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RESUMO

Este trabalho descreve o comportamento de auto-associagdo em
solucdo de um copolimero hibrido dibloco, investigando o efeito do
solvente nas propriedades morfoldgicas e a aplicabilidade como modelo
na preparacdo de nanoestruturas porosas. O copolimero foi obtido a
partir da acoplagem da maltoheptaose (bloco natural) ao poli(metacrilato
de metila) (bloco sintético), sendo sua auto-associagdo investigada em
dgua e acetona. Técnicas de espectroscopia, microscopia, ressonancia
magnética e espalhamento de luz foram empregues na caracterizaciao
morfolégica e dimensional dos sistemas nanoparticulados. Em dgua, a
auto-associa¢do do copolimero maltoheptaose-bloco-poli(metacrilato de
metila) (MH-b-PMMA) leva a formacgdo de large compound micelles
(LCMs) esféricas com valores de raio hidrodinamico (Ry) entre 14-21
nm para o copolimero MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) e 16-23 nm para o
copolimero MH(1.2k)-6-PMMA(4.8k) dependendo das condigdes de
velocidade de agitagdo e concentragdo do copolimero. Em acetona, o
copolimero se auto-associa em micelas esféricas do tipo reversa com
valores de Ry entre 5-8 nm para o copolimero MH(1.2k)-b-
PMMA(2.4k) e de ca. 5 nm para MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k). Para ambos
os solventes, houve também a formacao de agregados micelares.

A habilidade dos sistemas nanoparticulados obtidos a partir da
auto-associacdo dos copolimeros MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) e
MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) em inverter sua estrutura conformacional em
resposta a mudanca na polaridade do solvente foi confirmada pelas
técnicas de RMN de 'H, DLS e 4ngulo de contato. Logo, a adi¢do de um
excesso de dgua a solugdo de acetona leva a uma inversdo
conformacional de micelas do tipo reversa para LCMs. Esta inversdo
conformacional foi ainda confirmada por espectroscopia de
fluorescéncia mediante a encapsulacdo e transferéncia numa interface
polar/apolar do corante vermelho do Nilo (corante hidrofébico).

A preparacdo de nanoestruturas porosas usando LCMs reticuladas
como modelo foi investigada pelas técnicas de espalhamento de luz, de
microscopia eletrOnica e ressondncia magnética. Usando um protocolo
de nanoprecipitacdo, micelas (Ry de ca. 10 nm) e agregados micelares
(Ry de ca. 64 nm) foram obtidas a partir da auto-associacdo do
copolimero MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k). A reticulacdo dos segmentos de
maltoheptaose presentes na corona micelar usando DVS como agente
reticulante foi confirmada por espectroscopia de infravermelho. Esta
estratégia visou fornecer as LCMs o suporte estrutural necessdrio para
evitar sua ruptura apds a remog¢do dos segmentos de PMMA presentes



no niicleo micelar via fotodegradacdo por exposicdo a radiacdo
ultravioleta (A = 254 nm).

A capacidade do copolimero em se auto-associar em meio aquoso
e organico, invertendo sua estrutura mediante mudanca na polaridade do
meio, aliada a aplicabilidade como modelo na preparacdo de
nanoestruturas porosas faz do mesmo um candidato em potencial frente
a sua aplica¢do na elaboracdo de sistemas de liberagdo direcionada de
farmaco, de biossensores, entre outros.

Palavras-chave: Auto-associagio; copolimero hibrido dibloco; micelas.



ABSTRACT

This study describes the state-solution self-assembly behavior of
a hybrid diblock copolymer aiming to investigate the solvent effect upon
the morphological properties and also the applicability as template for
the preparation of porous nanostructures. The copolymer was obtained
from to the click of maltoheptaose (natural block) to poly(methyl
methacrylate) (synthetic block), which their self-assembly was
investigated in water and acetone. Light scattering, microscopy,
spectroscopy and magnetic resonance techniques were used to
characterize nanoparticle structure. In water, maltoheptaose-block-
poly(methyl methacrylate) (MH-b-PMMA,) self-assemble into spherical
large compound micelles (LCMs) with hydrodynamic radii values (Ry-
values) around 14-21 nm for the MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) and 16-23
nm for the MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k). The Ry-values were dependent
on the stirring speed and also of the copolymer concentration. In
acetone, the copolymer self-assemble into spherical reverse micelle-type
with Ryg-values around 5-8 nm for the MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) and
ca. 5 nm nm for the MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k). Both solvents showed
the presence of micellar aggregates.

The ability of the glyco-nanoparticles obtained from the
MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) and MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) self-assembly
in change their conformational structure in response to changes in the
solvent polarity was determined by 'H NMR, DLS and water contact
angle. The addition of excess water to the acetone copolymer solution
leads to a conformational inversion of the reverse micelle-type to LCMs.
This conformational inversion of the glyco-nanoparticles was further
confirmed by encapsulation and release in a polar-apolar interface of
hydrophobic guest molecule, Nile red, characterized by fluorescence
spectroscopy.

The preparation of hollow nanoparticles using cross-linked LCMs
as template was also investigated by DLS, SLS, MEV, TEM and 'H
NMR. Using a nanoprecipitation protocol, micelles (Ry ca. 10 nm) and
micellar aggregates (ca. 64 nm) were obtained from the MH(1.2k)-b-
PMMA(4.8k) self-assembly. The infrared spectroscopy was used to
confirm that the maltoheptaose segments present in the micelar corona
were crosslinked with DVS (crosslinker). This approach aimed to give
to the LCMs the structural support needed to avoid their rupture after
removing the PMMA segments from their core by photodegradation
under ultraviolet radiation (A = 254 nm).



The copolymer ability to self-assembly in aqueous and organic
media changing their structure in response to changing in the media
polarity combined with their applicability as template for the fabrication
of porous nanostructures makes it a potential candidate for the
development of triggered-release nanoparticles, biosensors, among
others.

Keywords: Self-assembly; hybrid diblock copolymer; micelles.
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CAPITULO 1. INTRODUCAO E OBJETIVOS

Copolimeros anfifilicos em bloco — moléculas que apresentam em
sua estrutura ao menos um segmento solvofilico e um solvofébico
ligados entre si covalentemente — sdo capazes de se auto-associar em
solucdo, no sentido da orientagdo em dire¢do ao solvente do segmento
solvofilico e em direcdo ao niicleo da particula do segmento solvofébico
(GROSCHEL; MULLER, 2015). Logo, o processo de auto-associagio
em solucdo permite a formacdo espontidnea de diferentes sistemas
micro- ou nanoparticulados que incluem, mas ndo se limitam a, micelas
esféricas e cilindricas, vesiculas e bicamadas (MAI; EISENBERG,
2012)

Particularmente, hd uma grande atengio voltada ao planejamento e
a sintese de novos copolimeros anfifilicos em bloco, uma vez que as
caracteristicas de cada bloco podem ser variadas de forma independente
(KUMARI et al, 2015). Desta forma, uma ampla gama de
possibilidades quanto a variagdo na composi¢do quimica, na massa
molecular, no nimero, sequéncia e no tamanho relativo dos blocos
podem ser acessadas (SMART et al., 2008; VENKATARAMAN et al.,
2011). Esta infinidade de possibilidades na etapa de planejamento e
sintese de copolimeros em bloco tem fomentado a aplica¢do destes nas
mais diversas dreas, especialmente nas dreas médica e farmacéutica
(HEIN; LIU; WANG, 2008).

E, mesmo sabendo que a sintese do primeiro copolimero data
meados dos anos 50 (JATZKEWITZ, 1954), somente nas ultimas trés
décadas é que a popularizagdo do uso destes nas dreas médica e
farmacéutica deu-se de forma efetiva (LEE; YUN; PARK, 2015). Estas
dreas, por sua vez, vém primando pelo desenvolvimento de sistemas
nanoparticulados que mimetizem estruturas celulares (MAGNANI;
ERNST, 2009) e sistemas responsivos que tém sua estrutura alterada
mediante exposic¢do a estimulos externos (LI et al., 2014).

O desenvolvimento de sistemas nanoparticulados miméticos tornou-
se, hodiernamente, uma realidade factivel diante da possibilidade de
sintese de copolimeros anfifilicos hibridos i.e., copolimeros que
apresentam ao menos um bloco composto por um polimero sintético
acoplado a um bloco composto por um polimero natural (OTSUKA et
al., 2010). Logo, a auto-associacdo destes em dgua leva a formacao de
sistemas micro- ou nanoparticulados cuja parte externa é composta pelo
bloco de polimero natural, enquanto que sua parte interna € composta
pelo bloco sintético (DONG, 2011). A presenca do bloco natural na
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parte externa desses sistemas nanoparticulados permite que o mesmo
mimetize a superficie celular, haja visto que todas as células humanas
sdo recobertas por uma camada de carboidratos cuja fungdo estd atrelada
ao bioreconhecimento celular (ERNST; MAGNANI, 2009).

As dreas médica e farmacéutica experimentam igualmente um
rapido progresso quanto ao desenvolvimento de sistemas
nanoparticulados responsivos, i.e., sistemas cuja estrutura varia em
resposta a estimulos externos que incluem, variacdo no pH (HOUGA et
al., 2009), temperatura (OTSUKA et al., 2012) e solvente (HEVUS et
al., 2012). Com efeito, o controle sobre a auto-associa¢ao/dissociacio
do copolimero via estimulo externo reflete diretamente na eficiéncia de
encapsulacdo e no comportamento de liberagio do agente ativo
(SAVOIL ZHU, 2015).

Em consonincia com o supracitado, este trabalho de tese trata da
preparacgdo de sistemas nanoparticulados a partir da auto-associagdo em
dgua e acetona de um copolimero hibrido dibloco — maltoheptaose-
bloco-poli(metacrilato de metila). Assim, a primeira etapa deste trabalho
visou avaliar o efeito (1) dos pardmetros moleculares (razdo do bloco
hidrofébico/hidrofilico) e (2) de soluc¢do (concentragdo do copolimero e
velocidade de agitacdo) sobre as caracteristicas estruturais e
dimensionais dos sistemas nanoparticulados obtidos a partir da diluicao
direta em dgua e acetona do copolimero em questdo. Ainda, dando
seguimento a esta etapa, foi avaliado a capacidade dos sistemas
nanoparticulados em (3) encapsular um corante hidrofébico e (4) libers-
lo numa interface polar/apolar devido a inversdo estrutural decorrente da
mudanga na polaridade do meio.

A segunda etapa deste trabalho teve por intento investigar a uso dos
sistemas nanoparticulados como modelo para a obtengdo de sistemas
porosos através da exposicdo destes a radiagdo ultravioleta. Assim,
inicialmente, sistemas nanoparticulados foram obtidos pela (5) auto-
associacdo do copolimero — maltoheptaose-bloco-poli(metacrilato de
metila) — em d4gua via nanoprecipitacdo. Em seguida, a corona
(composta por segmentos de maltoheptaose) dos sistemas
nanoparticulados obtidos foi (6) reticulada usando divinil sulfona como
agente reticulante, e entdo fez-se a (7) remocdo do niicleo via
fotodegradacao.

1.1 OBJETIVOS
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1.1.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho de tese tange a preparacdo e

caracterizac@o de sistemas nanoparticulados obtidos via auto-associagido
de um copolimero hibrido dibloco em dgua e acetona, investigando a
capacidade destes em encapsular substincias hidrofébicas, alterar sua
estrutura em resposta 2 mudanga da polaridade do meio e atuar como
modelo na obtencao de sistemas nanoparticulados porosos.

1.1.2 Objetivos Especificos

v

investigar o comportamento de auto-associacdo do copolimero
maltoheptaose-bloco-poli(metil metacrilato) via dilui¢do direta
em dgua e acetona;

avaliar os efeitos dos parametros moleculares e de solugdo
sobre as caracterfsticas estruturais e dimensionais dos sistemas
nanoparticulados;

analisar a capacidade de encapsulacio de um corante
hidrofébico aos sistemas nanoparticulados obtidos via
nanoprecipitacido e averiguar a liberacdo deste numa interface
polar/apolar devido a mudanca estrutural do sistema
nanoparticulado;

investigar a possibilidade de aplicacdo de LCMs reticuladas
como modelos na obtencdo de sistemas nanoparticulados
porosos via fotodegradagdo do nicleo por exposi¢do a radiagdo
ultravioleta;
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CAPITULO 2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 NANOTECNOLOGIA

As bases conceituais da nanotecnologia foram apresentadas pela
primeira vez em 1959, pelo fisico Richard Feynman em sua palestra
“Hd muito espaco na parte inferior”. No entanto, o termo
nanotecnologia foi citado pela primeira vez apenas em 1974 no trabalho
conduzido por Norio Taniguchi e colaboradores, fazendo uso deste para
descrever a capacidade de se projetar materiais em niveis nanométricos
(SAHOO; PARVEEN; PANDA, 2007).

Desde entdo, visto a pluralidade de dreas que fazem uso dos
conceitos relativos a nanotecnologia, tem-se buscado dos pesquisadores
conhecimentos multidisciplinares baseados principalmente em quimica,
fisica, biologia e ciéncias de materiais. Esta multidisciplinaridade visa
estender a capacidade humana em manipular a matéria até os limites
atdmicos, e aplicd-las na solucdo de problemas tecnolégicos assim como
no aprimoramento de outras tecnologias (MANGEMATIN; WALSH,
2012).

Tal multidisciplinaridade envolta na drea de nanotecnologia pode
ser facilmente traduzida em ndmeros. Assim, considerando a base de
dados Scopus, até o corrente ano de 2015 foram publicados mais de 100
mil artigos na qual “nanotechnology” consta como palavra-chave. Deste
total, aproximadamente V4 estdo vinculados a 4drea temdtica de quimica e,
embora a abordagem de conceitos referentes a nanotecnologia ndo
ultrapasse mais que meio século, o estudo e aplicacdo de nanomateriais
em diferentes 4reas t€m sido notdria.

Este expressivo crescimento no nimero de estudos abordando o
desenvolvimento de sistemas nanoparticulados aplicdveis em diferentes
dreas € resultado, em parte, das propriedades Unicas associadas ao
tamanho nanométrico — um bilionésimo de metro (ARIVALAGAN et
al., 2011). Aspectos como, fracdo de dtomos na superficie e efeito de
confinamento quantico estdo diretamente relacionados a maior
reatividade superficial, assim como as variagGes nas propriedades Gticas,
eletronicas e magnéticas de sistemas nanoparticulados (CHAU; WU;
YEN, 2007; SAVOLAINEN et al, 2010). Esta dependéncia das
propriedades frente & miniaturizacdo do material é percebida nos trés
grandes grupos de materiais, i.e. metal, cerimica e polimero.

No entanto, a se basear no nimero de publicagdes e nos produtos
comerciais disponiveis, € indubitdvel que dentre os trés grandes grupos
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de materiais, os materiais poliméricos foram os que mostraram maior
avango no processo de miniaturizagdo ao longo desse quase meio século.
Razdes que respaldem este cendrio s@o indmeras, considerando que as
diferentes estratégias de sintese macromolecular acabaram por oferecer
uma diversidade quase infinita de polimeros em termos de composi¢do
quimica, distribuicdo desta composi¢do e massa molar (ELSABAHY;
WOOLEY, 2012; NICOLAS et al., 2013), tornando possivel inclusive a
funcionaliza¢@o destes com peptideos (XIANG et al., 2014) e farmacos
(LIANG; KIICK, 2014). Tal conjuntura, conforme visto na Figura 1,
teve um efeito direto nos avancos relacionados a pesquisa e
aplicabilidade de polimeros em produtos médicos e farmacéuticos.

