicalar e ALTMET
(alternating diene metathesis);

3. Preparar nanoparticulas poliméricas utilizando as técnicas de
polimerizacdo em miniemulsdo inversa e miniemulsificacdo/
evaporacao do solvente;

4. Preparar nanoparticulas lipidicas a partir da combinacdo das
técnicas de dispersdo a quente e dupla emulsdo/evaporacdo do
solvente;

5. Avaliar a eficiéncia de encapsulacdo de compostos hidrofilicos
e/ou hidrofdbicos de cada sistema nanoparticulado desenvolvido.

1.2 ESTRUTURA DO TRABALHO

Para facilitar a apresentacdo e compreensdo, este trabalho foi
estruturado em capitulos. Os procedimentos adotados, 0s resultados,
discussdes e conclusdes foram divididos por assunto, e cada tema é
apresentado separadamente em capitulos. O Capitulo | faz uma breve
introducéo ao trabalho, enfatizando seus objetivos e ambientando o leitor
ao assunto abordado. O Capitulo Il traz uma revisdo da literatura com
relacdo as técnicas utilizadas para preparacdo de nanoparticulas
poliméricas e lipidicas e a encapsulacdo de farmacos. No Capitulo 11 é
descrita a sintese e copolimerizacdo dos monémero N,N'-bisacrilamida-
etil-éster-L-lisina e fenil-di(undec-10-en-1-il)-fosfato via reacles
ALTMET e a obtencdo de nanoparticulas de poli(bisacrilamida-L-lisina-
co-fenil-fosfodiéster) carreadoras de farmacos hidrofébicos. No
Capitulo IV é abordada a sintese de hidrogéis derivados de é&cido
glutdmico, com énfase na preparacdo de nanogeéis carreadores de
farmacos hidrofilicos via polimerizacdo em miniemulsdo inversa. O
Capitulo V traz o estudo acerca do desenvolvimento de uma adaptagéo da
técnica de fusdo/dupla emulsdo para preparacdo de nanoparticulas
lipidicas solidas de tamanho submicrométrico para encapsulacdo de
compostos hidrofilicos e hidrofébicos. As conclusbes gerais séo
apresentadas no Capitulo VI, bem como algumas sugestdes para trabalhos
futuros que complementem o estudo. E, por Gltimo, sdo apresentadas as
referéncias bibliograficas utilizadas ao longo do trabalho.



CAPITULO I

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1  NANOPARTICULAS NA LIBERAGAO SUSTENTADA DE FARMACOS

Nanoparticulas poliméricas ou lipidicas sdo sistemas coloidais
s6lidos de tamanho submicrométrico. N&o hé, atualmente, um consenso
entre a comunidade cientifica no que diz respeito a definicdo dos limites
métricos das nanoparticulas, existindo duas principais vertentes: aqueles
que definem nanoparticulas como estruturas com didmetro na faixa de
1 - 100 nm e aqueles, inclusive este grupo de pesquisa, que concordam
na definicdo que engloba na escala nanométrica todas as particulas
menores que 1 um. O termo nanoparticula refere-se a dois tipos de
estruturas, as nanocapsulas e as nanoesferas, as quais diferem segundo
sua composicdo e organizagdo estrutural. Nanoesferas sdo particulas
solidas macicas, enquanto nanocapsulas sdo sistemas do tipo reservatorio,
onde uma fina parede polimérica/lipidica circunda um nucleo liquido
oleoso ou aquoso.

Nos sistemas de liberacdo sustentada, as nanoparticulas atuam
como veiculos carreadores de compostos bioativos, que podem estar
encapsulados na matriz polimérica ou adsorvidos na superficie da
particula. As nanoparticulas atuam também como agentes de protecéo
contra degradacdo enzimatica do farmaco in vivo, e ainda tornam possivel
(1) o direcionamento do fa&rmaco a um conjunto especifico de células ou
tecidos; (2) o aumento da permeabilidade do farmaco através de barreiras
epiteliais e endoteliais e (3) a coadministracdo de dois ou mais farmacos
para combinagdo de terapéuticas (FAROKHZAD; LANGER, 2009;
FERRARI, 2005).

De maneira geral, a faixa de acdo terapéutica de um farmaco esta
compreendida entre a concentracdo minima de efetividade (CME) e a
concentragdo minima de toxicidade (CMT), onde abaixo da CME o ativo
se torna ineficaz e acima da CMT, téxico (UCHIZONO, 2005). O
objetivo de um sistema de liberacdo sustentada é manter a concentracéo
do farmaco entre esses dois niveis (faixa terapéutica) por um tempo
prolongado (Figura 1). As caracteristicas tipicas de liberacdo lenta e
sustentada das nanoparticulas, assim como a viabilidade de aplicacdo
através de variadas rotas de administracdo, favorecem a manutencéo da
concentracdo de farmaco dentro da faixa terapéutica indicada, além de
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proporcionarem uma diminui¢cdo do nimero de doses requeridas para
manutencdo da concentracdo terapéutica e um consequente alivio dos
efeitos adversos associados (ALLEN; CULLIS, 2004; CHELLAT et al.,
2005; PANYAM; LABHASETWAR, 2003)

Figura 1 - Perfis de liberagdo de farmacos em funcéo do tempo: administragdo
convencional vs. sustentada.
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(Fonte: adaptado de Das e Das, 2003)

Um sistema de nanoparticulas carreadoras de farmaco
bem-sucedido é aquele com uma elevada capacidade de aprisionamento
de farmaco, de modo a reduzir a quantidade de carreadores requerida para
administracdo do farmaco na concentracdo desejada (SOPPIMATH et al.,
2001). O aprisionamento do farmaco nas nanoparticulas pode se dar
através de dois métodos: pela incorporacdo do fArmaco durante o processo
de producdo das nanoparticulas ou pela adsor¢cdo do farmaco nas
nanoparticulas j& formadas, incubando-as numa solugéo concentrada que
contém o farmaco. Além da ordem de adicdo do farmaco na formulacéo
(incorporacdo ou adsorcdo), varios outros fatores sdo capazes de
influenciar a quantidade de farmaco associada aos sistemas
nanoestruturados, dentre 0s quais se destacam as caracteristicas fisico-
guimicas do farmaco, o pH do meio, a natureza do farmaco e do
polimero/lipidio, a quantidade de farmaco adicionada a formulagéo, a
natureza do 6leo utilizado (no caso das nanocapsulas), o tipo de tensoativo
adsorvido a superficie polimérica e as condi¢des do método de preparacao
das nanoparticulas (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010,
2011; SCHAFFAZICK et al., 2003).
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Uma vez que o farmaco tenha sido administrado no organismo por
meio de um sistema de liberacdo sustentada, 0 mecanismo de liberacdo
depende de fatores como: (1) da raz&o entre a dessor¢do e adsor¢do do
farmaco da superficie das particulas; (2) da difusdo pela matriz
polimérica/lipidica das nanoesferas; (3) da difusdo através da parede das
nanocapsulas; (4) do intumescimento da matriz polimérica; (5) da
erosdo/degradacdo da matriz polimérica/lipidica; ou (6) por uma
combinacdo entre o processo de erosdo e difusdo (PEZZINI et al., 2007,
SOPPIMATH et al., 2001). O processo de dessorcao é responsavel pela
rapida liberacdo inicial do agente farmacéutico devido a fracdo que esta
adsorvida ou fracamente ligada a grande area superficial total das
nanoparticulas (“burst release”). Apds este periodo, a taxa de liberacdo do
farmaco, que se apresenta de forma mais sustentada e lenta, é controlada
principalmente pelo processo de difusdo do farmaco, intumescimento ou
erosdo do polimero/lipidio, ou ainda, a combinacédo destes (SOPPIMATH
etal., 2001).

Sistemas nanoestruturados para liberacdo sustentada de farmacos
tém sido muitas vezes criticados em funcdo de suas qualidades
farmacéuticas e comerciais, principalmente devido ao alto custo de
producdo, complexidade, estabilidade durante armazenamento e registros
de propriedade intelectual. Ainda que os custos do tratamento por
sistemas de liberacdo controlada sejam mais elevados, uma andlise de
custo mais cuidadosa, que leva também em consideracdo 0s custos
relacionados ao tratamento dos efeitos colaterais associados, mostra que
os sistemas de liberacdo controlada podem ser economicamente
competitivos com os sistemas convencionais de terapéutica (ALLEN;
CULLIS, 2004).

Algumas formulagbes de nanocarreadores, em sua maioria
sistemas lipossomais utilizados para o tratamento de céncer, estdo em
testes clinicos ou ja se encontram disponiveis no mercado, (COUVREUR,
2013; PARVEEN; MISRA; SAHOO, 2012; VRIGNAUD; BENOIT;
SAULNIER, 2011; ZHANG; CHAN; LEONG, 2013). Doxorubicina
encapsulada em nanoparticulas de poli(alquil-cianoacrilato) (PACA),
Livatag®, estd atualmente em ensaios clinicos de fase Il e apresenta
potencial aplicagdo no tratamento de hepatocarcinoma em pacientes em
estagios avancados e com resisténcia ou intolerancia a Sorafenibe
(farmaco também utilizado no tratamento de céncer de figado). Os
resultados da fase 11 revelaram um aumento do tempo médio de sobrevida
dos pacientes tratados com Livatag® para 31,7 meses em comparagdo aos
15 meses do grupo de controle tratado com a terapéutica convencional
(BIOALLIANCE PHARMA, 2011). Nanoparticulas de albumina ligada



a Paclitaxel, Abraxane®, atualmente em uso clinico para o tratamento do
cancer de mama metastatico, apresentam como vantagem a diminuicao
do tempo de infusdo e da quantidade de doses requeridas (COUVREUR,
2013; PARVEEN; MISRA; SAHOO, 2012).

A rifampicina (utilizada como farmaco modelo hidrofébico neste
trabalho), é um farmaco de primeira escolha utilizado no tratamento da
tuberculose (TB). A TB é uma doenca infecto-contagiosa causada pela
bactéria Mycobacterium tubercusis, e acomete principalmente os
pulmdes, podendo disseminar-se para outros 6rgdos ou tecidos. Apesar de
ser uma doenca curavel e evitavel por meio de vacina, a TB continua
sendo um grande problema de salde publica. Segundo estimativas da
Organiza¢do Mundial de Saiude (OMS) (WHO, 2015) a tuberculose &,
junto com a AIDS, a doenca infecciosa que mais mata no mundo. O
esquema de tratamento da tuberculose recomendado pela OMS e
Ministério da Saude (Brasil) desde agosto de 2008 é o chamado
2RHZE/4RH de curta duracdo, composto pela utilizacdo dos farmacos
Rifampicina (R), Isoniazida (H), Pirazinamida (Z), e Etambutol (E) na
primeira fase do tratamento durante dois meses, seguidos de Rifampicina
e Isoniazida durante quatro meses, geralmente com doses diarias (MS,
2014). Um dos maiores obstaculos no tratamento da tuberculose, contudo,
é 0 abandono do paciente a terapia devido ao longo periodo de tratamento
e ao grande numero de doses. Nesse sentido, 0 uso de nanoparticulas
como sistemas carreadores de farmacos apresenta um grande potencial no
tratamento da tuberculose, uma vez que suas caracteristicas tipicas de
liberacdo lenta e sustentada, bem como seu tamanho submicrométrico,
favorecem o aumento da biodisponibilidade do farmaco e a reducdo da
frequéncia de doses, atenuando os problemas com a adesao do paciente a
terapia.

Doxorrubicina (utilizada como farmaco modelo hidrofilico neste
trabalho) vem sendo utilizada ha mais de 50 anos no tratamento de uma
variedade de cénceres, incluindo carcinomas esofégicos, gastricos,
pulmonar, hepaticos e de seio, linfomas de Hodgkin e ndo-Hodgkin,
sarcomas de Kaposi etc. A ampla atividade anticancerigena da
doxorrubicina é atribuida a sua capacidade de inibir a replicacao celular,
devido a formagdo de um complexo estdvel com a molécula de DNA,
dificultando sua a sintese. A terapéutica com doxorrubicina, no entanto, é
acompanhada por efeitos colaterais adversos, que incluem
mielossupressdo (diminuicdo na producédo total de células sanguineas),
neutropenia (diminuicdo do nimero de neutréfilos circulantes), sindrome
mao-pé (vermelhiddo, inchago e dor nas palmas das maos ou nas plantas
dos pés), risco de desenvolvimento de leucemias secundéarias e
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insuficiéncia cardiaca induzida por antraciclina (BROWN; BRANNON-
PEPPAS, 2007; MINOTTI et al., 2004; NAWARA; KRYSINSKI;
BLANCHARD, 2012). O desenvolvimento de sistemas carreadores de
doxorrubicina para liberacdo prolongada tem sido o foco de diversos
estudos, visando, principalmente, o aumento da biodisponibilidade do
farmaco e o alivio dos efeitos colaterais toxicos associados (BROWN;
BRANNON-PEPPAS, 2007; KALARIA et al., 2009; OLIVEIRA et al.,
2012; SAFRA et al., 2000; SOUSA-HERVES; WEDEPOHL;
CALDERO, 2015).

2.2 TECNICAS DE PREPARACAO DE NANOPARTICULAS

Convencionalmente, nanoparticulas poliméricas sdo preparadas a
partir de dois principais métodos: dispersdo do polimero pré-formado e
polimerizacdo do monémero in situ. Os processos de polimerizacdo do
mondmero, mesmo quando em uma fase aquosa, geralmente conduzem a
polimeros pouco biodegradaveis ou ndo biodegradaveis (NAIR;
LAURENCIN, 2007). Métodos que utilizam polimeros pré-formados ou
lipidios sélidos ao invés de mondmeros também vém sendo utilizados,
ainda que, em muitos dos casos, seja necessario 0 uso de solventes
organicos para a dissolugdo dos polimeros e lipidios, 0 que abre espago
para o surgimento de eventuais problemas toxicolégicos proveniente de
residuos de solvente presente na dispersao de nanoparticulas. De maneira
geral, todos os métodos de obtencdo de nanoparticulas que utilizam
polimeros pré-formados podem ser adaptados e utilizados para
preparagdo de nanoparticulas lipidicas (ALMEIDA; SOUTO, 2007;
VAUTHIER; BOUCHEMAL, 2009).

E de crucial importancia o conhecimento dos parametros
experimentais (solvente orgéanico, temperatura, tipo de estabilizador e
iniciador, tipo e velocidade de agitacéo etc.) envolvidos na preparacao das
nanoparticulas e o efeito que cada pardmetro pode produzir
individualmente e em conjunto nas caracteristicas finais das particulas
(LASSALLE; FERREIRA, 2007). O método de preparacéo escolhido tem
influéncia direta sobre muitas das caracteristicas finais das
nanoparticulas, tais como o tamanho e a distribuicdo do tamanho de
particula, massa molar do polimero, carga superficial das particulas,
eficiéncia de encapsulacdo e a taxa de liberacdo do farmaco (FREITAS;
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MERKLE; GANDER, 2005).

Uma técnica apropriada de preparacdo de sistemas poliméricos
desenvolvidos para a liberagdo sustentada de farmacos deve atender a
alguns requisitos (PARK; YE; PARK, 2005); (1) a estabilidade quimica
e a atividade bioldgica do farmaco incorporado devem ser mantidas
durante o processo de encapsulacao; (2) a eficiéncia de encapsulagdo e o
rendimento das particulas devem ser altos o suficiente para producéo em
larga escala (3) a faixa de didmetro deve ser compativel com a via de
administracdo; e (4) o perfil de liberagdo do farmaco deve ser
reprodutivel.

2.2.1 Miniemulsificacdo/Evaporacéo do Solvente e Dupla Emulséo/
Evaporacéo do Solvente

Como descrito por Freitas e colaboradores (2005), a preparacdo de
nanoparticulas a partir da técnica de emulsificagdo com evaporagdo do
solvente (sistemas do tipo 6leo em agua) ocorre, basicamente, em trés
etapas principais (Figura 2): (1) o polimero e o farmaco sdo dissolvidos
em um solvente organico volatil e imiscivel em agua; (1) a fase organica
resultante é entdo emulsificada em uma fase aquosa na presenca de um
surfactante; e, por Gltimo, (I11) o solvente organico é extraido da emulsao
através da evaporacdo com elevacéo da temperatura ou agitacéo, levando
a precipitacdo do polimero e a consequente formacdo das particulas
solidas contendo o farmaco.

Figura 2 - Representacdo do método de miniemulsificagdo/evaporagéo do
solvente.

Fase aquosa

Evaporacéo
do solvente

Fase organica Gotas de solvente Particulas poliméricas
% Polimero (polimero + farmaco dissolvidos) (farmaco encapsulado)
~o Surfactante
e Farmaco

(Fonte: producdo do autor)
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Quando a emulsificacdo das fases organica e aquosa se da na
presenca de um equipamento de dispersao de alta eficiéncia como uma
sonda de ultrassom, resultando em particulas submicromeétricas, a técnica
é denominada miniemulsificacdo/evaporacdo do solvente e se diferencia
da emulsificacdo/evaporacdo do solvente pelo tamanho inicial das gotas
precursoras das particulas, que sdo micrométricas no caso da
emulsificacéo.

O tamanho das nanoparticulas e a eficiéncia de encapsulagao
podem ser controlados pelo ajuste da taxa de agitagdo, quantidade do
agente emulsificante, viscosidade das fases orgénica e aquosa, e
concentracdo de polimero e fArmaco (LASSALLE; FERREIRA, 2007;
O’DONNELL; MCGINITY, 1997). Musyanovych e colaboradores
(2008) mostraram que a massa molar e a concentracao de polimero (PLA,
PLGA e PCL) e surfactante (SDS, Lutensol, Pluronic e CTMA-CI)
utilizados exercem também importante efeito sobre as caracteristicas
finais das nanoparticulas preparadas via técnica de miniemulsificacao/
evaporagdo do solvente. Os autores observaram que o tamanho das
nanoparticulas obtidas aumentou concomitantemente com a concentragdo
e a massa molar dos polimeros. A respeito do tipo de surfactante, os
autores observaram que surfactantes ibnicos de baixa massa molar e
carregados negativamente (SDS) ou positivamente (CTMA-CI) possuem
efeito estabilizante muito superior aos surfactantes ndao-idnicos (Lutensol
e Pluronic), e resultaram em nanoparticulas menores. Além disso, a
eficiéncia de encapsulacdo do PMI, um corante fluorescente hidrofébico,
foi maior em nanoparticulas preparadas com SDS do que naquelas
preparadas com Lutensol. Os resultados obtidos por Peres (2012) indicam
gue a hidrofobicidade do polimero também tem efeito sobre a eficiéncia
de encapsulacdo de farmacos. O autor observou que um farmaco
hidrofdbico analogo a isoniazida foi mais eficientemente encapsulado em
nanoparticulas blenda de PLLA/PMMA ricas em PMMA, de natureza
mais hidrofébica que o PLLA. Segundo lzumikawa e colaboradores
(1991), o processo de evaporacdo do solvente, evaporacdo rapida sob
pressdo reduzida ou evaporacdo lenta sob pressdo atmosférica, pode
também influenciar a eficiéncia de encapsulacdo. Os autores obtiveram
eficiéncia de encapsulacdo menor nas nanoparticulas preparadas sob lenta
evaporagdo, alcangando valores méximos de 60%, enquanto que nas
nanoparticulas preparadas sob rapida evaporacdo a eficiéncia alcangou
valores maximos de 72%.

A técnica de miniemulsificacdo/evaporagdo do solvente aplica-se,
contudo, somente a encapsulacdo de farmacos hidrofobicos. Uma
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variacdo da técnica permite a encapsulacéo de farmacos hidrofilicos com
maior eficiéncia em rela¢do a miniemulsificacdo convencional. A dupla
ou multipla emulséo é geralmente preparada em duas etapas (Figura 3).
A primeira etapa consiste na formacao da miniemulsdo primaria (emulséo
inversa, dgua em 06leo) através da emulsificacdo de uma fase aquosa
contendo o farmaco em uma fase organica contendo o polimero e um
surfactante de baixo HLB (Hydrophilic-lipophilic balance). Na segunda
etapa, a emulsdo priméaria & miniemulsificada em uma solucdo aquosa
contendo um surfactante de alto HLB (emulsdo agua em dleo em agua).
Com a subsequente evaporagao do solvente, as nanocapsulas com nucleo
aquoso sao formadas (LASSALLE; FERREIRA, 2007; PAL, 2007).

Figura 3 - Representacdo do método de dupla miniemulsificagdo/evaporagdo do
solvente.

Fase aquosa externa (W)

Evaporacéo do
Solvente

Fase Organica

‘ 1) 12 Emulséo ‘ ‘ 2) 22 Emulsao ‘ ‘ 3) Nanoparticulas poliméricas ‘
%9 Polimero

o Surfactante

e Farmaco

(Fonte: produg&o do autor)

Em um estudo comparativo entre as técnicas de miniemulsificacéo
convencional e dupla emulsdo, Zhang e colaboradores (2006) avaliaram
a eficiéncia de encapsulacdo de insulina em nanoparticulas lipidicas
solidas de &cido estedrico. Os autores observaram que de maneira geral, a
dupla emulséo foi mais eficiente na encapsulacdo da insulina. Da fracéo
encapsulada, aproximadamente 55% da proteina ficou adsorvida/retida na
superficie das nanoparticulas preparadas via dupla emulséo, contra 67%
nas nanoparticulas preparadas via miniemulsificacdo convencional. Na
comparacao entre as técnicas de multipla emulsdo e nanoprecipitacao
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para encapsulacdo de proteinas (insulina e lisozima) em nanoparticulas de
PLGA, Bilati, Allémann e Doelker (2005) observaram que a multipla
emulsdo foi mais eficiente na encapsulacdo de ambas as proteinas,
alcangando eficiéncia de encapsulacdo superior a 24,1% e 84,4%,
respectivamente para insulina e lisozima, contra 13,5% e 40% obtido por
nanoprecipitagdo. Por outro lado, via nanoprecipitacdo foram obtidas
nanoparticulas muito menores, com didmetro médio maximo de 173 nm
e 279 nm, respectivamente, contra 0os 1402 nm e 967 nm obtidos por
multipla emulséo.

Na literatura é possivel encontrar um grande nimero de trabalhos
gue utilizam a técnica de dupla emulsdo para encapsular compostos
hidrofilicos, principalmente aqueles de alta massa molar como as
proteinas, por exemplo, uma vez que altas temperaturas podem ser
facilmente evitadas na producdo de nanoparticulas via esta técnica
(ALMEIDA; SOUTO, 2007). Contudo, a encapsula¢do de compostos
hidrofilicos de baixa massa molar com elevada eficiéncia de encapsulagdo
ainda ndo est4 bem elucidada na literatura. O desafio maior reside em
evitar a migracdo do farmaco para a fase aquosa durante o processo de
preparacdo, redispersdo e/ou estocagem, tendo em vista que a difusdo de
compostos hidrofilicos de baixa massa molar para a fase aquosa é ainda
mais facilitada em virtude do tamanho reduzido da molécula.

Segundo Khoee e Yaghoobian (2009), os surfactantes tém papel
duplo na multipla emulsificacdo: formacdo de uma barreira na interface
interna da particula contra liberacdo prematura do farmaco e como
estabilizador estérico da interface externa. Os autores observaram
variacOes de eficiéncia de encapsulacdo de penicilina-G entre 21,8 e
76,8% em nanoparticulas de poli(adipato de butila) (PBA) preparadas
com diferentes concentragdes de surfactante. De maneira geral, quanto
maior a concentracdo de Span e Tween, maior a eficiéncia de
encapsulacdo da penicilina-G. Segundo os autores, a introducdo de Span
(HLB 1.8) como surfactante interno criou uma barreira hidrofilica na fase
interna, tornando-a mais bem selada. J4 0 aumento da concentracdo de
Tween (HLB 15.0) promoveu o aumento da viscosidade da fase externa,
dificultando a difusdo do farmaco e contribuindo para o aumento da
encapsulacdo do farmaco. Por outro lado, Ubrich e colaboradores (2004)
prepararam nanoparticulas de PLGA, PCL e Etilcelulose (EC)
carreadoras de propanolol utilizando agente emulsificante apenas na
segunda emulsdo. Os autores observaram, contudo, um decréscimo do
tamanho de particula e um aumento da eficiéncia de encapsulacdo quando
uma maior quantidade de farmaco foi utilizada, indicando que, neste caso,
o farmaco atuou também como surfactante primario, auxiliando na
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estabilizacdo da emulséo primaria e dificultando a rapida coalescéncia das
gotas.

Sob a perspectiva de encapsulagcdo de drogas hidrofébicas e
hidrofilicas, as técnicas de emulsificacdo/evaporacdo do solvente e dupla
emulsdo/evaporacdo de solvente sdo amplamente utilizadas para alcancar
satisfatéria eficiéncia de encapsulagdo em ambas nanoparticulas
poliméricas e lipidicas. No entanto, a utilizacdo de solventes organicos
potencialmente toxicos é geralmente necessario, o que pode criar
problemas toxicoldgicos resultantes de residuo de solventes, dado que a
remocdo completa do solvente é muitas vezes dificil (MEHNERT;
MADER, 2001). No preparo de nanoparticulas lipidicas sélidas, este
problema pode ser contornado através de uma adaptagdo da técnica, onde
o lipidio fundido é utilizado como fase organica ao invés de uma solucéao
de lipidio dissolvido num solvente organico. Na versdo adaptada da
técnica, a recém preparada miniemulsao ou dupla emulséo é adicionada a
um grande volume de agua gelada para promover a solidificacdo do
lipidio e formacdo das particulas soélidas. Utilizando a técnica de
fusdo/dupla emulsdo, Bodmeier e colaboradores (1992) e Reithmeier e
colaboradores (2001) prepararam com sucesso microparticulas lipidicas
solidas carreadoras de pseudoefedrina HCI e peptideos, respectivamente,
com alta eficiéncia de encapsulacéo e perfil de libertacdo sustentada.
Pouco se sabe, contudo, sobre a utilizacdo desta técnica para preparacdo
de particulas lipidicas s6lidas de tamanho submicrométrico (<1 um).

2.2.2 Polimerizacdo em Miniemulsdo e Miniemulsdo Inversa

Classicamente, miniemulsGes sdo definidas como dispersdes
aquosas de gotas de 6leo relativamente estaveis, de didmetro na faixa de
50 - 500 nm, preparadas a partir da homogeneiza¢do de um sistema
contendo 6leo, &gua, surfactante e co-estabilizador. A polimerizagdo de
miniemulsdes cuidadosamente preparadas resulta em um latex de
particulas sélidas de tamanho aproximadamente igual ao das gotas
iniciais (LANDFESTER et al., 1999). Em uma miniemulséo ideal, existe
uma correspondéncia de 1:1 entre gotas de mondmero iniciais e particulas
poliméricas sélidas finais (SCHORK et al., 2005).

O preparo da miniemulsdo comeca com uma etapa de
homogeneizacdo, onde a fase organica dispersa (monbémero,
co-estabilizador, farmaco e outros aditivos) e a fase aquosa continua (agua
e emulsificante) sdo misturadas sob agitacdo vigorosa a fim de obter gotas
de tamanho micrométrico. Entdo, um mecanismo de alto cisalhamento é
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aplicado, tal como a sonicagdo, e gotas de tamanho submicrométrico sao
obtidas (ASUA, 2002). Concomitantemente com o aumento do tempo de
sonicacdo, as gotas diminuem em tamanho e a dispersabilidade estreita-
se até que o estado estacionario seja alcangado, o qual é caracterizado por
um equilibrio dindmico entre a taxa de fusdo e cisdo das gotas
(LANDFESTER; WILLERT; ANTONIETTI, 2000; LANDFESTER,
2001). As nanogotas de mondmero sdo o l6cus primario da polimerizacéo,
onde cada gota torna-se 0 meio reacional, independente umas das outras.
Assim, cada gota se comporta como um “nanoreator”. Nas reagdes de
polimerizacdo em miniemulsdo, ambos iniciadores hidrofilicos e
hidrofobicos podem ser utilizados. (ANTONIETTI; LANDFESTER,
2002; SCHORK et al., 2005). A Figura 4 apresenta o principio basico do
processo de polimerizacdo em miniemuls&o.

Figura 4 - Representacéo da técnica de Polimerizagdo em Miniemulséo.