N

Figura 1. Linha do tempo mostrando os avancos relativos a pesquisa e
comercializag@o de sistemas nanoparticulados nos tdltimos 50 anos.

Conjugados
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P°“mé"i‘asl Dendrimeros
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Proteina e Polimero conjugado
Adagen®

Lipossoma Nanoparticulas a base de
Doxil® albumina
Abraxane®

PRODUTOS COMERCIAIS
Fonte: Autora (2015)

A miniaturizagdo de sistemas poliméricos na drea farmacéutica
tém sido especialmente vantajosa ante ao uso destes como sistemas
nanocarreadores de agentes ativos, i.e., fdrmacos, aromatizantes,
extratos e dleos obtidos a partir de droga vegetal, etc. Tal conjuntura se
deve a capacidade desses sistemas em encapsular, favorecer a
internalizagdo celular, e possibilitar o direcionamento e a modula¢do da
liberagdo desses agentes ativos (HE et al, 2010). Além disso, a
aplicagdo de sistemas nanoparticulados poliméricos como sistemas
nanocarreadores permite a dissolugdo em meio aquoso de agentes ativos
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hidrofébicos — que muitas vezes t€m seu uso terapéutico limitado devido
a sua baixa solubilidade aquosa — conferindo-lhe maior estabilidade
frente a degradacdo por fatores externos (luz, umidade e calor) e
internos (enzimas e microrganismos) (GUPTA et al., 2010; KUMARI;
YADAV; YADAYV, 2010).

Vale a ressalva de que a aplicacdo de sistemas nanoparticulados
poliméricos na drea médica e farmacéutica ndo se limita somente a
elaboracdo de sistemas nanocarreadores com liberagdo modulada e/ou
direcionada, uma vez que alguns estudos reportam com sucesso o uso de
sistemas poliméricos miniaturizados no diagndstico por imagem
(MIESZAWSKA et al., 2013), em terapias fotodindmicas (LEE;
KOPELMAN, 2011) e reparacdo celular (KRATZ et al., 2012).

2.2 ASPECTOS GERAIS - SISTEMAS NANOPARTICULADOS
2.2.1 Morfologia dos sistemas nanoparticulados

Sistemas nanoparticulados sdo sistemas coloidais sélidos com
dimensdes entre 1-1000 nm (DEVADASU; BHARDWAJ; KUMAR,
2013), sendo o termo compartilhado para denominar diferentes sistemas
(RAO; GECKELER, 2011) que incluem, porém ndao se limitam a,
nanoparticulas poliméricas (nanocdpsulas e nanoesferas), vesiculas
poliméricas e micelas, estando as diferencas morfoldgica e dimensional
apresentadas na Figura 2.

Figura 2. Exemplos de sistemas nanoparticulados obtidos a partir de
homopolimeros e copolimeros.

Vesicula  Micela Reversa Nanocapsula Nanoesfera
Copolimeros Homopolimeros
POLIMEROS
Fonte: Autora (2015)

A partir de homopolimeros, i.e., macromoléculas formadas pela
repeticdo multipla de grupos de dtomos, obtém-se nanoparticulas
poliméricas, estando o agente ativo fisicamente disperso, dissolvido, ou
quimicamente ligado as cadeias poliméricas. Dependendo do método
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utilizado na preparagdo, tanto nanocdpsulas ou nanoesferas podem ser
obtidas a partir de homopolimeros, tendo por definicdo que:

Nanocdpsulas sdo sistemas nanovesiculares constituidos de um
invélucro polimérico disposto ao redor de um nicleo. O nicleo, que
normalmente é composto por material hidrofébico, atua como um
reservatorio de agentes ativos hidrofébicos (MORA-HUERTAS; FESSI;
ELAISSARI, 2011).

Nanoesferas sdo sistemas matriciais constituidos de uma matriz
polimérica, estando os agentes ativos — que podem ser hidrofilicos ou
hidrofébicos dependendo da natureza da matriz — dissolvidos no interior
da matriz e/ou adsorvidos em sua superficie (VENKATARAMAN et al.,
2011).

A partir de copolimeros, i.e., macromoléculas compostas por
diferentes blocos de unidade monomérica, obtém-se nanoparticulas
copoliméricas com diferentes morfologias, sendo os sistemas micelares
e vesiculares os mais comumente reportados, tendo por definicdo que:

Micelas sdo sistemas caracterizados por uma estrutura do tipo
nidcleo-corona, na qual o nicleo micelar é composto pelos segmentos
solvofébicos (que ndo apresentam afinidade com o meio), enquanto que
a corona é composta pelos segmentos solvofilicos (que apresentam
afinidade com o meio) (KEDAR et al, 2010; NICOLAS et al., 2013).
Neste sentido, a fun¢do primdria da corona micelar € prover a
estabilizacdo do nidcleo micelar. J4 este, normalmente serve como
contéiner para o transporte de substincias com polaridade similar ao
nicleo (MOHD-SETAPAR et al., 2014).

Vesiculas sdo sistemas andlogos as lipossomas, sendo
estruturalmente formados por um nicleo envolto por uma bicamada
composta por copolimeros anfifilicos (CHRISTIAN et al., 2009). Essa
estrutura permite que agentes ativos hidrofilicos sejam encapsulados no
interior da cavidade vesicular (ndcleo), enquanto que os agentes ativos
hidrofébicos sdo incorporados a bicamada polimérica (ADAMS et al.,
2008).

Large compound micelles (LCMs) se caracterizam por possuir
uma estrutura multicompartimental formada a partir do agrupamento de
varias micelas (LIN et al., 2013).

No entanto, estes representam apenas alguns exemplos reportados
de morfologias obtidas a partir da auto-associa¢cdo de copolimeros. Esta
gama de possibilidades morfoldgicas € resultado da racionalizacdo feita
através do controle de pardmetros moleculares e de solugio (DAL BO et
al., 2012; DU et al., 2011; HOUGA et al., 2009).
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2.2.2 Racionalizacdo morfolégica e dimensional: parametros
moleculares

Os parimetros moleculares estdo relacionados a composi¢do
quimica e fracdo em volume de cada bloco que compde o copolimero.

2.2.2.1 Composi¢do quimica

Em meados dos anos 50 do século passado, Jatzkewitz reportou
pela primeira vez a preparagdo de um conjugado homopolimero-firmaco
(JATZKEWITZ, 1954). Entretanto, somente em 1975 foi apresentando
um primeiro conceito quanto ao uso de homopolimeros como sistemas
nanocarreadores, i.e., sistema nanoparticulado utilizado na veiculagdo de
farmacos, sendo este conceito idealizado pelo quimico alemao Helmut
Ringsdorf (RINGSDORF, 1975). Desde entdo, inimeros trabalhos t€m
sido publicados detalhando a preparacdo de sistemas nanocarreadores,
na qual o farmaco estd fisicamente aprisionado ou quimicamente ligado
ao homopolimero. Destes, prepondera os estudos que reportam o uso de
poliésteres devido as suas propriedades de biocompatibilidade,
bioreabsor¢do e biodegradabilidade, destacando-se entre tais o
poli(dcido latico), poli(L- 4cido glicdlico) e policaprolactona, entre
outros (KUMARI; YADAV; YADAYV, 2010).

Igualmente em meados dos anos 50, Szwarc descobre a
polimerizacdo ativa (do inglés, living polymerization), permitindo a
preparacdo de copolimeros em bloco com estrutura bem definida
(SZWARC, 1956). Poucos anos depois, os primeiros trabalhos
abordando a auto-associagdo em solu¢do de copolimeros em bloco
comegaram a ser publicados (KRAUSE, 1964; NEWMAN, 1962).
Desde entdo, com o aperfeicoamento e a democratizagdo dos métodos
reacionais envolvidos na preparagdo de copolimeros em bloco, o nimero
de trabalhos publicados vém aumentando ano apds ano.

Este duradouro interesse quanto a sintese e auto-associa¢do de
copolimeros em bloco deve-se, em parte, a sua abrangente gama de
aplicagdes (RAMANATHAN et al, 2013). Como ji destacado, as
pesquisas nas dreas médica e farmacéutica evoluiram ao passo que o
controle sobre a composi¢do quimica do polimero também evoluiu. Esta
evolugdo pode ser dividida em trés diferentes geracdes. Portanto, a
primeira geragdo de sistemas nanocarreadores se caracteriza por
sistemas nanoparticulados simples, tais como lipossomas — vesiculas
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constituidas de uma ou mais bicamadas fosfolipidicas — ou
nanoparticulas poliméricas, tendo essas muitas vezes sua superficie
modificada a fim de evitar seu reconhecimento pelo sistema fagocitario
mononuclear. Na segunda gerac@o, os nanocarreadores sdo capazes de
sofrerem mudangas estruturais frente a alteracdes na temperatura,
polaridade e pH do meio, sendo assim capazes de direcionar a liberagdo
de farmacos. A terceira geragdo de nanocarreadores, tal qual a segunda,
promove uma libera¢do direcionada dos firmacos. No entanto, estas
interagdes sdo de cardter especifico ocorrendo entre ligantes presentes na
superficie dos nanocarreadores (anticorpos monoclonais, sacarideos,
entre outros) com receptores presentes na superficie das células
(SOHNS; VOICU, 1999).

Os progressos atrelados a racionaliza¢do da composi¢do quimica
de copolimeros, que acabaram por se refletir na morfologia dos sistemas
nanoparticulados obtidos a partir de sua auto-associa¢do, permitiram
ainda um maior controle sobre a biodisponibilidade do fidrmaco, i.e.,
controle na quantidade e velocidade na qual o fdrmaco € absorvido
(SAVJANI; GAJJAR; SAVJANI, 2012). Além disso, tornou possivel a
veiculagdo de moléculas hidrofébicas em meio fisioldgico, sendo esta
caracteristica proeminente considerando que mais de 40% das
substdncias quimicas ensaiadas como firmacos potenciais sdo
hidrofébicas (SHARMA et al., 2009).

A racionaliza¢do quimica de copolimeros e o maior poder de
compreensdo das interacdes que ocorrem entre proteinas celulares e/ou
anticorpos com os nanocarreadores (ERNST; MAGNANI, 2009)
forneceu aos pesquisadores o background necessdrio para que
copolimeros sejam sintetizados baseando-se numa func¢do especifica.
Portanto, diferentes estratégias de sintese vém sendo conduzidas
destacando-se, em particular, as estratégias de sintese de copolimeros
hibridos em bloco, i.e., copolimero composto por um polimero sintético
acoplado covalentemente a um polimero natural.

Tal conjuntura se favorece do fato de (1) todas as células estarem
envoltas por uma fina camada de sacarideos conjugados a lipideos e
proteinas, cuja funcdo estd relacionada principalmente com o
biorreconhecimento celular e da (2) possibilidade de se combinar a
versatilidade dos polimeros sintéticos com as propriedades unicas
apresentadas por polimeros naturais tais como, biocompatibilidade,
biodegradabilidade e biorreconhecimento (SCHATZ;
LECOMMANDOUX, 2010).
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2.2.2.2 Fra¢do em volume dos blocos hidrofilico e hidrofébico

Além da composi¢do quimica, outro pardmetro molecular que
permite a racionalizacdo morfoldgica e dimensional de nanoestruturas
diz respeito a razdo entre o volume do bloco hidrofilico e hidrofébico.
Para tanto, tomando por referéncia os dados apresentados por Disher e
Eisenberg (2002), tem-se como regra geral que, para copolimeros
dibloco, quando o volume do bloco hidrofilico corresponde a menos de
25% do volume total do copolimero espera-se a formagdo de micelas
reversas (segmentos hidrofilicos compondo o nicleo e os segmentos
hidrofébicos a corona). J4 micelas esféricas sdo esperadas a partir da
auto-associacdo de copolimeros cujo bloco hidrofilico corresponde a
mais de 45% do volume total, enquanto que para copolimeros com
volume de bloco hidrofilico entre 25 a 45% sio esperados, a partir da
sua auto-associagdo, a formacao de vesiculas conforme visto na Figura

3.

Figura 3. Regra empirica que relaciona a morfologia esperada a partir da auto-
associagdo de copolimeros com diferentes porcentagens de volume do bloco
hidrofilico (adaptado de DISCHER e AHMED, 2006).

FRAGAO DO BLOCO HIDROFILICO

Nanoestruturas ‘ 1114 Micelas
Invertidas ‘

Vesiculas

2.2.3 Racionalizacao morfolégica e dimensional: parimetros de
solucao

Parametros de solugdo como, concentragdo do copolimero e a
natureza do solvente usado na dissolugdo inicial do mesmo, tal qual os
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pardmetros moleculares, exercem forte influéncia sobre os aspectos
dimensionais e morfolégicos dos sistemas nanoparticulados.

2.2.3.1 Efeitos da concentragdo do copolimero em solugdo

Sistemas nanoparticulados preparados por auto-associacdo em
solucdo sdo passiveis de sofrer tanto mudancas morfoldgicas como
dimensionais perante as mudangas na concentracdo do copolimero
(CHOUCAIR; EISENBERG, 2003). Por exemplo, Zhang e Eisenberg
(1999) reportam a transicdo de micelas esféricas a filomicelas em
decorréncia do aumento gradativo na concentragdo do copolimero
constituido de poli(dcido acrilico)-b-poli(estireno) (PAA-bH-PS),
conforme visto na Figura 4.

Entretanto, as mudangas ndo se limitam apenas a mudancas
morfoldgicas, visto que micelas esféricas com didmetro de 29 nm foram
obtidas por diluigdo direta do PAA-b-PS em DMF/dgua em
concentracdo igual a 1% da massa total. Entretanto, o aumento da
concentrac¢do do copolimero para 2% da massa total da solucdo levou a
um aumento de 5 nm no didmetro micelar. Estas mudancas morfoldgicas
e dimensionais, segundo os autores, podem ser atribuidas ao aumento no
ndmero de agregagdo, i.e., nimero de cadeias copoliméricas que formam
o sistema nanoparticulado, assim como ao aumento no tamanho do
nicleo micelar devido ao aumento da concentragao do copolimero.

Figura 4. Sistemas nanoparticulados obtidos pela dissolu¢do do copolimero
PAA-b-PS em uma mistura DMF/dgua igual a 94.5/5.5 (m/m) com diferentes
concentracdes: (A) 1.0; (B) 2.0; (C) 2.5; (D) 3.0 e (E) 3.5% em massa
(ZHANG; EISENBERG, 1999a).
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A extrapolagdo, para copolimeros de maior massa molecular, do
comportamento em solugdo aplicado para pequenas moléculas anfifilicas
permite estabelecer uma relagdo entre o nimero de agregagcdo (Ny) € a
concentracdo do copolimero (C), através da seguinte equacao (1):

C
N = 2(=0)Y? 1
g = 2o (1)

Assim, o aumento no N,, provoca um aumento no tamanho do
ndcleo micelar devido ao aumento do grau de estiramento dos blocos

hidrofébicos, ocasionando mudangas morfoldgicas dos sistemas
nanoparticulados (CHOUCAIR; EISENBERG, 2003).

2.2.3.2 Efeitos do solvente na auto-associa¢do em solucio

A natureza do solvente usado para dissolver inicialmente os
copolimeros em blocos, por vezes, afeta os aspectos dimensionais e
morfoldgicos dos sistemas nanoparticulados (MAI; EISENBERG,
2012). A dissolugdo inicial faz-se necessdria nas situacdes que os
copolimeros sdo estruturalmente constituidos por longos blocos
hidrofébicos e pequenos blocos hidrofilicos, impossibilitando assim a
sua dissolucdo direta em d4gua. Com isso, inicialmente faz-se necessirio
o uso de um solvente que seja termodinamicamente bom para os dois
blocos. No entanto, a natureza do solvente usado na dissolucdo inicial
pode ndo s6 influenciar o didmetro dos sistemas nanoparticulados, como
a morfologia obtida a partir da sua auto-associacdo devido a adi¢do de
um solvente termodinamicamente ruim para um dos blocos (SHEN;
EISENBERG, 1999).

Considerando este postulado, Yu et al., (1998) visando investigar
a influéncia do solvente sobre a morfologia dos sistemas
nanoparticulados, prepararam solu¢des com concentracdo inicial de
PSy00-b-PAAs igual a 0.5% em massa. Assim, observaram que a
morfologia dos sistemas nanoparticulados obtidos apds adicdo de dgua
mudava progressivamente de micelas esféricas (DMF/THF 100/0%),
para wormlike (DMF/THF 95/5%), uma mistura de lamelas, wormlike e
vesiculas (DMF/THF 90/10%), vesiculas pequenas (DMF/THF
75/25%), vesiculas de tamanho médio (DMF/THF 60/40%), vesiculas
grandes (DMF/THF 50/50%), uma mistura de vesiculas e grandes
aglomerados micelares (DMF/THF 33/67%), e finalmente grandes
aglomerados micelares (DMF/THF 0/100%), conforme mostra a Figura
5. Segundo os autores, as mudangas morfoldgicas e dimensionais dos
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sistemas nanoparticulados obtidos a partir da auto-associagdo do PS;go-
b-PAA 5 estdo relacionadas a dois fatores, sendo o primeiro decorrente
da interagdo PS-solvente, que determina a quantidade de solvente no
ndcleo micelar. O segundo, diz respeito ao estiramento dos blocos de PS
e a PAA-solvente que determina a repulsdo entre os blocos de PAA que
compdem a corona micelar (YU; ZHANG; EISENBERG, 1998).

Figura 5. Sistemas nanoparticulados obtidos a partir da auto-associagdo do
copolimero PAA s-b-PS, em diferentes misturas de DMF/THF igual a: (A)
100/0; (B) 95/5; (C) 90/10; (D) 75/25; (E) 60/40; (F) 50/50; (G) 33/67 e (H)
0/100% em massa (YU; ZHANG; EISENBERG, 1998).

i ""’ B Swt% THF
SEHE pem :

Em suma, os avangos frente a compreensdo dos efeitos dos
parametros moleculares e de solugdo sobre os aspectos morfolégicos e
dimensionais dos sistemas nanoparticulados, possibilitou aos pesquisadores
decidir por estratégias sintéticas, tendo em vista a busca por caracteristicas
especificas. Esta especificidade envolve desde as caracteristicas fisico-
quimicas do copolimero até uma possivel resposta in vivo que o mesmo
possa ter caso seja aplicado como nanocarreadores, por exemplo.

2.2.4 Propriedades morfolégicas e dimensionais vs. resposta in vivo
Um dos principais obstidculos quanto a aplicacdo de sistemas
nanoparticulados como nanocarreadores de agentes ativos, refere-se ao
seu reconhecimento imunoldgico pelo sistema fagocitdrio mononuclear,
estando este reconhecimento condicionado a presenca de proteinas

N

(denominadas e opsoninas) adsorvidas a superficie dos sistemas
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nanoparticulados. Para tanto, sabe-se que a adsor¢do protéica estd
diretamente relacionada a natureza quimica do copolimero bem como
aos aspectos morfoldgicos e dimensionais (GESSNER et al., 2002;
VENKATARAMAN et al., 2011).

2.2.4.1 Efeito da geometria

Conforme mencionado anteriormente, copolimeros anfifilicos
quando em solucdo aquosa e em concentragdo acima da CMC sdo
capazes de se auto-associar formando sistemas nanoparticulados com
morfologias diversas. Essa diferenca estrutural entre os sistemas
nanoparticulados acaba por inferir diretamente na sua resposta in vivo
(CAl et al., 2007).

Assim, Geng et al., (2007) mostraram em seu trabalho, por
exemplo, que filomicelas permanecem por tempo maior na circulagdo
sanguinea quando comparado as micelas esféricas. Os autores ndo
discutem a razdo desta diferenca, apenas destacam que o tempo de
permanéncia das filomicelas foi maior apenas quando seu comprimento
ultrapassou 8 um, sendo este tamanho equivalente ao tamanho das
células vermelhas do sangue.

Os efeitos da permanéncia do wormlike por tempo maior na
circulacdo sanguinea foram discutidos através de modelos tedricos por
Decuzzi et al., (2009), na qual forneceram uma ideia quanto a diferenga
de tempo de permanéncia in vivo de sistemas nanoparticulados esféricos
e ndo-esféricos. Segundo os autores, a caminhada dos sistemas
nanoparticulados in vivo pode ser dividida em trés etapas: (1)
marginacao — aproximag¢ao dos sistemas nanoparticulados ao endotélio —
, (2) adesdo ao endotélio e (3) controle da internalizacdo. Destes
eventos, o efeito de estrutura exerce maior influéncia no processo de
marginacdo, uma vez que sistemas nanoparticulados esféricos tendem a
deslocar-se para mais préximo da parede celular, enquanto que os nao-
esféricos tendem a permanecer no centro do limen do vaso sanguineo
como ilustra a Figura 6. Assim, considerando que o processo de adesdo
e internaliza¢do s@o etapas sucessivas e dependentes do processo de
marginacdo, é de se esperar um tempo maior de permanéncia na
circulacdo sanguinea dos sistemas nanoparticulados ndo-esféricos se
comparado aos esféricos. Diante disso, ¢ muito maior a probabilidade de
ocorrer opsonizagdo — processo caracterizado pela ligacdo ndo-
especifica de opsoninas a superficie dos sistemas nanoparticulados — e
por consequéncia a remogdo mais rdpida dos sistemas nanoparticulados
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nao-esféricos (TODA et al., 2008). Cabe destacar, que as opsoninas sdo
moléculas que atuam facilitando o processo de fagocitose pelo sistema
fagocitdrio mononuclear.

Figura 6. Comportamento de sistemas nanoparticulados esféricos e nao-
esféricos nos vasos sanguineos (BLANCO; SHEN; FERRARI, 2015).

i A s U 4 O Células Vermelhas

Q Sistemas Nanoparticulados Esféricos

2.2.4.2 Efeito da carga superficial

O tamanho reduzido associado aos sistemas nanoparticulados lhe
confere propriedades unicas, algumas destas contextualizadas na se¢do
2.1. No entanto, a remocdo dos sistemas nanoparticulados, que pode
ocorrer segundos ou dias apds sua aplicacdo, representa um desafio no
uso destes como nanocarreadores (DEVADASU; BHARDWAIJ;
KUMAR, 2013).

A primeira etapa na remogao in vivo de sistemas nanoparticulados
envolve o processo de opsonizagdo, sendo o contato entre ambos
decorrente do movimento browniano e a adesio mediada,
especialmente, por forcas do tipo van der Waals, i0nicas e hidrofébicas
(OWENS; PEPPAS, 2006). Logo, torna-se necessdrio o conhecimento
quanto aos efeitos na carga superficial no processo de remocdo de
sistemas nanoparticulados.

Estudos reportam, por exemplo, que na circulagdo sanguinea o
excesso de carga negativa ou positiva na superficie dos sistemas
nanoparticulados acaba por ativar em maior grau o sistema
complemento se comparado aos sistemas nanoparticulados com
superficies neutras (ELSABAHY; WOOLEY, 2012). Esta diferenca,
segundo alguns autores, advém da presenga de grupos nucleofilicos, tais
como grupos hidroxila e amina na superficie dos sistemas
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nanoparticulados que acabam, por sua vez, ativando mais rapidamente o
sistema complemento (DOBROVOLSKAIA et al, ; TODA et al.,
2008).

2.2.4.3 Efeito da natureza quimica da corona

Conforme destacado anteriormente, a adsorcdo protéica ocorre
devido a presenca de forgas atrativas entre a superficie dos sistemas
nanoparticulados e as proteinas, sendo principalmente atuante as forgas
do tipo van der Waals, hidrofébicas e idnicas (VONARBOURG et al.,
2006).

Por exemplo, a imunoglobulina G (IgG) que participa do processo
de opsonizacdo dos sistemas nanoparticulados via reconhecimento
fagocitdrio mononuclear apresenta alta afinidade por regides
hidrofébicas (OWENS; PEPPAS, 2006). Com isso, conforme reportado
por Nimesh et al. (2006), sistemas nanoparticulados com superficie
hidrofébica sdo mais rapidamente removidos/engalfinhados pelas
células de Kupffer presentes no figado se comparados aqueles com
superficie hidrofilica.

Diante disso, um modo de aumentar o tempo de permanéncia in
vivo de sistemas nanoparticulados déd-se na insercdo de moléculas
hidrofilicas sobre a superficie das mesmas, criando assim uma barreira
estérica que acaba por dificultar o processo de adesdo das opsoninas
(NIMESH et al., 2006). Esta dificuldade decorre de um impedimento
estérico devido a conformacdo mais estendida que as moléculas
hidrofilicas assumem quando em meio aquoso. A aproximagdo das
opsoninas na superficie dos sistemas nanoparticulados devido a agao das
forcas atrativas provoca uma compressdo das moléculas hidrofilicas,
obrigando-as a assumirem uma conformacdo de energia superior. Com
isso, cria-se uma for¢a repulsiva oposta suficiente o bastante para
impedir que ocorra a adesdo das opsoninas a superficie dos sistemas
nanoparticulados (OWENS; PEPPAS, 2006).

OWENS e PEPPAS (2006) destacam ainda que a eficdcia de
repulsdo contra a adesdo das opsoninas estd diretamente ligada ao
comprimento e a quantidade de moléculas hidrofilicas presente na
superficie dos sistemas nanoparticulados. Para tanto, conforme mostra a
Figura 7, uma menor quantidade de moléculas hidrofilicas na superficie
conduz a um arranjo caracterizado pela presenca da maior parte das
moléculas mais perto da superficie dos sistemas nanoparticulados. No
entanto, quando em maior quantidade, as moléculas hidrofilicas se
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dispdem de forma que a maior parte das moléculas encontram-se
estendidas para fora da superficie dos sistemas nanoparticulados,
dificultando assim a adsorcdo das opsoninas (OWEN; CHAN;
SHOICHET, 2012).

Figura 7. Disposi¢ao das moléculas de poli(etileno glicol) sobre a superficie de
sistemas nanoparticulados quando recoberta em (a) menor e (b) maior
quantidade (OWENS; PEPPAS, 2006).

2.2.4.4 Efeito do tamanho dos sistemas nanoparticulados

O tamanho dos sistemas nanoparticulados também interfere no
processo de opsonizacdo e remogdo via células fagocitdrias (NIMESH et
al., 2006). A presenca de opsoninas do tipo C3, C4 e C5 na superficie de
sistemas nanoparticulados com didmetros acima de 200 nm faz com que
0 mesmo, seja removido da circulagdo sanguinea em questdo de minutos
(VONARBOURG et al., 2006).

Uma das possiveis razdes que explicam o fato de sistemas
nanoparticulados com menores tamanhos serem removidos mais
lentamente da circulagdo sanguinea se comparado aos de maior
tamanho, dd-se na diferenca da curvatura de superficie. Isso porqué,
sistemas nanoparticulados com tamanhos menores que 100 nm
apresentam uma superficie mais curva se comparado com os de maior
tamanho. Esta maior curvatura dificulta a adesdo protéica na superficie
dos sistemas nanoparticulados menores, € por conseguinte, a ativagdo do
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sistema complemento ndo se dd de forma eficiente, fazendo com que as
mesmas permanecam durante maior tempo na circulagdo sanguinea
(OWENS; PEPPAS, 2006; VONARBOURG et al., 2006).

2.3 COPOLIMEROS EM BLOCO
2.3.1 Definicao

Copolimeros s3o macromoléculas compostas por diferentes
blocos de unidades de repeticdo na cadeia macromolecular (WYMAN;
NJIKANG:; LIU, 2011), na qual o tamanho, a forma e a disposi¢ao dos
blocos na estrutura dos copolimeros podem ser previamente definidos
através da natureza quimica das moléculas constituintes bem como do
método sintético empregado (DARLING, 2007). Com isso, é possivel
obter diferentes tipos de copolimeros e classificd-los em grupos, de
acordo com a disposi¢do das unidades de repeti¢do na cadeia, como
mostra a Figura 8.

Figura 8. Classifica¢do dos copolimeros considerando a disposi¢do das unidades
de repeti¢@o na cadeia macromolecular.

BLOCO ALTERNADO GRAFTZADO

tribloco
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dibloco

Fonte: Autora (2015)

2.3.2 Principios da auto-associacao de copolimeros em solucao

O termo auto-associacdo descreve o processo de formagdo
espontinea de sistemas nanoparticulados, com o propdsito de se atingir
valores minimos de energia livre através da minimizag¢do das forgas
repulsivas contrastada pela maximizacdo das forcas atrativas
(FARRELL et al., 2009). Diferentes tipos de forcas intermoleculares
estdo envoltas no processo de auto-associacdo, tais como forgas polares
— que incluem forcas idnicas, dipolo-dipolo, fon-dipolo e ligacdes de
hidrogénio —, interagcdes ndo-covalentes e, principalmente, forgas
hidrofébicas (WURTHNER, 2004).
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As forcas hidrofébicas sdo resultado da contribuicio de dois
diferentes efeitos, o efeito entdlpico e o efeito entrépico. Porém,
acredita-se que a for¢a mais atuante no processo de auto-associacdo de
copolimeros com cardter anfifilico, i.e., que possui um bloco de maior
cardter polar (hidrofilico) e outro bloco de maior cardter apolar
(hidrofébico), sdo de natureza entropica (SOUTHALL; DILL;
HAYMET, 2002). Diz-se entdo, que do ponto de vista termodindmico, a
auto-associacdo de moléculas anfifilicas é um processo entropicamente
dirigido.

O ganho entrépico, como ilustrado na Figura 9, estd associado ao
efeito hidrofdbico, caracterizado inicialmente (antes da auto-associagio)
pela disposicdo organizada das moléculas de dgua em torno do bloco
hidrofébico, sendo em seguida (apds a auto-associagdo) essas moléculas
de 4gua expelidas resultando num aumento na desorganizacio destas na
fase e, consequentemente, num ganho entrépico (ROTELLO;
THAYUMANAVAN, 2008).