Fase Orgéanica (mondmero)

Fase Aquosa Gotas monomeéricas Particulas Poliméricas
(farmaco dissolvido) (farmaco encapsulado)

~o Surfactante * Iniciador
e Costabilizador e Farmaco

(Fonte: produgdo do autor)

Devido a grande &rea superficial total das gotas, a maior parte do
surfactante presente encontra-se adsorvido na superficie das gotas, nao
havendo surfactante em excesso para a formacdo de micelas. Dessa
forma, a polimeriza¢do pode ocorrer predominantemente nas nanogotas
monomeéricas, e 0 mecanismo de nucleacdo homogénea é minimizado. O
tamanho das gotas iniciais de monémero e das particulas poliméricas
resultantes depende principalmente da quantidade de emulsificante
utilizada (SCHORK et al., 2005). A estabilidade de miniemulsdes é de
extrema importancia devido ao fato desta influenciar na nucleacéo das
gotas e, por essa razdo, tanto a estabilidade no periodo entre a formagéo
da miniemulsdo e a polimerizagdo, quanto durante o processo de
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polimerizacdo, devem ser controladas e acompanhadas.

A principio, existem duas maneiras pelas quais uma emulsao pode
degradar: (1) pelo processo de coalescéncia entre as nanogotas e/ou (2)
através da degradacdo difusional (Ostwald ripening), um processo no qual
o0 mondmero difunde das gotas menores para as maiores, levando a um
aumento do tamanho médio das gotas. A coalescéncia das gotas pode ser
evitada através da adi¢do de quantidades suficientes de surfactante. Ja a
degradacdo difusional das gotas pode ser eficientemente inibida através
da adicdo de um co-estabilizador (agente hidrofébico) ao sistema, o qual
promove 0 aumento da pressdo osmotica dentro das gotas. A degradacédo
difusional é suprimida quando é estabelecido o equilibrio entre a pressao
osmoética interna e a pressdo de Laplace externa, que € maior quanto
menor o tamanho da gota (LANDFESTER, 2001, 2006; SCHORK et al.,
2005).

Diversos trabalhos disponiveis na literatura vém mostrando que as
caracteristicas da polimerizagdo em miniemulsdo apresentam vantagens
em relacdo as outras técnicas, tais como suspensdo e emulsdo, quando
utilizada como um método de encapsulacdo (FONTENOTT & SCHORK,
1993; TIARKS; LANDFESTER & ANTONIETTI, 2001; ANTONIETTI
& LANDFESTER, 2002; PARK & KIM, 2005). Tal idealizacéo se deve,
principalmente, ao fato de a miniemulsao gerar duas fases imisciveis, uma
delas formada por pequenas gotas estaveis de monémero (contendo o
composto a ser encapsulado), as quais sdo nucleadas e sofrem a
polimerizag&o, resultando no latex final. Sendo o transporte de massa no
meio reacional minimizado, as caracteristicas da miniemulsdo s&o
mantidas desde a dispersdo até a obtencdo das nanoparticulas solidas
(ANTONIETTI; LANDFESTER, 2002).

Utilizando a técnica de polimerizagcdo em miniemulsdo, Romio et
al. (2009) e Steinmacher et al. (2010) obtiveram nanocapsulas
poliméricas biocompativeis de PMMA, que se mostram interessantes para
aplicacdes biomédicas como sistemas carreadores de 6leos. Bernardy et
al. (2010) encapsularam quercetina, um flavonoide com propriedade
antitumoral, antioxidante e anti-inflamatéria. Peres (2012) encapsulou um
analogo hidrofébico da isoniazida em nanoparticulas de PLLA e
nanoparticulas blenda de PLLA/PMMA. Romio et al. (2013) e Staudt et
al. (2013) encapsularam nanoparticulas de niquel em particulas de
poliacrilamida e PMMA, respectivamente, obtendo nanoparticulas
organicas-inorganicas que combinam as caracteristicas dos latexes
poliméricos e das nanoparticulas magnéticas. Cardoso et al. (2013)
obtiveram nanocépsulas de poliestireno encapsulando dleos vegetais que,
além de serem promissores para a veiculagdo de compostos ativos



hidrofdbicos, apresentam uma série de propriedades antioxidante, anti-
inflamatoria, emoliente, anestésica e repelente. Valério et al. (2013)
prepararam nanoparticulas de poli(uréia-uretano) contendo 6leo de agai,
um 6leo vegetal com boas propriedades regenerativas e antioxidantes.

A técnica de polimerizacdo em miniemulsdo €, contudo, eficiente
para encapsulagdo de substancias hidrofobicas. Uma adaptacdo da
miniemulsdo direta, a miniemulsdo inversa, permite produzir
nanocapsulas com nucleo aquoso, as quais sdo de extrema importancia
para a protecdo, estocagem e liberacdo de compostos hidrofilicos. A
miniemulsdo inversa pode ser preparada a partir da sonicagdo de uma fase
aquosa dispersa (mondémero hidrofilico, agua, e co-estabilizador) e uma
fase orgénica continua (solvente organico e surfactante) (CAPEK, 2010).
Todavia, o problema essencial na preparacdo de miniemulsdes inversas é
a estabilidade antes e durante a polimerizagdo das nanogotas
monoméricas. Em relagdo & miniemulso direta, a miniemuls&o inversa
tende a apresentar menor estabilidade das nanogotas, uma vez que a parte
apolar da molécula do surfactante é a responsavel pelo efeito estérico que
minimiza a coalescéncia das particulas, enquanto que na miniemulsdo
direta a parte polar da cadeia do surfactante evita a coalescéncia das
particulas pelos efeitos estérico e eletrostatico. A Figura 5 apresenta o
principio basico do processo de polimerizagcdo em miniemulsdo inversa.

Figura 5 - Representacéo da técnica de Polimerizacdo em Miniemulséo Inversa.
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Com a finalidade de aumentar a estabilidade da miniemulséo
inversa, um agente lipofobico (co-estabilizador) é aplicado, o qual retarda
a degradacdo difusional monomérica das nanogotas e mantém a
estabilidade das pequenas gotas geradas na etapa de homogeneizagéo do
sistema. Em miniemulsfes inversas, sais sdo extensamente aplicados
como agentes lipofébicos, sendo os sais de sddio os usualmente utilizados
(CAOetal., 2010). Devido a presenca destes agentes lipofdbicos, também
denominados agentes osméticos, a energia de Gibbs nas nanogotas é
diminuida e, dessa forma, diminui-se a forca motriz que levaria a difusao
do mondmero para a fase continua, minimizando a degradacéo difusional
(CAPEK, 2010). Além de estabilizar a pressdo osmética no interior das
nanogotas, os sais hidrofilicos em miniemulsdes inversas também
influenciam fortemente as propriedades interfaciais entre a fase continua
e a fase dispersa. As tens@es interfaciais entre polimero/solvente organico
e polimero/solucéo salina se tornam menores que a tensdo interfacial entre
solvente organico/solucdo salina. Por conseguinte, as moléculas
poliméricas se difundem para a interface fase organica/solucéo salina com
0 objetivo de diminuir a energia livre de Gibbs do sistema. Nestas
condicdes observa-se a formacdo de nanocédpsulas com nicleo aquoso
(CAO; ZIENER; LANDFESTER, 2010).

As nanoparticulas obtidas via miniemulsdo inversa encontram-se
dispersas em um solvente organico, geralmente toxico. Dessa forma, para
fins biomédicos, é necessario que as particulas sejam redispersas em agua
ou numa solugdo aquosa contendo surfactante (CRESPY et al., 2007).
Geralmente, apds a redispersao do latex em agua, o solvente é removido
por evaporacdo. Este procedimento geralmente tem efeito minimo sobre
o didmetro médio final das nanoparticulas.

Baseados em analises de microscopia eletrénica de transmissao
(TEM), Cao; Ziener e Landfester (2010) foram os primeiros a analisar a
sintese de nanoparticulas com nuicleo aquoso a partir de polimerizagdo em
miniemulsdo inversa. A anlise foi de extrema importancia para avaliacdo
da morfologia das nanoparticulas de poli(N-isopropilacrilamida)
(PNIPAAmM) obtidas. Os autores observaram que, a partir da
polimerizacdo da acrilamida, a morfologia final resultante é de
nanoesferas. Tal fato se deve a hidrossolubidade do polimero formado na
fase dispersa. Segundo Tiarks; Landfester e Antonietti (2001), a
imiscibilidade do polimero formado na fase dispersa € o principal fator
responsavel para a formagdo de nanocépsulas.
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2.2.3 Polimerizacdo interfacial em Miniemulséo Inversa

A técnica de polimerizagdo interfacial em miniemulsdo inversa
compartilha dos mesmos principios da polimerizacdo em miniemulséo
inversa classica. Na polimerizacgdo interfacial, a sintese de nanocapsulas
é governada pela precipitacdo do polimero na interface das nanogotas.
Neste caso, nanocapsulas com ndcleo aquoso sdo obtidas através de uma
reacdo em duas etapas (Figura 6). A primeira etapa consiste na formacao
de uma miniemulsdo inversa, onde sdo obtidas nanogotas aquosas (agua,
mondmero hidrofilico e farmaco) dispersas em uma fase continua
organica. A segunda etapa do processo envolve a adi¢cdo de um segundo
mondmero, de carater lipofilico, a fase continua organica. A reacdo de
polimerizacdo dos mondmeros ocorre, entdo, na interface agua/6leo, onde
0 polimero precipita, formando uma casca polimérica ao redor do nucleo
aquoso (VRIGNAUD; BENOIT; SAULNIER, 2011).

Figura 6 - Representacdo da técnica de Polimerizagdo Interfacial em
Miniemuls&o Inversa.
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Baier e colaboradores (2010) sintetizaram nanoparticulas de amido
reticulado via polimerizacéo interfacial em miniemulsdo inversa através
da reacdo entre as hidroxilas presentes no amido solubilizado na fase
aquosa (gotas) com o diisocianato disperso na fase continua organica
continua. Utilizando esta mesma técnica, Steinmacher et al., (2013)
alcangaram elevada eficiéncia de encapsulacdo (acima de 70%) de
Sulfurodamina 101, um corante hidrofilico fluorescente, em nanocépsulas
de amido reticulado com nlcleo aquoso, mesmo apds redispersdo em
agua. Os autores ainda observaram que a permeabilidade da casca
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polimérica das nanocépsulas pode ser facilmente modificada pelo grau de
reticulacdo do polimero, sugerindo que o tempo de liberacdo do farmaco
pode ser modulada, apenas com ajustes reacionais, conforme necessidade.

2.3  HIDROGEIS POLIMERICOS

Hidrogéis podem ser definidos como redes poliméricas hidrofilicas
reticuladas capazes de absorver grandes quantidades de agua (até
milhares de vezes 0 seu peso seco) ou fluidos bioldgicos sem perder sua
configuragdo tridimensional. (HAMIDI; AZADI; RAFIEI, 2008;
HOFFMAN, 2002; PEPPAS; KHARE, 1993). Hidrogéis podem ser
projetados de maneira a assumir diferentes formas fisicas, incluindo
filmes, particulas, microparticulas e nanoparticulas (comumente
denominadas de nanoggéis).

O processo de intumescimento de um hidrogel é governado por
fatores fisicos intrinsecos a rede 3D e a fatores externos. Alguns fatores
fisicos, tais como a presenca de grupamentos funcionais hidrofilicos
(—OH, —NH,, —COOH, —CONH, —CONH;, —SO3H) na estrutura da
cadeia polimérica, menor densidade de reticulacio e uma alta
flexibilidade da rede polimérica contribuem positivamente para um maior
intumescimento do material. Por outro lado, a presenca de grupos
hidrofébicos, maior densidade de reticulacdo e a presenga de ions
desfavorecem a absorc¢éo de agua pelo gel. Mudancas de pH, forca i6nica,
temperatura e composicao de solvente sdo alguns dos fatores externos que
interferem no processo de absorgédo de agua pelo gel (BRITO et al., 2013;
GUPTA; VERMANI; GARG, 2002; PEPPAS; KHARE, 1993).

Os hidrogéis podem ser classificados em duas categorias principais
segundo o tipo de reticulagdo: (1) fisicamente, e (2) quimicamente
reticulados. Hidrogéis fisicos sdo assim denominados quando as cadeias
poliméricas sdo mantidas juntas por emaranhamento das cadeias
poliméricas e/ou por forcas secundérias ndo-covalentes, incluindo forcas
eletrostaticas, ligagbes de hidrogénio e interagbes hidrofébicas
(HOFFMAN, 2002). Estas interagdes intermoleculares formam, na
verdade, zonas de juncdo ao invés de ligacdes de reticulacdo. Uma vez
gue estas zonas de jungdo ndo estdo conectadas covalentemente, elas
apresentam um comportamento reversivel e podem ser facilmente
guebradas através de mudancas no ambiente (NAM; WATANABE;
ISHIHARA, 2002). Os hidrogéis quimicos, por outro lado, sdo aqueles
gue possuem ligagcdes cruzadas covalentes. Agentes reticulantes bi- ou
multifuncionais, tais como mondmeros divinilicos e diisocianatos sao
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geralmente utilizados na construgdo dos hidrogéis reticulados
quimicamente (HOFFMAN, 2002; KLINGER; LANDFESTER, 2012).
De uma maneira geral, hidrogéis formados por ligacbes cruzadas
covalentes sdo caracterizados por uma maior estabilidade estrutural em
relacdo aos hidrogéis reticulados fisicamente.

Hidrogéis podem ser preparados a partir de praticamente qualquer
polimero sollvel em agua, abrangendo uma vasta gama de composi¢des
quimicas e propriedades fisicas. Ambos polimeros sintéticos (incluindo
PEG-PLA-PEG, PHB, PNIPAAmM, PHEMA) e naturais (incluindo
quitosana, colageno, agarose, dextrana, polilisina, pectina) podem ser
utilizados na preparacdo de hidrogéis. Hidrogéis de origem natural s&o
geralmente atdxicos, biocompativeis e apresentam uma série de
propriedades fisico-quimicas que os tornam adequados para diferentes
aplicacbes biomeédicas. Contudo, polimeros naturais geralmente
provocam reacdes inflamatéria e imunogénica. Além disso, apresentam
propriedades mecanicas inferiores a dos polimeros sintéticos. Por outro
lado, hidrogéis de polimeros sintéticos sdo geralmente biologicamente
inertes, com propriedades previsiveis e reprodutiveis de batelada para
batelada e apresentam cinética de degradacdo bem estabelecida
(HAMIDI; AZADI; RAFIEI, 2008; NAIR; LAURENCIN, 2007).

A biocompatibilidade dos hidrogéis esta atrelada ao seu grande teor
de agua é as suas caracteristicas fisico-quimicas semelhantes aquelas das
matrizes extracelulares nativas, especialmente no caso de hidrogéis a base
de carboidratos (HOARE; KOHANE, 2008). Em virtude da sua
biocompatibilidade e propriedades quimicas manipulaveis (densidade de
reticulacdo, porosidade e grau de intumescimento), hidrogéis encontram
uma vasta gama de aplicagcGes nas areas biomédica e farmacoldgica
(HAMIDI; AZADI; RAFIEI, 2008; HOFFMAN, 2002; OH et al., 2008).
Hidrogéis sdo particularmente atrativos para liberacdo controlada de
farmacos. Sua estrutura altamente porosa pode ser facilmente controlada
através do ajuste do grau de reticulacdo polimérica e da afinidade entre
hidrogel e meio aquoso. A partir do controle da porosidade, obtém-se um
maior dominio sobre a taxa de difusdo e liberacdo do farmaco
encapsulado na matriz polimérica do hidrogel.

No que diz respeito & aplicacdo de hidrogéis como sistemas
carreadores de farmacos para liberacdo controlada, existe um grande
interesse por hidrogéis estimulo-responsivos. Também conhecidos como
sistemas inteligentes, estes hidrogéis sdo pensados para entregarem seu
“conteido” em resposta a um estimulo externo especifico que coincida
com as condicdes fisiolégicas do sitio de acdo especifica do farmaco
(Figura 7). Dependendo da natureza do estimulo externo, hidrogéis
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responsivos podem ser classificados em duas categorias: (1) responsivos
a estimulos fisicos (variagdes de temperatura, pressdo, luz, campo elétrico
Ou magnético), e (2) responsivos a estimulos quimicos (variacdes de pH,
forca idnica, composi¢do do solvente ou presenca de compostos quimicos
ou biologicos) (GUPTA; VERMANI; GARG, 2002; HAMIDI; AZADI;
RAFIEI, 2008; KLINGER; LANDFESTER, 2012).

Figura 7 - Esquema representativo da porosidade da rede polimérica em seu
estado intumescido e desintumescido.

- < Grau de reticulagdo >
é < Estrutura Quimica >

= < Estimulos externos >

Estado Intumescido Estado Desintumescido

(Fonte: adaptado de Klinger; Landfester (2012))

Dos nanogéis carreadores de farmacos, os mais bem estudados
talvez sejam aqueles responsivos a variacdes de temperatura e pH, com
destaque para 0 PNIPAm (poli(N-isopropilacrilamida)) e copolimeros.
Uma caracteristica em comum entre os hidrogéis termossensiveis é a
presenca de grupamentos hidrofébicos como, por exemplo, grupos metil,
etil e propil. Hidrogéis termoresponsivos utilizam a mudanca de
temperatura como o gatilho que determina seu comportamento de
gelificagdo, exibindo uma mudanca de solubilidade associada a uma
temperatura especifica. O limiar deste processo é definido como
temperatura de solugdo critica inferior (LCST, lower critical solution
temperature). Abaixo da LCST, as liga¢6es de hidrogénio entre as cadeias
poliméricas e as moléculas de agua séo dominantes, logo, os polimeros
ttm sua solubilidade aumentada. Hidrogéis fisicos mostram-se
completamente sollveis em 4gua abaixo da LCST. De maneira
semelhante, hidrogéis quimicos tendem a absorver mais agua com a
diminuicdo da temperatura. Por outro lado, ao passo que a temperatura
aumenta além da LCST, as interacfes hidrofébicas entre os segmentos
poliméricos fortalecem-se, enquanto que as ligacGes de hidrogénio se
tornam mais fracas. O resultado disso é o aumento da hidrofobicidade e
insolubilidade do polimero. Neste caso, polimeros ndo reticulados
covalentemente experimentam a transicao sol-gel (fendmeno de transicao
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de solucdo para gel), enquanto que hidrogéis quimicamente reticulados
encolhem/desintumescem. Existem, ainda, hidrogéis que sdo formados
pelo resfriamento da solucdo de polimero, os quais possuem uma
temperatura de solucéo critica superior (UCST, upper critical solution
temperature) (KLOUDA; MIKOS, 2008; QIU; PARK, 2012).

Hidrogéis preparados pela reticulacdo de polieletrélitos fracos
geralmente exibem perfis de transicdo de volume associados a variagdo
de pH. Todos os hidrogéis sensiveis ao pH contém grupos pendentes
acidos (e.g. acidos carboxilicos e sulfénicos) ou basicos (e.g. sais de
amonia) que podem aceitar ou doar prétons em resposta a uma mudanca
do pH. Uma vez que o intumescimento desses hidrogéis é governada
principalmente pela repulséo eletrostética entre as cargas presentes na
cadeia polimérica, o grau de intumescimento é influenciado por qualquer
condicdo que possa reduzir esta repulsdo, incluindo, pH, forca ibnica e
tipo de contraions (KLINGER; LANDFESTER, 2012; QIU; PARK,
2012). Hidrogéis com grupamentos ionizaveis possuem uma capacidade
de absorc¢do de dgua muito superior aquela dos hidrogéis nédo-ionizaveis.

Hidrogéis responsivos ao pH tém sido bastante explorados para
sistemas de liberacdo controlada de farmacos. As variagfes de pH do
corpo podem ser utilizadas a favor do direcionamento de farmacos a um
conjunto de células ou tecido especificos. As diferencas de pH do trato
gastrointestinal (pH estdémago = 1,0 — 3,0; pH duodeno = 4,8 — 8,2; pH
colon = 7,0 — 7,5) também podem ser levados em consideracdo para
administracdo de nanogéis carreadores de farmacos via oral, por exemplo.
De maneira semelhante, o controle e acionamento da liberagdo dos
farmacos quimioterapicos pode ser pensada para atuar em duas diferentes
maneiras quando levadas em consideracdo as variages de pH. A
liberacdo pode ser direcionada para o meio extra ou intracelular. No
primeiro caso, tecidos tumorais tem um pH extracelular na faixa de 6,5 —
7,2, ou seja, ligeiramente menor que o pH dos tecidos normais (pH = 7,4).
Apos a absorcéo celular, os hanogéis podem experimentar um pH ainda
mais baixo, o pH lisossomal (4,5 —5,0). Este gradiente de pH é de especial
importancia, uma vez que variados farmacos e nanocarriadores utilizados
no tratamento do cancer séo internalizados por endocitose e presos dentro
dos compartimentos lisossomal e endossomal (LIU et al., 2014,
SCHMALJOHANN, 2006).

De uma maneira geral, qualquer farmaco hidrofilico pode ser
eficientemente encapsulado em nanogéis. A encapsula¢do de farmacos
hidrofdbicos, por outro lado, é muitas vezes limitada.



50

2.4  REACOES DE POLIMERIZACAO POR METATESE

Reacdes de metétese de olefinas podem ser definidas como uma
transformacéo quimica na qual um par de liga¢6es dupla carbono-carbono
sdo rearranjadas na presenca de um complexo metal-carbeno (Figura 8),
resultando na formacdo de duas novas olefinas (BAUGHMAN;
WAGENER, 2005; GRUBBS; CHANG, 1998).

Figura 8 - Principio da reacdo de metéatese de olefinas.
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(Fonte: adaptado de Firstner (2000)).

As reacbes de metatese de olefinas podem ocorrer via cinco
diferentes rotas intimamente relacionas (Figura 9): (1) metatese cruzada
(CM, cross-metathesis), caracterizada pela reacdo entre duas olefinas
distintas; (2) metatese por fechamento do anel (RCM, ring-closing
metathesis), caracterizada pela reacdo intramolecular entre duas ligagdes
duplas da mesma molécula, resultando em um alceno ciclico; (3) metatese
por abertura de anel (ROM, ring-openning metathesis), rea¢do inversa da
RCM, é caracterizada pela formacéo de dienos a partir de alcenos ciclicos;
(4) polimerizacéo via metatese por abertura do anel (ROMP, ring-opening
metathesis polymerization), caracterizada pela polimerizacéo de alcenos
ciclicos via reacdes de polimerizacdo em cadeia; e (5) metatese de dieno
aciclico (ADMET, acyclic diene metathesis), caracterizado pela
polimerizacdo de alcenos aciclicos via reagdes de polimerizagdo em
etapas.
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Figura 9 - Principais reages de metatese de olefinas.
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O mecanismo de metatese mais bem aceito (“mecanismo de
Chauvin”) consiste numa sequéncia de cicloadices e cicloreversbes que
envolvem a participacdo de alcenos, metal-carbenos e do intermediario
metalociclobutano (FURSTNER, 2000). O ciclo catalitico envolvido no
mecanismo de metatese do tipo ADMET esta representado na Figura 10.

A reacdo ADMET inicia-se com a formagéo de um complexo-n
entre o catalisador e uma das olefinas do dieno, o qual sofre uma reacéo
de cicloadicdo que resulta na geracdo de um intermediario
metalociclobutano. Este processo reversivel continua no sentido da
polimerizacdo quando o metalociclo decompde-se por cicloreverséo
formando uma nova olefina derivada do catalisador e um complexo
metal-mondmero, que propaga a rea¢do (composto I do ciclo, Figura 10).
A reacdo prossegue com a formagdo de outro complexo-r com uma
molécula de mondmero adicional (ou uma cadeia polimérica em
crescimento). O entdo formado complexo-n colapsa-se em um novo
intermediario metalociclobutano (composto Il do ciclo). Os produtos da
decomposicdo do metalociclo 1l sdo uma molécula do polimero em
crescimento e o complexo carbeno-mitino (composto I11), o verdadeiro
catalisador da reacdo. Em uma reag&o de polimerizagdo do tipo ADMET,
o complexo Ill deve ser produzido indefinidas vezes para que um
polimero de alta massa molar seja obtido. Neste estagio do ciclo
reversivel, um dieno adicional (ou um polimero que possui uma olefina
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terminal) forma um outro intermediario metalociclobutano (composto
1V), o qual, por fim, reduz-se em uma molécula de etileno e numa nova
molécula do composto I, que da continuidade ao ciclo catalitico
(ATALLAH; WAGENER; SCHULZ, 2013; OPPER et al., 2011). Visto
gue todas as etapas individuais do ciclo catalitico sdo reversiveis, o etileno
deve ser removido do meio reacional para que o equilibrio seja deslocado
a favor da polimerizacdo (FURSTNER, 2000).

Figura 10 - Ciclo catalitico para reacdes de metatese do tipo ADMET com
complexo metal-carbeno.

M=_ M= . R
R ' R' M]~
N - - . — - - :
AR /f SR
R
I
Remocao do etileno desloca o _CH,

equilibrio para obtencdo de HoC M=\

R
polimeros de alta massa molar _\\N\R/\
@

['\ﬁlj M
o av an -t
v ADMET %

(11T

[M]=CH,

Y
)

A RrNRF

Representa um dieno em
crescimento de qualquer
tamanho

(Fonte: adaptado de Atallah; Wagener; Schulz (2013)).

A polimerizacdo por ADMET é uma reacédo de policondensacéo de
mondmeros a,0-dienos que resulta em polimeros estritamente lineares e
de cadeia insaturada. Como toda polimerizacdo em etapas, polimeros de
alta massa molar s6 sdo obtidos quando um alto grau de conversdo do
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mondmero foi alcangado. Para tanto, é necessario que o catalisador seja
altamente eficaz e que permanega ativo durante todo o ciclo de
polimerizacdo (OPPER et al., 2011). Nas reacbes de ADMET,
praticamente todo monémero é convertido em polimero, caracteristicaem
comum com a maioria das reagdes de policondensacdo. No entanto,
reacOes colaterais de ciclizacdo e isomerizacdo podem ocorrer em
pequenas proporgdes, dependendo do tipo de catalisador empregado e da
temperatura reacional (BAUGHMAN; WAGENER, 2005; FOKOU,;
MEIER, 2010; OPPER et al., 2011).

Reacdes de polimerizacdo por ALTMET. As reacGes de polimerizagdo
por ALTMET (alternating diene metathesis) possibilitam a sintese de
copolimeros alternados via ADMET (DEMEL et al., 2003). As reacGes
ALTMET séo governadas por reacOes de policondensagdo entre olefinas
ricas em elétrons (olefinas tipo I, i.e., olefinas terminais, ésteres etc.) e
olefinas elétron-deficientes (olefinas tipo Il, i.e., diacrilatos, diacrilamidas
etc.). O mecanismo proposto para as reagdes ALTMET esta apresentado
na Figura 11.

Figura 11 - Mecanismo de polimerizacdo por ALTMET.
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(Fonte: adaptado de Demel et al. (2003)).

As policondensagbes por ALTMET resultam em estruturas
perfeitamente AB-alternadas devido ao uso de olefinas com diferentes
reatividades. Essencialmente, a metatese entre olefinas do tipo 1 e Il é
bastante seletiva a formagdo de dimeros (ou copolimeros) derivados de
ambos os compostos. O mecanismo das reagbes ALTMET envolve a
(homo)polimerizacdo de olefinas Tipo | (reacdes reversiveis), seguida
pela incorporacdo gradual das olefinas tipo Il na cadeia polimérica
principal (reagBes irreversiveis). A (homo)policondensagdo de olefinas
elétron-deficientes é suprimida por sua baixa reatividade em relagdo as



olefinas ricas em elétron. Além disso, o intermedidrio catalisador-acrilato,
formado no ciclo catalitico, € inerte a propagacdo da reacdo de metatese
entre olefinas elétron-deficientes. Nesse sentido, uma vez que olefinas
elétron-deficiente ndo podem ser posicionadas ao lado uma molécula
semelhante, elas sdo incorporadas a cadeia polimérica entre dois
mondmeros diferentes, criando o polimero alternado (BAUGHMAN;
WAGENER, 2005; DEMEL et al., 2003).