Figura 9. Efeito hidrofébico: disposi¢cdo das moléculas de dgua em torno do
bloco hidrofébico antes e apds o processo de auto-associagdo de um copolimero
dibloco.

Agua

WV Entropia AEntropia

Fonte: Autora (2015)

A auto-associagdo de copolimeros em solu¢do também resulta
num ganho entdlpico, mesmo que em menor propor¢do se comparado ao
ganho entrépico. Este ganho advém, no caso da dgua ser utilizado como
solvente, da presenca dos blocos hidrofilicos na corona do sistema
nanoparticulado favorecendo a formagdo de ligacdes de hidrogénio com
a 4gua, ao invés do favorecimento de ligagdes entre os blocos
hidrofilicos (SMART et al., 2008).
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No entanto, a auto-associagdo dos copolimeros anfifilicos
somente ocorre quando a concentracdo deste, em solucdo, ultrapassa o
valor da sua CMC. Em concentragdes inferiores a CMC, os copolimeros
estdo presentes na solu¢do na forma de cadeias individuais. Porém, a
medida que a concentra¢do do copolimero aumenta, a sua estabilidade
na solu¢do na forma de cadeias individuais diminui a ponto das forgas
de repulsdo entre os blocos hidrofilicos serem compensadas pela auto-
associagdo dos blocos hidrofébicos. Neste ponto, um aumento adicional
na concentracdo do copolimero resulta na formac¢ido de quantidades
crescentes de sistemas nanoparticulados, sendo essa concentragdo
definida como a CMC do copolimero (VANCE; VANCE, 2008).

O valor da CMC de copolimeros estd diretamente ligado ao
tamanho do bloco hidrofébico e hidrofilico. Por exemplo, um aumento
no tamanho do bloco hidrofébico em relag@o ao bloco hidrofilico leva a
um significante decréscimo no valor da CMC, e com isso um aumento
na estabilidade do sistema nanoparticulado. Do contrario, um aumento
no tamanho do bloco hidrofilico leva a somente um pequeno aumento no
valor da CMC (AMIJI, 2006).

Em se tratando de valores, copolimeros que possuem valores de
CMC menores que 0.1 ug mL™ mostram forte resisténcia a dissociacio
espontanea. Entretanto, copolimeros com valores da CMC maiores
tornam-se mais susceptiveis a dissociacdo sob diluicdo, sendo entdo
necessdrio utilizar uma maior concentracdo. No entanto, o uso de altas
concentracdes de copolimeros torna-se desvantajoso, pois pode
inviabilizar sua aplicacdo in vivo devido aos limites de toxicidade
(TRIVEDIL; KOMPELLA, 2010).

Assim, faz-se de suma importancia o conhecimento do valor da
CMC de copolimeros com potencial aplicagdo como sistemas
nanocarreadores, uma vez que a estabilidade, especialmente a
estabilidade termodindmica, destes sistemas in vitro e in vivo dependem
diretamente da sua CMC (AMIJI, 2006).

2.3.2.1 Estabilidade termodinimica de sistemas nanoparticulados
constituidos por copolimeros anfifilicos

A estabilidade termodindmica descreve como os sistemas
nanoparticulados sdo formados e como alcancam o equilibrio. A
estabilidade termodindmica pode ser determinada pelo valor da CMC,
que estd diretamente relacionada a energia livre de micelizacdo (AGy ),
como mostra a equacao (2),
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AGy = RT * In(CMC) 2)

sendo, R a constante universal dos gases e T a temperatura. O
volume do bloco hidrofébico no copolimero estd diretamente
relacionado a estabilidade termodindmica, uma vez que o aumento deste
leva 2 um aumento na coesdo do nicleo devido a acdo de forgas
hidrofébicas, resultando assim em menores valores de CMC e maior
estabilidade frente a diluicio (OWEN; CHAN; SHOICHET, 2012).

A presenca de moléculas hidrofébicas no nicleo dos sistemas
nanoparticulados influencia positivamente na sua estabilidade devido a
formagdo de interagdes  hidrofébicas  adicionais.  Sistemas
nanoparticulados com menores valores de CMC tendem a permanecer
por um tempo maior, sem dissociar-se, quando expostas a condicdes de
dilui¢do (XIONG et al., 2011).

2.3.2.2 Estabilidade cinética de sistemas nanoparticulados constituidos
por copolimeros anfifilicos

Ap0s o processo de auto-associagdo, os sistemas nanoparticulados
permanecem em equilibrio pelo processo de troca entre as cadeias
copoliméricas que compdem a estrutura do sistema nanoparticulado com
as cadeias individuais presentes na solugdo, e vice-versa. Esta troca
tipicamente ocorre em escalas de tempo diminutas (microssegundos a
nanossegundos). O comportamento dos sistemas nanoparticulados em
determinado solvente em funcdo do tempo pode ser descrito através da
estabilidade cinética (MORIGAKI et al.,, 2003; OWEN; CHAN;
SHOICHET, 2012).

Em equilibrio, a constante de dissociacdo das micelas (K,,) é
dada pela razdo entre a concentracdo de cadeias individuais [A] elevada
a um expoente n (nimero de agregacdo das micelas) com a
concentracio de micelas [micelas] (OWEN; CHAN; SHOICHET, 2012),
conforme detalha a equacio (3),

K, = (4]

- [micelas] (3)

o valor da constante de dissociacdo das micelas depende da
complexidade estrutural do sistema nanoparticulado. Por exemplo, para
sistemas vesiculares, a velocidade de troca entre as cadeias individuais

em solugdo com as cadeias que compdem sua estrutura € menor se
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comparado as micelas, devido as caracteristicas estruturais das vesiculas
que acabam por dificultar a insercdo e a liberagdo das cadeias
individuais (MORIGAKI et al, 2003). Para o caso de sistemas
nanoparticulados obtidos a partir da auto-associagdo de copolimeros
responsivos, a complexidade estrutural também acaba por exercer
influéncia direta sobre suas propriedades estimulo-responsivas.

2.3.3 Copolimeros responsivos

Copolimeros responsivos — como sdo conhecidos os copolimeros
sensiveis as alteragdes de estimulos externos incluindo temperatura, pH,
forga idnica, polaridade do meio, efc. — tém sido aplicados na preparacio
de sistemas nanoparticulados com vistas a melhorar seu desempenho
(MIYATA; CHRISTIE; KATAOKA, 2011). Tal desempenho envolve,
em especial, o controle sobre o comportamento de liberagcao do fairmaco
(CHEN et al., 2014) incorporado a esses sistemas nanoparticulados.
Estes, por sua vez, mostram a peculiar habilidade em sofrer mudangas
morfoldgicas/conformacionais como resposta a dado estimulo externo,
sendo os sistemas nanoparticulados termo- e pH-responsivas os mais
amplamente investigados.

A habilidade no controle da liberagdo de moléculas a partir de
sistemas nanoparticulados termo-responsiva foi mostrada, por exemplo,
por Dan et al. (2011) durante a investigacdo do comportamento de auto-
associagdo de um copolimero anfifilico randdmico composto de
segmentos de metacrilato (hidrofébico) e metacrilamida (hidrofilico).
Assim, acima da temperatura critica de transi¢do morfolégica (~40 °C),
sistemas vesiculares foram reversivelmente convertidos em sistemas
micelares. Para testar a habilidade no controle de liberaciao, rodamina
6G (corante hidrofilico) foi utilizado como sonda sendo, de inicio,
adicionado a solugédo a 25 °C (i.e., condi¢do em que sistemas vesiculares
estdo presentes). Uma considerdvel redugdo na intensidade de
fluorescéncia do corante foi observado apds incorporacdo em
decorréncia ao efeito de supressdo, o qual foi atribuido como sendo
resultado de seu confinamento dentro dos sistemas vesiculares. Com o
aumento da temperatura para valores acima da temperatura critica de
transi¢do morfoldgica, foi observado um aumento da intensidade de
fluorescéncia da rodamina 6G. Este aumento, por sua vez, foi associado
a liberagdo da sonda em razdo da conversio morfoldgica do sistema
nanoparticulado de vesiculas para micelas (DAN; BOSE; GHOSH,
2011).
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Em se tratando de sistemas nanoparticulados pH-responsivas, os
exemplos mais reportados se baseiam em copolimeros compostos por,
ao menos, um segmento peptidico (LIU et al., 2013). Esta abordagem &
especialmente util e promissora no diagndstico e tratamento do cancer,
considerando que o pH na regido do tumor primdrio assim como na
condi¢do metastdtica é mais dcido se comparado ao pH de um tecido
saudavel (MANCHUN; DASS; SRIAMORNSAK, 2012). Assim,
objetivando a liberagdo seletiva do antineopldsico doxorrubicina, Zhang
et al. (2012) sintetizaram uma série de copolimeros tribloco a base de
poli(etileno glicol) metil éter-bloco-(poli acido latico-co-poli (B-amino
ésteres). Micelas foram obtidas a partir da adi¢do do copolimero tribloco
em 4gua, cujo efeito do pH sobre a morfologia das micelas foi
investigada tendo em conta dois diferentes valores de pH, 7.4 ¢ 5.0. Os
resultados de liberag@o revelaram que a diminui¢do do pH do meio (de
7.4 para 5.0) favoreceu uma liberacdo mais rdpida de doxorrubicina a
partir das micelas, devido a dissociacdo micelar decorrente da repulsdo
entre 08 blocos que compdem a corona da mesma (ZHANG et al.,
2012).

Entretanto, o conceito de sistemas nanoparticulado responsivos
ndo abrange apenas os sistemas pH- e termo-responsivos. Embora em
menor nimero, estudos que abordam mudancas morfolégicas em
sistemas nanoparticulados mediante altera¢do da polaridade do meio t€m
sido conduzidos em razdo da transferéncia de farmacos dar-se, na
maioria das vezes, numa interface polar (e.g., corrente sanguinea)/apolar
(e.g., membrana celular) (HEVUS; KOHUT; VORONOV, 2011).
Considerando as razdes supracitadas, Hevus et al. (2012) prepararam
micelas a partir da auto-associagdo em meio aquoso de um copolimero
dibloco composto por poli(etileno glicol)-bloco-poli(tetrahidrofurano),
incorporando curcumina ao niicleo do dito. Um sistema bifésico,
contendo dgua e 1-octanol, foi escolhido para avaliar a transferéncia da
curcumina a partir do ndcleo micelar em dire¢do ao 1-octanol. Os
resultados apontaram a capacidade das micelas, numa interface
polar/apolar, em transferir a curcumina para a fase 1-octanol em razio
da mudanga morfolégica da micela devido a alteragdo da polaridade do
meio (HEVUS et al, 2012).

Os estudos aqui citados para sistemas nanoparticulados
responsivos representam uma infima parcela daqueles reportados na
literatura. Assim, se presume que sistemas cada vez mais sofisticados
sejam elaborados em virtude da democratizacdo dos métodos reacionais,
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da diversidade de polimeros e do maior entendimento sobre o processo
de biorreconhecimento celular.

2.3.4 Copolimeros hibridos em bloco

2.3.4.1 Visao Geral

Copolimeros hibridos consistem estruturalmente de um bloco
sintético hidrofébico acoplado covalentemente a um bloco natural
hidrofilico — proteinas, peptideos, dcidos nucleicos e oligo- ou
polissacarideos —, sendo esta defini¢do vélida para copolimeros dibloco
(OTSUKA et al., 2013a; SCHATZ; LECOMMANDOUX, 2010). A
sintese de copolimeros hibridos, tendo oligo- ou polissacarideos como
bloco natural, foi reportada pela primeira vez em meados dos anos 80 do
século passado por Ziegast e Pfannemiiller (ZIEGAST;
PFANNEMULLER, 1984b), e desde entdo diferentes grupos de
pesquisa vém estudando a sintese e a auto-associagdo desta classe de
copolimero.

Todo o interesse envolto no uso de oligo- ou polissacarideos
como bloco hidrofilico em copolimeros hibridos reflete, principalmente,
a possibilidade de se obter sistemas nanoparticulados em que a corona é
composta pelo carboidrato, considerando que a auto-associacdo ocorra
em meio aquoso (OTSUKA et al., 2013a). A presenca do carboidrato na
corona revela-se fundamental no processo de biorreconhecimento
celular, uma vez que todas as células estdo envoltas por uma camada de
sacarideos com espessura entre 10 a 100 nm, estando estes sacarideos
conjugados a lipideos (glicolipideos) e a proteinas (glicoproteinas e
proteoglicanos) (MAGNANI; ERNST, 2009; SCHATZ;
LECOMMANDOUX, 2010).

O Dbiorreconhecimento, neste contexto, se soma a outras
propriedades associadas aos carboidratos tais como, biodegradabilidade,
e biocompatibilidade (GARCIA-MARTIN et al., 2005), sem deixar de
mencionar o fato de serem obtidos a partir de fontes renovdveis. O
resultado disso pode ser constatado pelo nimero de trabalhos publicados
abordando a sintese e, muitas vezes, a auto-associa¢do de copolimeros
hibridos em meio aquoso e/ou organico.

Por exemplo, Otsuka et al. (2010) detalharam em seu trabalho a
sintese e auto-associagdo de um copolimero hibrido dibloco
termossensivel constituido por maltoheptaose-bloco-poli(N-
isopropilacrilamida) (Mal;-b-PNIPAM,). O método reacional usado na

53



sintese do Mal;-b-PNIPAM,, foi a ciclo-adi¢do 1,3-dipolar catalisada por
cobre, conhecida como click chemistry. A auto-associa¢do do Mals-b-
PNIPAM, em dgua foi induzida pelo aumento na temperatura, haja vista
a propriedade termo-responsiva do PNIPAM que apresenta uma
temperatura critica inferior de solubiliza¢do (LCST), sendo o valor de
LCST dependente do grau de polimerizacio do bloco NIPAM no
copolimero. Com isso, em valores de temperatura acima do LCST, a
auto-associacdo do Mal;-b-PNIPAM, foi favorecida devido a
diminuicdo da hidrofilicidade do PNIPAM levando a formacdo de
sistemas vesiculares e agregados globulares (OTSUKA et al., 2010).

Soliman e Winnik (2008) descrevem em seu trabalho a auto-
associagdo em dgua de um copolimero hibrido dibloco constituido por
carboximetildextrana-bloco-poli(etileno glicol) (CMD,-b-PEG,).
Sistemas micelares foram obtidos em concentra¢des acima da CMC para
CMD,-b-PEG, com diferentes graus de polimerizacdo. A capacidade dos
sistemas micelares obtidos em carrear o diminazeno diaceturato — um
antiparasitdrio pouco soliivel em dgua — foi confirmada diante dos
resultados de porcentagem de incorporagdo do fiarmaco, cujos valores
estdo relacionados com a razdo entre as cargas positivas (relativo ao
farmaco) e negativas (relativo 8 CMD) (SOLIMAN; WINNIK, 2008).

Ademais, a auto-associacdo de copolimeros hibridos em bloco
ndo se limita apenas ao meio aquoso sendo possivel, como mostrado no
trabalho realizado por Akiyoshi et al. (2002), induzir a auto-associacido
em meio organico. Para tanto, copolimeros hibridos dibloco constituidos
por metoxi-poli(6xido etileno)-bloco-amilose (MPEO-b-amilose) foram
sintetizados via reacdo enzimdtica usando fosforilase de batata
(AKIYOSHI et al., 1999). A auto-associagdo do copolimero ocorreu em
cloroférmio apds lenta adicao de uma solugdo contendo copolimero pré-
solubilizado em dimetilsulféxido (DMSO). Micelas reversas (i.e.,
amilose compondo nicleo e MPEO a corona micelar) com didmetros
entre 20 a 60 nm foram obtidas, sendo o didmetro diretamente
relacionado ao grau de polimerizacdo da amilose. Além disso, foi
também avaliado a capacidade de incorporacdo do alaranjado de metila
ao nudcleo micelar, tendo em vista que tal corante € insolivel em
cloroférmio. Os resultados confirmaram o sucesso na incorporagdo do
alaranjado de metila ao nucleo, levando os autores a creditar
potencialidade de aplicacdo deste sistema nas dreas médica e
farmacéutica (AKIYOSHI et al., 2002).

Para alguns copolimeros hibridos, como reporta Loos et al.
(2005), micelas normais e micelas reversas podem ser obtidas a partir da

54



auto-associacdo do mesmo copolimero constituido de amilose-bloco-
poli(estireno) em dgua e tetraidrofurano, respectivamente. Houga et al.
(2009) reportaram a capacidade de reversibilidade estrutural do
copolimero hibrido constituido por dextrana-bloco-poli(estireno) (dexx-
b-PS,) frente a alteracdo na polaridade do solvente. Neste caso, em
DMSO puro, vesiculas formadas por um nicleo composto de PS
envoltas por uma bicamada de dextranas foram obtidas. Entretanto, em
THF puro observa-se uma mudanga morfoldgica na estrutura vesicular,
estando agora a dextrana compondo o niicleo € o PS a corona vesicular.
A inversdo na estrutura vesicular € resultado da gradativa adi¢do de THF
a solugdo de DMSO, haja visto que o THF caracteriza-se como um
solvente termodinamicamente bom para o PS, conforme ilustrado na
Figura 10 (HOUGA et al., 2009).

Figura 10. Comportamento em solu¢do do copolimero dex-b-PS de acordo com
a fracdo em mol de PS e o solvente (adaptado de HOUGA et al., 2009).
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Assim, a sele¢do dos polimeros que irdo compor o bloco natural e
sintético dar-se-4 mediante a defini¢do das propriedades que se busca do
copolimero ao final. Estas propriedades incluem biodegradabilidade,
biocompatibilidade, fotodegradacao, propriedades termo-sensiveis, pH-
responsivas, etc. Dentre os intimeros exemplos de polimeros naturais e
sintéticos que apresentam uma ou mais das propriedades acima listadas,
pode-se citar a maltoheptaose e o poli(metacrilato de metila).

2.3.4.2 Bloco Sintético — Poli(metacrilato de metila) (PMMA)
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O primeiro estudo que reporta o uso do PMMA (Figura 11) como
nanocarreador de agentes ativos data o ano de 1974, sendo este trabalho
conduzido por Speiser e colaboradores (KREUTER, 1974). Este
trabalho representa o primeiro dentre tantos que abordam o uso do
PMMA nas dreas médica e farmacéutica, haja visto que o PMMA ¢
considerado um polimero ndo-téxico, sem relatos na literatura quanto a
ocorréncia de efeitos colaterais decorrentes de seu uso
(BETTENCOURT; ALMEIDA, 2012). O bom histdérico de seguranga
do PMMA devido a sua biocompatibilidade acaba por se somar ao seu
baixo custo e facilidade de producdo, sendo essas algumas das razdes
que ainda tornam o uso de nanoparticulas de PMMA um campo de
estudo em continua expansdao (CAPUTO et al., 2009).

Figura 11. Representag@o esquemadtica da estrutura quimica do PMMA.
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O uso do PMMA acoplado a diferentes polimeros naturais na
preparacdo de copolimeros hibridos tem sido reportado em diferentes
estudos. Zhu e Li (2003), por exemplo, prepararam micelas com
didmetro entre 80 a 130 nm a partir do copolimero graftizado constituido
por PMMA-g-caseina em dgua. Através de medidas do ponto isoelétrico
da caseina bem como de andlises microscépicas pode-se confirmar a
presenga da caseina na corona micelar, enquanto que o PMMA
constituia o nicleo micelar (ZHU; LI, 2003). Liu et al. (2011) obtiveram
micelas com didmetro médio de 183 nm para o copolimero graftizado
constituido por PMMA-g-quitosana. O valor de potencial zeta positivo
para os sistemas micelares obtidos foram um indicativo quanto a
presenga da quitosana na corona. A viabilidade em aplicar esses
sistemas como nanocarreadores também foi estudada, sendo a insulina
usada como substancia modelo. Os resultados relevaram o sucesso na
encapsulacdo de insulina nas micelas de PMMA-g-quitosana, estando a
liberagdo desta condicionada a duas etapas caracterizadas, num primeiro
momento, pela rdpida liberacdo da insulina seguida de uma liberag¢do
controlada durante 10 horas (LIU et al, 2011).
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No entanto, o uso do PMMA na preparagdo de copolimeros nio
se limita apenas a copolimeros hibridos. Trabalhos como o conduzido
por Perevyazko et al. (2010) reportam a obtencdo de nanoparticulas a
partir da  auto-associagdo  dos  copolimeros = PMMA-star-
Pireno(metacrilato de metila) (PMMA-stat--PyMMA) e PMMA-stat-
MMA usando a técnica de nanoprecipitacdo. Nanoparticulas esféricas
foram obtidas para ambos os copolimeros, porém em ambos 0s casos o
didmetro das nanoparticulas alterou conforme a ordem de mistura dos
solventes. Neste sentido, nanoparticulas com maiores didmetros foram
obtidas quando dgua foi adicionada a solugdo de acetona contendo o
copolimero dissolvido, ao passo que nanoparticulas com menores
didmetros foram obtidas quando acetona foi adicionada a 4gua. Os
autores destacam que esta diferenca no didmetro diante da ordem de
mistura foi decorrente da velocidade de precipitacao do copolimero.

Recentemente, Fayad et al. (2014) reportaram a auto-associagio
em metanol do copolimero em bloco composto de PMMA-b-PS.
Micelas e agregados micelares com diferentes tamanhos foram obtidos,
estando o tamanho condicionado a aspectos como, porcentagem do
bloco de PMMA no copolimero bem como sua concentragdo na solucao.
O estudo também explorou a fotdlise do bloco de PMMA quando
irradiado por luz ultravioleta (UV). Os resultados revelaram uma
diminui¢do no tamanho micelar mediante exposi¢do a luz UV devido a
reticulagdo dos segmentos de PS presentes no nicleo micelar e,
principalmente, a diminuicio do tamanho dos segmentos de PMMA
presentes na corona micelar (FAYAD et al., 2014).

O mecanismo de fotélise do PMMA ao ser irradiado por luz UV,
pode ser sumarizado nas seguintes etapas: (i) cisdo homolitica das
ligagdes carbono-carbono da cadeia principal; (ii) fotdlise do grupo
lateral éster, gerando trés possiveis radicais — *COOCHj3; *OCHj3; *CHj;
e (ii1) fotolise do grupo lateral metil, gerando radical metila — *CHs.
Além desses radicais, produtos gasosos como gds metano, hidrogénio,
mondxido e diéxido de carbono podem ser formados durante a fotdlise
do PMMA (ABOUELEZZ, 1978).

Porém, resultados obtidos por espectroscopia de massa revelaram
que, apenas em comprimentos de onda (A) em torno de 250 nm hd a
completa fotdlise dos grupos laterais ésteres. Em valores de A maiores
que 250 nm a fotdlise do grupo lateral éster ndo se dd de forma
completa, havendo indicios de ocorréncia de reacdes fotoquimicas como
cura, reticulagdo e fotopolimerizagdo que levam a um rearranjo
molecular do PMMA (WOCHNOWSKI; ELDIN; METEV, 2005).
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A fotélise do PMMA se mostra oportuna quando visado a
aplicacdo deste como modelo, principalmente na obtencdo de filmes ou
matrizes macro- € mesoporosas. Neste caso, 0o PMMA mostra vantagens
associadas a fécil remocdo a partir das matrizes/filmes sem que haja
fratura da estrutura porosa, além de ser perfeito para a deposicao de
outros materiais devido a sua superficie funcional. Tendo isso em conta,
Bansyopadhyay et al. (2006), investigaram a viabilidade na deposi¢do
de nanoesferas de ouro funcionalizadas com DNA em matrizes
mesoporosas obtidas a partir da exposi¢ao de filmes finos de PMMA-b-
PS a radiagdo UV (A, 254 nm). Os resultados mostraram que a deposicéo
das nanoesferas deu-se de forma espontanea devido a acdo de interagdes
eletrostaticas (BANDYOPADHYAY et al., 2006).

2.3.4.3 Bloco Natural — Maltoheptaose

Maltoheptaose (Figura 12) é um malto-oligossacarideo linear
obtido a partir da abertura do anel da beta-ciclodextrina e consiste de
sete unidade de glicose ligadas por pontes glicosidicas (a-1,4) (DE
MEDEIROS MODOLON et al., 2012).

Figura 12. Representagdo esquemadtica da estrutura quimica da maltoheptaose.
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A sintese de copolimeros hibridos em blocos a partir da
conjugacdo da maltoheptaose a diferentes polimeros sintéticos t€m sido
objeto de pesquisa e estudo para aplicacdes em diversas dreas, tais
como, componentes eletronicos (OTSUKA et al., 2013b), surfactantes
(DE MEDEIROS MODOLON et al., 2012), nanocarreadores (OTSUKA
et al., 2013a), entre outros.

No que concerne a aplicagdo da maltoheptaose na elaboracio de
sistemas nanocarreadores, a presenca de receptores malto-especificos na
superficie de determinadas bactérias atribui a estas uma sensibilidade e
especificidade sem precedentes no diagndstico e tratamento de infecgdes

58



bacterianas. A elevada especificidade — mil vezes mais especifico para
bactérias em comparagdo as células de mamiferos — se deve
principalmente a: (1) cardter hidrofilico dos sistemas nanoparticulados
decorrente da presenca da maltoheptaose na corona, que acaba por
dificultar a absor¢do ndo-especifica destes sistemas em células de
mamiferos (NING et al., 2011); (2) ao fato das células de mamiferos
(incluindo células humanas) ndo expressarem os receptores malto-
especificos, também conhecidos como maltoporinas ou LamB porin
(GOPAL et al., 2010).

Receptores do tipo maltoporinas sdo expressos na membrana
externa de bactérias do tipo Gram-negativas, haja visto que essas
bactérias apresentam duas membranas (uma externa e outra interna) ao
invés de apenas uma membrana como ocorre para as bactérias Gram-
positivas (KULLMAN; WINTERHALTER; BEZRUKOV, 2002). Na
bactéria, a membrana externa (de carater hidrofilico) atua como um
filro molecular controlando a permeacdo de solutos hidrofébicos
(BENZT; SCHMIDT; VOS-SCHEPERKEUTER, 1987). Assim, a
permeacdo de solutos ocorre principalmente através de canais protéicos
que podem ser divididos em duas categorias: soluto- e nio soluto-
especificos, sendo a maltoporina classificada como um canal soluto-
especifico (KULLMAN; WINTERHALTER; BEZRUKOV, 2002).

Os canais maltoporinicos atuam facilitando a difusdo passiva de
malto-oligossacarideos através das membranas, sendo sua presenca
essencial para a sobrevivéncia das bactérias Gram-negativas. E sabido
que a maltodextrina € a principal fonte de glicose utilizada pelas
bactérias Gram-negativas em sua atividade metabdlica (FERENCI,
1980). A maltoheptaose, dentre as maltodextrinas, se caracteriza como a
maior fonte de carbono que pode ser transportada para o citoplasma e
utilizado pelas bactérias Gram-negativas (KULLMAN;
WINTERHALTER; BEZRUKOV, 2002).

A especificidade atribuida aos canais maltoporinicos vem
fomentando estudos frente a elaboracdo de sistemas nanoparticulados,
sendo a corona constituida pela maltoheptaose. Por exemplo,
Jayawardena et al. (2013) investigaram o efeito da maltoheptaose —
presente na superficie de nanoparticulas preparadas a partir de diferentes
materiais — durante o processo de internalizacdo destas pela Escherichia
coli (bactéria do tipo Gram-negativa). Nanoparticulas com didmetros
inferiores a 100 nm foram obtidas e testadas frente a quatro diferentes
tipos de cepas de Escherichia coli. Os resultados revelaram que a
presenga da maltoheptaose na superficie das nanoparticulas facilitou sua
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internalizacdo pela Escherichia coli, levando os autores a creditar
potencialidade quanto & aplicacdo destes no tratamento de infecc¢des
bacterianas JAYAWARDENA et al., 2013).

Em outro estudo, Ning et al. (2011) estudaram a aplica¢cdo como
sonda para deteccdo de bactérias de sistemas elaborados a partir da
maltohexaose conjugada a um corante fluorescente. Os resultados
demonstraram uma especificidade do conjugado maltohexaose-corante
mil vezes maior para células bacterianas se comparado as células de
mamiferos (NING et al., 2011).
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CAPITULO 3. ESTUDO DO COMPORTAMENTO DE AUTO-
ASSOCIACAO DE COPOLIMEROS HIBRIDOS DIBLOCOS EM
MEIO AQUOSO E ORGANICO: TRANSICAO MORFOLOGICA
INDUZIDA POR SOLVENTE

3.1 INTRODUCAO DO CAPITULO

Nas dltimas décadas, desde o pioneiro trabalho conduzido por Ziegast e
Pfannemiiller (ZIEGAST; PFANNEMULLER, 1984), t¢ém crescido o
interesse da comunidade cientifica quanto a auto-associacdo de
copolimeros hibridos em bloco — copolimero composto por ao menos
um bloco de polimero sintético acoplado a um bloco de polimero natural
— visando obter sistemas nanoparticulados que mimetizem estruturas
fisiolégicas (ZEPON et al., 2015).

Como o0s blocos natural e sintético sdo, na maioria dos casos,
termodinamicamente incompativeis, quando dissolvido em um solvente
seletivo (i.e., solvente termodinamicamente bom para um bloco, porém
ruim para o outro) hd a auto-associa¢io espontdnea destes em sistemas
nanoparticulados com diferentes morfologias (MAI; EISENBERG,
2012). Estas morfologias, por sua vez, podem ser racionalizadas
mediante controle de pardmetros moleculares (principalmente
composi¢do quimica e razdo entre blocos hidrofébico/hidrofilico) e
parametros de solugcdo (principalmente concentra¢cdo do copolimero,
velocidade de agitagdo e taxa de infusdo). A racionalizacdo morfoldgica
também pode ser feita mediante alteragdes de estimulos externos, tais
como temperatura, pH e polaridade do solvente (HOUGA et al., 2009;
OTSUKA et al., 2012; ZHANG; EISENBERG, 1999b).