Em uma reacdo ADMET tipica, a remoc¢ao do sub-produto etileno
favorece a reacdo de polimerizacdo devido ao deslocamento do equilibrio
quimico no sentido da formagé&o dos produtos, o que evita a reacdo reversa
de despolimerizacdo por etendlise. No entanto, dada a natureza da
irreversibilidade das reacbes ALTMET, copolimeros alternados séo
pouco suscetiveis a despolimerizacdo induzida pela presenca de etileno.
Assim, condicOes de alto vécuo, requisito em reaces ADMET tipicas,
tornam-se desnecessarias em reacOes de policondensacdo por ALTMET
(CHATTERJEE et al., 2003; DEMEL et al., 2003; SCHULZ;
WAGENER, 2012).

Na copolimerizagdo por ALTMET de 1,9-decadieno (olefina
tipo 1) e 1,6-diol diacrilato (olefina tipo II), Schulz e Wagener (2012)
observaram que o solvente escolhido tem papel fundamental na eficacia
das reacBes de polimerizagdo por metatese. O solvente utilizado nas
reacOes pode aumentar ou mitigar os fatores que diferenciam a atividade
catalitica dos catalisadores Grubbs e Hoveyda-Grubbs (FURSTNER,
2000) segunda geracdo, o que leva a resultados bastante diferentes:
enquanto a taxa de ativagdo do catalisador é de importancia primordial
para 0 sucesso das reacGes de metateses, a sua taxa de desativacdo
desempenha papel importante na obtencdo de polimeros de alta massa
molar (menor desativagdo, maior massa molar).

Demel e colaboradores (2003) avaliaram a copolimerizagdo por
ALTMET de diferentes dienos e diacrilatos, ambos alifaticos “simples”
ou com nucleo aromético. Em todas as condicfes avaliadas, os autores
obtiveram copolimeros altamente alternados com grau de alternancia-AB
entre 82 e 99% e massa molar variando entre 10700 e 43700 g/mol. Na
copolimerizagdo por ALTMET de um monémero derivado da glicina (A,
olefina tipo 1) e diacrilato de etilenoglicol (B, olefina tipo IlI), Flhrer e
Schlaad (2014) obtiveram um copolimero de massa molar
M = 4800 g/mol e grau de alternancia de 85%. Para fins de comparacéo,
a homopolimerizacdo por ADMET de ambos os monémeros A e B
resultou em polimeros com M, = 2700 g/mol e 1700 g/mol,
respectivamente. Além disso, via reagbes ALTMET os autores
conseguiram evitar as reagdes secundarias de isomerizacdo observadas
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durante a homopolimerizagdo por ADMET. Devido a sua simplicidade, o
método ALTMET é bastante versatil e uma alternativa as reacfes de
policondensacdo convencionais

Nesta breve revisdo da literatura, foram mostrados importantes
resultados publicados na literatura cientifica relacionados diretamente
com o tema desta tese de doutorado, desenvolvimento de sistemas
nanoestruturados para a encapsulacdo de farmacos. Os métodos de
preparacdo de nanoparticulas sdo muitos e diversos estudos foram
realizados na busca por uma maior compreensdo dos mecanismos
envolvidos na preparacdo de nanoparticulas e sua aplicagdo in vivo.
Existe, contudo, um grande nimero de desafios a serem vencidos, e
diversos aspectos da producdo e aplicagdo das nanoparticulas ainda
precisam ser melhor elucidados. Assim, ainda se faz necessario uma
melhor avaliagdo dos mecanismos de formacdo de particulas para
encapsulacdo de farmacos. Justifica-se, dessa forma, o estudo da sintese
de novos polimeros, especialmente aqueles biocompativeis e
biodegradaveis e com potencial aplicabilidade na area biomédica, e dos
fendmenos relacionados a preparagdo de nanoparticulas e nanocépsulas
visando a encapsulacdo de farmacos hidrofilicos e hidrofébicos.






CAPITULO 11

3 REACOES DE POLIMERIZAGCAO POR ALTMET DE MONOMERO
DERIVADO DA L-LISINA E A OBTENGAO DE NANOPARTICULAS
CARREADORAS DE FARMACOS HIDROFOBICOS

Reacdes de metatese olefinica vém atraindo consideravel atencédo
da comunidade cientifica como uma estratégia promissora para obtencao
de novos polimeros a partir de insumos renovaveis. O desenvolvimento
de catalisadores bastante eficazes e altamente ativos tornou possivel a
insercdo de praticamente qualquer grupo funcional na cadeia principal
polimérica via polimerizacdo por metatese de olefinas (ATALLAH;
WAGENER; SCHULZ, 2013; FURSTNER, 2000; HOPKINS et al.,
2001). Nesse sentido, a utilizacdo de mondmeros derivados de acidos
graxos, carboidratos e aminoacidos tém sido proposta como uma
alternativa para producdo de polimeros biodegradaveis a partir de
matérias-primas renovaveis (CARDOSO et al., 2014, FUHRER;
SCHLAAD, 2014; HOPKINS et al., 2001; ROMERA et al., 2015).

Polimeros a base de aminoécidos sdo candidatos em potencial para
uma variedade de aplicacdes na area biomédica e farmacéutica em virtude
da sua biocompatibilidade e degradabilidade intrinsecas. A funcéo
amino4cido pode ser incorporada tanto na cadeia principal do polimero
guanto na forma de ramificacfes. Polimeros que exibem unidades de
aminoacidos na cadeia principal sdo, geralmente, biodegradaveis,
enquanto que aqueles em que a fungdo aminoacido esti concentrada nas
ramificacdes tendem a ser mais hidroliticamente estaveis (HOPKINS et
al., 2001). Ambas as reacGes de polimerizagdo por ROMP e ADMET tém
sido utilizadas na sintese de polimeros derivados de aminoacidos
(FUHRER; SCHLAAD, 2014; HOPKINS; WAGENER, 2003, 2004;
HOPKINS etal., 2001; KAMMEYER et al., 2013; LEE et al., 2015; LEE;
PARKER; SAMPSON, 2006; MAYNARD; OKADA; GRUBBS, 2000;
SUTTHASUPA et al., 2007; TERADA et al., 2008). Contudo, reacdes
ROMP geralmente resultam em poliolefinas com aminoacidos
enxertados. Além disso, a disponibilidade de mondmeros ciclicos
necessarios para reacées ROMP é limitada (DEMEL et al., 2003). Por
ADMET, por outro lado, a funcdo aminoacido pode ser facilmente
incorporadas na cadeia principal do polimero.

Apesar da alta tolerancia dos catalisadores comerciais a grupos
funcionais polares e proticos, catalisadores a base de ruténio mostram-se
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bastante sensiveis a funcdo amida quando préxima da olefina. Foi
observado que a polimerizacdo de mon6meros derivados de aminoécidos
por ADMET resulta em oligdbmeros ou polimeros de baixa massa molar,
baixas conversdes de mondmero e em reagdes secundarias de
isomerizagdo (BAUGHMAN; WAGENER, 2005; FUHRER;
SCHLAAD, 2014; HOPKINS et al., 2001; TERADA et al., 2008). O
baixo rendimento destas reacGes estd relacionado a inativacdo do
catalisador pela coordenacdo intramolecular do grupamento carbonila da
fungdo amida (proveniente do monémero derivado de aminoéacidos) com
o centro metalico do catalisador. Hopkins et al (2001) reportaram, no
entanto, que a desativacdo do catalisador pode ser evitada ou menos
favorecida aumentando-se o tamanho da cadeia carbdnica que separa a
olefina da funcdo aminoacido do mondmero (Figura 12). Quando a
distancia entre a olefina e a amida era de dois metilenos, os autores
obtiveram polimero de massa molar M, =900 g/mol. Quando esta
distancia foi aumentada para oito carbonos, foram obtidos polimeros de
massa molar M, > 27000 g/mol. Fuhrer e Schlaad (2014) observaram
efeito semelhante em mondmeros derivados da glicina, contudo, a
extensdo da cadeia carbonica ndo foi suficiente para impedir a
isomerizacdo das ligacdes duplas. Os autores somente conseguiram evitar
completamente as reacfes de isomerizacdo através da copolimerizacdo
dos mondmeros derivados da glicina com diacrilatos via ALTMET.

Figura 12 - Esquema da reacdo de polimerizacdo de monémero derivado de
aminoacidos com cadeia carbonica estendida.

/\M)L Jvo oo M )\/0 " CoHy
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(Fonte: adaptado de Hopkins et al. (2001)).

Neste capitulo é apresentado o estudo acerca da copolimerizagdo
de um mondmero derivado da L-lisina, um amino acido essencial, com
um fosfodiester via ALTMET. Os resultados aqui discutidos mostram que
mondmeros derivados de aminoacidos podem ser copolimerizados por
ALTMET sem que seja necessario estender a cadeia carbonica entre a
olefina e a funcdo aminoacido do mondmero. Este capitulo ainda inclui a
preparacdo de nanoparticulas de poli(bisacrilamida-L-lisina-co-fenil-
fosfodiéster) carreadoras de rifampicina através da técnica de
miniemulsdo/evaporacdo do solvente visando a aplicagdo como sistemas
carreadores de fArmacos.
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3.1 MATERIAIS E METODOS
3.1.1 Materiais

O mondmero fenil-di(undec-10-en-1-il)-fosfato, referido no texto
como fenil-fosfodiéster, foi gentilmente cedido pelo Max Planck Institute
for Polymer Research (MARSICO et al., 2012). Para a sintese do
mondémero  N,N'-bis(acriloilo)-etil-éster-L-lisina  foram  utilizados:
dicloridrato de L-lisina-etil-éster (Alfa Aesar, 99%), trietilamina (Sigma-
Aldrich, > 99.5%), cloreto de acriloilo (Sigma Aldrich, 97%, < 210 ppm
MEHQ), diclorometano (Fisher Scientific, HPLC), acetato de etila
(Sigma-Aldrich, P.A. > 99.5%), bissulfato de sddio (NaHSOs, Acros
Organics), bicarbonato de sédio (NaHCOs, Fisher Scientific), cloreto de
sodio (NaCl, VWR Prolabo), e sulfato de magnésio (MgSOs,
AppliChem). Como catalisadores (Figura 13): Hoveyda-Grubbs segunda
geracdo (HG-2, Sigma-Aldrich), Grubbs segunda geracdo (G-2, Sigma
Aldrich) e Umicore M2 (UM2, Umicore). Na preparacdo das
nanoparticulas: lauril sulfato de sodio (SDS, Vetec) e rifampicina (RIF,
Sigma Aldrich, > 97%). O surfactante lipofilico poli[(etileno-co-
butileno)-b-(oxido de etileno)] (KLE) foi sintetizado conforme
metodologia descrita na literatura (SCHLAAD et al., 2001) e gentilmente
cedido pelo Max Planck Institute for Polymer Research. Todos o0s
reagentes foram utilizados como recebidos. Os catalisadores foram
armazenados sob atmosfera de argdnio. Agua destilada foi utilizada em
todos 0s experimentos.

Figura 13 - Catalisadores utilizados nas reacOes de polimerizacéo por
ALTMET.
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(Fonte: produgdo do autor)
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3.1.2 Sintese do mondmero N,N'-bisacrilamida-etil-éster-L-lisina

O mondmero N,N'-bisacrilamida-etil-éster-L-lisina foi sintetizado
via reagdo de Schotten-Baumann. Dicloridrato de L-lisina-etil-éster (5,0
g, 20,2 mmol) e trietilamina (5,0 equivalentes) foram dissolvidos em
diclorometano (100 mL) e a mistura foi resfriada a 2-5 °C com auxilio de
um banho de gelo. Cloreto de acriloilo (3,0 equivalentes) foi adicionado
lentamente de gota a gota ao longo de 20 min a fim de manter a
temperatura abaixo de 5 °C durante todo o processo. Em seguida, o
resfriamento foi interrompido e a mistura foi mantida sob agitagdo
durante 18 h a temperatura ambiente (Figura 14). O solvente foi entdo
removido em rotaevaporador e o produto, de cor alaranjada foi obtido, o
qual foi dissolvido em acetato de etila (100 mL) e depois filtrado a fim de
remover os cristais de hidrocloreto de trietilamina. A fase orgéanica foi
entdo lavada trés vezes com solucbes 1 M de NaHSO4, NaHCOs3 e NaCl.
Apo6s lavagem, a fase organica foi seca com MgSQO, e 0 solvente removido
em rotaevaporador. O produto foi purificado por cromatografia em coluna
de silica gel (acetato de etila/hexano (1:1) e acetona/diclorometano (1:1)).

Figura 14 - Rota de sintese do N,N'-bisacrilamida-etil-éster-L-lisina.

2HCI (] /\N/\ H H
= cl H,N K /\I( \ﬂ/\
+ 2 o - 0~ . 0 fo)
o NH, 18 h, RT o )O
cloreto de

. Dicloridrato de L-lisina-etil-éster
acriloilo N,N'-bisacrilamida-etil-éster-L-lisina

(Fonte: produgdo do autor)

'H-RMN (850 MHz, THF-ds, 8/ppm): 7.53 (d, J = 7.5 Hz, 1H),
7.22 (s, 1H), 6.23 - 6.27 (m, 1H), 6.14 - 6.21 (m, 2H), 6.09 - 6.13 (m, 1H),
5.51 (dd, J = 10.0, 2.5 Hz, 1H), 5.46 (dd, J = 9.9, 2.6 Hz, 1H), 4.52 (td,
J=8.4,4.9Hz, 1H), 4.11 (q, J = 7.0 Hz, 2H), 3.15 - 3.27 (m, 2H), 1.77 -
1.85 (m, 1H), 1.63 - 1.70 (m, 1H), 1.51 (qt, J = 13.6, 6.8 Hz, 2H), 1.38
(quin, J = 7.7 Hz, 2H), 1.22 (t, J = 7.1 Hz, 3H).

3.1.3 Sintese de poli(bisacrilamida-L-lisina) e poli(fenil-fosfodiéster)
via polimerizacao por ADMET em solucéo

Em um baldo de fundo redondo de 10 mL foram adicionados o
mondmero N,N-bisacrilamida-etil-éster-L-lisina (40 mg, 0.140 mmol) ou
fenil-di(undec-10-en-1-il)-fosfato (67 mg, 0.140 mmol), o catalisador
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Hoveyda-Grubbs segunda geracgéo (8,0 mol% em relacdo ao monémero)
e diclorometano (3 mL). A temperatura foi elevada para 40 °C e a reagdo
foi mantida sob agitacdo e em refluxo sob atmosfera de argdnio por 18 h
(Figura 15). Ao final da reagdo, hexano gelado foi adicionado a solucéo a
fim de promover a precipitagdo do polimero, o qual foi entdo seco sob
vécuo.

Figura 15 - Esquema da reacéo de polimerizagéo do N,N'-bisacrilamida-etil-
éster-L-lisina e fenil-di(undec-10-en-1-il)-fosfato por ADMET.
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fenil-di(undec-10-en-1-il)-fosfato poli(fenil- f°5f°d‘es‘er)
(Fonte: produgdo do autor)

3.1.4 Sintese de poli(bisacrilamida-L-lisina-co-fenil-fosfodiéster) via
polimerizacdo por ALTMET em solugdo

Em um bal&o de fundo redondo de 25 mL, foram adicionados N,N"-
bisacrilamida-etil-éster-L-lisina (40 mg, 0.140 mmol), fenil-di(undec-10-
en-1-il)-fosfato (1,0 equivalente), catalisador e diclorometano ou
cloroférmio (0,5-5,0mL) e a mistura foi purgada com argbnio. A
temperatura foi elevada para 40 ou 65 °C e a reacdo foi mantida sob
agitacdo e em refluxo sob atmosfera de argdnio por 12 h (Figura 16). Ao
final da reagdo, hexano gelado foi adicionado a solucéo a fim de promover
a precipitacdo do polimero, o qual foi seco sob vacuo. Antes de ser
utilizado para preparacdo das nanoparticulas, o catalisador residual foi
removido através do procedimento descrito por Maynard e colaboradores
(2000). Resumidamente, o copolimero foi dissolvido em cloroférmio e
tratado com tris(hidroximetil)fosfina e trietilamina (10 equivalentes em
relagdo ao catalisador) sob agitagdo por 1 h. A mistura foi extraida com
diclorometano e lavada duas vezes com solu¢do 1 M de NaCl. A fase
organica foi entdo seca com MgSOs e o0 solvente removido em
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rotaevaporador. Em seguida o polimero foi dissolvido em diclorometano
e precipitado com hexano gelado. O polimero foi seco em estufa de vacuo
a temperatura ambiente por 48 horas. Na Tabela 1 estdo apresentadas as
formulagdes basicas utilizadas na sintese do poli(bisacrilamida-L-lisina-
co-fenil-fosfodiéster) via reacbes ALTMET em solucéo.

Figura 16 - Rota de sintese de poli(bisacrilamida-L-lisina-co-fenil-fosfodiéster)
por ALTMET
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(Fonte: produg&o do autor)

Tabela 1 - Formulages das reacOes de copolimerizacdo de N,N'-bisacrilamida-
etil-éster-L-lisina e fenil-di(undec-10-en-1-il)-fosfato por ALTMET em soluc&o.

Amostra  Concentracao Catalisador T Solvente
(mol/L) (mol%)? (°C)
C1 0,056 HG-2 (1,7%) 40 CH2CI2
C2 0,056 HG-2 (1,7%) 65 CHCI3
C3 0,056 HG-2 (5,0%) 65 CHCI3
C4 0,560 HG-2 (5,0%) 65 CHCI3
C5 0,056 HG-2 (8,0%) 40 CH2CI2
C6 0,056 G-2 (1,7%) 40 CH2CI2
Cc7 0,056 G-2 (1,7%) 65 CHCI3
C8 0,056 G-2 (8,0%) 40 CH2CI2
C9 0,056 UM2 (1,7%) 40 CH2CI2
C10 0,056 UM2 (1,7%) 65 CHCI3
C11 0,056 UM2 (5,0%) 65 CHCI3

2Em relagdo ao mondmero (mol).



63

3.1.5 Sintese de poli(bisacrilamida-L-lisina-co-fenil-fosfodiéster) via
polimerizacio por ALTMET em miniemulsao inversa

As reagdes por ALTMET foram também realizadas via
polimerizacdo interfacial em miniemulsdo inversa (Figura 17). A fase
aquosa dispersa foi preparada com a dissolugdo do mondémero N,N'-
bisacrilamida-etil-éster-L-lisina (50,0 mg, 0.177 mmol) em uma mistura
(300 pL) de DMSO (ou metanol) e solucdo aquosa de NaCl 0,15 M. A
fase dispersa foi pré-emulsificada em ciclohexano (3,60 mL) na presenca
do surfactante lipofilico KLE (30 mg). Apds 60 min de agitacéo, a entdo
preparada pré-emulsdo foi sonicada (Branson Sonifier W-450-Digital,
ponteira de %”) por 2 min com amplitude de 70 % e em um regime de
pulso de 20 s de sonicacdo e 10 s de pausa. Banho de gelo foi utilizado a
fim de evitar 0 aumento da temperatura durante o processo de sonicag&o.
A miniemulséo resultante foi purgada com arg6nio e devidamente vedada
com tampa de rosca com septo. Em seguida, uma solucéo de ciclohexano
(260 pL) contendo o mondémero fenil-di(undec-10-en-1-il)-fosfato (85
mg, 0.354 mmol) foi adicionada gota a gota & miniemulsdo sob agitacéo
branda. Por ultimo, o catalisador (5 mol%) foi dissolvido em tolueno
(0,20 mL) e imediatamente adicionado gota a gota a miniemulsdo. A
temperatura reacional foi elevada para 55 ou 65 °C e a reacdo foi mantida
sob agitacdo por 12 h.

Figura 17 - Representagdo da formacao de nanocépsulas por reagdes ALTMET
via polimerizacdo interfacial em miniemulséo inversa.

Y Catalisador [ Fase dispersa Fase continua

(Fonte: produgdo do autor)



Na Tabela 2 estdo apresentadas as formulacGes basicas utilizadas
na sintese do poli(bisacrilamida-L-lisina-co-fenil-fosfodiéster) por
reacOes ALTMET via polimerizacéo interfacial em miniemulsdo inversa.

Tabela 2 - Formulages das reacfes de copolimerizacdo de N, N'-bisacrilamida-
etil-éster-L-lisina e fenil-di(undec-10-en-1-il)-fosfato por ALTMET em
miniemulsdo inversa.

Amostra  Cat. Monbmeros  Fase disrpersa T
(razdo mol)®  (razéo vol.) (°C)
Minil HG-2 11 1:2-DMSO:NaCI 0.15 M 65
Mini2 HG-2 12 1:1-MeOH:NaCI0.15M 55
Mini3 HG-2 1:2 1:1-DMSO:NaCI 0.15M 65
Mini4 um2 1.2 1:1-DMSO:NaCI 0.15 M 65

@ N,N'-bisacrilamida-etil-éster-L-lisina : fenil-di(undec-10-en-1-il)-fosfato

3.1.6 Preparacéo de nanoparticulas de poli(bisacrilamida-L-lisina-
co-fenil-fosfodiéster) via miniemulsificagcdo/evaporagéo do solvente

Nanoparticulas de poli(bisacrilamida-L-lisina-co-fenil-
fosfodiéster) carreadoras de farmacos hidrofébicos foram preparadas
através da técnica de miniemulsificacdo/evaporacdo do solvente de
acordo com o procedimento descrito por Alexandrino et al. (2014) com
algumas maodificagdes. A fase organica dispersa, composta por uma
solucdo de copolimero (C4, 20,0 mg), rifampicina e cloroférmio (0,56
mL), foi pré-emulsificada em uma solucdo aquosa continua na presenca
do surfactante hidrofilico SDS (10,5 mg) sob agitacdo vigorosa por 60
min. Em seguida, a pré-emulsdo foi sonicada (Fischer Scientific, Sonic
Dismenbrator Model 500, ponteira de '4) por 2 min com amplitude de
65 % e em um regime de pulso de 20 s de sonicagdo e 10 s de pausa.
Banho de gelo foi utilizado a fim de evitar o aumento da temperatura
durante o processo de sonicagdo. A miniemulsao foi mantida sob agitacéo
branda a 30 °C durante 18 h para a completa remogdo do solvente.
Nanoparticulas-branco foram preparadas sem adicdo de rifampicina. A
Figura 18 apresenta a estrutura molecular da rifampicina e SDS.
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Figura 18 - Estrutura molecular da rifampicina e SDS.
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(Fonte: producdo do autor)

3.1.7 Caracterizagdo
3.1.7.1 Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC)

As massas molares médias ponderal (Mw) e numérica (My) foram
determinadas por GPC em THF (vazdo de 1 mL/min, 30 °C) utilizando
um conjunto de colunas PSS SDV (SDV 106 A, SDV 10* A, SDV 500 A)
e detectores de indice de refracdo (1260 RID) e UV-Vis (1260 VWD, 254
nm). A massa molar média foi determinada a partir de uma curva de
calibracdo baseada em padrdes de poli(metacrilado de metila). As analises
foram realizadas no Max Planck Institute for Polymer Research,
Alemanha.

3.1.7.2 'H RMN e Espectroscopia RMN Ordenada por Difusdo (DOSY)

Os espectros 'H-RMN foram obtidos em um espectrémetro Bruker
Avance 300 MHz (64 varredutas), Bruker Avance Il 700 MHz (256
varreduras) ou Bruker Avance Il 850 MHz (64 varreduras) a 298,3 K e
utilizando THF-¢g ou DMSO-46 como solvente. As analises de
espectroscopia DOSY-RMN (STEJSKAL; TANNER, 1965) foram
realizadas com uma sonda de gradiente-z de 5 mm TXI de tripla
ressonancia *H/**C/*®*N em um sistema Bruker Avance III de 850 MHz.
Para as medicOes de difusdo, foi utilizado uma sequéncia 2D (DOSY, 3s
data bpgp) de eco estimulado duplo (JERSCHOW; MULLER, 1997). A
temperatura foi mantida a 298,3 K e regulada por uma amostra padrao de
metanol-'H utilizando o software topspin 3.1 (Bruker). A temperatura foi
controlada com uma unidade de temperatura variavel (VTU, variable
temperature unit) com uma precisdo de +/- 0,1 K. O gradiente de forga
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foi variado em 32 pontos de 2% a 100%. O tempo de difuséo foi otimizado
para 80 ms e o gradiente de comprimento para 1,6 ms. O gradiente de
forca foi calibrado através da andlise de uma amostra de H,O/*H,0 a
uma temperatura definida e comparagdo com o coeficiente de difuséo
tedrico de 2H,O/*H,0. O atraso de relaxamento utilizado foi de 3 s.
Amplitudes de gradiente de difusdo foram variadas linearmente de 1 a 53
G/cm (10 a 470 mT/m) durante um total de 32 varreduras para alcancar
um forte coeficiente de difusdo. Os coeficientes de difusdo foram
calculados para as areas dos picos integradas utilizando uma funcéo
decaimento exponencial ajustada sobre os 32 espectros. Todas as analises
de *H-RMN e DOSY-RMN foram realizadas no Max Planck Institute for
Polymer Research, Alemanha.

3.1.7.3 Caracterizacdo térmica

As analises de Termogravimetria (TGA) foram realizadas em um
TGA 851 (Mettler Toledo) com taxa de aquecimento de 10 °C/min sob
fluxo de nitrogénio gasoso de 30 mL/min e utilizando aproximadamente
6,5 mg de polimero. As amostras foram aquecidas de 25 a 900 °C.

As analises de Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC,
Differencial Scanning Calorimetry) foram realizadas em um calorimetro
DSC 823 (Mettler Toledo) com uma rampa de aquecimento e
resfriamento de -60 a 180 °C a 10 °C/min sob fluxo de nitrogénio gasoso
de 30 mL/min. O histérico térmico de todas as amostras foi retirado.
Todas as andlises de TGA e DSC foram realizadas no Max Planck
Institute for Polymer Research, Alemanha.

3.1.7.4 Espalhamento Dinamico de Luz (DLS, Dynamic Light Scattering)

O tamanho médio de particula (Dp, em intensidade) e a
dispersividade (PDI), que fornece informac@es acerca da homogeneidade
da distribui¢do dos tamanhos de particula, foram determinados utilizando
um Zetasizer Nano S ZEN1600 (Malvern Instruments) com angulo do
feixe incidente de 173°. As leituras foram realizadas a 20°C a partir de
uma aliquota das dispersfes sem prévia diluicdo. Todas as andlises de
DLS foram realizadas no Laboratério de Controle de Processos e
Polimerizacao, UFSC.
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3.1.7.5 Eficiéncia de Encapsulacao

A eficiéncia de encapsulacdo (EE) da rifampicina foi determinada
indiretamente através da quantificacdo da fracdo de farmaco ndo
encapsulado livre na fase aquosa continua. O farmaco livre foi separado
da dispersdo por ultrafiltracdo utilizando Amicon Ultra-0.5 (Millipore,
100KDa - 100.000 NMWL). A concentracdo de farmaco ndo
encapsulado presente no sobrenadante foi determinada utilizando um
espectrofotdbmetro UV-Vis (Hitachi U-1900) no comprimento de onda de
333 nm a partir de uma curva de calibracdo do farmaco em agua com
concentracBes variando entre 0.7 pg/mL e 45.0 pg/mL. A eficiéncia de
encapsulacéo foi determinada levando em consideragdo a quantidade total
de farmaco adicionado na preparacdo das nanoparticulas utilizando a
seguinte equacéo:

0, _ Mrotal—MLivre 0

EE(%) = X 100% (Eq. 1)
onde, Mrotal € Meivre representam a quantidade total de farmaco adicionada
e a quantidade total de farmaco livre determinada por UV-Vis,
respectivamente. Todos os experimentos foram realizados em duplicata
com pelo menos quatro medidas cada. Todas as analises de UV-Vis foram
realizadas no Laboratério de Controle de Processos e Polimerizacéo,
UFSC.