A habilidade exibida por alguns copolimeros em sofrer mudangas
morfoldgicas em resposta a um dado estimulo externo tem sido
amplamente estudado, especialmente para copolimeros termo- e pH-
responsivos. Entretanto, hd poucos estudos relacionados a copolimeros
solvente-responsivos. Estes, por sua vez, sdo capazes de inverter sua
estrutura em resposta a polaridade do solvente de micelas (corona
hidrofilica) em meio aquoso para micelas do tipo reversa (corona
hidrofébica) em meio orginico (HEVUS; KOHUT; VORONOV, 2011;
HEVUS et al., 2012).

Estes copolimeros mostram potencial aplicacdo como sistemas
carreadores de firmacos, uma vez que possibilitam a transferéncia de
farmacos hidrofébicos incorporados ao nucleo micelar quando em
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contato com uma numa interface polar (e.g., corrente sanguinea)/apolar
(e.g., membrana celular).

Logo, este capitulo descreve o comportamento de auto-associa¢do
em solugdo do copolimero hibrido dibloco composto por maltoheptaose-
bloco-poli(metacrilato de metila) (MH-b-PMMA) (Figura 13). No
Apéndice A estdo detalhadas as etapas reacionais envolvidas na sintese
deste copolimero. Neste primeira etapa, dois copolimeros com diferentes
massas moleculares de PMMA foram selecionados e os efeitos da (1)
concentracdo do copolimero, (2) da velocidade de agitacdo e (3) da
polaridade do solvente sobre as caracteristicas morfoldgicas e
dimensionais dos sistemas nanoparticulados foram investigados. Além
disso, foi investigado a capacidade dos sistemas nanoparticulados
obtidos em transferir uma molécula hidrofébica em uma interface
polar/apolar. As técnicas de espalhamento de luz estdtico (SLS) e
dindmico (DLS), andlise de rastreamento de nanoparticulas (NTA),
microscopia de forca atdomica (AFM), microscopia eletronica de
transmissdo (MET), 4ngulo de contato aparente (ACA) e ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 'H) foram empregues na
caracterizacdo dos sistemas nanoparticulados.

Figura 13. Representacdo esquemdtica da estrutura quimica do copolimero MH-

b-PMMA.
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Os copolimeros selecionados nesta primeira etapa continham no
seu bloco hidrofébico (1) 24 unidades monoméricas de PMMA [MH(1.2
kDa)-b-PMMA(2.4 kDa)] ou (2) 48 unidades monoméricas de PMMA
[MH(1.2 kDa)-b-PMMA(4.8 kDa)], enquanto que a massa molecular do
bloco hidrofilico (maltoheptaose) foi mantida constante. Todas as
andlises de caracteriza¢do apresentadas neste capitulo foram realizadas
utilizando equipamentos pertencentes ao CERMAYV (Grenoble, Franca).

Br

3.2 MATERIAIS
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O corante vermelho do Nilo (VN) foi adquirido da Sigma-
Aldrich, enquanto que os filtros Millex® politetrafluoretileno (PTFE —
045 pm) e Rotilabo® acetato de celulose (AC — 0.45 um) foram
adquiridos da Millipore e Carl Roth GmbH, respectivamente. A dgua
utilizada neste estudo foi purificada através de um sistema Milli-Q®
(Purelab, ELGA), com uma resistividade igual a 18.2 mQ cm’'. Acetona
PA (99+% pureza) foi adquirida da Carlos Erba.

3.3 EFEITO DO SOLVENTE SOBRE O COMPORTAMENTO DE
AGREGACAO EM SOLUCAO DOS COPOLIMEROS HIBRIDO
DIBLOCO

3.3.1 Avaliacdo do comportamento de agregacio do MH(1.2k)-b-
PMMA(2.4k) e MH(1.2k)-b-PMMA (4.8Kk) numa mistura binaria dos
solventes acetona e agua por SLS

Solugdes (1 g L) foram preparadas via diluigio direta dos
copolimeros MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) e MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) em
diferentes misturas bindrias dos solventes acetona e dgua, sendo
mantidas em agitacdo constante (500 rpm) durante 24 horas. Apés este
periodo, a intensidade de luz espalhada pelas solugdes foi determinada
por espalhamento de luz estitico (SLS) em angulo de detecgdo de 90° e
com tempo de contagem de 120 segundos. Ao final, as intensidades de

luz espalhada foram normalizadas ISC(9O)N =- !

luz espalhada por determinada solu¢do enquanto que I, corresponde
ao maior valor obtido de intensidade de luz espalhada.

, onde I corresponde da

3.3.2 Determinacao do tamanho relativo dos copolimeros MH(1.2k)-
b-PMMA(2.4k) e MH(1.2k)-b-PMMA (4.8k) dissolvidos em uma
mistura binaria acetona e agua

Solugdes (3 g L") foram preparadas a partir da diluicdo direta dos
copolimeros em uma mistura bindria dos solventes acetona e dgua igual
a 0.70/0.30 (m/m) para MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) e 0.78/0.22 (m/m)
para MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k), sendo mantidas em agitacdo constante
(500 rpm) durante 24 horas. Findando este periodo, as amostras foram
analisadas por espalhamento de luz dindmico (DLS) em &angulos de
espalhamento do luz que variavam de 40° a 140° e com tempo de
contagem de 300 segundos para cada angulo avaliado. O valor do raio
hidrodindmico foi determinado aplicando a relacio de Stokes-Einstein.
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3.3.3 Investigacdo da conformacdo estrutural dos copolimeros
MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) e MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) dissolvidos
em uma mistura binaria acetona e agua

Solugdes (8 g L") foram preparadas a partir da dilui¢do direta dos
copolimeros em uma mistura bindria dos solventes acetona-ds e dgua
deuterada (D,0) igual a 0.70/0.30 (m/m) para MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k)
e 0.78/0.22 (m/m) para MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k), sendo mantidas em
agitacdo constante (500 rpm) durante 24 horas. Em seguida, a
conformacdo estrutural dos copolimeros foi investigada através da
técnica de RMN de 'H.

3.4 AUTO-ASSOCIACAO EM AGUA E ACETONA
3.4.1 Determinacio da Concentracao Micelar Critica (CMC)

Para o copolimero MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k), a determinacdo da
CMC envolveu a preparacdo de solucdes por dilui¢do direta em dgua a
temperatura ambiente, sendo estas solugdes agitadas (500 rpm) durante
24 horas. No entanto, para o copolimero MH(1.2k)-6-PMMA(4.8k), a
determinacdo da CMC envolveu a preparacdo de solugdes por diluicdo
direta do copolimero em 4gua a 85 °C, sendo estas solucdes agitadas
(500 rpm) durante 16 horas. Apds isso, as solugdes foram resfriadas a 5
°C e mantidas nessa temperatura sob agitacdo constante (500 rpm)
durante 24 horas. Concentracdes de copolimero entre 0.02 2 0.8 gL' e
0.08 a 0.6 g L' foram avaliadas para os copolimeros MH(1.2k)-b-
PMMA(2.4k) e MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k), respectivamente. A CMC
dos copolimeros foi determinada por SLS num angulo de espalhamento

6 = 90° e com tempo de contagem de 60 segundos. As intensidades de
Ic

luz espalhada foram entdo normalizadas ISC(9O)N = , na qual I

Ccmax
corresponde da luz espalhada por uma solucdo em concentra¢do C e

I¢ max corresponde a luz espalhada pela solugdo mais concentrada.
3.4.2 Auto-associacao via diluicao direta em agua

Primeiramente, quantidades pré-definidas do copolimero
MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) foram diretamente dissolvidas em &dgua a
temperatura ambiente e agitadas por 24 horas a 100, 500 e 1000 rpm. No
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entanto, para o copolimero MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k), quantidades pré-
definidas foram diretamente adicionadas em dgua aquecida a 85 °C e
agitadas 500 rpm durante 16 horas. Em seguida, as solugdes foram
resfriadas e mantidas a temperatura de 5 °C e agitadas durante 24 horas a
500 e 1000 rpm. Ao final, as soluc¢des foram filtradas usando filtro AC
0.45 pm.

3.4.3 Auto-associacio via diluicio direta em acetona

Quantidades pré-definidas de MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) e
MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) foram diretamente dissolvidas em acetona e
agitadas a 500 rpm durante 24 horas. Ao final, as solu¢des foram
filtradas usando filtro PTFE 0.45 pm.

3.4.4 Efeito da polaridade do solvente

3.4.4.1 Avaliacdo do efeito da polaridade do solvente sobre a morfologia
dos sistemas nanoparticulados

Solugdes (4 g L', 1 mL) de MH(1.2k)-b-PMMAQ.4k) e
MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) foram preparadas via dilui¢do direta em
acetona e agitadas (500 rpm) durante 24 horas. Apds esse periodo, com
auxilio de uma pipeta de Pasteur foi adicionado um excesso de dgua (9
mL) a solucdo, sendo entdo agitadas (500 rpm) durante 2 horas. Ao
final, a acetona foi removida sob pressdo reduzida e a concentragdo final
das solugdes foi de ~0.45 g L™

3.4.5 Propriedade de encapsulacio e transferéncia do corante
vermelho do Nilo

3.4.5.1 Encapsulacio do corante vermelho do Nilo nos sistemas
nanoparticulados obtidos via técnica de nanoprecipitagdo

A técnica de nanoprecipitacdo (FESSI et al., 1989) foi empregue
na encapsula¢do do vermelho do Nilo, uma vez que o corante € pouco
solivel em 4gua. Para tanto, primeiramente, uma solu¢do de acetona
contendo vermelho do Nilo (0.03% m/v) foi preparada e usada como
fase organica. Apds isso, 3 mg do copolimero foi dissolvido em uma
solucdo contendo uma mistura bindria de acetona (contendo vermelho
do Nilo) e 4gua igual a 0.70/0.30 (m/m) para MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k)
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e 0.78/0.22 (m/m) para MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k), sendo entdo as
solu¢des copoliméricas agitadas (500 rpm) durante 24 horas. Os
sistemas nanoparticulados contendo vermelho do Nilo foram obtidos a
partir da lenta adi¢do da solug@o copolimérica (taxa de infusdo, 0.5 mL
h™) em 3 mL de 4gua em temperatura ambiente e sob agitacio constante

(50 rpm). Ao final, a acetona foi entdo removida sob pressdo reduzida a
30 °C.

3.5 CARACTERIZACAO DOS SISTEMAS NANOPARTICULADOS
3.5.1 Espalhamento de Luz Dindmico e Estatico (DLS e SLS)

As medidas de DLS e SLS foram realizadas usando um
gonidmetro ALV-5000/ALV, equipado com um laser He-Ne com
poténcia igual a 35 mW (A = 632.8 nm) como fonte de radiacdo. As
fungdes de correlacdo temporal foram analisadas usando o correlator
digital ALV/LSE-5004. Durante andlise a temperatura das amostras
foram mantidas a 25 £ 0.5 °C. Nas medidas de SLS, a intensidade de luz
espalhada foi mensurada num 4ngulo de espalhamento de 90° com um
tempo de contagem de 120 segundos. As misturas bindrias de acetona e
dgua contendo os copolimeros MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) e MH(1.2k)-b-
PMMA(4.8k) foram colocadas em tubos cilindricos e, em seguida,
imersas num banho de tolueno a 25.0 + 0.5 °C. Nas medidas de DLS, o
tempo de andlise de cada angulo foi de 300 segundos para dngulos de
espalhamento do luz que variavam de 40° a 140° (i.e., 9.04 10° < q =
(4m/A )sen(6/2) < 2.48 10° nm™' em dgua pura, na qual g corresponde
ao mddulo do vetor de espalhamento, n representa o indice de refracao
do solvente puro (1.332 para dgua e 1.356 para acetona a 25 °C), 6 é o
angulo de espalhamento (i.e., Angulo de observacdo) e A refere-se ao
comprimento da luz incidente) com intervalos de 10°. A distribui¢do do
tempo de relaxacdo (t) foi obtido através da andlise de CONTIN da
funcdo de correlagdo temporal (g(z) -1) (PROVENCHER, 1979).

Assim, a partir do coeficiente aparente de difusio (D) -
determinado a partir da inclinacdo da reta obtida através da plotagem da

frequéncia de relaxacdo I (%) vs. o quadrado do médulo do vetor de

espalhamento ¢° -, o raio hidrodinimico (Ry) pode ser determinado
aplicando a relacdo de Stokes-Einstein (Equagdo 4);

KBT

Ry =
H 6mnD

“
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sendo que kg representa a constante de Boltzmann, T a
temperatura, D o coeficiente de difusdo aparente e 1 a viscosidade da
amostra.

3.5.2 Anilise de Rastreamento de Nanoparticulas (NTA)

As medidas de NTA foram realizadas usando o equipamento
NanoSight LM10 (NanoSight, Salisbury, Inglaterra) equipado com uma
camera cientifica e operando a 25 °C. Os sistemas nanoparticulados
foram visualizados a partir da luz espalhada decorrente da incidéncia de
um laser azul (A = 488 nm). Videos com 60 segundos de duragdo foram
capturados e analisados através do software NTA 2.1. Para tanto, as
solucdes dos sistemas nanoparticulados foram preparadas em dgua (para
as solugdes preparadas em acetona ndo foi possivel realizar a andlise de
NTA). Findado o preparo, cada solugdo foi injetada com auxilio de um
seringa dentro de uma cdmara num volume suficiente para ocupa-la
totalmente. As solugdes contendo os sistemas nanoparticulados foram
diluidas quando ultrapassavam o limite de 1x10° particulas mL".

3.5.3 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

As andlises de MET foram conduzidas em um microscépio
eletrobnico CM200 Philips (Hillsboro, OR, EUA) operando a uma
voltagem de 80 kV, sendo as imagens registradas em filmes Kodak
SO163. As solucdes contendo os sistemas nanoparticulados obtidos via
dilui¢do direta em dgua foram depositadas sobre grid de cobre revestida
com uma fina camada de carbono e previamente tratada com ozonio.
Todas as amostras analisadas foram negativamente coradas com acetato
de uralina (2% m/v).

3.5.4 Microscopia de Forca Atémica (AFM)

As medidas de AFM foram conduzidas usando um microscépio
de forca atomica Innova™ Bruker (Billerica, MA, EUA). As solugdes
contendo sistemas nanoparticulados obtidos via dilui¢do direta dos
copolimeros em acetona foram primeiramente diluidas (~0.008 g L),
sendo em seguida depositadas sobre substrato de silicio e secas em
temperatura ambiente. Imagens de topografia e fase foram registradas
com uma resolucdo de 512 x 512 pontos, sendo essas obtidas pelo modo
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dindmico (tapping mode) usando ponta de silicio com uma constante
eldstica de 48 N m' e uma frequéncia de ressondncia de ~190 kHz. As
imagens obtidas foram analisadas com auxilio do software open source
Gwyddion.

3.5.5 Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN de 'H)

Os espectros de RMN de 'H foram realizados a 25 °C usando um
espectrometro Bruker Avance DRX-400 (Billerica, MA, EUA). Para a
caracterizacdo da estrutura niicleo-corona dos sistemas nanoparticulados
obtidos a partir dos copolimeros MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) e MH(1.2k)-
b-PMMA(4.8k), primeiramente foi feita a diluicdo direta destes em
acetona-ds pura (16 g L), sendo as solucdes agitadas (500 rpm) durante
24 horas. Apds isso, um excesso de D,O foi adicionado as solucdes
preparadas em acetona-dg com auxilio de uma pipeta de Pasteur, sendo
estas solugdes agitadas (500 rpm) por 2 horas. Ao final, a acetona-ds foi
removida sob pressdo reduzida e a concentracao final das solu¢des foi de
~2 g L'". Os espectros obtidos foram analisados usando o programa
ACD/NMR.