3.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Né&o foi encontrado, até esta data, registro na literatura cientifica
acerca da sintese e utilizacdo de N,N'-bisacrilamida-etil-éster-L-lisina.
Neste trabalho, 0 mondmero foi sintetizado a partir de uma adaptacéo da
metodologia descrita por Preiss et al. (2015), que sintetizaram acrilamidas
derivadas de acido glutamico, fenilalanina e treonina, obtendo-se um
rendimento de aproximadamente 35% em base molar. NN-
bisacrilamida-etil-éster-L-lisina é solido, de coloracdo amarelo claro,
parcialmente sollvel em agua e completamente solivel em metanol,
DMSO, acetonitrila e THF. A Figura 19 apresenta o espectro 'H-RMN
da molécula.
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Figura 19 - Espectro *H-RMN (300 MHz) do N, N-bisacrilamida-etil-éster-L-
lisina em Acetonitrila-ds.
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3.2.1 Polimerizacédo em solugéo

Reacdes de homopolimerizacdo por ADMET de NN-
bisacrilamida-etil-éster-L-lisina, o qual ndo possui nenhum metileno
separando a funcdo amida da olefina terminal, foram realizadas utilizando
8,0 mol% do catalisador Hoveyda-Grubbs segunda geragdo. Foi
observado, logo nos primeiros minutos de reacdo (contando a partir da
adicdo do catalisador), uma alteracdo na cor da solu¢cdo monomeérica, que
mudou de verde, cor caracteristica do catalisador HG-2, para marrom
escuro, indicando o consumo e/ou desativacdo do catalisador. Apesar da
grande quantidade de catalisador empregada, foram obtidos apenas
produtos oligoméricos de massa molar menor que 1800 g/mol (converséo
do monémero ndo determinada). Hopkins et al. (2001) e Flhrer; Schlaad
(2014) obtiveram resultados semelhantes na polimerizagdo por ADMET
de mondmeros derivados de aminoacidos. Os autores atrelaram a inibicéo
da polimerizacéo a inativacdo do catalisador por reacdo de complexacéo
intramolecular entre o centro metalico do catalisador e a carbonila da
amida monomérica. A Figura 20 apresenta o espectro 'H-RMN do
homopolimero poli(bisacrilamida-L-lisina).



69

Figura 20 - Espectro *H-RMN (300 MHz) do homopolimero
poli(bisacrilamida-L-lisina) em DMSO-ds.
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No espectro RMN da Figura 20, € possivel observar os sinais das
olefinas interna e externas do homopolimero, o que também indica a
formacédo de cadeias poliméricas curtas, corroborando com os resultados
obtidos por GPC.

A fim de minimizar o envenenamento do catalisador, ao invés de
estender a cadeia de metileno entre a carbonila e a olefina terminal, optou-
se pela copolimeriza¢cdo do mondmero N,N'-bisacrilamida-etil-éster-L-
lisina (olefina tipo I1) com fenil-di(undec-10-en-1-il)-fosfato (olefina tipo
1) via reacbes ALTMET. Segundo Chatterjee et al. (2003), reacGes entre
olefinas terminais do tipo | e Il resultam em rea¢des de metatese cruzada
bastante seletivas a formacdo de dimeros derivados de ambos os
compostos. Nesse caso, ainda que a homodimerizagdo da olefina tipo |
(reacdo reversivel) possa inicialmente ocorrer, a reacdo de metatese pode
ser direcionada & formagdo do produto desejado através da remocao do
etileno (equilibrio é deslocado), fazendo com que o homodimero tipo |
seja rapidamente consumido em uma reacdo secundaria de metatese
cruzada com a olefina tipo Il (reacdo irreversivel). A homodimerizacéo
de olefinas tipo Il, nesse caso, € pouco favorecida. A Figura 21 apresenta
o espectro *H-RMN do fenil-di(undec-10-en-1-il)-fosfato.

Estudos recentes mostram que o mondmero fenil-di(undec-10-en-
1-il)-fosfato pode ser eficientemente polimerizado via reacfes de
ADMET (MARSICO et al., 2012) e de metatese cruzada (MALZAHN et
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al., 2014). O polimero derivado do fenil-di(undec-10-en-1-il)-fosfato,
referido no texto como poli(fenil-fosfodiéster), pertence a classe dos
polifosfodiésteres (PPE), os quais sdo, em sua grande maioria,
biodegradaveis e quimicamente versateis. PPEs sdo especialmente
atraentes para aplicacfes biomédicas (ALEXANDRINO et al., 2014;
MARSICO et al., 2012; WANG et al., 2009), uma vez que seu perfil de
solubilidade, biodegradabilidade e/ou funcionalidade pode ser facilmente
controlado através de ajustes quimicos em sua cadeia polimérica
principal, lateral ou grupos terminais.

Figura 21 - Espectro *H-RMN (850 MHz) do fenil-di(undec-10-en-1-il)-fosfato
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O mondémero fenil-di(undec-10-en-1-il)-fosfato foi polimerizado
via ADMET sob as mesmas condicdes reacionais aplicadas para a sintese
do poli(bisacrilamida-L-lisina), resultando num polimero de alta massa
molar (M, > 20000 g/mol). A Figura 22 apresenta o espectro *H-RMN
do poli(fenil-fosfodiéster) e, ao contrario do observado para o
poli(bisacrilamida-L-lisina), ndo é possivel observar os sinais das olefinas
terminais do polimero no espectro RMN do poli(fenil-fosfodiéster). Visto
gue o ndmero de olefinas terminais € muito inferior ao das olefinas
internas e dos demais protons (cadeias poliméricas longas), os prétons das
olefinas terminais ndo tem intensidade suficiente para aparecerem no
espectro sob as condicfes de analise utilizadas.
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Figura 22 - Espectro *H-RMN (300 MHz) do homopolimero poli(fenil-
fosfodiéster) em THF-gs.
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As reacdes de copolimerizacdo via ALTMET dos mondmeros
N, N'-bisacrilamida-etil-éster-L-lisina e fenil-di(undec-10-en-1-il)-fosfato
foram realizadas sob diferentes condigdes experimentais. Foi avaliado o
efeito do tipo e concentracdo de catalisador (HG-2, G-2 e UM2),
concentracdo total de mondmero (0.056 M e 0.56M) e temperatura de
polimerizagéo, sobre a massa molar dos polimeros. Os resultados obtidos
estdo apresentados na Tabela 3.

As primeiras reagdes (C1, C6 e C9) foram conduzidas utilizando
1,7 mol% de catalisador em diclorometano a 40 °C, no entanto, apenas
polimeros de baixa massa molar foram obtidos, independentemente do
catalisador utilizado. As reacGes foram entdo repetidas utilizando
cloroférmio & 65 °C (C2, C7 e C10), e um aumento pouco acentuado da
massa molar foi observado. No que diz respeito aos catalisares Hoveyda-
Grubbs segunda geracdo e Umicore M2, as reacdes de policondensacdo
por ALTMET foram eficientes somente quando uma maior concentragéo
de catalisador foi utilizada a 65 °C. Utilizando 5 mol% do catalisador
UM2, a massa molar média do copopolimero resultante (C11) aumentou
para My = 18100 g/mol, com conversio do mondémero de
aproximadamente 87% (determinado por gravimetria). No entanto, foi
observada a formacdo de um precipitado insollvel durante a reacdo de
polimerizacédo, o que pode indicar a formacdo de produtos indesejaveis
por reagBes secundarias. Sob as mesmas condicBes experimentais (5,0
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mol% de catalisador, 0,056 M de monémero em cloroférmio a 65 °C), o
catalisador HG-2 mostrou-se menos eficiente que 0 UM2, resultando em
polimeros (C3) de massa molar média igual a My = 11300 g/mol e
conversdo de mondmero proxima a 43%. Contudo, mediante o aumento
da concentracdo de mondmero (0,56 M), foram produzidos polimeros
(C4) de massa molar média superior a 18000 g/mol, alcancando 90% de
conversdo do monémero. Apesar da elevada temperatura e concentragao
de mondmero utilizadas, reacdes de isomerizacdo ndo foram observadas.
Todas as condi¢Bes de polimerizacdo conduziram a polimeros pouco
dispersos (dispersdo proxima de 2,0), indicando que o copolimero foi
formado por um processo de propagacdo em etapas (WAGENER et al.,
1990).

Tabela 3 - Efeito do tipo e concentracéo de catalisador, concentracdo de
mondmero e temperatura reacional sobre a massa molar do poli(bisacrilamida-L-
lisina-co-fenil-fosfodiéster) obtido via polimeriza¢do por ALTMET em solugdo.

Amostra Monbdmero Catalisador T Mw Mn
(mol/L) (mol%) (°C) (kg/mol) (kg/mol)
C1 0,056 HG-2 (1,7%) 40 2,6 1,8
C2 0,056 HG-2 (1,7%) 65 4,0 2,9
C3 0,056 HG-2 (5,0%) 65 11,3 5,7
C4 0,560 HG-2 (5,0%) 65 18,5 10,6
C5 0,056 HG-2 (8,0%) 40 27,5 7,6
C6 0,056 G-2 (1,7%) 40 3,7 2,4
C7 0,056 G-2 (1,7%) 65 3,8 2,4
Cc8 0,056 G-2 (8,0%) 40 4,0 2,4
C9 0,056 UM2 (1,7%) 40 5,0 3,2
C10 0,056 UM2 (1,7%) 65 5,8 3,6
Ci1 0,056 UM2 (5,0%) 65 18,1 10,2

Um aumento adicional da concentracdo do catalisador HG-2 para
8.0 mol% (40 °C) resultou em polimeros (C5) com massa molar média
Mw = 27500 g/mol e mais dispersos (B= 3.6). O catalisador G-2 sob as
mesmas condic¢des experimentais (8,0 mol% de catalisador a 40 °C, 0.056
M de mondémero) levou a formacédo de polimeros de baixa massa molar,
Mw = 4000 g/mol. Abbas; Slugovc (2011) e Schulz; Wagener (2012)
observaram resultados semelhantes quando compararam a efetividade de
diferentes catalisadores em reacdes de metatese cruzada e ALTMET,
respectivamente, de olefinas tipo | e (di)acrilatos (olefina tipo I1). No
estudo conduzido pelos autores, em comparacdo ao catalisador G-2, o
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catalisador HG-2 mostrou-se mais ativo e seletivo as reacdes de metatese
entre as olefinas tipo | e Il. Visto que o diclorometano utilizado nos
experimentos conduzidos ndo é a razdo da desativacdo do catalisador G-2,
a inibicdo parcial da polimerizacdo observada nas reages C6, C7 e C8
foi possivelmente causada por uma menor resisténcia do catalisador G-2,
em comparacao ao HG-2, a funcdo amida do mondmero derivado da lisina
(ADJIMAN et al., 2008; SCHULZ; WAGENER, 2012).

A estrutura quimica do copolimero formado a partir das reacdes
ALTMET pode ser confirmada por espectroscopia RMN (*H-RMN
(Figura 23), COSY-RMN (Figura 24), *3C-RMN (anexo A), NOESY-
RMN (anexo A) e HSQC-RMN (anexo A)).

Figura 23 - Espectro *H-RMN (700 MHz) do copopolimero poli(bisacrilamida-
L-lisina-co-fenil-fosfodiéster) em THF-gs.
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Através da espectroscopia 2D COSY-RMN (homonuclear
correlation spectroscopy) é possivel estabelecer as correlagdes entre os
hidrogénios que estdo acoplados por #3Ju+ (acoplamentos geminais e
vicinais, mensuraveis no espectro 1D) e assim discernir a multiplicidade
dos sinais observados no espectro de H-RMN (KAISER, 2000). Nos
espectros *H/*H-COSY, os picos fora da diagonal, ou picos cruzados, tém
origem na interacdo via ligagBes quimicas entre hidrogénios
imediatamente préximos.



74

Figura 24 - Espectro COSY-RMN (700 MHz) do copopolimero
poli(bisacrilamida-L-lisina-co-fenil-fosfodiéster) em THF-gs.
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Dessa forma, confirma-se que os sinais encontrados em 6,75 e
5,82-5,95 ppm correspondem aos hidrogénios da olefina interna do
copolimero H1 e H2, j& que eles apresentam interacGes entre si, e 0 H2
acopla com o sinal em 2,14 ppm (H3). Logo, o hidrogénio que tem seu
sinal em 6.75 ppm corresponde ao H2, j& que so este hidrogénio da olefina
pode acoplar com o H3. Por consequéncia, o hidrogénio com sinal em
5,82-5,95 ppm corresponde ao H1.

Através da comparacdo dos espectros *H-RMN de ambos os
mondmeros e do copolimero poli(bisacrilamida-L-lisina-co-fenil-
fosfodiéster) (Figura 25), fica evidente o desaparecimento das olefinas
terminais do N,N'-bisacrilamida-etil-éster-L-lisina (6.09-6.27 e 5.46—
5.51 ppm) e fenil-di(undec-10-en-1-il)-fosfato (5.79-5.83 e 4.92-5.00
ppm), bem como o aparecimento das olefinas internas do copolimero
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(6.75 e 5.82-5.95 ppm). Além disso, o espectro RMN ainda sugere a
ocorréncia de reacfes de dimerizacdo do fenil-di(undec-10-en-1-il)-
fosfato, visto que o sinal da olefina interna (5.4 ppm) do poli(fenil-
fosfodiéster) pode também ser observada. Por essa razdo, o produto da
polimerizacdo foi também caracterizado pela técnica DOSY-RMN
(Figura 24), a partir da qual é possivel obter informacdo sobre a
organizagdo molecular do produto formado, e assim inferir se o produto
obtido consiste de um copolimero AB-alternado com um certo grau de
dimeros de fenil-fosfato ou uma blenda fisica composta pelo copolimero
AB-alternado e 0 homopolimero poli(fenil-fosfodiéster).

Figura 25 - Espectro *H-RMN de ambos os monémeros (850 MHz) e do
copopolimero poli(bisacrilamida-L-lisina-co-fenil-fosfodiéster) (C3, 700 MHz)
em THF-gg.
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Através da espectroscopia DOSY-RMN ¢é possivel discriminar e
caracterizar diversos componentes de uma mistura (sejam eles moléculas
pequenas, macromoléculas, complexos ou agregados moleculares) a
partir do seu coeficiente de difusdo molecular. De uma maneira geral, a
taxa de difusdo de uma molécula é inversamente relacionada com sua
massa molar/tamanho. Em um espectro DOSY, os deslocamentos
guimicos sdo apresentados em uma dimensdo (eixo horizontal) e os
coeficientes de difusdo moleculares sdo mostrados na outra (eixo vertical)
(SOUZA; LAVERDE JR., 2002).
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Figura 26 - Espectro DOSY-RMN (700 MHz) do copopolimero
poli(bisacrilamida-L-lisina-co-fenil- fosfodlester) em THF-g.
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O espectro DOSY apresentado na Figura 26 € caracterizado por um
Unico coeficiente de difusdo molecular principal, evidenciando a
formacéo do copolimero AB-alternado com um certo grau de dimeros de
fenil-fosfodiéster na cadeia principal. Se o produto obtido fosse composto
por uma blenda, seriam observados dois coeficientes de difusao relativos
a cada um dos dois compostos.

A extensdo de alternancia-AB do copolimero poli(bisacrilamida-L-
lisina-co-fenil-fosfodiéster), calculado por espectroscopia *H-RMN
(CHOI; RUTENBERG; GRUBBS, 2002; DEMEL et al., 2003), foi
determinada como sendo superior a 80% para o polimero C3 (catalisador
HG-2, 0.056M, Tabela 3), 90% para o polimero C4 (catalisador HG-2,
0.56M, Tabela 3) e 92% para o polimero C11 (catalisador UM2, 0.056M
Tabela 3), confirmando a eficacia das reacdes de copolimerizacdo por
ALTMET. Nesse sentido, verifica-se que a arquitetura de copolimero, isto
é, a extensdo de alternancia-AB, esta intimamente relacionada com o grau
de polimerizacéo e a conversao do mondmero.
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Todos os polimeros obtidos, independentemente da massa molar,
apresentam aspecto pegajoso a temperatura ambiente, sdo solUveis em
THF, cloroférmio e diclorometano. Polimeros derivados de aminoacidos
e poli(fosfodiésteres) podem apresentar certo grau de cristalinidade
(HOPKINS; WAGENER, 2003, 2004; HOPKINS et al., 2001,
MARSICO et al., 2012), com os PPEs mostrando uma baixa temperatura
de transicdo vitrea, devido a presenca dos grupos flexiveis P-O-C na
cadeia polimérica principal (QIU et al., 2006). As propriedades térmicas
do polimero C4 (Tabela 3) foram avaliadas por TGA e DSC (Figura 27).

Figura 27 - Curvas de (a) TGA e (b) DSC do copolimero poli(bisacrilamida-L-
lisina-co-fenil-fosfodiéster) (C4, Tabela 3).
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O polimero mostrou-se estavel termicamente até a temperatura de
270 °C, acima da qual iniciou-se o processo de degradacdo do polimero
(sob atmosfera de N2). A maior perda de massa foi registrada entre 270 e
450 °C (77% de perda de peso). No ensaio de DSC, ap6s aquecimento e
resfriamento da amostra (historia térmica eliminada), a temperatura de
transicdo vitrea (Ty) foi observada em aproximadamente -12 °C, e
nenhum evento de cristalizagdo ou fuséo foi observado, indicando que o
copolimero obtido é amorfo.

3.2.2 Polimerizacdo interfacial em miniemulsdo inversa

No que diz respeito & preparacdo de nanocapsulas carreadoras de
farmaco para aplicagdo como sistema de liberacdo prolongada, a
polimerizacdo em miniemulsdo inversa mostra-se uma técnica de etapa
Unica bastante conveniente, uma vez que a geracdo das nanocépsulas e a
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encapsulacdo de farmacos e/ou biomoléculas hidrofilicas ocorrem
simultaneamente in situ durante o processo de polimerizacao
(LANDFESTER; WEISS, 2010; LUO; ZHOU, 2004). Além disso, a
possibilidade de sintetizar nanocépsulas via polimerizagdo por ALTMET
na interface das nanogotas de uma miniemulséo, da origem a uma nova
classe de nanocapsulas para fins biomédicos, visto que o catalisador
permanece na fase organica continua e pode ser facilmente removido do
sistema uma vez completa a reagdo de polimerizacdo (MALZAHN et al.,
2014). Nesse sentido, foram realizadas reacbes ALTMET para
copolimerizagdo interfacial dos mondmeros N,N’-bisacrilamida-etil-
éster-L-lisina e fenil-di(undec-10-en-1-il)-fosfato em miniemulséao
inversa. A fim de obter um monémero completamente solivel em agua,
foi realizada uma reacdo de desprotecdo para remover o grupo etil-éster
do mondmero N,N'-bisacrilamida-etil-éster-L-lisina, contudo, o composto
soluvel em &gua N,N'-bisacrilamida-L-lisina, mostrou-se extremamente
instavel mesmo quando armazenado a 4 °C. Dessa forma, optou-se por
utilizar N,N'-bisacrilamida-etil-éster-L-lisina, e uma mistura de DMSO
(ou metanol) e uma solucdo salina de NaCl 0,3% foi utilizada para
dissolver 0 mondmero nas reacdes de polimerizacdo em miniemulséo
inversa (fase aquosa dispersa). Em todas as rea¢cdes, 0 mondmero fenil-
di(undec-10-en-1-il)-fosfato foi dissolvido em ciclohexano e adicionado
a fase orgénica continua. Mediada pelo catalisador, a polimerizacéo por
ALTMET ocorre apenas na interface agua/6leo, formando uma casca
polimérica na superficie da gota de &gua. Os resultados obtidos s&o
apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - Resultados obtidos nas reagdes de copolimerizagdo de N,N"-
bisacrilamida-etil-éster-L-lisina e fenil-di(undec-10-en-1-il)-fosfato por
ALTMET em miniemulsdo inversa.

Amostra Catalisador Temperatura M Mn

(5 mol%) (°C) (kg/mol)  (kg/mol)
Minil HG-2 65 2,2 1,6
Mini2 HG-2 55 1,6 1,4
Mini3 HG-2 65 2,4 1,5
Mini4 Uum2 65 3,0 1,8

Todas as reacGes de polimerizacdo por ALTMET em miniemulsdo
inversa resultaram apenas em oligdmeros ou polimeros de baixa massa
molar, mesmo quando as condi¢Bes de temperatura e concentracdo de
catalisador utilizadas eram similares aquelas aplicadas nas reacGes
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ALTMET em solugdo. A baixa reatividade pode ser atribuida a inativacao
do catalisador por coordenacdo com DMSO ou metanol, os quais sao
solventes nucleofilicos. Acredita-se que a agua presente na fase aquosa
dispersa tenha pouca ou nenhuma influéncia na inativacéo do catalisador,
dado que reaces ADMET em miniemulsdo (direta ou inversa) foram
realizadas com sucesso anteriormente (CARDOSO et al., 2014;
MALZAHN et al., 2014). O envenenamento do catalisador também pdde
ser observado a olho nu, visto que a cor da mistura reacional mudou para
marrom escuro em pouco menos de 10 min ap6s a adi¢do do catalisador.
Outras formulagbes com diferentes concentracbes de surfactante e
mondmero também foram avaliadas, mas nenhum resultado diferente foi
observado.

Analises de microscopia eletrbnica de transmissdo (MET)
mostraram que ndo houve a formacao de nanocapsulas ou nanoesferas nas
reacdes de polimerizacdo por ALTMET em miniemulsdo inversa,
possivelmente devido a baixa eficiéncia de polimerizacdo dos mondmeros
sob as condicdes avaliadas.

3.2.3 Miniemulsificagdo/evaporacgdo do solvente

Além de processos de polimerizacdo in situ, nanoparticulas podem
ser também preparadas a partir do polimero pré-formado. A técnica de
miniemulsificacdo/evaporacdo do solvente foi utilizada para preparacéo
de nanoparticulas solidas de poli(bisacrilamida-L-lisina-co-fenil-
fosfodiéster). Em todos os experimentos, o polimero foi sintetizado
seguindo a formulagdo C4 (Tabela 1). Entendeu-se a formulacdo C4
(Tabelas 1 e 3) como aquela com melhores resultados, levando-se em
consideragdo a quantidade de catalisador utilizada, a massa molar e a
pureza do polimero obtido. Rifampicina (RIF), antibidtico de primeira
escolha utilizado no tratamento da tuberculose pulmonar, foi utilizado
como farmaco modelo em trés diferentes concentragdes, 5, 25 e 50% em
massa (em relagdo a quantidade de polimero). As nanoparticulas foram
avaliadas segundo seu tamanho e eficiéncia de encapsulagdo.
Nanoparticulas-branco, isto €, sem RIF, foram utilizadas como controle.
A Tabela 5 apresenta os resultados obtidos.

Nanoparticulas com didmetro médio entre 50 e 80 nm e pouco
polidispersas foram obtidas independentemente da concentracdo de
farmaco utilizado. Uma caracteristica importante que deve ser levada em
consideracdo em um sistema de liberacdo controlada, é o teor de farmaco
encapsulado e a eficiéncia de encapsulagdo. Em todas as formulagdes
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avaliadas, foram alcancadas eficiéncias de encapsulacdo superiores a
94%.

Tabela 5 - Tamanho médio (D,), distribuigdo do tamanho (PDI) e eficiéncia de
encapsulacéo (EE) de nanoparticulas de poli(bisacrilamida-L-lisina-co-fenil-
fosfodiéster) obtidas via miniemulsificagdo/evaporagdo do solvente (médias +
desvio padrdo, n = 2)

Amostra RIF D, + DP PDI + DP EE Teor RIF
(m%)  (nm) (%) (MQrif/Gpot)

S1 0 52,5+9,8 0,180 £0,008 — —

S2 5 76,0+216 0,217+0,087 963+10 482%0,5

S3 25 529+48 0,203+0,044 943+05 2358+x125

S4 50 755+24,7 0,103+0,032 958*26 479,0+130

A encapsulacdo de rifampicina em nanoparticulas de
poli(bisacrilamida-L-lisina-co-fenil-fosfodiéster) pode ser comparada
com outros sistemas de micro- nanoparticulas. Singh e colaboradores
(2013), por exemplo, reportaram a preparacédo de nanoparticulas lipidicas
solidas carreadoras de rifampicina através de uma adaptacdo da técnica
de microemulsédo, obtendo 65% de eficiéncia de encapsulacdo. Pandey e
Khuller (2005) alcancaram 51% de eficiéncia na encapsulacdo de
rifampicina em microparticulas de &cido estearico preparadas via
emulsificacdo/evaporacdo do solvente. Sharma e colaboradores (2004)
encapsularam rifampicina em nanoparticulas de PLGA funcionalizada
com lecitina, também pelo método de emulsificacdo/evaporacdo do
solvente, alcangando 54% de eficiéncia de encapsulagdo. A maior
eficiéncia de encapsulacdo alcangada em nanoparticulas de
poli(bisacrilamida-L-lisina-co-fenil-fosfodiéster), em relacdo aos
sistemas acima mencionados, pode ser atribuida & formacéo de possiveis
ligacbes de hidrogénio entre a hidroxila e o grupamento amina da
rifampicina com os grupamentos amida e carbonila do copolimero. E
importante também salientar que, mesmo sendo um farmaco de carater
hidrofébico, a rifampicina apresenta solubilidade em &gua de até
2,5mg/mL (SIGMA-ALDRICH; 2016). A concentracdo total de
rifampicina utilizada em todos os experimentos é inferior a concentracédo
méaxima de solubilidade do farmaco em agua.



81

3.3 CONCLUSOES

Neste capitulo, um mon6émero derivado de L-lisina (N,N'-
bisacrilamida-etil-éster-L-lisina) foi sintetizado e copolimerizado com
fenil-fosfodiéster dieno via reagcfes ALTMET utilizando os catalisadores
Hoveyda-Grubbs segunda geragdo, Grubbs segunda geracdo e Umicore
M2. Enquanto a tentativa de homopolimerizacdo do mondmero N,N'-
bisacrilamida-etil-éster-L-lisina via ADMET tenha resultado em polimero
de baixa massa molar (< 1800 g/mol) devido a desativacdo do catalisador
por reacbes de coordenacdo, poli(bisacrilamida-L-lisina-co-fenil-
fosfodiéster) de massa molar variando entre 2600 e 18000 g/mol pdde ser
sintetizado por reacdes de copolimerizagdo por ALTMET. Foi observado
gue a concentra¢do de mondmero e catalisador, bem como a temperatura
reacional, exerceram grande influéncia sobre a conversdo do monémero,
massa molar e arquitetura do polimero. Todas as formulag8es resultaram
em polimeros alternados-AB com um certo grau de dimeros de fenil-
fosfodiéster na cadeia principal. O grau de alternancia-AB dos
copolimeros de alta massa molar (My, > 18000 g/mol) foi determinado em
aproximadamente  90%.  Adicionalmente,  nanoparticulas  de
poli(bisacrilamida-L-lisina-co-fenil-fosfodiéster) carreadoras de
rifampicina, com diametro médio de 50 — 80 nm, foram preparadas via
miniemulsdo/evaporacdo do solvente. Para todos os casos avaliados,
foram obtidas eficiéncias de encapsulacdo superiores a 94% e teores de
farmaco variando entre 45 e 480 mgit/gpol.






CAPITULO IV

4 SINTESE DE NANOGEIS DERIVADOS DE ACIDO GLUTAMICO
CARREADORES DE FARMACOS HIDROFILICOS VIA POLIMERIZACAO EM
MINIEMULSAO INVERSA

Consideravel atencdo tem sido dirigida para o desenvolvimento de
materiais inteligentes que respondem a estimulos fisicos e quimicos.
Polimeros que apresentam esta habilidade, tais como os hidrogéis, exibem
propriedades adequadas para uma variedade de aplicagbes como, por
exemplo, sistemas de liberacdo controlada de farmacos, analises de
separacdo, sistemas Oticos e cristais coloidais (KLINGER,;
LANDFESTER, 2011; KURATA; DOBASHI, 2004; PREISS et al.,
2015). A combinacédo da estrutura hidrofilica tridimensional polimérica
dos hidrogéis com a natureza coloidal de particulas na escala nanométrica,
resulta em propriedades ainda mais atraentes para aplica¢des biomédicas.

Uma classe bastante interessante de nanogéis estimulo-responsivos
para aplicagdo como sistemas de liberacdo controlada baseia-se na
alteracdo das propriedades fisico-quimicas de sua rede polimérica
mediante a aplicacdo de um sinal externo. Em comparacédo aos hidrogéis
macroscépicos, nanogéis apresentam uma capacidade de resposta muito
mais rapida, permitindo assim um melhor controle (temporal e/ou
espacial) sobre a liberacdo do farmaco (QIAO et al., 2011). Este efeito é
mais facilmente percebido em nanogéis sensiveis a alteracdes de pH e
temperatura, e pode ser aplicado em beneficio de um melhor controle
sobre a difusdo do composto encapsulado utilizando-se de diferentes
mecanismos: (1) o intumescimento e desintumescimento permite o ajuste
do tamanho da malha de poros em rela¢éo ao raio hidrodindmico do ativo
encapsulado; (2) a ionizacdo/desionizagdo da rede polimérica
polieletrélita permite o ajuste das interacOes eletrostaticas entre o
encapsulado e a matriz polimérica; e (3) incorporagdo de compostos
hidrofdbicos — excluindo assim a agua do interior do hidrogel — previne a
difusdo prematura do encapsulado (hidrofilico) antes da liberacdo
desencadeada pela inducdo do intumescimento (KLINGER,;
LANDFESTER, 2011; SANKARANARAYANAN et al., 2010).

Neste capitulo é apresentado o estudo acerca da sintese de hidrogéis
e nanogéis derivados de acido glutdmico, um aminoacido ndo essencial,
via reagdes de polimerizagdo em solucéo e miniemulsdo inversa visando
a encapsulacdo de farmacos hidrofilicos para liberacdo sustentada. A



literatura acerca dos hidrogéis derivados de &cido glutdmica é bastante
vaga, tendo sido a sintese e as propriedades dessa classe de hidrogéis
pouco estudadas. Hidrogéis a base de aminoacidos sdo especialmente
atrativos para aplicacdo nas areas biomédica e farmacéutica visto que sua
biocompatibilidade e degradabilidade intrinsecas sdo combinadas com as
propriedades Unicas dos nanogéis. Nao ha registro na literatura, até essa
data, sobre a preparacéo de nanogéis de poli(acrilamida &cido glutamico).
Os resultados aqui discutidos mostram que a formagdo de hidrogéis
fisicamente reticulados esta intimamente relacionada com a concentragdo
de mondémero utilizada e que o grau de intumescimento dos hidrogéis
fisica e quimicamente reticulados é pH-dependente. Os testes de
encapsulacdo e de citotoxicidade revelam que os nanogéis derivados de
acido glutdmico apresentam biocompatibilidade e potencial
aplicabilidade como sistemas carreadores de farmacos hidrofilicos.

4.1 MATERIAIS E METODOS
41.1 Materiais

Para a sintese do monémero foram utilizados: L-acido glutamico
(Sigma-Aldrich, 99%), hidroxido de sodio (NaOH, Sigma-Aldrich),
cloreto de acriloilo (Sigma Aldrich, 97%, < 210 ppm MEHQ), cloreto de
sodio (NaCl, VWR Prolabo), 4cido cloridrico (HCI, Sigma-Aldrich,
37%), acetato de etila (Fischer Scientific, p.a.) e sulfato de magnésio
(MgSO4, AppliChem). Para a sintese das nanoparticulas foram utilizados:
ciclohexano (VWR Prolabo, HPLC), persulfato de potassio (KPS, Acros
Organics), azobisisobutironitrila (AIBN, Fluka, p.a. > 98 %), N,N'-
metilenobis(acrilamida) (BIS, Sigma-Aldrich, 99 %), poliglicerol
poliricinoleato (PGPR, Danisco), lauril sulfato de sodio (SDS, Alfa
Aesar, 99 %) e cloridrato de doxorrubicina (DOXO, Sigma-Aldrich)
(Figura 28). Todos os reagentes foram utilizados como recebidos. Agua
destilada foi utilizada em todos os experimentos.
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Figura 28 - Estrutura molecular do cloridrato de doxorrubicina e dos
surfactantes utilizados.
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4.1.2 Sintese do mondémero N-acrilamida-L-acido glutamico (L-AGA)

O mondmero N-acrilamida-L-acido glutdmico foi sintetizado via
reacdo de Schotten-Baumann (Figura 29). L-4cido glutdmico (14,7 g, 0,1
mol) foi dissolvido em uma solugdo aquosa de NaOH gelada (3,0
equivalentes, 35 mL H20) e a mistura foi resfriada a 2-5 °C com auxilio
de um banho de gelo. Cloreto de acriloilo (1,0 equivalentes) foi
adicionado lentamente, de gota a gota, ao longo de 60 min enquanto
mantida a temperatura abaixo de 5 °C durante todo o processo. Em
seguida, a mistura foi mantida sob agitacdo durante 1 h e, entdo, aquecida
naturalmente até temperatura ambiente. A solucdo foi acidificada para
pH = 2 através da adicdo de HCI, supersaturada com NaCl a temperatura
ambiente e extraida quatro vezes com acetato de etila quente (400 mL, 50
— 60 °C). A fase orgénica foi seca com MgSQs e 0 solvente removido em
rotaevaporador. O produto obtido foi utilizado sem purificacdo adicional.
Rendimento: 70 mol%.

Figura 29 - Rota de sintese do N-acrilamida-L-acido glutamico.

o) o) o
o NaOH 8
\)k + HOWOH E——" /\W OH
cl NH 1h,25°C o)
2 07 > OH

cloreto de acriloilo L-acido glutamico N-acrilamida-L-acido glutdmico
(Fonte: producdo do autor)



86

IH NMR (300 MHz, DMSO-ds, d/ppm): 12.44 (s, 2H), 8.38
(d,J=7.8 Hz, 1H), 6.38 — 6.16 (m, 1H), 6.16 —6.00 (m, 1H), 5.62
(dd, J = 10.1, 2.3 Hz, 1H), 4.28 (ddd, J=9.1, 7.7, 5.1 Hz, 1H), 2.40 - 2.16
(m, 2H), 2.08 — 1.87 (m, 1H), 1.89 — 1.69 (m, 1H).

4.1.3 Sintese do poli(L-AGA) e poli(L-AGA-co-BIS) via polimerizacao
em solucéo

O hidrogel fisicamente reticulado poli(acrilamida-L-acido
glutdmico) (P(L-AGA)) foi sintetizado via polimeriza¢do por radicais
livres em solu¢do (Figura 30). O mondmero L-AGA (100 mg) e o
iniciador KPS (2 ou 5 m% em relacdo ao mondmero) foram dissolvidos
em uma solugdo aquosa de NaCl 0,15 M a uma concentragéo de até 50%
em massa (Tabela 6). A reagdo de polimerizacdo foi conduzida em
ampolas de vidro devidamente vedadas, a 80 °C durante 4 h. Uma vez
completa a reagdo, 10 mL de &gua destilada foram adicionados e a
amostra foi deixada em repouso por 48 h. Em seguida, a amostra foi
filtrada a fim de remover o mondmero ndo reagido e as cadeias
poliméricas soltveis (ndo reticuladas), e ambos produto e filtrado foram
liofilizados. O teor de gel foi assim determinado para todas as amostras
por gravimetria. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

Figura 30 - Rota de sintese dos polimeros P(L-AGA) e P(L-AGA-co-BIS).
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glutdmico-co- metilenobisacrilamida) (P(L-AGA-co-BIS)) foi sintetizado
via polimerizacdo por radicais livres em solucdo (Figura 30). O
mondmero L-AGA (100 mg), o reticulante BIS (2, 5 ou 20 m% em relagéo
ao mondmero) e o iniciador KPS (5 m% em relagcdo ao monémero) foram
dissolvidos em uma solucdo aquosa de NaCl 0,15 M a uma concentracao
de 40% em massa (Tabela 6). As reacbes de copolimerizagdo foram
conduzidas conforme procedimento descrito para a sintese de P(L-AGA).

Tabela 6 - Formulagtes adotadas para sintese dos polimeros P(L-AGA) e P(L-
AGA-c0-BIS) via polimerizagdo em solucdo a 80 °C.

Amostra  Conc. Mondmero KPS BIS Rede Polimérica
(m%)? (m%)°  (m%)"

B1-B6 <20 2ou5 - --

B7 30 5 - Hidrogel fisico

B8 40 2 - Hidrogel fisico

B9 40 5 - Hidrogel fisico

B10 40 5 2 Hidrogel quimico

B11 40 5 5 Hidrogel quimico

B12 40 5 20 Hidrogel quimico

B13 50 5 - Hidrogel fisico

@ em relagdo a solugdo aquosa de NaCl 0,15M, base massica.
b em relagao a0 mondmero, base massica.

4.1.4 Sintese dos nanogéis de P(L-AGA) e P(L-AGA-co-BIS) via
polimerizacdo em miniemulsdo inversa

Nanogéis quimica e fisicamente reticulados foram sintetizados via
polimerizacdo por radicais livres em miniemulsdo inversa. Para a
preparacdo da fase aquosa dispersa 0 mondmero L-AGA e o reticulante
BIS (quando usado) foram dissolvidos em uma solugéo aquosa de NaCl
0,15 M (350 pL). A fase organica continua foi preparada pela
solubilizacdo de PGPR (0,175 g) em ciclohexano (3,5 g). As fases
continua e dispersa foram misturadas e, ap6s 60 min de agitacdo, a entdo
preparada pré-emulsdo foi sonicada (Branson Sonifier W-450-Digital,
ponteira de '4”) por 2 min com amplitude de 70 % e em um regime de
pulso de 20 s de sonicagdo e 10 s de pausa. Banho de gelo foi utilizado a
fim de evitar o aumento da temperatura durante o processo de sonicac¢éo.
A reacdo de polimerizagao foi conduzida a 80 °C por 4 h. Para reagdes de
polimerizacdo iniciadas a partir da fase aquosa. KPS foi adicionado a
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solucdo salina logo ap6s a completa solubilizagdo do mondmero. No
contrario, para reacdes iniciadas a partir da fase organica, AIBN foi
adicionado a miniemulsdo imediatamente apds 0 processo de sonicacao.
Independentemente do tipo, 5% de iniciador, em base massica, foram
utilizadas em todos os experimentos. Quando utilizado, o farmaco
cloridrato de doxorrubicina foi dissolvido na fase aquosa dispersa. As
quantidades de iniciador e reticulante utilizados em cada reacdo estdo
apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 - Formulagfes adotadas para a sintese de nanogéis de P(L-AGA) and
P(L-AGA-co-BIS) via polimerizagdo em miniemulsdo inversa.

Amostra Conc. Mon6mero BIS Iniciador T
(m%)? (m%)°  (5m%)° 49

M1 30 - KPS 80
M2 40 -- KPS 80
M3 40 -- AIBN 70
M4 40 2 KPS 80
M5 40 2 AIBN 70
M6 40 5 KPS 80
M7 40 5 AIBN 70
M8 50 - KPS 80

@ em relacgdo a solucdo aquosa de NaCl 0,15M, base méssica.
b em relagdo a0 mondmero, base massica.

Uma vez completa a reag¢do de polimerizacao, as dispersdes foram
resfriadas naturalmente até temperatura ambiente e lavadas por
centrifugacdo (6721 xg durante 20 min a 15 °C, 3-30K Sigma
Centrifuge) trés vezes com ciclohexano a fim de remover o surfactante
em excesso. Em seguida, os nanogéis foram transferidos para uma fase
aquosa através da adicdo de 0,5 mL da dispersdo em 1,5 mL de uma
solugéo aquosa contendo 0,3 m% de SDS. As amostras foram mantidas
sob agitacdo durante 18 h a temperatura ambiente para completa
evaporacdo do ciclohexano. Solugdes transllcidas foram obtidas em
todos os experimentos. Para remover o mondmero ndo reagido, 0s
oligbmeros sollveis (ndo reticulados) e 0 SDS em excesso, as amostras
foram submetidas a duas etapas adicionais de lavagem com agua por
ultrafiltracdo utilizando Amicon Ultra-2 (Millipore, MWCO 100 kDa;
6721 x g durante 30 min & 15 °C).
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4.1.5 Ensaios de viabilidade celular dos nanogéis de P(L-AGA) e
P(L-AGA-co-BIS)

A linhagem celular HeLa e L929 (carcinoma uterino humano)
utilizada nos experimentos foi adquirida no Instituto Adolfo Lutz (S&o
Paulo). As células foram cultivadas em garrafas estéreis com meio MEM
(meio minimo essencial de Eagle) (HeLa) e DMEM (MEM modificado
por Dulbecco) (L929) acrescido de soro fetal bovino 7,5 m%, bicarbonato
de sddio 8 mmol/L, tampdo HEPES ((N-(2-hidroxietil)piperazina-N'-(2-
acido etanosulfénico)) 20 mmol/L e gentamicina. As culturas foram
mantidas em estufa a 37 °C sob atmosfera contendo 5% de CO. e umidade
controlada de 95%. Os repiques foram realizados utilizando-se solucéo de
tripsina em intervalos pré-determinados. As células foram colhidas
assepticamente, contadas e plaqueadas em placas de 96 pogcos com
aproximadamente 10° células por poco. Apos a aderéncia (24 h), uma
aliquota de 200 pL do sobrenadante foi retirada, e as nanoparticulas foram
adicionadas em diferentes concentracfes (25 — 200 pg/mL). Apos adicao
das nanoparticulas, o volume final foi completado para 200 uL com meio
MEM completo. Ap6s 24 horas de incubacdo, o sobrenadante foi retirado
e as células foram lavadas 3x com solucdo tampao. Apds este periodo, foi
realizada a viabilidade celular pelo teste do MTT. O MTT é um ensaio
colorimétrico cujo componente principal é o sal brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2-5-difeniltetrazolium (MTT). O MTT ¢é reduzido pela
enzima desidrogenase mitocondrial presente nas células vidveis formando
cristais de formazan de cor purpura. A absor¢do do formazan dissolvido
na regido do visivel correlaciona-se com o ndmero de células viaveis.
Assim, alteracbes na atividade mitocondrial celular resultam em
mudancas na quantidade de formazan produzido e, consequentemente, na
absorbancia, o que permite quantificar a citotoxicidade do tratamento de
maneira indireta. Os compostos citotdxicos sdo capazes de danificar ou
destruir as células, resultando, consequentemente, numa diminuig¢do do
processo de reducdo do MTT e, logo, da producédo de formazan. Para os
testes MTT, 200 L da solucdo de MTT (5 mg/mL) foram adicionados a
solucdo de células, seguindo-se de incubacéo por 3 h (37 °C/5% CQO?2).
Apos as 3 h de incubacdo, o MTT nao reagido foi removido, e 200uL de
DMSO foram adicionados para solubilizar o formazan formado. Os
resultados foram obtidos em leitor de microplacas utilizando-se um filtro
de 550 nm contra um branco de DMSO. Todos os ensaios de viabilidade
celular foram realizados em colaboracdo com o Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular, Universidade Federal do Parand, sob
supervisao da Prof.2 Dr.2 Maria Eliane Merlin Rocha.
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4.1.6 Ensaios de hemolise

Para analisar o efeito de hemdlise dos nanogéis de P(L-AGA) e P(L-
AGA-co-BIS) em glébulos vermelhos normais (RBC, red blood cells),
cinco amostras de sangue humano foram coletadas de acordo com as
exigéncias de comité de ética (CEPSH n° 913/2010). Para os ensaios de
hemélise, 4 mL de sangue total, recém coletado, foram adicionados a 8
ml de uma solucdo estéril de cloreto de s6dio em &gua (solucéo salina). A
mistura foi entdo centrifugada a 10000 x g durante 5 min para de isolar
o0s glébulos vermelhos, os quais foram lavados cinco vezes com solucao
salina e, em seguida, diluidos em 2 mL de solugdo salina (suspenséo
diluida de hemaécias). As nanoparticulas foram incubadas, em triplicata,
na suspensao diluida de heméacias a uma concentracdo de 50, 100 e 200
pg/mL sob agitacdo branda durante 60 min a 37 ° C. A suspensdo foi,
entdo, centrifugada a 10000 x g durante 5 min e 100 pL do sobrenadante
foi transferido para uma placa de 96 pogos. O contelido de hemoglobina
liberada devido a acdo hemolitica das nanoparticulas foi determinado no
sobrenadante por meio da absorbancia em 540 nm. A hemélise observada
na auséncia de nanoparticulas foi utilizada como controle. 120 pL da
suspensao diluida de heméacias foram incubados com 880 uL de agua ou
solucdo salina e utilizados como controle positivo e negativo,
respectivamente. A hemdlise percentual foi calculada utilizando a
seguinte equacao:

absorbancia da amostra— controle negativo

X 100%

(Eq. 2)

Todos 0s ensaios de viabilidade celular foram realizados em
colaboragdo com o Departamento de Analises Clinicas, UFSC, sob
supervisdo da Prof.2 Dr.2 Maria Claudia dos Santos Silva.

Hembolise (%) = — -
controle positivo—controle negativo

4.1.7 Caracterizagao

4.1.7.1 Espectroscopia *H-RMN

Os espectros 'H-RMN foram obtidos em um espectrometro Bruker
Avance 300 MHz (64 varredutas), Bruker a 298,3 K e utilizando
DMSO-4s como solvente. As analises foram realizadas no Max Planck
Institute for Polymer Research, Alemanha.
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4.1.7.2 Cromatografia de Permeacéo em Gel (GPC)

As massas molares médias ponderal (My) e numérica (My) foram
determinadas por GPC em uma solucéo aquosa de NaNO3z 0,1 M (vazdo
de 1 mL/min, 60 °C) utilizando um conjunto de colunas PSS SUPREMA
(Suprema Linear XL e Suprema Linear M) e detectores de indice de
refracdo (Shodec RI 101) e UV-Vis (Dual 2487, 270 nm). A massa molar
média foi determinada a partir de uma curva de calibragdo baseada em
padrdes de poli(acrilato de sodio). As andlises foram realizadas no Max
Planck Institute for Polymer Research, Alemanha.

4.1.7.3 Ensaios de intumescimento e dependéncia de pH dos hidrogéis de
P(L-AGA) e P(L-AGA-co-BIS)

Os testes de intumescimento foram realizados a temperatura
ambiente para determinagdo do grau de intumescimento dos hidrogéis.
Aproximadamente 100 mg de amostras liofilizadas de P(L-AGA) e P(L-
AGA-co-BIS) (polimeros B7 — B13, Tabela 6) foram submersas em 20
mL de agua destilada e apds 6 h, as amostras foram filtradas, secas
superficialmente com auxilio de papel filtro a fim de remover 0 excesso
de agua superficial e, entdo, pesadas novamente.

Para determinar a influéncia do pH sobre o grau de intumescimento
de P(L-AGA) (amostra B9, Tabela 6) e P(L-AGA-co-BIS) (amostra B11,
Tabela 6), amostras secas e previamente pesadas foram submersas em
agua destilada e o pH de cada amostra foi ajustado entre 2 e 10 através da
adicao de uma solucdo aquosa de HCI e NaOH. O pH foi medido a cada
hora e ajustado sempre que necessario ao longo de 6 h. O grau de
intumescimento dos hidrogéis em tampéo fosfato pH = 7 foi também
avaliado. O grau de intumescimento foi determinado utilizando a seguinte
equacdo:

gHzo) _my—my

Grau de intumescimento (
m;

Eq. 3
dpol (q )

onde m; e ms representam a massa do polimero intumescido e seco,
respectivamente. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

4.1.7.4 Caracterizacdo térmica

As andlises de Termogravimetria (TGA) foram realizadas em um
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TGA 851 (Mettler Toledo) com taxa de aquecimento de 10 °C/min sob
fluxo de nitrogénio gasoso de 30 mL/min e utilizando aproximadamente
5,0 mg de polimero. As amostras foram aquecidas de 25 a 1000 °C.

As analises de Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC,
Differencial Scanning Calorimetry) foram realizadas em um calorimetro
DSC 823 (Mettler Toledo) com uma rampa de aquecimento e
resfriamento de -40 a 200 °C a 10 °C/min sob fluxo de nitrogénio gasoso
de 30 mL/min, utilizando aproximadamente 10,0 mg de polimero. O
histdrico térmico de todas as amostras foi retirado. Todas as analises de
TGA e DSC foram realizadas no Max Planck Institute for Polymer
Research, Alemanha.

4.1.7.5 Espalhamento Dindmico de Luz (DLS, Dynamic Light Scattering)

O tamanho médio em intensidade (Dy) e a dispersdo das particulas
foram determinados utilizando um Nicomp 380 submicron particle sizer
(Nicomp Particle Sizing Systems, USA) com angulo do feixe incidente
de 90°. As leituras foram realizadas a 23°C a partir de aliquotas das
dispersdes diluidas em ciclohexano. A dispersdo das particulas (desvio
padrao) foi determinada como a largura a meia altura do ajuste Gaussiano
da distribuigdo de tamanho de particula e esta representada como barra de
erros nos respectivos diagramas. As analises de DLS multi-angulo (30 —
150°) foram realizadas em um espectrémetro ALV consistindo de um
goniémetro compacto ALV/CGS3 com laser de He/Ne (632,8 nm) e um
correlator multiplo-tau digital ALV/LSE-5004. As analises foram
realizadas utilizando amostras diluidas com agua destilada e previamente
filtradas com um filtro hidrofilico 0,45 um. As analises foram realizadas
no Max Planck Institute for Polymer Research, Alemanha. O tamanho
médio de particula (Dp, em intensidade) e a dispersividade (PDI) dos
nanogéis carreadores de DOXO foram determinados utilizando um
Zetasizer Nano S ZEN1600 (Malvern Instruments) com angulo do feixe
incidente de 173°. As leituras foram realizadas a 20°C a partir de uma
aliquota das miniemulsdes diluidas em ciclohexano. As analises foram
realizadas no Laboratério de Controle de Processos e Polimerizacéo,
UFSC.

A técnica de espalhamento dindmico de luz baseia-se na medida
das flutuagBes dependentes do tempo e da intensidade da luz espalhada
pelas particulas que estdo em constante movimento Browniano (aleatério)
para determinar o diametro médio de particula. O equipamento utiliza-se
do movimento das particulas para determinar o coeficiente de difusdo
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translacional (D), o qual é entdo correlacionado ao raio hidrodindmico
(Rn) da particula a partir da equacéo de Stokes-Einstein:
kgT
H= 6mnDr
sendo kg a constante de Boltzmann, T a temperatura e 1 a viscosidade do

solvente. A relacdo entre raio hidrodindmico e o angulo de espalhamento
de luz (luz espalhada pela particula) é dada pelas seguintes equacoes

(Eq. 4)

Dr = — (Eq. 5)

_ 4mn, (9) (Eq. 6)
q=——sen|;

onde I" representa a taxa de relaxacdo da fungéo de correlacdo temporal
(é obtida a partir da autocorrelacdo das flutuagdes de intensidade da luz
espalhada com o tempo), g a magnitude do vetor de espalhamento, no 0
indice de refracdo do meio continuo, Ao 0 comprimento de onda da luz
incidente e 6 o angulo de espalhamento (PECORA, 2000).

4.1.7.6 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A morfologia das nanoparticulas poliméricas de P(L-AGA) e P(L-
AGA-co-BIS) foi avaliada via MEV em um microscépio LEO Gemini
1530 Zeiss. As amostras para analise foram diluidas com ciclohexano até
teor de solidos de 0,1% e uma gota (10 L) foi colocada sobre placas de
silica. As placas foram, entdo, secas em temperatura ambiente. Por fim,
as amostras foram analisadas sob tensdo de 0.12 kV. Todas as analises
foram realizadas no Max Planck Institute for Polymer Research,
Alemanha.

4.1.7.7 Eficiéncia de encapsulacéo

A eficiéncia de encapsulagdo (EE) do cloridrato de doxorrubicina
foi determinada conforme procedimento descrito anteriormente no item
3.1.7.5. A concentracdo de farmaco ndo encapsulado presente no
sobrenadante foi determinada utilizando um espectrofotdmetro UV-Vis
(Hitachi U-1900) no comprimento de onda de 480 nm a partir de uma
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curva de calibragdo do farmaco em &gua com concentragdes variando
entre 0,5 pg/mL e 50,0 pg/mL. Todos os experimentos foram realizados
em duplicata. Todas as andlises de UV-Vis foram realizadas no
Laboratério de Controle de Processos e Polimerizacao, UFSC.

4.2  RESULTADOS E DISCUSSAO

O monbmero N-acrilamida-L-4cido glutdmico foi sintetizado a
partir da metodologia descrita por Wu et al. (2003). P(L-AGA) € um
solido gelatinoso, de coloragdo variando entre branco e transllcido,
solivel em agua, metanol e DMSO. A Figura 31 apresenta 0 espectro
'H-RMN da molécula.

Figura 31 - Espectro *H-RMN (300 MHz) do N-acrilamida-L-acido glutdmico
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(Fonte: produgdo do autor)

4.2.1 Polimerizacdo em solugéo

Reacfes de polimerizacdo do P(L-AGA) foram realizadas em
solugdo com uma concentracdo de monémero variando entre 13 e 50%
em base méssica em relagdo a quantidade de &gua utilizada (solvente).
Logo na primeira hora de reagdo, foi observado um aumento acentuado
da viscosidade do meio reacional nos experimentos conduzidos com
concentragdo de monémero superior a 30%. Nos experimentos realizados
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com menos de 20% de monbmero, por outro lado, um aumento da
viscosidade bem menos pronunciado foi observado. Todas as
formulagdes avaliadas com 20% ou menos de mondmero resultaram em
polimeros completamente solUveis em agua. A Tabela 8 apresenta a
massa molar dos polimeros solUveis.

Tabela 8 - Massa molar media do poly(L-AGA) preparadas via polimerizacdo
em solucdo (amostras completamente sollveis em &gua).

Mon6mero KPS Mw Y/
AMOSta. 1106 (m%)>  (kg/mol)  (kg/mol)
B1 13 2 178 55
B2 13 5 146 47
B3 16 2 198 62
B4 16 5 155 49
B5 20 2 195 69
B6 20 5 183 56

@ em relacdo a solucdo aquosa de NaCl 0,15M, base méssica.
b em relagdo a0 mondmero, base massica.

Todos os polimeros preparados com 13, 16 e 20% de mondmero
apresentaram elevada massa molar, entre My, = 146000 a 198000 g/mol.
Como era esperado, 0 aumento da quantidade de iniciador de 2 para 5%
exerceu efeito inverso sobre a massa molar dos polimeros. Em média,
polimeros com massa molar 15% menores foram obtidos quando 5% de
KPS foi utilizado. E possivel também observar uma tendéncia ao aumento
da massa molar com o aumento da concentragdo de monémero. Nas
reacbes com 5% de iniciador, por exemplo, mediante o aumento da
quantidade de monémero utilizada de 13 para 20%, um aumento de mais
de 20% na massa molar foi registrado. Este comportamento estd,
possivelmente, relacionado com a maior proximidade das cadeias
poliméricas decorrente da maior concentracdo de mon6émero utilizada, o
que favorece a formacéo de ligacGes de hidrogénio intermoleculares, e
gue resulta, consequentemente, no aumento da viscosidade reacional.
Este aumento da viscosidade desencadeia a ocorréncia de um efeito gel
mais pronunciado, que se traduz no aumento da massa molar final.

Este mesmo fendbmeno justifica a formacdo de hidrogéis
fisicamente reticulados nas reag¢des conduzidas com 30% ou mais de
mondmero. Reagdes de polimerizacdo com 30, 40 e 50% de monémero
foram realizadas na auséncia de agente e reticulante e, em todos 0s casos
avaliados, foram obtidas estruturas poliméricas reticuladas por ligages
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de hidrogénio insollveis em agua ou outros solventes organicos polares
(e apolares). Xie et al. (2006) também observaram a formacdo de
hidrogéis de P(L-AGA) a partir de rea¢fes de polimerizacdo via radicais
livres. Contudo, como os autores apenas tinham interesse por polimeros
completamente solUveis, a homopolimerizacdo do L-AGA ndo foi
explorada. Curiosamente, 0s autores observam que a homopolimerizagao
do N-metacrilamida-L-acido  glutdmico resulta em  polimeros
completamente solUveis em &gua. De maneira semelhante, outros
polimeros derivados de é&cido glutdmico, tais como poli(a-acido
glutamico), poli(y-acido glutdmico) e poli(N-acrilamida-terc-butil-L-
acido glutdmico), também sdo sollveis em &gua (BAJAJ; SINGHAL,
2011; LI, 2002; PREISS et al., 2015). Hidrogéis de poli(y-acido
glutdmico) podem ser obtidos, todavia, através de reacfes de esterificacao
a partir do polimero pré-formado e de agentes reticulantes (GONZALES;
FAN; SEVOIAN, 1996).