3.5.6 Angulo de Contato Aparente (ACA)

As medidas de ACA foram realizadas de acordo com o método da
gota séssil (gota do liquido sobre a amostra sélida) utilizando um
analisador de angulo de contato (OCA 20, Dataphysics Instruments,
Alemanha). Assim, (Primeiramente, substratos de silicio foram rinsados
com acetona (0 ~557) e secos a temperatura ambiente. Entéio, uma gota
(~5 pL) de 4gua Milli-Q® foi depositada sobre os substratos de silicio
previamente recobertos por um filme fino obtido por spin coating (2000
rpm, 30 segundos) das solucdes de MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) e
MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) preparados em acetona (8 g L', processo de
spin coating repetido 4 vezes, espessura do filme ~50 nm), e apds adi¢do
de excesso de dgua (~1 g L™, processo de spin coating repetido 6 vezes,
espessura do filme ~5 nm), sendo entdo apds equilibrio (30 segundos) os
dados registrados.

3.5.7 Espectroscopia de Fluorescéncia

A espectroscopia de fluorescéncia foi utilizada na avaliacdo da
capacidade de transferéncia numa interface polar/apolar do corante
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vermelho do Nilo encapsulado aos sistemas nanoparticulados preparados
via nanoprecipitacio a partir dos copolimeros MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k)
e MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k). Para tanto, 1 mL de solucdo de sistemas
nanoparticulados contendo corante encapsulado foi misturado com um
volume igual de tolueno. A mistura foi entdo agitada (2000 rpm) com
auxilio de um agitador vortex por 10 minutos, sendo em seguida
mantida em repouso a fim de promover a separacdo das fases
oleosa/aquosa. Apds o tempo necessdrio para separacdo, tolueno foi
removido sob pressdo reduzida a 45 °C. O volume aquoso final foi
verificado com auxilio de uma pipeta para, se necessdrio, fazer a
normalizacdo de intensidade de fluorescéncia. As solucdes obtidas a
partir do MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) e MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k)
contendo o corante encapsulado foram diluidas 10 e 50 vezes,
respectivamente. A intensidade de fluorescéncia (antes e apds a
transferéncia interfacial) foi lida num A de 590 nm (A de emissdo),
usando um espectrometro Perkin-Elmer LS50B (Waltham, MA, EUA) a
25 °C. A porcentagem de corante transferido a partir dos sistemas
nanoparticulados para a fase tolueno foi estimada considerando como
100% a intensidade de fluorescéncia da solugdo antes da transferéncia
do corante vermelho do Nilo.

3.6 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.6.1 Comportamento de agregacao do MH(1.2k)-b-PMMA (2.4Kk) e
MH(1.2k)-b-PMMA (4.8k) em diferentes misturas binarias de
acetona e agua

Baseado nos valores de parametros de solubilidade de Hildebrand
(8) (J. H. HILDEBRAND, 1936), a acetona (55c = 19.7 MPa?)
representa um bom solvente para o bloco de PMMA (6pvma = 19 MPa'z)
devido a similaridade dos valores, enquanto que a agua (dmo = 47.9
MPa?), devido a disparidade entre os valores, ndo representa um bom
solvente para PMMA (BRANDRUP et al., 2003). Embora nao se tenha
ainda determinado o valor do pardmetro de solubilidade de Hildebrand
para a maltoheptaose, os resultados experimentais revelaram que a dgua
representa um bom solvente para maltoheptaose (OTSUKA et al,
2013b).

Assim, presume-se que em acetona pura, o bloco de PMMA
assuma uma conformagdo mais estendida (corona) devido ao
favorecimento de interacdes PMMA-acetona. Em contrapartida, uma
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possivel agregacdo do bloco de maltoheptaose seria esperado em
acetona, uma vez que este solvente favorece interagdes maltoheptaose-
maltoheptaose. Do contrdrio, em dgua pura, presume-se que o bloco de
maltoheptaose agora assuma uma conformagio mais estendida (corona)
contrapondo-se a uma possivel agregacdo do bloco de PMMA.

Logo, através da andlise de SLS, foi avaliado o comportamento
de agregacdo dos copolimeros MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) (Figura 14) e
MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) (Figura 15) em acetona e dgua pura, assim
como em diferentes fracdes em massa de dgua.

Figura 14. Intensidade de espalhamento de luz normalizada (Isc") vs. diferentes
fracdes em massa de 4gua obtida a partir de solucdes (1 g L) de MH(1.2k)-b-
PMMA (2.4k) monitorada em 0 = 90°. Gréfico inset mostra a Isc" para solugdes
mais concentradas, 5 g L.
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Figura 15. Intensidade de espalhamento de luz normalizada (Isc™) vs. diferentes
fracdes em massa de 4gua obtida a partir de solucdes (1 g L) de MH(1.2k)-b-
PMMA (4.8k) monitorada em 0 = 90°. Gréfico inser mostra a Isc" para solugdes
mais concentradas, 5 g L.
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Como observado nas Figuras 14 [copolimero MH(1.2k)-b-
PMMA(2.4k)] e 15 [copolimero MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k)], o valor de
Isc" altera dependendo da fracdo de cada solvente na mistura bindria
acetona/dgua. De modo geral, duas regides de variacio de Isc" puderam
ser distinguidas para ambos os copolimeros. A primeira regido se
caracteriza por uma reducio acentuada nos valores de Isc" com a adi¢io
de ~30 e 20% de dgua para os copolimeros MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) e
MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k), respectivamente. A segunda regido, no
entanto, se caracteriza por um aumento aprecidvel nos valores de ISCN
com o continuo aumento na fragdo de 4gua na mistura bindria na qual os
copolimeros estao diluidos.

O aumento da quantidade de dgua no meio altera diferentemente a
solubilidade de cada bloco no sentido de aumentar a solubilidade para a
maltoheptaose (bloco hidrofilico) e diminuir para o PMMA (bloco
hidrofébico). Este comportamento leva a uma diminui¢c@o nos valores de
ISCN com um valor minimo observado na mistura bindria de
acetona/dgua igual a 0.70/0.30 (m/m) para o copolimero MH(1.2k)-b-
PMMA(2.4k) e 0.78/0.22 (m/m) para o copolimero MH(1.2k)-b-
PMMA(4.8k). Segundo Schmidt et al, (2009), esta diminui¢io
representa a dissociagdo dos agregados copolimeros em cadeias
individuais. Este comportamento decorre do fato da Isc pelas cadeias
individuais ser menor quando comparado aos agregados copoliméricos,
uma vez que em regime diluido a intensidade de luz espalhada (Is¢) é
proporcional ao produto da concentra¢do do copolimero (C) e a massa
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molecular dos agregados (M) (Igc «< C.M) (LOMAX, 1996). Desta
forma, em condi¢do de concentracdo dos copolimeros constante,
qualquer mudanga na intensidade de luz espalhada reflete alteragcdes da
massa molecular dos agregados copoliméricos (YU; EISENBERG,
1998).

Curiosamente, a fracdo em massa do bloco hidrofébico (i.e., do
PMMA) nos copolimeros MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) (femma = 0.69) e
MH(1.2k)-b-PMMA(4.8K) (fpmma = 0.82) € similar a fracdo em massa
de acetona na mistura bindria necessdria para induzir a dissocia¢do dos
agregados. Resultado semelhante foi reportado por Otsuka et al,
(2013b) para o copolimero constituido por maltoheptaose-bloco-
poli(estireno) (OTSUKA et al., 2013b).

O continuo aumento na quantidade de 4gua na mistura bindria a
partir do valor de Isc" minimo [0.70/0.30 (m/m) para MH(1.2k)-b-
PMMA(2.4k) e 0.78/0.22 (m/m) para MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k)],
provoca um aumento na Isc em virtude da re-agregacdo das cadeias
individuais copolimero (SCHMIDT; BORSALI; GIACOMELLLI, 2009)

3.6.2 Determinacdo do tamanho relativo das cadeias individuais dos
copolimeros MH(1.2k)-b-PMMA (2.4k) e MH(1.2k)-b-PMMA (4.8k)

Partindo do pressuposto que na mistura bindria acetona e dgua
igual a 0.70/0.30 (m/m) (MH(1.2k)-6-PMMA(2.4k)) e 0.78/0.22 (m/m)
(MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k)) os copolimeros estdo presentes em solucio
na forma de cadeias individuais, analises de DLS foram conduzidas
visando determinar o tamanho relativo das cadeias individuais conforme
mostra as Figuras 16 e 17.

Figura 16. (A) — (M) Funcdo de correlacdo temporal (g(z) -1) e (°)
correspondente distribui¢do do raio hidrodindmico (A (q,t)) (z-average)
monitorada em 0 = 90°; (B) Frequéncia de relaxa¢do I' (1/1) vs. o quadrado do
modulo do vetor de espalhamento q2 para MH(1.2k)-b-PMMA (2.4k).
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Figura 17. (A) - (W) Fungdo de correlagdo temporal (g(z) -1) (°) e
correspondente distribui¢do do raio hidrodindmico (A (q,t)) (z-average)
monitorada em 0 = 90°; (B) Frequéncia de relaxac¢do I' (1/7) vs. o quadrado do
modulo do vetor de espalhamento q2 para MH(1.2k)-b-PMMA (4.8k).
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A partir das funcdes de correlagdo temporal (g(z) -1) adquiridas
entre 0 = 40 a 140° com intervalo de 10°, foram determinadas as
distribuicdes de tempo de relaxacdo (t) através do algoritmo CONTIN.
O valor de D para cada solugdo foi determinado a partir do plote (1/ 1)
vs. ¢°. Os valores calculados foram iguais a 1.64 x 10" m* s para
MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) e 1.18 x 10" m® s’ para MH(1.2k)-b-
PMMA(4.8k). O valor de Ry foi determinado aplicando a relagdo de
Stokes-Einstein (Eq. 4). Logo, um valor de Ry de ca. 2.7 nm foi
determinado para MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k), enquanto que para
MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) o valor de Ry obtido foi de ca. 4.1 nm.

O valor de Ry determinado experimentalmente, para ambos os
copolimeros, foi similar ao valor de Ry determinado teoricamente. Este
calculo, por sua vez, se baseia na distdncia média imperturbdvel entre as
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extremidades de uma cadeia polimérica <r >, onde <r >= £ * N N,
onde ¥ ¢ referente ao comprimento de uma unidade de repeticdo (£pmma
~0.3 nm e Maitose ~0.5 nm) e N é referente ao nimero de unidades de
repeti¢cdo que compde cada bloco (FELDMAN, 1984). Assim, os valores
tedricos de Ry foram de ca. 2.7 nm para MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) e ca.
3.6 nm para MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k).

A similaridade entre os valores de Ry tedrico e experimental
indica que a gradativa adicdo de dgua, até 30% para MH(1.2k)-b-
PMMA(2.4k) e 22% para MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k), induz a
dissociagdo dos agregados copoliméricos permanecendo estes, em
solucdo, na forma de cadeias individuais.

3.6.3 Conformaciao estrutural dos copolimeros MH(1.2k)-b-
PMMA (2.4k) e MH(1.2Kk)-b-PMMA (4.8Kk)

A técnica de RMN de lH, nas ultimas duas décadas, tem-se sido
convenientemente utilizada na investigacdo da conformacdo de
macromoléculas em solugdo (KOHUT; VORONOV, 2009). Desta
forma, visando confirmar a presenga dos copolimeros na conformagdo
de cadeias individuais, solucdes de MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) e
MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) foram preparadas numa mistura bindria
acetona-de/D,0 igual a 0.70/0.30 e 0.78/0.22 (m/m) respectivamente, e
analisadas por RMN de 'H. Os resultados obtidos estdo apresentados nas
Figuras 18 e 19.

Figura 18. Espectro de RMN de 'H do copolimero MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k)
dissolvido numa mistura bindria de acetona-d¢/D,O na propor¢ao de 0.70/0.30

(m/m).
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Figura 19. Espectro de RMN de 'H do copolimero MH(1.2k)-b-PMMA (4.8k)
dissolvido numa mistura bindria de acetona-ds € D,O na propor¢do 0.78/0.22
(m/m).
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Os espectros RMN de 'H, para os copolimeros MH(1.2k)-b-
PMMA(2.4k) e MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) dissolvidos na mistura
bindria de acetona-de/D,0, mostram os principais grupos de cada blocos,
i.e., do PMMA e da maltoheptaose. A presenga dos sinais em & = 5.0 —
5.6 ppm, correspondentes as ligagdes H1 [a-1,4] (KRALJ et al., 2011)
presentes na estrutura da maltoheptaose, indicam que esse bloco esta
completamente solvatado na mistura bindria de acetona-d¢/D,O. Além
disso, a presenga dos sinais referentes ao PMMA em & ~3.7 ppm (-
COOCH3;), 6 ~1.8 e 0.7 ppm (-CCHs) (ALDOSARI; OTHMAN;
ALSHARAEH, 2013) indicam que este bloco, tal qual o bloco
hidrofilico, esta completamente solvatado na mistura bindria acetona-
ds/D;0. Portanto, estes resultados confirmam que na mistura bindria de
acetona e dgua igual a 0.70/0.30 [MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k)] e 0.78/0.22
(MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k)) (m/m) os copolimeros estdo dispostos, em
solucdo, na forma de cadeias individuais. Logo, a auto-associa¢do dos
copolimeros MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) e MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) em
solucdo 100% acetona e 100% d4gua, assim como sua transi¢cdo
morfolégica induzida por solvente serdo exploradas no decorrer deste
primeiro capitulo.

3.6.4 Determinacio da CMC dos copolimeros MH(1.2k)-b-
PMMA (2.4k) e MH(1.2Kk)-b-PMMA (4.8Kk)

A determinacdo da CMC de copolimeros e surfactantes por
espectroscopia de fluorescéncia €, indubitavelmente, a técnica mais
amplamente reportada na literatura. Porém, nos dltimos anos, tem se
mostrado igualmente promissor na determinacdo da CMC o uso da
técnica de espalhamento de luz (SLS) (TOPEL et al., 2013). Assim,
solucdes de MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) (concentragdes entre 0.02 a 0.8 g
L'l) e MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) (concentragdes entre 0.008 a 0.6 g L'l)
foram preparadas por diluicdo direta em dgua e analisadas por SLS (6 =
90°). O valor da CMC, como mostrado na Figura 20, foi determinado
como a concentragdo do copolimero que corresponde ao inicio do
aumento da intensidade de luz espalhada obtida a partir do grafico da
Isc" vs. o logaritmo da concentracio do copolimero.

Figura 20. Grifico da Isc" vs. logaritmo da concentracio dos copolimeros
MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) e MH(1.2k)-b-PMMA (4.8k).
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Os resultados de SLS revelam que os valores de ISCN, para os
copolimeros MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) e MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k),
mantiveram-se praticamente constante em concentragdes menores que
0.05 g L' ¢ 0.01 g L respectivamente, indicando a auséncia de
agregados copoliméricos. No entanto, o aumento na concentragdo do
copolimero promoveu um aumento na Isc" devido a formacdo de
agregados copoliméricos. Este comportamento foi observado para
ambos os copolimeros, porém em valores diferentes de concentracao.