O efeito da concentracdo de mondmero e de iniciador nas
propriedades dos hidrogéis de P(L-AGA) foi avaliado segundo o grau de
intumescimento em agua e o teor de gel, que representa o grau de
conversdo de mondmero em hidrogel (visto que nem toda cadeia
polimérica formada esta reticulada). Para fins de comparacéo, hidrogéis
guimicamente reticulados também foram preparados através da adicdo do
agente reticulante BIS nas concentracfes de 2, 5 e 20% em relacdo a
guantidade de monémero. Os resultados obtidos estdo apresentados na
Figura 32.
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Figura 32 - Grau de intumescimento (gw20/ge) € teor de gel (%) do P(L-AGA)
preparado com diferentes quantidades de (a) mondmero e (b) iniciador; (c) P(L-
AGA-co-BIS) preparado com diferentes quantidades de BIS (barras de erro
representam desvio padrdo, n = 3, B7 - B13, Tabela 6).
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N&o foi observada diferenca marcante entre as reacGes de
polimerizacdo com 30, 40 ou 50% de mondémero (B7, B9 e B13,
respectivamente, Tabela 6) (Figura 32a). Nos trés casos, foram
alcancados teores de gel bastante similares, sendo ligeiramente menor, 52
+ 5, a nos experimentos com 30% de monémero, contra 61 + 2 e 60 £ 2,
respectivamente para 40 e 50%. A adicdo do agente reticulante BIS
resultou em reages de reticulagdo mais eficientes, e hidrogéis com teores
de sol/gel de aproximadamente 85% foram obtidos (Figura 32c). Por
outro lado, a adicdo de BIS restringiu fortemente a capacidade de
absorcao de agua dos hidrogéis. O intumescimento dos hidrogéis com 2,
5 e 20% (B10, B11 e B12, respectivamente, Tabela 6) ficou limitado a
aproximadamente 13, 8 e 2,5 gr20/grol, respectivamente, enquanto que
aproximadamente 140, 158 e 123 g de agua foram absorvidos por grama
de hidrogel fisicamente reticulado (respectivamente para os hidrogéis B7,
B9 e B13). Os hidrogéis de P(L-AGA-co-BIS) sdo caracterizados por suas
ligagdes intermoleculares de natureza covalente (reticulagdo quimica), as
quais sdo mais fortes e menos flexiveis que as ligacGes de hidrogénio que
conectam as cadeias poliméricas dos hidrogéis fisicos de P(L-AGA).
Enquanto as ligacdes de reticulacdo fisicas podem ser mais facilmente
rompidas pela agua, as ligagdes covalentes permanecem rigidas e o
intumescimento dos hidrogéis quimicos fica limitado a capacidade de
expansdo da estrutura tridimensional polimérica, o que justifica 0 menor
grau de intumescimento dos hidrogéis de P(L-AGA-co-BIS), bem como a
diminuicdo da capacidade de absorcdo de agua com o aumento da
guantidade de BIS utilizada. A Figura 33 apresenta a evolucdo do
intumescimento dos hidrogéis de P(L-AGA) e P(L-AGA-co-BIS) (B9 e
B11, respectivamente, Tabela 6) em agua ao longo de 6 h.

A concentracado de iniciador, KPS, (Figura 32b) também néo afetou
de maneira significativa o teor de gel dos hidrogéis de P(L-AGA),
contudo, os hidrogéis preparados com 2% de KPS apresentaram uma
capacidade de absor¢do de 4gua bastante superior aqueles preparados com
5% de KPS (362 gh20/grol € 158 gHz0/grol, respectivamente). Acredita-se
que este comportamento esteja relacionado com a densidade de
reticulacdo dos hidrogéis fisicos, visto que é esperado que os hidrogéis
preparados com 5% de KPS apresentem maior densidade (maior forca
elastica e resisténcia ao intumescimento). Ainda que seja de grande
interesse, a quantificacdo da densidade de reticulagdo dos hidrogéis ndo
pdde ser calculada dada & grande variedade de componentes sollveis
(monémero, oligdmeros e NaCl).
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Os hidrogéis de P(L-AGA) e P(L-AGA-co-BIS) foram projetados
para exibir um perfil de intumescimento dependente do pH.
Essencialmente, a protonagdo e desprotonacdo dos grupos &cido
carboxilico e amida atuam diretamente sobre a hidrofilicidade do
polimero e, consequentemente, sobre o grau de intumescimento dos
hidrogéis. Para avaliar este comportamento, hidrogéis de P(L-AGA) e
P(L-AGA-co-BIS) (B9 e B11, respectivamente, Tabela 6) foram
submetidos & ensaios de intumescimento sob diferentes condicdes de pH.
Os resultados estdo apresentados na Figura 34.

Figura 34 - Efeito do pH sobre o grau de intumescimento (gx20/gror) de hidrogéis
de (a) P(L-AGA) (B9, Tabela 6) e (b) P(L-AGA-co-BIS) (B11, Tabela 6) (barra
de erros representam desvio padréo, n = 3).
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Como esperado, 0s hidrogéis mostraram-se sensiveis a alteracoes
de pH. Para ambos os hidrogéis fisica e quimicamente reticulados, foi
possivel observar um aumento do grau de intumescimento com o aumento
do pH. Este comportamento € mais acentuado para os hidrogéis de
P(L-AGA), nos quais as cadeias poliméricas estdo conectadas,
principalmente, por ligacBes de hidrogénio, as quais sdo fortemente
influenciadas pelas reacdes de protonacdo e desprotonacdo. O aumento
do pH resultou na desprotonacdo dos grupos acidos e basicos da cadeia
polimérica e no consequente enfraquecimento das ligacGes de hidrogénio,
contribuindo para o aumento da hidrofilicidade do polimero. Esse efeito
é também influenciado pelas forcas eletrostaticas de repulsdo entre os ions
formados na cadeia polimérica mediante a variacdo de pH e as reacGes de
desprotonag&o. Isto fica mais evidente quando o grau de intumescimento
dos hidrogéis de P(L-AGA) em tampao fosfato (PBS) pH = 7 é comparado
com aquele em &gua no mesmo pH. Quando intumescidos em PBS, 0s
hidrogéis apresentaram um grau de intumescimento quase 7,5 vezes
menor que o observado em dgua a pH = 7 (ajustado pela adicdo de NaOH),
0 que sugere que os ions presentes na solucao tampédo atuam na blindagem
dos grupos ibnicos da rede polimérica. Como resultado, observa-se uma
diminuicdo da repulséo eletrostatica e, consequentemente, da capacidade
de absorcdo de 4gua (KLINGER; LANDFESTER, 2011). Nos hidrogéis
de P(L-AGA-co-BIS) este mesmo efeito ndo € observado, indicando que
0 intumescimento é fortemente limitado pelas ligacGes covalentes de
reticulagdo (as quais entravam a expansdo da rede polimérica), sendo
assim menos influenciado pelas reacbes de protonacéo e desprotonagéo.

As amostras de hidrogéis em diferentes pHs foram aquecidas a
80 °C e mantidas nesta temperatura durante 7 dias sob agitacdo branda
em um shaker. Foi observado que apds 5 dias, amostras de P(L-AGA) em
pH > 7 dissolveram-se completamente. Durante as condi¢fes avaliadas
de temperatura e tempo, ndo foi observada a completa dissolucdo das
amostras de P(L-AGA) em pH < 7, e no final de 7 dias ainda era possivel
observar macroestruturas de hidrogel dispersas em agua. Nenhuma
diferenca foi observada nos hidrogéis de P(L-AGA-co-BIS).

Todos os polimeros obtidos, independentemente da massa molar,
sdo solidos e de coloragdo branca opaca a temperatura ambiente. As
propriedades térmicas dos hidrogéis B9 e B11 (Tabela 6) foram avaliadas
por TGA e DSC (Figura 35). Ambos os polimeros P(L-AGA) e P(L-AGA-
co-BIS) apresentaram um perfil de decomposicdo térmica bastante
semelhantes. Os hidrogéis mostraram-se estaveis termicamente até a
temperatura de aproximadamente 200 °C (Figura 35a), acima da qual
iniciou-se 0 processo de decomposicdo do polimero (sob atmosfera de
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N2). A perda de massa dos polimeros ocorre em dois estagios principais.
A primeira regido de decomposi¢do com perda de massa (200 — 300 °C)
esta relacionada, principalmente, a decomposi¢do do grupamento acido
carboxilico do polimero derivado de &cido glutamico, enquanto o segundo
estagio (>300 °C) esta associado a decomposicdo da cadeia polimérica
principal (KUMAR et al., 2009). Até a temperatura de 600 °C, uma perda
de massa de aproximadamente 70 e 74% foi registrada para os hidrogéis
de P(L-AGA) e P(L-AGA-co-BIS), respectivamente. As analises de DSC
(Figura 35b) indicam que ambos os polimeros sdo completamente
amorfos. Apos aquecimento e resfriamento da amostra (historia térmica
eliminada), a temperatura de transicdo vitrea (Tg) observada foi de
aproximadamente 62 e 78 °C, respectivamente para 0 P(L-AGA) e P(L-
AGA-co-BIS), e nenhum evento de cristalizacdo ou fusdo foi observado.

Figura 35: Curvas de (a) TGA e (b) DSC dos hidrogéis de P(L-AGA) e P(L-
AGA-co-BIS) (B9 e B11, Tabela 6).
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(Fonte: produgdo do autor)

4.2.2 Polimerizacdo em miniemulséo inversa

ReacBes de polimerizagio em miniemulsdo inversa foram
conduzidas a fim de preparar nanogéis de P(L-AGA) e P(L-AGA-co-BIS)
visando a encapsulacdo de farmacos hidrofilicos para liberacdo
sustentada. As polimerizages foram conduzidas sob diferentes condi¢Ges
experimentais para avaliar o efeito da concentracdo de mondmero e
agente reticulante, e tipo de iniciador empregado sobre o tamanho médio
e a dispersdo das particulas. Os resultados obtidos estdo apresentados na
Figura 36 e Figura 37.
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Figura 36 - Efeito da concentragdo de mondmero sobre D, das nanoparticulas
de P(L-AGA) em ciclohexano (barra de erros representa a dispersao das

particulas).
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Figura 37: Efeito do tipo de iniciador (KPS e AIBN) e concentracdo de
reticulante (BIS) sobre D, das nanoparticulas de P(L-AGA) e P(L.-AGA-co-BIS)
em ciclohexano (barra de erros representa a dispersao das particulas).
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Todos os sistemas avaliados resultaram em miniemulsdes estaveis
com particulas na escala nanométrica, com tamanho variando entre 250 e
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440 nm. Nanogéis de P(L-AGA) fisicamente reticulados foram
eficientemente obtidos com concentracdes de 30, 40 e 50% de mondmero
(em relagéo a fase aquosa dispersa). O aumento do tamanho de particula
mediante o0 aumento da concentragdo de mondmero/polimero €
recorrentemente relatado na literatura, e estd associado, na maioria dos
casos, a processos de emulsificacdo menos eficientes devido ao aumento
da viscosidade da fase dispersa (KWON et al., 2001; MAINARDES;
EVANGELISTA, 2005; PERES et al, 2015; QUINTANAR-
GUERRERO et al., 1996). Variac¢Oes na quantidade de mondémero de 30
para 40% resultaram em nanogéis com aproximadamente o mesmo
didmetro médio e dispersividade. No entanto, quando a concentracao de
mondmero foi elevada para 50%, foram obtidos nanogéis quase duas
vezes maiores e mais polidispersos em comparacdo com aqueles
preparados com 30 ou 40% de mondmero. A adicdo do agente reticulante
também ndo influenciou de maneira significativa o tamanho de particula,
tendo sido obtidos nanogéis com diametro médio de aproximadamente
255 nm para todas as miniemuls@es preparadas com KPS e 370 nm para
aquelas com AIBN. Curiosamente, as miniemulsdes preparadas com
AIBN resultaram em nanoparticulas maiores que aquelas com KPS,
guando o oposto seria esperado. Sendo o AIBN sollvel na fase organica
continua, a formacao dos radicais e o inicio da reacdo de polimerizacdo
comecam na fase continua. Quando os oligbmeros em crescimento se
tornam hidrofilicos o suficiente, eles entram nas gotas monomeéricas,
onde, essencialmente, a reacdo de polimerizacdo prossegue
(ANTONIETTI; LANDFESTER, 2002; ASUA, 2002; TIARKS;
LANDFESTER; ANTONIETTI, 2001). Os oligdmeros podem, ainda,
crescer até o ponto em que se tornam insollveis e precipitam (nucleacéo
heterogénea), o que leva a formacdo de nanoparticulas menores em
comparacao aquelas formadas a partir da nucleacdo das gotas. Como o
mecanismo de nucleacdo heterogénea é desfavorecido nas reacGes de
miniemulsdo inversa quando um iniciador hidrossoltvel é utilizado
(CAPEK, 2010), esperava-se que as reagdes com KPS resultassem em
nanogéis com tamanho de particula ligeiramente maiores que aquelas
com AIBN. O mecanismo associado a este comportamento nao esta bem
claro, acredita-se, contudo, que o KPS possa ter também atuado como um
agente osmotico, contribuindo para uma maior estabilidade da
miniemulsdo contra a degradacao difusional.

A morfologia dos nanogéis de P(L-AGA) e P(L-AGA-co-BIS)
dispersos em ciclohexano foram avaliadas por MEV e as imagens obtidas
estdo apresentadas na Figura 38. As imagens mostram que particulas
submicrométricas e esféricas foram obtidas para ambos hidrogéis fisica e
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guimicamente reticulados, sendo o tamanho médio de particula observado
nas microscopias compativel com aquele determinado por DLS. Em todas
as amostras, foi observada a formagéo de filme devido ao aquecimento
gerado pelo feixe de elétrons do microscopio, o que acabou dificultando
bastante as analises e a captura de imagens. Este comportamento pode ser
especialmente observado na Figura 38b. Por essa razdo, as nanoparticulas
observadas apresentam aspecto ligeiramente achatado.

Figura 38 - Imagens de MEV dos nanogéis de (a) P(L-AGA) e (b) P(L.-AGA-co-
BIS) (M2 e M6, Tabela 6) (placas de silica preparada a partir de amostras
dispersas em ciclohexano
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As dispersdes de nanogéis em ciclohexano apresentaram
estabilidade por no maximo 3 dias a 4 °C. Para manter as caracteristicas
de tamanho de particula e estabilidade, as nanoparticulas foram
redispersas em agua em até 24 h ap6s o processo de polimerizagdo. O
surfactante SDS foi adicionado a fase aquosa durante o processo de
redispersdo com o propdsito de evitar a coagulagdo das nanoparticulas,
comportamento observado quando nenhum surfactante foi utilizado.
Apos completa remocgéo do ciclohexano, o SDS em excesso foi removido
por uma série de lavagens com agua destilada pura, e dispersbes
completamente translicidas foram obtidas. De modo a garantir o
completo intumescimento dos nanoggéis, as disperses foram mantidas em
repouso durante 72 h a 4 °C antes da determinacdo de tamanho de
particula por DLS. O tamanho de particulas das amostras de nanogéis
dispersos em agua ndo pode ser determinado utilizando o mesmo
equipamento empregado para andlise das dispersGes de nanogéis em
ciclohexano devido a interferéncias causadas pela presencga das cadeias
poliméricas ndo reticuladas de alta massa molar (que ndo puderam ser
eliminadas durante o processo de purificacdo), as quais apresentavam
tamanho entre 5 e 10 nm. Por essa razdo, a fim de eliminar esta
interferéncia, as analises de tamanho de particula foram realizadas em um
DLS multi-angulo. Os resultados sdo apresentados na Figura 39.

As Figuras 39a e 39b tém significado semelhante e sdo ambas
apresentadas para facilitar a discussdo dos resultados. A Figura 39a
apresenta a dependéncia angular do tamanho de particula dos nanogéis
(raio hidrodinamico). Ao que pode ser observado, a redispersdo dos
nanogéis em agua resultou em nanogéis polidispersos com tamanho
variando entre 140-400 nm. E sabido, contudo, que as particulas maiores
ndo s6 sdo mais “brilhantes” que as particulas menores em um sistema
DLS, como também espalham mais luz em angulos baixos do que em
angulos altos. Ou seja, a intensidade da luz espalhada por particulas
grandes € maior em baixos angulos, logo, as particulas maiores sdo mais
facilmente detectadas por DLS quanto menor o angulo de deteccdo
(LAWRIE et al., 2009). Sendo assim, em um sistema polidisperso, para
cancelar o efeito do angulo de espalhamento e do tamanho de particula
sobre a intensidade de luz espalhada, e assim obter um o coeficiente de
difusdo aparente e, consequentemente, um valor de raio hidrodindmico
mais apropriado, os resultados obtidos por DLS multi-dngulo devem ser
extrapolados para angulo zero (g> — 0, Figura 39b) (FRAUNHOFER et
al., 2004; SOTO-CANTU et al., 2012). Com excecdo da amostra
preparada sem agente reticulante e com AIBN, todo os nanogéis
intumescidos apresentaram tamanho de particula de aproximadamente
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350-370 nm, independentemente do iniciador utilizado. A comparacgao
direta entre o tamanho de particula dos nanogéis dispersos em
ciclohexano e dgua é bastante delicada, visto que diferentes equipamentos
e metodologias foram utilizadas para determinacdo do Dy. Além disso,
n&o foi possivel determinar o teor de gel dos nanogéis, consequentemente,
nao ¢é possivel inferir sobre o “encolhimento” das nanoparticulas
decorrente da perda de massa (polimero ndo reticulado) durante o
processo de purificacdo, prejudicando, dessa forma, qualquer avaliacdo
sobre a capacidade de absor¢ao de dgua (Vinchado/V nao-inchado) d0S NANOQEIs.

Figura 39 - Efeito do tipo de iniciador (KPS e AIBN) e concentracdo de
reticulante (BIS) sobre Dp das nanoparticulas de P(L-AGA) e P(L-AGA-co-BIS)
em agua: (a) e (b) raio hidrodindmico das particulas determinado por DLS
multi-angulo; (c) tamanho de particula a 0° determinado por extrapolagéo das
curvas em (b) (M2 — M7, Tabela 7).
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A encapsulacdo de compostos hidrofilicos nos nanogéis de
P(L-AGA) e P(L-AGA-co-BIS) foi avaliada através da encapsulacéo de
cloridrato de doxorrubicina, um farmaco utilizado na quimioterapia
contra diversos tipos de cancer, entre eles cancer de mama, ovario,
estbmago, leucemia e pulmdo. A DOXO foi utilizada como farmaco
modelo na concentragdo de 5% em massa (em relagdo a quantidade de
mondmero). As nanoparticulas foram avaliadas segundo seu tamanho (em
ciclohexano) e eficiéncia de encapsulacdo. Nanoparticulas-branco, isto &,
sem DOXO, foram utilizadas como controle. A Tabela 9 apresenta 0s
resultados obtidos.

Tabela 9 - Tamanho médio (D), dispersdo (PDI) e eficiéncia de encapsulacéo
(EE) dos nanogéis de P(L-AGA) e P(L-AGA-co-BIS) preparadas por
polimerizagdo em miniemulsdo inversa (média + desvio padrédo, n = 4).

Amostra Dp + DP PDI £ DP EE Teor DOXO

(nm) (%) (Mgdoxo/Gpor)
M2 205 0,075 — —
M2-DOXO 258 + 46 0,078 +0,012 84,7+34 424+17
M6 192 0,052 — —

M6-DOXO 248 +£19 0.059+0.014 830+78 415+39

A incorpora¢do de DOXO resultou em nanogéis com didmetro
médio aproximado de 250 nm e pouco polidispersos (em ciclohexano).
Apos redispersdo em agua e purificacdo para eliminacdo do SDS em
excesso e do mondmero e oligbmeros nado reticulados, a eficiéncia de
encapsulacdo foi determinada em 84,7% e 83% para 0s nanogéis de
P(L-AGA) e P(L-AGA-co-BIS), respectivamente (tamanho de particula
em agua ndo determinado). A perda/liberacdo de farmaco durante o
periodo de estocagem foi também avaliada ao longo de 20 dias
(dispersdes armazenada a 4 °C e protegidas da luz, em duplicata). A cada
intervalo de 5 dias, uma aliquota da dispersdo de nanogéis em agua
(pH ~ 5, ndo controlado) foi retirada e a quantidade de farmaco liberado
determinada. Durante o periodo de armazenamento, observou-se uma
perda de aproximadamente 5% do farmaco encapsulado, apenas,
indicando que o farmaco se encontra predominantemente encapsulado e
gue somente uma pequena fracdo ficou adsorvida na superficie da
particula. Além disso, os resultados sugerem uma possivel formacéo de
ligacGes de hidrogénio entre o farmaco e o hidrogel, as quais impediram
a difusdo do farmaco para 0 meio aquoso nas condigdes de temperatura e
pH avaliados.



109

A fim de avaliar uma possivel toxicidade dos sistemas
nanoparticulados de P(L-AGA) e P(L-AGA-co-BIS) (amostras M2 e M6,
respectivamente, Tabela 7), os nanogéis foram incubados com células
HelLa (carcinoma uterino humano) e L929 nas concentragdes de 25, 50,
100, 150 e 200 pg/mL durante 24 h (Figura 40 e 41).

Figura 40 - Estudo da citotoxicidade dos nanogéis de P(L-AGA) e P(L-AGA-
co-BIS) (M2 e M6, Tabela 7) em cultura de células HeLa (barra de erros
representam desvio padrdo, n = 3).
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Figura 41 - Estudo da citotoxicidade dos nanogéis de P(L-AGA) e P(L-AGA-
co-BIS) (M2 e M6, Tabela 7) em cultura de células L929 (barra de erros
representam desvio padrdo, n = 3).
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O uso de células L929 é recomendado pela ISO 10993-5 em
ensaios de citotoxicidade in vitro de novos polimeros destinados para
aplicacdo biomédica (CALVO; VILA-JATO; ALONSO, 1996). De
acordo com a norma 1SO 10993-5, compostos que reduzem a viabilidade
celular em mais de 30%, em comparacao com as celulas ndo tratadas, sdo
considerados citotoxicos. Logo, os resultados obtidos indicam que os
nanogéis nao apresentaram nenhum efeito citotoxico acentuado sob as
condi¢des avaliadas. O impacto dos nanogéis de P(L-AGA) e P(L-AGA-
co-BIS) (amostras M2 e M6, respectivamente, Tabela 7) sobre glébulos
vermelhos humanos foi também avaliado através de ensaios de hemélise.
As dispersdes de nanogéis nas concentragfes de 50, 100 e 200 pg/mL
(Figura 42) ndo causaram a hemolise das células vermelhas sanguineas,
indicando que ambos 0s sistemas ndo apresentam capacidade hemolitica,
mesmo quando administrados em altas concentragbes. Os resultados
obtidos sugerem (1) que as nanoparticulas derivadas de acido glutamico
sdo biocompativeis sob as condicBes avaliadas, e (2) que as substancias
potencialmente toxicas utilizadas na sintese do monémero e preparacéo
dos nanogéis ndo excedem a concentracdo critica de toxicidade nas
dispersdes finais de nanogéis, ndo afetando a viabilidade celular, nem
causando a destruicdo prematura das hemacias.
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Figura 42 - Ensaio de hemdlise dos nanogéis de (a) P(L-AGA) (M2, Tabela 7) e
(b) P(L-AGA-co-BIS) (M6, Tabela 7). Taxa relativa de hemdlise apos a

incubagdo das nanoparticulas por 24 h usando diferentes concentragdes de
nanoparticulas. (barra de erros representam desvio padrdo, n = 3).
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CONCLUSOES

4.3
Neste capitulo, um mondmero hidrossolGvel derivado de L-4cido

glutdmico (N-acrilamida-L-acido glutdmico) foi sintetizado via reacgdo de
Schotten-Baumann. Enquanto as reacdes de polimerizacdo preparadas

polimeros completamente hidrossollveis, fisicamente
reticulados foram obtidos quando mais de 30 m% de mondmero foi

Hidrogéis quimicamente reticulados foram também
sintetizados através da copolimerizacdo dos mondmeros N-acrilamida-L-

com concentragcbes de monémero inferiores a 20 m% resultaram em
hidrogéis

utilizado.
acido glutdmico e N,N'-metilenobis(acrilamida). Ambos os polimeros

obtidos, P(L-AGA) e P(L-AGA-co-BIS), mostraram-se sensiveis a
variacdes no pH. Nos testes de intumescimento, os hidrogéis fisicamente
reticulados de P(L-AGA) absorveram agua até 350 vezes a sua massa,
enquanto que aqueles quimicamente reticulados absorveram, no maximo,
15 vezes a sua massa em agua. Adicionalmente, nanogéis de P(L-AGA) e
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P(L-AGA-co-BIS) foram sintetizados via reagdes de polimerizagdo em
miniemulsdo inversa. Nanoparticulas intumescidas em agua com
diametro variando entre 270 e 370 foram obtidas, e nenhum efeito sobre
o0 tamanho de particula foi observado mediante a variagao da quantidade
de agente reticulante ou o tipo de iniciador utilizados. Cloridrato de
doxorrubicina, utilizado como farmaco hidrofilico modelo, foi
eficientemente encapsulado (83%) em ambos nanogéis de P(L-AGA) e
P(L-AGA-c0-BIS), resultando num teor de farmaco superior a
41 mQdoxo/gpol.  Os resultados obtidos neste capitulo, ainda que
preliminares, sugerem que 0s nanogéis preparados via polimerizacdo em
miniemulsdo sdo biocompativeis e apresentam potencial aplicabilidade
como sistemas carreadores de farmacos hidrofilicos com possibilidade de
administragdo por via intravenosa.



CAPITULOV

5 PREPARAGCAO DE NANOPARTICULAS LIPIDICAS SOLIDAS
CARREADORAS DE COMPOSTOS HIDROFILICOS VIA DUPLA EMULSAO
SEM USO DE SOLVENTES ORGANICOS!

Seguindo o desenvolvimento de lipossomos e nanoparticulas
poliméricas, nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) foram introduzidas no
inicio da década de 1990 como um sistema carreador de farmacos
eficiente e atoxico, constituido de lipidios naturais sélidos a temperatura
ambiente (ALMEIDA; SOUTO, 2007; MULLER; MADER; GOHLA,
2000; SEVERINO et al., 2011). Lipidios de origem animal ou vegetal e
surfactantes biocompativeis e biodegradaveis sdo comumente
empregados no preparo de dispersdes de NLS e, por essa razdo, ndo sao
esperados efeitos toxicos agudos derivado da degradagdo das
nanoparticulas lipidicas solidas (KUMAR; RANDHAWA, 2013;
MEHNERT; MADER, 2001; MULLER; MADER; GOHLA, 2000).

Devido a caracteristica lipofilica da matriz lipidica, as NLS
mostram-se  bastante  adequadas para a encapsulacdo de
compostos hidrofébicos. Compostos hidrofilicos, por outro lado,
possuem pouca ou nenhuma afinidade com o lipidio e, por isso, tendem a
migrar para 0 meio aquoso externo durante o processo de preparac¢ao das
nanoparticulas (ALMEIDA; SOUTO, 2007). No entanto, sob condic6es
otimizadas, ambos os compostos lipofilicos e hidrofilicos podem ser
eficientemente incorporados.

Sob a perspectiva de encapsulacdo de farmacos hidrofilicos, a
técnica de dupla emulsdo/evaporacdo do solvente é amplamente
empregada para alcancar eficiéncia de encapsulacdo satisfatdria em
ambas nanoparticulas lipidicas s6lidas e poliméricas (ALMEIDA,;
SOUTO, 2007; BILATI; ALLEMANN; DOELKER, 2005; GARCIA-
FUENTES; TORRES; ALONSO, 2002; KHOEE; YAGHOOBIAN,
2009; MOREL et al., 1996; ZHANG et al., 2006). Todavia, problemas
toxicoldgicos podem eventualmente surgir em decorréncia dos residuos
do solvente organico utilizado no processo de preparacao da dispersao das
nanoparticulas (MEHNERT; MADER, 2001). Uma possivel alternativa a
este problema, é a preparacdo de nanoparticulas lipidicas sélidas através
da combinacdo das técnicas de dupla emulsdo e dispersao a quente, onde
um lipidio fundido é utilizado ao invés de uma solucdo de lipidio

10s resultados apresentados neste capitulo foram publicados em Colloids and
Surfaces B: Biointerfaces 140 (2016) 317-323.
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dissolvido em um solvente organico. Esta técnica foi empregada com
sucesso por Bodmeier e colegas (1992) para preparar microparticulas
lipidicas carreadoras de cloridrato de pseudoefedrina, e por Reithmeier e
colaboradores (2001) para preparar microparticulas de tripalmitina
carreadoras de peptideos com alta eficiéncia de encapsulacéo. Pouco se
sabe, contudo, sobre o efeito das variaveis de formulacdo sobre a
producdo de particulas lipidicas solidas de tamanho submicrométrico via
fusdo/dupla emulsdo. Nao ha registro na literatura cientifica sobre a
preparacdo de nanoparticulas lipidica sélidas através da técnica de dupla
emulsdo sem a utilizacdo de solventes organicos.

Assim, neste capitulo é apresentado o estudo acerca da adaptagéo
da técnica de fusdo/dupla emulsdo descrita por Bodmeier; Wang,
Bhagwatwar (1992) e Reithmeier; Herrmann; Gopferich (2001)
almejando-se a producéo de nanoparticulas lipidicas solidas (ao invés de
microparticulas) para encapsulagdo de compostos hidrofilicos e
hidrofdbicos. Resultados aqui discutidos revelam o efeito de algumas
variaveis de processo como, por exemplo, parametros de sonicacdo, tipo
e concentragdo de surfactante e lipidio, sobre as caracteristicas finais e
estabilidade das miniemulsdes.

5.1 MATERIAIS E METODOS
5.1.1 Materiais

Foram utilizados acido estearico (Vetec, puro) e triacilglicerois de
acido caprico/caprilico (Crodamol GTCC, Alpha Quimica) como lipidios
na preparacdo das nanoparticulas lipidicas s6lidas. Como surfactante:
Lecitina (Alfa Aesar), polioxietileno-20-sorbitano monooleato (Tween
80, Vetec), sorbitano monooleato (Span 80, Oxiteno), Poloxamer 407
(Pluronic F127, Sigma-Aldrich) e Polirricinoleato de Poliglicerol (PGPR,
Dhaymers). Como marcadores fluorescentes hidrofilico e hidrofébico
foram utilizados Sulfurodamina 101 (SR 101, Sigma-Aldrich) e
6-Coumarin (Sigma-Aldrich), respectivamente. Todos os reagentes foram
utilizados como recebidos. Os lipidios utilizados neste trabalho séo
considerados seguros e atoxicos sob o status Generally Recognized as
Safe (GRAS) aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration, 6rgéo
americano que fiscaliza e autoriza o comércio de alimentos e
medicamentos, similar a Anvisa) (SEVERINO et al., 2011).

A Figura 43 apresenta a estrutura molecular dos surfactantes
utilizados.
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Figura 43 - Estrutura molecular dos surfactantes utilizados.
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5.1.2 Preparacdo das Nanoparticulas Lipidicas Sélidas (NLS)

As nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) foram preparadas via
técnica de fusdo/dupla emulsdo de acordo com o procedimento descrito
por Reithmeier et al. (2001) e Bodmeier et al. (1992) com algumas
modificacdes necessarias para obtencdo de particulas de tamanho
submicrométrico. Em seu estudo, os autores utilizaram-se de agitacdo
mecanica para obter microparticulas lipidicas por fusdo/dupla emulséo.
Assim, um dos principais ajustes necessarios para obtencdo de particulas
na escala nanométrica foi a substituicdo da agitacdo mecanica por um
processo de dispersdo mais eficiente, no caso, escolheu-se a sonicacao.

A fase aquosa interna (agua destilada a 72 °C, 200 — 600 pL) foi
emulsificada em uma fase organica (lipidio fundido, 0,3 — 0,9g) na
presenca de um surfactante lipofilico de baixo HLB utilizando uma sonda
de ultrassom (Fischer Scientific, Ultrasonic Dismembrator Model 500,
400 W com ponta de 1/8’”) por 15 segundos com amplitude de 45%
(20 W). A miniemulséo obtida, referida no texto como primeira emuls&o,
foi adicionada a fase aquosa externa (agua destilada & 72 °C + surfactante
hidrofilico de alto HLB, 6,0 mL), e a mistura foi sonicada por 60 s com
amplitude de 45% e em regime de pulso de 15 s de sonicacdo e 5 s de
pausa, formando a segunda emulsdo. Para promover a répida
solidificacdo do lipidio, a dupla emulséo foi adicionada a 90 mL de agua
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destilada gelada a 2 °C sob agitagdo branda. Em alguns experimentos, foi
utilizada uma mistura de &cido esteérico e um lipidio liquido (Crodamol).
Quando utilizado, o corante fluorescente hidrofébico 6-coumarin (verde)
foi previamente diluido em Crodamol e adicionado a fase organica antes
da primeira etapa de sonicacdo. O corante fluorescente hidrofilico SR 101
(vermelho), por sua vez, foi diluido em &gua destilada e a solucéo foi
adicionada como fase aquosa interna. Todos o0s experimentos foram feitos
em triplicata ou mais. A Figura 44 apresenta o fluxograma e uma
representacdo do processo de preparacdo das nanoparticulas lipidicas
solidas via fusdo/dupla emulsificacéo.

Figura 44 - Fluxograma do processo de preparacdo das nanoparticulas lipidicas
solidas de acido estearico.
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A Tabela 10 apresenta as formulag¢fes adotadas na preparagdo das
nanoparticulas lipidicas sélidas de &cido estearico via fusdo/dupla
emulsdo. Foram avaliadas formulagbes com diferentes tipos e
concentragdes de surfactantes e lipidios (acido estearico e crodamol).

5.1.3 Caracterizacédo das Nanoparticulas
5.1.3.1 Espalhamento Dinémico de Luz (DLS, Dynamic Light Scattering)

O tamanho médio de particula (Dp, em intensidade) e a dispersdo
(PDI), que fornece informagdes acerca da homogeneidade da distribui¢do
dos tamanhos de particula, foram determinados utilizando um Zetasizer
Nano ZS ZEN3600 (Malvern Instruments) com angulo do feixe incidente
de 173°. As leituras foram realizadas a 20°C a partir de uma aliquota das
miniemulsdes sem prévia diluicdo. Todas as andlises de DLS foram
realizadas no Laboratério de Controle de Processos e Polimerizagéo,
UFSC.

5.1.3.2 Potencial Zeta (PZ)

O potencial zeta, que reflete o potencial elétrico de superficie das
particulas e fornece informages acerca da estabilidade da formulag&o, foi
determinado através da técnica de Anemometria de Laser Doppler
associada a microeletroforese utilizando o equipamento Zetasizer Nano
ZS 3600 (Malvern Instruments). As leituras foram realizadas a 25 °C a
partir de uma aliquota das miniemulsGes diluidas em dgua destilada até o
teor de sélidos de 0,1%. As medidas de potencial zeta foram realizadas
em triplicada de apenas uma amostra.

O potencial zeta pode ser utilizado como um indicativo da
estabilidade das dispersdes. Um sistema pode ser considerado estavel
guando as forcas de repulsdo eletrostatica superam as forcas atrativas de
Van der Wasls (HAN et al., 2008). Em modulo, um valor de potencial
zeta relativamente alto (> 30 mV) é importante para uma boa estabilidade
fisico-quimica do sistema coloidal, uma vez que grandes forcas repulsivas
tendem a evitar a agregacgdo das particulas (HAN et al., 2008; HU et al.,
2005; SCHAFFAZICK et al., 2003).
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5.1.3.3 Eficiéncia de Encapsulacao

A encapsulacdo dos marcadores fluorescentes hidrofilicos e
hidrofdbicos nas nanoparticulas de acido estearico foi avaliada por
Microscopia de Fluorescéncia utilizando o microscépio epifluorescente
invertido da marca Olympus, modelo Bx41, acoplado a um sistema de
captura de imagens com camera digital colorida de 3.3 Mpixels da Q-
imaging alocado no Laboratério Multiusuarios de Estudos em Biologia
(LAMEB I1) da UFSC. As amostras para analise foram ultrafiltradas em
Amicon Ultra-0.5 (Millipore, 100kDa) e ressuspensas em agua destilada.
As amostras foram observadas com lente objetiva de 100x e utilizando os
filtros vermelho (U-MGW?2) para o corante fluorescente SR 101
(Aabs =580 nm e Aem = 600 nm) e verde (U-MWB2) para 0 corante
fluorescente 6-coumarin (Aaps = 458 nm € Aem = 505 nm).

A eficiéncia de encapsulacdo (EE) de ambos os corantes foi
determinada conforme procedimento descrito anteriormente no item
3.1.7.5. A concentracdo de corante ndo encapsulado presente no
sobrenadante foi determinada utilizando um espectrofotémetro UV-Vis
(Micronal AJX-1900) no comprimento de onda de 586 nm para o SR 101
(curva de calibracdo do em agua com concentracdes variando entre
0,1 pg/mL e 7,5 pg/mL) e 460 nm para o 6-coumarin (curva de calibracéo
do em acetona com concentra¢fes variando entre 0,1 ug/mL e 10,0
pg/mL). Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Todas as
andlises de UV-Vis foram realizadas no Laboratério de Controle de
Processos e Polimerizagdo, UFSC.

5.1.3.4 Microscopia Eletrénica de Transmissdo (MET)

A morfologia da nanoparticulas lipidicas foi avaliada via MET em
um equipamento da marca JEOL, modelo JEM-1011. As amostras para
analise foram diluidas até teor de sélidos de 0,1% e uma gota (10 pL) foi
colocada sobre grades de cobre de 300 mesh/m?2 previamente recobertas
com filme de parlédio. As grades foram, entdo, secas em temperatura
ambiente, contrastadas negativamente com acetato de uranila (solucédo
aquosa 5% m/v) durante 5 minutos, lavadas em agua destilada e cobertas
com filme de carbono. Por fim, as amostras foram analisadas sob tensao
de 80 kV. Todas as analises foram realizadas no Laboratério Central de
Microscopia Eletronica (LCME), UFSC.
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5.1.3.5 Caracterizacédo térmica

A temperatura de fusdo (Tm) do lipidio foi determinada por
Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC, Differencial Scanning
Calorimetry) utilizando um calorimetro Jade DSC (Perkin-Elmer)
calibrado com zinco e indio. As andlises foram realizadas com
aproximadamente 2,0 mg de massa de amostra liofilizada, com taxa de
aquecimento e resfriamento de 25 °C/min sob fluxo de nitrogénio gasoso
de 20,0 mL/min. A amostra foi aquecida de 0 a 80 °C. Todas as analises
foram realizadas no Laborat6rio de Propriedades Fisicas de Alimentos
(PROFI), UFSC.

5.2  RESULTADOS E DISCUSSOES
5.2.1 Efeito das condicBes de sonicagédo

Originalmente utilizada na preparacdo de particulas de tamanho
micrométrico (> 1 um), a técnica de fusdo/dupla emulséo foi modificada
neste estudo numa tentativa de obter particulas na escala nanométrica
através do uso de sonicacdo nas duas etapas de emulsifica¢do. Utilizando
a técnica de dupla emulsdo/evaporacdo do solvente para preparar
nanoparticulas de PLGA, Bilati e colaboradores (2003) observaram que o
tamanho das particulas de emulsdes duplas é influenciado de forma mais
acentuada pela segunda etapa de emulsificagdo do que pela primeira,
sendo a sonicacdo por um maior periodo de tempo durante a segunda
etapa de emulsificacdo a forma mais eficaz de reduzir o tamanho médio
final das particulas.

Assim, para verificar a influéncia da etapa de sonicacdo na
qualidade da dispersdo final, as NLS foram preparadas utilizando
diferentes condiges de sonicacdo. O tempo de sonicacdo da primeira
emulsificacdo foi variado entre 15 e 30 s, e da segunda entre 15 e 90 s,
com 45% de amplitude (a menos que indicado de maneira diferente). Os
resultados obtidos estdo apresentados na Figura 45 - Efeito do tempo de
sonicacao (12 emulsdo:2%mulsdo) sobre Dp e PDI das nanoparticulas de
acido estearico (Média + DP, n>3). Em todos os experimentos foi
utilizada a formulacéo F6, Tabela 10.
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Figura 45 - Efeito do tempo de sonicagdo (12 emulsdo:2%emulséo) sobre Dp e
PDI das nanoparticulas de acido estearico (Média + DP, n>3).
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Todos os tempos de sonicacao avaliados resultaram em particulas
de tamanho submicrométrico. Como era esperado, 0 aumento do tempo
de sonicacdo de 15 para 30 s durante a primeira etapa de emulsificacéo
ndo exerceu efeito significativo sobre o tamanho de particula. Por outro
lado, foram observadas pequenas diferengas no tamanho de particula e na
distribuicdo de tamanho de particulas quando diferentes tempos de
sonicacdo foram utilizados na segunda etapa de emulsificacdo. Para fins
de comparagdo, o tempo 15:15s resultou em nanoparticulas de 310 nm,
enquanto que nanoparticulas de aproximadamente 275 nm foram obtidas
para tempos de sonicacdo 15:45 e 15:60 s. Também foram obtidas
distribuicbes de tamanho mais estreitas quando o tempo de sonicagao na
segunda etapa de emulsificacdo foi aumentada para até 60 s. Contudo,
guando 90 s ou maior amplitude de sonicacdo (60%) foram utilizados, um
aumento do Dp e PDI foi observado. Este Gltimo comportamento
observado pode ser atribuido a uma leve desestabilizacdo do sistema
causado pelo aumento da energia cedida ao sistema durante a sonicacao
mais longa e/ou intensa, o que levou a formacdo de particulas menores e
a um aumento da area superficial. Neste caso, o surfactante adicionado a
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emulsdo ndo foi suficiente para recobrir adequadamente a alta area
superficial das pequenas nanogotas, resultando numa menor estabilidade
coloidal. Um efeito similar foi observado por Huang, Sudol, Dimonie
(2006) em relacéo a estabilidade de miniemulsdes de estireno.

5.2.2 Efeito do tipo e concentracéo de surfactante

Para aumentar a estabilidade de miniemulsdes, surfactantes séo
aplicados com o objetivo de minimizar ou retardar a agregacdo das
particulas. A escolha do tipo e da concentracdo do surfactante
desempenha um papel importante na estabilizacdo das gotas e das
particulas sélidas obtidas ao final do processo de preparo
(MUSYANOVYCH et al., 2008). A principal fungdo do agente
estabilizante é reduzir a tensdo interfacial entre o meio disperso e
continuo, sendo que o aumento da concentracdo de surfactante tende a
refletir inversamente no tamanho de particula (KHERADMANDNIA et
al., 2010; MEHNERT; MADER, 2001; MUSYANOVYCH et al., 2008).

E sabido que sistemas nanoestruturados lipidicos preparados com
uma combinagdo de surfactantes tendem a resultar em miniemulsdes com
menor tamanho médio de particula e a apresentar maior estabilidade
durante o periodo de estocagem do que aqueles preparados com um Gnico
surfactante  (GARCIA-FUENTES; TORRES; ALONSO, 2002;
KHERADMANDNIA et al, 2010; LIM; KIM, 2002; MEHNERT,;
MADER, 2001). Além disso, alguns autores sugerem que a combinagao
de surfactantes hidrofilicos e lipofilicos na preparacéo de nanoparticulas
por dupla emulsificagdo é importante do ponto de vista de estabilizacdo
das nanoparticulas e de aumento da eficiéncia de encapsulacdo de
compostos hidrofilicos (KHOEE; YAGHOOBIAN, 2009; PAL, 2007).

Por essa razdo optou-se em utilizar dois surfactantes na preparacdo
das nanoparticulas de acido estearico: um lipofilico, dissolvido na fase
organica, e outro hidrofilico, dissolvido na fase aquosa externa. Foram
avaliados quatro grupos de surfactantes: Lecitina e Tween 80 (Lec/T80),
Lecitina e Pluronic F127 (Lec/Pluronic), Span 80 e Tween 80 (Span/T80)
e PGPR e Tween 80 (PGPR/T80). A lecitina tem carater anfétero e
lipofilico, Span 80 e PGPR ndo-ibnico e lipofilico, Tween 80 e Pluronic
F127 néo-ibnico e hidrofilico. O efeito do tipo e concentracdo de
surfactante exercido sobre o tamanho médio de particula, dispersdo,
potencial zeta e estabilidade das nanoparticulas estd apresentado na
Tabela 11 e Figura 46. Foi utilizado, em todos 0s experimentos, 0,6 g de
acido estearico e 200 uL de fase aquosa interna.



123

Tabela 11 - Efeito do tipo e concentragdo de surfactante sobre Dp, PDI e PZ
das nanoparticulas de 4cido estearico (Média = DP, n>3).

Surfactantes Propor¢do Dp+DP  PDI +DP ZP + DP
(m%)* (nm) (mv)°
Lec/T80 1/5 304 +4 0,206 +0.037 -582+14
1/10 2778 0,290 +£0.009 -52,7+0,6
Lec/Pluronic  1/5 389+31 0,212+0.032 -419+138
1/10 406 +£51 0,225+0.020 -435+13
1/20 318+24 0,215+0.031 -357+1,4
Span/T80 1/10 437+42 0,276 £0.017 -39,1+18
5/10 453+48 0,282+0.049 -344+12
10/10 549+178 0,376+0.159 -31,7+0,6
PGPR/T80 1/10 411+11 0,254+0.018 -30,7+0,5
5/10 3937 0,268 +0.010 -30,9+0,2
10/10 367+3 0,273+0.042 -358+04

@ Porcentagem em massa de surfactante em relacdo ao lipidio (surfactante 1
(%)/surfactante 2(%))
b Triplicata da medida

Todos os sistemas avaliados resultaram em dispersdes estaveis com
particulas na escala nanométrica (270 a 550 nm). As quatro combinagdes
de surfactantes avaliadas apresentaram diferentes eficiéncias de
estabilizacdo e, consequentemente, diferentes tamanhos médio de
particula e dispersdo. Independentemente da concentracdo de surfactante
avaliada, a combinacéo lectina/Tween 80 resultou em nanoparticulas de
menor diametro médio (277 — 305 nm), enquanto que o par Span/Tween
resultos nas maiores (385 — 550 nm). A escolha do surfactante também
exerceu efeito acentuado sobre o potencial zeta. Todas as amostras
avaliadas apresentaram maédulo do potencial zeta superior a 30 mV. A
carga superficial negativa, observada mesmo quando surfactantes ndo-
ibnicos foram utilizados, pode ser atribuido a carga negativa natural do
acido esteédrico (PALIWAL et al., 2009; VARSHOSAZ; MINAYIAN;
MOAZEN, 2010). Nas nanoparticulas em que a lecitina foi utilizada
como surfactante, um valor absoluto ainda maior do potencial zeta foi
observado, possivelmente devido ao carater anfétero da lecitina
(SCHAFFAZICK et al., 2003). Em contrapartida, os surfactantes Tween
80 e Pluronic atuaram como agentes de blindagem, resultando na
diminuicdo do potencial zeta. Tensoativos ndo-ibnicos derivados de
copolimeros dos 6xidos de etileno e propileno como o Pluronic F 127, por
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exemplo, tendem a reduzir o valor absoluto deste parametro
(SCHAFFAZICK et al., 2003).

Figura 46 - Estabilidade das dispers6es de nanoparticulas solidas de acido
estedrico estocadas a 4°C (Média + DP, n > 2). *Pelo menos uma das dispersdes
apresentou formacéo de precipitado.
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Em relagdo & propor¢do dos surfactantes lecitina/Tween 80, é
importante observar que o tamanho de particula diminuiu com o aumento
da concentracao de Tween 80 de 5,0 para 10,0% (concentracao de lecitina
mantida constante em 1,0%), o que pode ser atribuido a um efeito estérico
adicional provido pela maior quantidade de Tween 80. Quando a lecitina
foi combinada com Pluronic F127, por outro lado, a aglomeragdo das
nanogotas lipidicas durante a homogeneizacdo ndo foi eficientemente
evitada, e particulas maiores (320 — 406 nm) com distribuicdes de
tamanho mais largas foram obtidas, mesmo a uma concentracdo mais
elevada de Pluronic (20%). A diferenca entre os dois sistemas de
surfactantes (lecitina/Tween 80 e lecitina/Pluronic F127) é ainda mais
evidente quando a estabilidade das dispersdes a longo prazo é avaliada
(Figura 46). Apesar dos elevados valores de potencial zeta obtidos para
todas as dispersdes e do efeito estabilizante estérico promovido pelos
surfactantes Tween 80 e Pluronic, apds 30 dias a 4 °C, um pequeno
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aumento do tamanho de particulas foi observado nas NLS preparadas
utilizando lecitina e Tween 80, enquanto que aquelas preparadas com
lecitina/Pluronic F127 sofreram agregacéo e sedimentaram (o conjunto de
amostras que apresentou precipitacdo de pelo menos uma formulagdo foi
representado com um asterisco (*) na Figura 46).

Ainda que Tween 80 seja frequentemente combinado com Span 80
em duplas emulsBes em virtude da sua estrutura e comprimento da cadeia
hidrocarbonica similares (SCHMIDTS et al., 2009), esta combinacéo nao
foi tdo eficiente na estabilizacdo das miniemulsdes sob as condicdes
experimentais avaliadas. Tamanho médio de particula variando entre 435
e 550 nm e dispersdo de até 0,370, caracteristico de distribuicOes
bimodais, foram obtidos. Além disso, ao contrario do que seria esperado
considerando os altos valores de potencial zeta, Span 80/Tween 80 foram
ineficazes na manutengdo da estabilidade das dispersdes a 4 °C, e a
sedimentacdo das particulas foi observada na maioria as amostras. Uma
diminuicdo do tamanho de particula foi observado quando o Span 80 foi
substituido por PGRP, um surfactante reconhecidamente eficaz na
estabilizacdo de emulsdes inversas agua/dleo (HECHT et al., 2012).
Contudo, mesmo quando uma alta concentracdo de PGPR e Tween 80 foi
utilizada, o menor tamanho de particula obtido foi 365 nm.

Nenhum dos conjuntos de surfactantes foi eficiente na preservagéo
das propriedades fisicas das dispersdes por mais do que 60 dias. A
agregacdo das particulas e um subsequente aumento do tamanho médio
de particula foram observados em todas as amostras ao longo dos 60 dias
do estudo. Durante o periodo analisado, algumas amostras perderam a
estabilidade e houve a formacdo de precipitado. Ap6s 30 dias de
estocagem a 4°C, as amostras preparadas com lecitina apresentaram um
aumento médio do tamanho de particula de aproximadamente 7% em
relacdo ao tamanho registrado logo ap6s o preparo, enquanto que aquelas
preparadas com Span ou PGPR sofreram um aumento médio aproximado
de 26%. Ao final de 60 dias, foi observado um aumento de
aproximadamente 28% e 35% para 0 grupo de amostras preparadas com
e sem lecitina, respectivamente. Os resultados obtidos sugerem que, de
maneira semelhante ao reportado na literatura (BUMMER, 2004;
KHERADMANDNIA et al, 2010), a combinacdo dos efeitos
estabilizantes estérico e eletrostatico garante uma melhor estabilizacdo da
dispersdo e minimiza a agregacdo das nanoparticulas com maior
eficiéncia. Asimagens obtidas por microscopia eletrénica de transmissao
(MET) das nanoparticulas de acido estearico preparadas utilizando o par
Lecitina/Tween 80 na concentragdo de 1/10% estdo apresentadas na
Figura 47.
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Figura 47 - Imagens de MET das nanoparticulas de acido estearico preparadas
com o par Lectina/Tween na concentracdo de 1/10% (Amostra F6, Tabela 10).

o T o

e

(Fonte: prougéo do au

to r .'

Apesar do recobrimento das amostras com filme de carbono antes
das andlises de MET, ndo foi possivel evitar a fusdo do lipidio sob o feixe
de elétrons, como pode ser observado na Figura 48, dificultando bastante
a analise acerca da morfologia da particula (nanoesfera ou nanocapsula).
Durante as analises de MET foi possivel observar um rapido aumento do
tamanho de particula durante os primeiros segundos da incidéncia do
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feixe de elétrons devido a fusdo do lipidio. A partir deste ponto, 0 tamanho
de particula manteve-se estavel (ndo aumentou ou diminuiu)
independentemente do tempo de exposicdo ao feixe. Isto indica que o
tamanho das particulas observadas nas imagens da Figura 47 é
ligeiramente maior do que o real, uma vez que foram registradas apds a
estabilizacdo do tamanho de particula. De modo geral, as nanoparticulas
obtidas sdo esféricas e apresentam tamanho médio e distribuicdo de
tamanho compativeis com aqueles observados por DLS

Figura 48 - Imagens de MET em sequéncia exemplificando a modificacdo das
nanoparticulas de acido estearico com o feixe de elétrons (80 kV).
TR O 5 W -~ Bettay S0 e e W ~T

5.2.3 Efeito do volume de 4gua gelada

A solidificacdo das nanogotas lipidicas em nanoparticulas lipidicas
solidas € promovida pela rapida recristalizacdo do lipidio durante o
processo de resfriamento, quando a dupla emulséo quente é dispersa em
agua gelada (2-5 °C). A diferenca de temperatura entre a miniemulsao e
a agua gelada, bem como o volume de éagua gelada utilizado, séo
pardmetros que influenciam diretamente o tamanho final das
nanoparticulas (SOUTO et al., 2011). O efeito do volume de agua gelada
sobre o diametro médio e dispersdo das nanoparticulas de acido esteérico
preparadas via fusdo/dupla emulsificagdo foi avaliado. Cinco formula¢6es
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foram avaliadas, nas quais a dupla emulséo foi resfriada em banho de gelo
ou pela adicdo a 30, 60, 90 eou 120 mL de agua resfriadaa 2 -5 °C. Os
resultados obtidos estdo apresentados na Figura 49. Em todos o0s
experimentos foi utilizada a formulagéo F6, Tabela 10.

Figura 49 - Efeito do volume de agua gelada sobre Dp e PDI das nanoparticulas
de acido estearico (Média + DP, n>3).
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(Fonte: produgdo do autor)

O aumento do volume de agua gelada teve um efeito inverso sobre
o tamanho da particula e dispersdo. E possivel observar uma tendéncia a
diminuicdo do tamanho médio de particula e um estreitamento da
distribuicdo do tamanho de particula com o aumento do volume de
diluigdo. Quando apenas o banho de gelo foi utilizado para resfriar a dupla
emulsdo, particulas de aproximadamente 580 nm foram obtidas.
Particulas com quase metade desse tamanho (277 — 320 nm) foram
obtidas quando &gua gelada foi utilizada para de acelerar o processo de
solidificacdo do lipidio. O aparente mecanismo responsavel por este
fendmeno é a maior proximidade das gotas e particulas sélidas recém-
formadas durante o processo de solidificagcdo quando apenas o banho de
gelo foi utilizado, 0 que aumenta a probabilidade de colisdo entre as
gotas/particulas e agregacdo. Devido a instabilidade termodinamica das
gotas lipidicas e sua forte tendéncia & coalescéncia e floculagdo
(BENICHOU; ASERIN; GARTI, 2004), um processo de resfriamento
mais demorado aliado a uma maior proximidade entre as gotas/particulas
favoreceu a coalescéncia das gotas/particulas, resultando em particulas



129

maiores (QUINTANAR-GUERRERO et al., 1996). Observou-se,
também, que existe uma ligeira tendéncia a diminui¢do do tamanho de
particula e estreitamento da distribuicdo do tamanho de particula com o
aumento do volume de agua fria de 30 a 90 mL (320, 295, 277 nm,
respectivamente). Este comportamento implica que durante o processo de
solidificacdo do lipidio, ainda que sejam obtidas gotas esféricas e
eletrostaticamente protegidas pelo surfactante, o processo de coalescéncia
ser& mais acentuado quanto menor for o distanciamento entre elas (maior
probabilidade de choques e colisdes) (SOUTO et al., 2011).

5.2.4 Efeito da concentracao e composi¢ao de lipidio

O efeito da concentragdo de &cido estedrico adicionado a
formulagdo foi também investigado. Os resultados obtidos estdo
apresentados na Figura 50.

Figura 50 - Efeito da concentracdo de acido estearico sobre Dp e PDI das
nanoparticulas de acido estearico (Média + DP, n>3).
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(Fonte: produg&o do autor)

Como era esperado, 0 aumento da concentracao de lipidio resultou
no aumento do tamanho final de particula e em distribui¢cGes de tamanho
de particula mais largas. Mediante o aumento da concentracdo de acido
estearico de 0,3 para 0,9 g, um aumento no tamanho de particula de 250
para 350 nm e PDI de 0,20 para 0,23 foi observado. Esse comportamento
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foi também observado por outros autores quando avaliada a influéncia da
guantidade de polimero adicionado na preparacdo de nanoparticulas
poliméricas (KWON et al., 2001; MAINARDES; EVANGELISTA,
2005; O’DONNELL; MCGINITY, 1997; QUINTANAR-GUERRERO
etal., 1996; VAUTHIER; BOUCHEMAL, 2009). Uma vez que todos 0s
outros parametros foram mantidos constantes em todos 0s experimentos,
este resultado pode ser atribuido a um processo de sonicagdo menos
eficiente causado pelo aumento de volume e viscosidade derivados do
aumento da quantidade de lipidio.

A cristalizacdo do lipidio é um fator importante que deve ser
considerado em nanoparticulas lipidicas solidas carreadoras de farmaco
para liberacdo controlada. Os lipidios como, por exemplo, o &cido
estearico, podem apresentar polimorfismo, isto é, podem se cristalizar em
diferentes formas, criando estruturas diferenciadas e com distinta
estabilidade. A organizacéo tridimensional que a matriz lipidica adquire
durante a solidificacdo depende principalmente da velocidade de
resfriamento e da composicao do lipidio. As transformacdes polimdrficas
visam a uma maior estabilidade termodinamica, e podem inclusive ser
observadas durante o tempo de armazenamento das nanoparticulas, o que
acaba promovendo a expulsdo do farmaco e resultando na diminuicéo da
eficiéncia de encapsulagdo (HAN et al., 2008; MULLER; MADER,;
GOHLA, 2000; SEVERINO et al., 2011; SOUTO et al., 2011). Uma
matriz lipidica menos ordenada pode ser beneficial do ponto de vista da
encapsulacdo de farmacos, dado que em um empacotamento cristalino
imperfeito hd mais espaco disponivel para acomodar as moléculas de
farmaco, favorecendo o eficiéncia de encapsulacdo (HU et al., 2005). A
combinagdo de diferentes tipos de lipidios sdlidos e liquidos, com
diferentes tamanhos de cadeia, é uma forma bastante conveniente de
prejudicar a cristalizacdo do lipidio.

Um triacilglicerol de cadeia média composto principalmente de
acido céprico/caprilico (crodamol GTCC) foi misturado com &cido
estearico numa tentativa de perturbar a cristalizacdo do acido estearico
nas nanoparticulas. O efeito da proporcao de crodamol e acido estedrico
sobre o tamanho e a distribui¢do do tamanho de particula foi avaliado e
os resultados obtidos est&o apresentados na Figura 51. E possivel observar
gue nanoparticulas lipidicas preparadas com uma propor¢do de 50% em
peso de crodamol (formulagdo F2, Tabela 10) sdo menores que aquelas
preparadas apenas com acido esteédrico. Este comportamento pode ser
atribuido a diferenca de viscosidade entre o acido estearico e o crodamol.
A adigdo de grande quantidade de crodamol possibilitou a reducdo da
viscosidade da fase orgénica, resultando, consequentemente, em um
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processo de emulsificagdo mais eficiente e em particulas menores devido
a uma reducdo da resisténcia as forcas de cisalhamento aplicadas durante
0 processo de sonicacdo (KWON et al., 2001; QUINTANAR-
GUERRERO et al., 1996; SOUTO et al., 2011). Resultados semelhantes
foram obtidos por Hu e colaboradores (2005) quando avaliado o efeito da
adicdo de acido oleico em nanoparticulas de &cido esteérico.

Figura 51 - Efeito da proporcéo Acido Estearico/Crodamol sobre o D, e PDI
das nanoparticulas de acido estearico (Média + DP, n>2).
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(Fonte: produg&o do autor)

Andlises de DSC foram realizadas a fim de verificar o
comportamento de cristalizagdo do &cido estedrico mediante a adi¢ao de
crodamol. A Figura 52 mostra as curvas DSC de 4&cido esteérico
(AcEstco), das nanoparticulas de acido estearico (NP-AcEstco) e acido
estérico/crodamol (85/15%, NP-AcEstco+Crodamol). A temperaturas de
fusdo (Tm) e entalpias de fuséo (AHm) de cada amostra estdo apresentados
na Tabela 12. Ainda que ndo tenha sido observada uma alteragdo
pronunciada na Trm das nanoparticulas de acido estearico (54,2 °C) (em
relacdo ao 4cido esteérico puro, 54,6 °C), uma diferenc¢a de quase 10 °C
foi observada na Tr, das nanoparticulas preparadas com uma mistura de
acido estearico e crodamol (45,2 °C). O grau de desordem cristalina de
lipidicos pode ser estimado medindo-se a extensdo da fuséo cristalina, a
qual pode ser calculada pela diferenca entre as temperaturas de fuséo e de
onset (Tonset COrresponde ao inicio extrapolado do evento térmico).
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Quanto maior a diferenca, maior € a desordem cristalina (SEVERINO et
al., 2011). Para o 4cido estearico puro, essa diferenca foi de 6,5, enquanto
gue para as nanoparticulas de acido estearico e acido estearico/crodamol
foi de 6,1 e 11,9, respectivamente. Estes resultados indicam que através
da adicdo de crodamol foi possivel perturbar a ordem cristalina do acido
esteérico.

Figura 52 - Curvas de DSC do acido estearico puro (AcEstco), nanoparticulas
de acido estearico (NP-AcEstco) e nanoparticulas de acido estearico/crodamol
(NP-AcEstco+crodamol, 85/15%).
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(Fonte: produgéo do autor)

Tabela 12: Temperatura de fusdo (Tm), temperatura onset de fusao (Tonset),
entalpia de fuso cristalina (AHm) e grau de cristalizagéo (x.)

Amostra Tm(°C)  Tonset (°C)  AHm (I/g)  x.(%)?
AcEstco 54,6 48,1 431,6 100,0
NP-ACcEstco 54,2 48,6 246,2 57,0
NP-AcEstco+Crodamol 45,2 33,3 103,2 23,9

2Grau de cristalinidade relativa.

O grau de cristalinidade das amostras também deve ser levado em
consideracdo nesse caso (Tabela 12). A cristalinidade (y.) do acido
estearico pode ser calculada a partir da seguinte equacao:

_AHm % 100% (Eq. 7)

AH pcEstco

Xc=
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onde AH,, and AH.gsco COrrespondem, respectivamente, a entalpia de
fusdo cristalina da amostra e do acido estearico 100% cristalino. Para 0s
calculos, considerou-se o acido estearico puro como 100% cristalino
(cristalinidade relativa).

Os resultados acima sugerem que a préopria preparacdo das NLS
pode parcialmente inibir a cristalizacdo do acido estearico e que uma
diminuicéo adicional do grau de cristalinidade pode ser alcancada através
da combinacdo do &cido estedrico com um lipidio liquido, tal como o
crodamol. Hu e colaboradores (2005) mostraram que a redu¢do do grau
de cristalinidade do acido esteérico é proporcional ao aumento do teor de
lipidio liquido.

5.2.5 Eficiéncia de Encapsulagéo

Um dos grandes desafios da dupla emulsdo € a instabilidade
termodindmica de emulsbes inversas, principalmente na escala
nanométrica. Em virtude da grande quantidade de energia cedida ao
sistema durante o processo de sonicacdo, existe uma forte tendéncia a
ruptura das gotas de agua e quebra da primeira emulsdo durante o
processo de obtencdo da segunda emulsdo, 0 que acabaria levando a
formag&o de uma emulsdo simples (nanoesferas) ao invés de uma emulséo
dupla (nanocapsulas com nucleo aquoso), resultando em uma baixa
eficiéncia de encapsulagdo. A incorporacdo de marcadores fluorescentes
as nanoparticulas lipidicas foi utilizada para verificar se a adaptacéo
proposta para producdo de nanoparticulas lipidicas através da técnica de
fusdo/dupla emulsdo é apropriada para encapsulacdo de compostos
hidrofilicos. A encapsulacdo de compostos hidrofilicos foi avaliada
através da encapsulacdo simultanea de dois marcadores fluorescentes: um
hidrofilico (SR 101, vermelho) e outro hidrofébico (6-coumarin, verde).
As imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia estdo apresentadas
na Figura 53. Para fins de controle, foram preparadas nanoparticulas sem
marcador e com ambos 0s corantes encapsulados separadamente, e
nenhuma interferéncia nas analises foi observada. Todos os experimentos
foram realizados em triplicata utilizando a formulago F6 da Tabela 10.
A Figura 53 mostra as mesmas particulas sob efeito de diferentes filtros:
o vermelho, para o corante fluorescente hidrofilico SR 101, e o verde,
para o corante fluorescente lipofilico 6-coumarin. Pode-se observar que
as nanoparticulas que brilham em verde na primeira imagem, também
brilham em vermelho na segunda, indicando que houve a encapsulacdo
do corante hidrofilico.
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Devido a baixa magnificacdo alcancada pelo microscopio
(aumento de 100x), apenas ficaram visiveis as maiores particulas, com
Dp > 1 um. As particulas menores, nanométricas, apenas tornam-se
visiveis através da manipulacdo das imagens (com auxilio de um
software) através do aumento da magnificacdo e do contraste (imagens
em detalhe). Contudo, isto acaba resultando na saturacdo do vermelho,
prejudicando a qualidade da imagem.

Figura 53 - Imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia de
nanoparticulas lipidicas preparadas com a incorporagdo simultanea do marcador
hidrofilico (SR-101) e lipofilico (6-coumarin). Na ordem: microscopia com
fluorescéncia filtro verde e com fluorescéncia filtro vermelho.
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(Fonte: produgéo do autor)

Durante as andlises de microscopia foi observada a degradagéo
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(perda de fluorescéncia) do corante hidrofilico livre (ndo encapsulado)
com a incidéncia do feixe de luz com o decorrer do tempo. Contudo, o
mesmo comportamento ndo foi observado na fragdo do corante
encapsulado nas particulas (Figura 54) com a mesma intensidade,
sugerindo que a matriz lipidica atuou de forma protetora sobre as
moléculas do corante. Estes resultados também indicam que o marcador
fluorescente se encontra predominantemente encapsulado nas particulas
lipidicas e ndo apenas adsorvido a sua superficie.

Figura 54 - Efeito da degradacdo do marcador hidrofilico com o feixe de
luz com o passar tempo.

(Fonte: produg&o do autor)

A eficiéncia de encapsulagdo dos corantes SR 101 e 6-coumarin em
nanoparticulas lipidicas de acido estearico e acido estearico/crodamol
(50/50%) foi também avaliada quantitativamente por espectrofotometria
de UV-Vis (Tabela 13). Nas NLS preparadas com &cido esteérico, SR-
101 foi encapsulado com 63% de eficiéncia. Por outro lado, ao contrario
do que seria esperado, quando uma mistura de &cido estearico e crodamol
foi utilizada, a eficiéncia de encapsulag¢do diminuiu para 28%, o que pode
ser atribuido a uma maior perda de corante hidréfilo para a fase aquosa
externa, uma vez que uma matriz lipidica mais “macia” foi utilizada. O
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corante 6-coumarin também foi incorporado com elevada eficiéncia de
encapsulacdo (95%), mostrando que a técnica de dupla emulsdo é
adequada para a encapsulagdo de ambos os compostos hidrofilicos e
hidrofdbicos. N&o foi possivel determinar a eficiéncia de encapsulacéo
por espectroscopia UV-Vis quando ambos o0s corantes foram
simultaneamente encapsulados devido a interferéncia na absorbancia dos
dois corantes.

Tabela 13 - Eficiéncia de encapsulacdo dos corantes SR 101 e 6-Coumarin em
nanoparticulas lipidicas.

Amostra Corante EE (%)
NP-Acido estearico SR-101 63
NP-Acido estearico+crodamol (50/50) SR-101 28
NP-Acido estearico+crodamol (50/50) Coumarin-6 95

5.3 CONCLUSOES

Nanoparticulas lipidicas sélidas de acido estearico biocompativeis
e biodegradaveis com diametro médio variando entre 270 e 550 nm foram
preparadas através da técnica de fusdo/dupla emulsdo sem o uso de
solventes organicos. O tamanho médio de particula e a dispersao foram
influenciados, principalmente, pela quantidade de lipidio e surfactante
utilizados. As dispersdes com as menores particulas (277 nm) foram
obtidas quando uma mistura dos surfactantes lecitina e Tween 80 foi
utilizada. Esta combinacéo resultou, também, em miniemulsdes bastante
estaveis, as quais ndo apresentaram aumento significativo do tamanho de
particula, agregacgdo ou sedimentagdo ao longo de 60 dias de estocagem.
A adaptacdo da técnica utilizada, que foi previamente proposta para
preparacdo de microparticulas lipidicas solidas, mostrou-se bastante
eficaz para encapsulacéo de ambos compostos hidrofilicos e hidrofobicos,
com eficiéncia de encapsulacdo maior do que 60% e 95% para 0s
compostos hidréfilos e hidréfobos, respectivamente. A cristalizacdo do
acido estedrico foi parcialmente inibida através da adi¢do de crodamol na
preparacdo de nanoparticulas lipidicas blenda de &cido esteérico/
crodamol. No entanto, a adi¢do de crodamol resultou numa concomitante
reducdo da eficiéncia de encapsulacdo do composto hidrofilico. As
nanoparticulas desenvolvidas neste trabalho apresentam um elevado
potencial de aplicagdo como sistemas carreadores de compostos
hidrofilicos e hidrofdbicos nas areas farmacéutica e de alimentos.



CAPITULO VI

6 CONCLUSOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Neste trabalho, foram apresentados sistemas nanoparticulados
carreadores de farmaco promissores para liberacdo prolongada. Os
resultados aqui discutidos, os quais foram divididos em trés capitulos
independentes, envolvem a sintese de novos polimeros derivados de
L-lisina e L-acido glutdmico, aminodcidos essenciais e ndo-essenciais
produzidos a partir de fontes renovaveis, respectivamente, bem como o
desenvolvimento de nanoparticulas lipidicas solidas através de uma
adaptacdo da técnica de dupla emulsdo que dispensa a utilizacdo de
solventes organicos.

Ainda pouco explorados, os polimeros a base de aminoacidos
mostram-se bastante versateis e atrativos para uma variedade de
aplicacbes na é&rea biomédica e farmacéutica em virtude da sua
biocompatibilidade e degradabilidade intrinsecas. O polimero derivado de
L-lisina (poli(bisacrilamida-L-lisina-co-fenil-fosfodiéster)), sintetizado
via ALTMET, é amorfo, macio e de aspecto pegajoso a temperatura
ambiente. Dependendo das condi¢Bes reacionais, polimeros de massa
molar variando entre 2600 a 18000 g/gmol podem ser obtidos. De carater
hidrofdbico, este polimero é indicado principalmente para a encapsulacéo
de compostos hidrofébicos. As nanoparticulas de poli(bisacrilamida-L-
lisina-co-fenil-fosfodiéster) (50 — 80 nm) foram eficientemente
carregadas com rifampicina (farmaco hidrofdbico), as quais apresentaram
eficiéncia de encapsulacdo superior a 94% e teor de farmaco de até 50%
em base massica. S8o sugeridos, como trabalhos futuros, que os
mecanismos de liberagdo do farmaco sejam avaliados. A
biocompatibilidade e degradabilidade do polimero e das nanoparticulas
também devem ser investigadas.

Os polimeros derivados de L-4cido glutdmico (poli(acrilamida- L-
acido glutamico)), por outro lado, sdo hidrofilicos. As reacfes de
polimerizacdo por radicais livres do mondmero N-acrilamida-L-acido
glutdmico levam a formacdo de hidrogéis fisicamente reticulados por
ligacbes de hidrogénio. Dependendo das condigBes reacionais, no
entanto, polimeros completamente hidrossollveis podem também ser
obtidos. Adicionalmente, hidrogéis quimicamente reticulados podem ser
obtidos a partir da copolimerizagdo dos mondmeros N-acrilamida-L-acido
glutdmico e N ,N'-metilenobis(acrilamida). Em virtude do carater
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hidrofilico, os hidrogéis sdo indicados principalmente para a
encapsulacdo de compostos hidrofilicos. Nanogéis de poli(acrilamida- L-
acido glutamico) (270 — 370 nm), os quais se mostraram biocompativeis
na presenca de células HeLa e L929, apresentaram grande capacidade de
encapsulacdo de doxorrubicina. Eficiéncia de encapsulacdo superior a
80% e teor de farmaco de até 4%, em base massica, foram obtidos. Sao
sugeridos, como trabalhos futuros, a encapsulacdo de farmacos
hidrofilicos pos-sintese dos nanogéis (por mecanismos de adsor¢do), bem
como a avaliacdo da liberacdo do farmaco in vitro sob diferentes
condicdes de pH. A degradabilidade do polimero e das nanoparticulas
também deve ser investigada.

As nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS), por sua vez, sao
geralmente atoxicas e biodegradaveis, uma vez que sdo,
preferencialmente, preparadas por lipidios naturais de origem animal ou
vegetal. A adaptacdo da técnica de fusdo/dupla emulsdo livre de solventes
organicos proposta mostrou-se bastante eficiente na preparacdo de
particulas de tamanho submicrométrico. Observou-se que o tamanho das
nanoparticulas pode ser facilmente controlado através da concentracéo e
tipo de surfactante e lipidio. As NLS desenvolvidas neste trabalho
apresentam potencial aplicabilidade para encapsulacdo simultanea de
farmacos hidrofilicos e hidrofébicos, tendo sido obtida eficiéncia de
encapsula¢do maior do que 60% e 95% para os compostos hidrofilos e
hidréfobos, respectivamente. Para trabalhos futuros, é sugerido investigar
se a técnica de fusdo/dupla emulsdo pode ser estendida a outros sistemas
de NLS (diferentes lipidios e farmacos). E também necessario entender o
mecanismo de liberacdo de farmaco e a toxicidade do sistema.
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APENDICE — Espectros RMN das Rea¢6es ALTMET

Figura Al: Espectro *C-RMN (700 MHz) do copopolimero poli(bisacrilamida-
L-lisina-co-fenil-fosfodiéster) em THF-gg.
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Figura A2: Espectro HSQC-RMN (700 MHz) do copopolimero
poli(bisacrilamida-L-lisina-co-fenil-fosfodiéster) em THF-gs.
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Figura A3: Espectro NOESY-RMN (700 MHz) do copopolimero
poli(bisacrilamida-L-lisina-co-fenil-fosfodiéster) em THF-gs.

T

ST T T T T I T T T O T IO T I T T T T

AR RN R R RN R R R R R RN A RR N R RARE

6 5 4 3 2
F2 Chemical Shift (ppm)

(Fonte: producéo do autor)

- |

o

F1 Chemical Shift (ppm)

157




 
 
    
   HistoryItem_V1
   AddNumbers
        
     Range: From page 25 to page 153; only odd numbered pages
     Font: Times-Roman 9.5 point
     Origin: top right
     Offset: horizontal 42.52 points, vertical 28.35 points
     Prefix text: ''
     Suffix text: ''
     Use registration colour: no
      

        
     1
     1
     
     TR
     
     1
     27
     TR
     1
     0
     494
     126
     0
     1
     qi3alphabase[QI 3.0/QHI 3.0 alpha]
     9.5000
            
                
         Odd
         25
         SubDoc
         153
              

       CurrentAVDoc
          

     [Doc:NumPages]
     42.5197
     28.3465
      

        
     QITE_QuiteImposingPlus3
     Quite Imposing Plus 3.0j
     Quite Imposing Plus 3
     1
      

        
     26
     157
     152
     65
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: From page 1 to page 157
      

        
     1
     494
     240
            
                
         1
         SubDoc
         157
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus3
     Quite Imposing Plus 3.0j
     Quite Imposing Plus 3
     1
      

        
     26
     157
     156
     157
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   AddNumbers
        
     Range: From page 25 to page 153; only odd numbered pages
     Font: Times-Roman 9.5 point
     Origin: top right
     Offset: horizontal 42.52 points, vertical 28.35 points
     Prefix text: ''
     Suffix text: ''
     Use registration colour: no
      

        
     1
     1
     
     TR
     
     1
     25
     TR
     1
     0
     494
     126
     0
     1
     qi3alphabase[QI 3.0/QHI 3.0 alpha]
     9.5000
            
                
         Odd
         25
         SubDoc
         153
              

       CurrentAVDoc
          

     [Doc:NumPages]
     42.5197
     28.3465
      

        
     QITE_QuiteImposingPlus3
     Quite Imposing Plus 3.0j
     Quite Imposing Plus 3
     1
      

        
     26
     157
     152
     65
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   AddNumbers
        
     Range: From page 25 to page 153; only even numbered pages
     Font: Times-Roman 9.5 point
     Origin: top left
     Offset: horizontal 42.52 points, vertical 28.35 points
     Prefix text: ''
     Suffix text: ''
     Use registration colour: no
      

        
     1
     1
     
     TL
     
     1
     25
     TR
     1
     0
     494
     126
     0
     1
     qi3alphabase[QI 3.0/QHI 3.0 alpha]
     9.5000
            
                
         Even
         25
         SubDoc
         153
              

       CurrentAVDoc
          

     [Doc:NumPages]
     42.5197
     28.3465
      

        
     QITE_QuiteImposingPlus3
     Quite Imposing Plus 3.0j
     Quite Imposing Plus 3
     1
      

        
     27
     157
     151
     64
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     494
     240
            
                
         1
         CurrentPage
         157
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus3
     Quite Imposing Plus 3.0j
     Quite Imposing Plus 3
     1
      

        
     24
     157
     24
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     494
     240
            
                
         1
         CurrentPage
         157
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus3
     Quite Imposing Plus 3.0j
     Quite Imposing Plus 3
     1
      

        
     25
     157
     25
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     494
     240
            
                
         1
         CurrentPage
         157
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus3
     Quite Imposing Plus 3.0j
     Quite Imposing Plus 3
     1
      

        
     26
     157
     26
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     494
     240
            
                
         1
         CurrentPage
         157
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus3
     Quite Imposing Plus 3.0j
     Quite Imposing Plus 3
     1
      

        
     30
     157
     30
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     494
     240
            
                
         1
         CurrentPage
         157
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus3
     Quite Imposing Plus 3.0j
     Quite Imposing Plus 3
     1
      

        
     55
     157
     55
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     494
     240
            
                
         1
         CurrentPage
         157
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus3
     Quite Imposing Plus 3.0j
     Quite Imposing Plus 3
     1
      

        
     56
     157
     56
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     494
     240
            
                
         1
         CurrentPage
         157
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus3
     Quite Imposing Plus 3.0j
     Quite Imposing Plus 3
     1
      

        
     81
     157
     81
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     494
     240
            
                
         1
         CurrentPage
         157
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus3
     Quite Imposing Plus 3.0j
     Quite Imposing Plus 3
     1
      

        
     82
     157
     82
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     494
     240
            
                
         1
         CurrentPage
         157
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus3
     Quite Imposing Plus 3.0j
     Quite Imposing Plus 3
     1
      

        
     112
     157
     112
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     494
     240
            
                
         1
         CurrentPage
         157
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus3
     Quite Imposing Plus 3.0j
     Quite Imposing Plus 3
     1
      

        
     136
     157
     136
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     494
     240
            
                
         1
         CurrentPage
         157
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus3
     Quite Imposing Plus 3.0j
     Quite Imposing Plus 3
     1
      

        
     138
     157
     138
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: From page 1 to page 157
      

        
     1
     494
     240
            
                
         1
         SubDoc
         157
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus3
     Quite Imposing Plus 3.0j
     Quite Imposing Plus 3
     1
      

        
     152
     157
     156
     157
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   AddNumbers
        
     Range: From page 27 to page 157; only odd numbered pages
     Font: Times-Roman 9.5 point
     Origin: top right
     Offset: horizontal 42.52 points, vertical 28.35 points
     Prefix text: ''
     Suffix text: ''
     Use registration colour: no
      

        
     1
     1
     
     TR
     
     1
     25
     TR
     1
     0
     494
     126
     0
     1
     qi3alphabase[QI 3.0/QHI 3.0 alpha]
     9.5000
            
                
         Odd
         27
         SubDoc
         157
              

       CurrentAVDoc
          

     [Doc:NumPages]
     42.5197
     28.3465
      

        
     QITE_QuiteImposingPlus3
     Quite Imposing Plus 3.0j
     Quite Imposing Plus 3
     1
      

        
     26
     157
     156
     66
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: From page 1 to page 157
      

        
     1
     494
     240
            
                
         1
         SubDoc
         157
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus3
     Quite Imposing Plus 3.0j
     Quite Imposing Plus 3
     1
      

        
     26
     157
     156
     157
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   AddNumbers
        
     Range: From page 25 to page 157; only odd numbered pages
     Font: Times-Roman 9.5 point
     Origin: top right
     Offset: horizontal 42.52 points, vertical 28.35 points
     Prefix text: ''
     Suffix text: ''
     Use registration colour: no
      

        
     1
     1
     
     TR
     
     1
     25
     TR
     1
     0
     494
     126
     0
     1
     qi3alphabase[QI 3.0/QHI 3.0 alpha]
     9.5000
            
                
         Odd
         25
         SubDoc
         157
              

       CurrentAVDoc
          

     [Doc:NumPages]
     42.5197
     28.3465
      

        
     QITE_QuiteImposingPlus3
     Quite Imposing Plus 3.0j
     Quite Imposing Plus 3
     1
      

        
     26
     157
     156
     67
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   AddNumbers
        
     Range: From page 25 to page 157; only even numbered pages
     Font: Times-Roman 9.5 point
     Origin: top left
     Offset: horizontal 42.52 points, vertical 28.35 points
     Prefix text: ''
     Suffix text: ''
     Use registration colour: no
      

        
     1
     1
     
     TL
     
     1
     25
     TR
     1
     0
     494
     126
     0
     1
     qi3alphabase[QI 3.0/QHI 3.0 alpha]
     9.5000
            
                
         Even
         25
         SubDoc
         157
              

       CurrentAVDoc
          

     [Doc:NumPages]
     42.5197
     28.3465
      

        
     QITE_QuiteImposingPlus3
     Quite Imposing Plus 3.0j
     Quite Imposing Plus 3
     1
      

        
     27
     157
     155
     66
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     494
     240
            
                
         1
         CurrentPage
         157
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus3
     Quite Imposing Plus 3.0j
     Quite Imposing Plus 3
     1
      

        
     24
     157
     24
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     494
     240
            
                
         1
         CurrentPage
         157
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus3
     Quite Imposing Plus 3.0j
     Quite Imposing Plus 3
     1
      

        
     25
     157
     25
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     494
     240
            
                
         1
         CurrentPage
         157
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus3
     Quite Imposing Plus 3.0j
     Quite Imposing Plus 3
     1
      

        
     26
     157
     26
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     494
     240
            
                
         1
         CurrentPage
         157
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus3
     Quite Imposing Plus 3.0j
     Quite Imposing Plus 3
     1
      

        
     30
     157
     30
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     494
     240
            
                
         1
         CurrentPage
         157
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus3
     Quite Imposing Plus 3.0j
     Quite Imposing Plus 3
     1
      

        
     55
     157
     55
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     494
     240
            
                
         1
         CurrentPage
         157
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus3
     Quite Imposing Plus 3.0j
     Quite Imposing Plus 3
     1
      

        
     56
     157
     56
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     494
     240
            
                
         1
         CurrentPage
         157
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus3
     Quite Imposing Plus 3.0j
     Quite Imposing Plus 3
     1
      

        
     81
     157
     81
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     494
     240
            
                
         1
         CurrentPage
         157
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus3
     Quite Imposing Plus 3.0j
     Quite Imposing Plus 3
     1
      

        
     82
     157
     82
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     494
     240
            
                
         1
         CurrentPage
         157
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus3
     Quite Imposing Plus 3.0j
     Quite Imposing Plus 3
     1
      

        
     112
     157
     112
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     494
     240
            
                
         1
         CurrentPage
         157
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus3
     Quite Imposing Plus 3.0j
     Quite Imposing Plus 3
     1
      

        
     136
     157
     136
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     494
     240
            
                
         1
         CurrentPage
         157
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus3
     Quite Imposing Plus 3.0j
     Quite Imposing Plus 3
     1
      

        
     138
     157
     138
     1
      

   1
  

    
   HistoryItem_V1
   DelPageNumbers
        
     Range: current page
      

        
     1
     494
     240
    
            
                
         1
         CurrentPage
         157
              

       CurrentAVDoc
          

      

        
     QITE_QuiteImposingPlus3
     Quite Imposing Plus 3.0j
     Quite Imposing Plus 3
     1
      

        
     153
     157
     153
     1
      

   1
  

 HistoryList_V1
 qi2base