Logo, o valor da CMC determinado foi de 1.57 x 10” mol L™
[MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k)] e 3.33 x 10° mol L' [MH(1.2k)-b-
PMMA(4.8k)]. Como esperado, o valor da CMC do copolimero
MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) foi menor comparado ao valor obtido para
MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k), uma vez que o aumento na massa molecular
do PMMA leva a um aumento no niimero de interacdes hidrofébicas que
se reflete na diminui¢do do valor da CMC (LOMAX, 1996). Menores
valores de CMC implicam numa maior resisténcia dos sistemas
nanoparticulados em sofrer dissociacdo mediante diluicao, sendo esta
caracteristica oportuna quando almejado a aplica¢do deste in vivo
(D’ADDIO; PRUD’HOMME, 2011; TRIVEDI; KOMPELLA, 2010).

3.6.5 Auto-associacio em agua via diluicao direta

3.6.5.1 Auto-associa¢do em dgua — DLS
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A habilidade dos copolimeros MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) e
MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) em se auto-associar em dgua levando a
formacao de nanoestruturas organizadas foi inicialmente investigada por
DLS. A considerar o cardter hidrofilico da maltoheptaose contrapondo-
se ao cardter hidrofébico do PMMA, espera-se que em &4gua oOs
copolimeros se auto-associem formando sistemas nanoparticulados cuja
corona € composta pela maltoheptaose, enquanto que o ntcleo é
composto pelo PMMA.

Desta forma, solugdes obtidas a partir da dilui¢do direta em dgua
dos copolimeros MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) e MH(1.2k)-b-PMMA (4.8k)
foram analisadas por DLS, visando avaliar o efeito da (1) velocidade de
agitacdo e da (2) concentragdo do copolimero sobre os aspectos
morfoldgicos e dimensionais. A Figura 21 (A-C) apresenta as funcdes de
correla¢do temporal (g(z) -1) (6 =90°) e suas respectivas distribui¢oes de
raio hidrodindmico (A (q,t)) adquiridos a partir das solugdes de
MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) preparadas em diferentes valores de
concentracdo e velocidade de agitagdo.

As funcdes de correlagio temporal para MH(1.2k)-b-
PMMA(2.4k), para as diferentes concentracdes (0.08, 0.1 ¢ 0.4 g L") e
velocidade de agitacdo (100, 500 e 1000 rpm), sdo caracterizadas por um
decaimento exponencial simples. As distribui¢des de raio hidrodindmico
mostraram a ocorréncia de uma distribuicdo bimodal (caracterizada pela
presenca de dois modos de relaxagdo, rdpido e lento) para todas as
condi¢des avaliadas. Diante disso, a considerar o valor experimental de
Ry determinado para as cadeias individuais de MH(1.2k)-b-
PMMA(2.4k) e os valores de Ry obtidos apds auto-associagdo em dgua
(Tabela 1), torna-se plausivel atribuir ao modo rdpido de relaxagdo,
como sendo resultado da difusdo dos large compound micelles (LCMs).
Ao que tange o modo lento de relaxacdo, presume-se que este
corresponda a difusdo dos agregados micelares.

Figura 21. Fungdes de correlacio temporal (g -1) para as solugdes de
MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) com diferentes concentragdes preparadas por
dilui¢do direta em dgua sob agitacdo igual a: (A) 100 rpm; (B) 500 rpm; e (C)
1000 rpm. Gréfico inset apresenta as distribui¢des de raio hidrodindmico (A
(g,1)) (z-average) monitoradas em 0 = 90°.
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A determinac¢do do Ry para sistemas monodispersos e esféricos
pode ser conduzida de modo confidvel apenas usando Ry aparente
obtido em 6 = 90°. No entanto, para sistemas polidispersos, na qual se
enquadra a grande maioria dos sistemas nanoparticulados, a
determinacdio do Ry demanda o monitoramento das fungdes de
correlagdo temporal em diferentes angulos, sendo D obtido através da
inclinagdo de T vs. ¢°. Portanto, medidas multi-Angulo (6 = 40° — 140°,
intervalo 10°) foram conduzidas visando determinar o valor de D. Para
todas as solugdes avaliadas, uma relagdo linear I" vs. ¢* foi observada,
indicando que ambos os modos difusivos sdo decorrentes do movimento
browniano dos sistemas nanoparticulados em solugdo (STRANDMAN
et al., 2008). A Tabela 1, apresenta os valores de Ry determinados a
partir de D aplicando a relagdo de Stokes-Einstein (Eq. 4).

De modo geral, para os LCMs (modo rdpido de relaxacdo), o
aumento na concentracdo e na velocidade de agitagdo levou a um
aumento no valor do Rpy. Este aumento pode ser resultado da
combinagdo de dois fatores: (1) efeito ortocinético (oriundo do processo
de agitacdo mecanica) e (2) aumento no nimero de agregacdo micelar
(devido ao aumento da concentracdo do copolimero) (ALLEN;
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MAYSINGER; EISENBERG, 1999; BALES; ALMGREN, 1995; LIU
et al., 2008). No entanto, para os agregados micelares (modo lento de
relaxagdo), os valores de Ry ndo mostraram uma tendéncia obvia de
aumento e/ou diminuicdo em resposta a mudancas nos valores de
concentrag¢io do copolimero e da velocidade de agitacao.

Estes agregados micelares — visto em todas as condigdes
investigadas — sdo acreditados serem clusters formados por micelas
individuais que interagem dinamicamente entre si, devido a (1) natureza
e ao tamanho do corona micelar e (2) as interacdes hidrofébicas
oriundas dos niicleos micelares. O menor tamanho relativo do bloco
hidrofilico (maltoheptaose) comparado ao bloco hidrofébico (PMMA) e
o baixo valor de potencial zeta (ca. -7 mW) sdo alguns dos fatores
envoltos na tendéncia apresentada por estes copolimeros em formar
agregados em solucdo. A natureza dinamica de tais interacdes pdode ser
confirmada, uma vez que a presenca de agregados micelares foi
imediatamente detectada apds a solugdo ser filtrada com filtro Nylon 0.1
pm.

Ainda explorando as distribui¢des de tempo de relaxacdo, embora
o0 pico correspondente ao modo de relaxacgdo lento apresente uma drea de
superficie maior comparado ao pico referente ao modo rdpido de
relaxagdo, ndo significa que um nimero maior de nanoparticulas estdo
presentes. Deve ser considerado que a intensidade de luz espalhada é
proporcional ao produto da concentra¢io de nanoparticulas multiplicado
pela sua massa molar de acordo com o espalhamento de Rayleigh (2Ry
<< )) para particulas esféricas. Neste caso, o DLS é muito mais sensiivel
a presenca de grandes agregados do que a pequenas nanoparticulas
(GIACOMELLI et al., 2011).

Assim, assumindo que os LCMs comportam-se como esferas-
duras em 4gua, e que o didmetro hidrodindmico dos agregados micelares
(Du.ag) € dos LCMs (Dy.rcms) tenham a mesma densidade, pode-se
determinar a porcentagem de LCMs presente na solu¢do usando a
equagdo (5);

Niems _ ( Dy-46 )3( Arcms ) &)

Nag Dp—_rcms 1-Apcms

na qual, N;-ys representa o niimero de LCMs (modo rdpido de
relaxacdo), Ny, representa o numero de agregados micelares (modo
lento de relaxacdo) e A;qys representa a drea de superficie do pico
referente ao modo rapido de relaxagdo (DAL BO et al., 2012).

80



Tabela 1. Valores de Ry das solugdes de MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) com diferentes valores de concentra¢des obtidas a partir da
diluicdo direta em dgua em diferentes velocidades de agitac@o.

Raio hidrodindmico (nm)”

100 rpm 500 rpm 1000 rpm
Concentragdo do copolimero (g L’ )
Ry” Ry” Ry” Ry” Ry” Ry”
MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) — 0.08 14 79 15 86 16 96
MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) — 0.1 16 117 19 88 18 110
MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) — 0.4 20 114 21 87 20 111

“Determinado a partir da relagio de Stokes-Einstein; "Ry; e Ry, representam os modos de relaxa¢do rdpido e lento,
respectivamente.
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O percentual de agregados micelares presentes nas solu¢cdes com
concentracdo igual a 0.1 g L™ foram de ca. 0.75% (100 rpm), 3% (500
rpm) e 8% (1000 rpm). Neste caso, o aumento na velocidade de agitagdo
provocou um aumento na porcentagem de agregados micelares. Este
comportamento, possivelmente, se deve ao fato da alta velocidade de
agitacdo favorecer o contato entre as micelas de modo mais rdpido do
que o movimento browniano o faz. Logo, torna-se plausivel dizer que os
processos de agregacdo ortocinético (devido ao cisalhamento) e
pericinético (devido ao movimento browniano) contribuem para a
presenga de agregados micelares nas solugdes copoliméricas em questao
(LIU et al., 2008).

Para o copolimero MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k), devido ao seu
maior cardter hidrofébico, a diluicdo direta em 4gua a temperatura
ambiente nao foi possivel em razdo da pouca solubilidade do PMMA em
meio aquoso (HOOGENBOOM et al., 2010). Assim, considerando o
fato do PMMA ser conhecido por exibir uma temperatura critica
superior de solu¢do (USCT), i.e., em baixas temperaturas o PMMA ¢é
insoldvel em dgua, porém pode ser dissolvido quando aquecido (CAN et
al., 2011; HOOGENBOOM et al., 2010), as solugdes de MH(1.2k)-b-
PMMA(4.8k) foram primeiramente aquecidas por 16 horas a 85 °C,
sendo esta temperatura proxima a USCT reportada para o PMMA
quando dissolvido em metanol e etanol (COWIE; MCEWEN; GARAY,
1986). Em seguida, as solu¢des foram resfriadas a 5 °C e mantidas sob
agitacdo durante 24 horas a 500 e 1000 rpm, uma vez que a 100 rpm ndo
houve auto-associa¢io do copolimero.

A Figura 22 (A-B) apresenta as fungdes de correlagido temporal
(g(z) -1) (8 = 90°) e suas respectivas distribui¢des de raio hidrodinAmico
(A (q,t)) adquiridos a partir das solugdes de MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k)
preparadas em diferentes valores de concentracdo e velocidade de
agitacdo.

Figura 22. Fungdes de correlacio temporal (g -1) para as solugdes de
MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) com diferentes concentragdes preparadas por
dilui¢do direta em 4gua sob agitacdo igual a: (A) 500 rpm e (B) 1000 rpm.
Gréfico inset apresenta as distribuicdes de raio hidrodinamico (A (q,t)) (z-
average) monitoradas em 0 = 90°.
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Para ambas as solugdes avaliadas, as fungdes de correlacio
temporal sdo caracterizadas por um decaimento exponencial simples. As
distribui¢des de raio hidrodindmico apontam a ocorréncia de uma
distribui¢do bimodal (caracterizada pela presenga de dois modos de
relaxagdo, rdpido e lento) nas diferentes condi¢des de concentracdo e
velocidade de agitacdo avaliadas. Neste caso, o modo rdpido de
relaxacdo provavelmente corresponde a difusdo dos LCMs, enquanto
que o modo lento de relaxacéo estd provavelmente relacionado a difusao
dos agregados micelares. A presenga de agregados, conforme discutido
anteriormente, se deve ao baixo valor de potencial zeta apresentado
pelos copolimeros e da alta taxa de cisalhamento.

As medidas multi-Angulos (0 = 40° — 140°, intervalo 10°)
revelaram que ambos os modos de relaxagdo, rdpido e lento, exibem
uma relacdo linear I' vs. ¢°, confirmando o movimento browniano dos
sistemas nanoparticulados em solucdo (STRANDMAN et al., 2006). A
Tabela 2 apresenta os valores de Ry determinados a partir de D (obtido
através da inclinagdo de I vs. D) aplicando a relacdo de Stokes-Einstein

(Eq. 4).
Tabela 2. Valores de Ry das solugcdes de MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) com

diferentes valores de concentracdes obtidas a partir da dilui¢do direta em dgua
em diferentes velocidades de agitacéo.
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Raio hidrodindmico (nm)”

500 rpm 1000 rpm

Concentragdo do copolimero (g L) S S S
RH] RH2 RH] RHZ

MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) — 0.08 16 97 18 80

MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) — 0.1 20 75 17 100

MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) — 0.4 23 88 19 79

*Determinado a partir da relagdo de Stokes-Einstein; bRHl e Ry, representam os
modos de relaxacao rapido e lento, respectivamente.

Para as solugdes de MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k), os valores de Ry
referentes aos LCMs (modo rdpido de relaxa¢do) aumentaram com
aumento da concentragdo do copolimero, embora o mesmo efeito nao
tenha sido observado diante do aumento da velocidade de agitacdo. Para
os agregados micelares (modo lento de relaxacdo), os valores de Ry
obtidos ndo mostraram uma tendéncia 6bvia que pudesse ser relacionada
as mudangas nos parametros de solu¢do. Como esperado, os valores de
Ry dos LCMs obtidos para MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) foram
ligeiramente maiores se comparados aqueles obtidos para MH(1.2k)-b-
PMMA(2.4k), uma vez que a massa molecular do PMMA € maior no
copolimero MH(1.2k)-b-PMMA (4.8k).

A presenga de agregados micelares foi observada em todas as
condi¢des de concentragdo e velocidade de agitacdo investigadas.
Porém, a nivel de comparagdo, para a solugdo 0.1 g L™ de MH(1.2k)-b-
PMMA(4.8k) agitada a 500 rpm foi observada uma porcentagem de
agregados micelares de ~17%, enquanto que nas mesmas condicdes,
para MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k), a porcentagem de agregados micelares
observada foi de ~3%. Como discutido anteriormente, acredita-se que
estes agregados micelares sejam clusters formados por micelas
individuais que interagem entre si € que mostra, para este caso, O
aumento do bloco de PMMA no copolimero de 24 para 48 unidades
pode estar leve a um aumento das intera¢des hidrofébicas, resultando
num aumento na porcentagem de agregados micelares (ALLEN;
MAYSINGER; EISENBERG, 1999). As andlises de SLS para
determinagdo, por exemplo, do raio de giracdo (Rg) e do nimero de
agregacdo nao puderam ser conduzidas devido a distribui¢do de tamanho
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bimodal apresentadas pelas solu¢des de MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) e
MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k).

3.6.5.2 Auto-associacido em dgua — NTA

A andlise de rastreamento de nanoparticulas (NTA) possibilita a
visualizagdo direta do movimento browniano nas solugdes contendo
sistemas nanoparticulados. A luz espalhada por cada sistema
nanoparticulado, diante da irradiacdo da luz, € detectada e rastreada
individualmente por um software de andlise de imagem através de um
campo de visdo bidimensional. O tamanho do sistema nanoparticulado
pode entdo ser calculado usando a relacdo de Stokes-Einstein (MUN et
al., 2014; PATTERSON et al., 2014).

De base dessa informacao, solu¢des de MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k)
preparadas em concentragdo igual a 0.4 g L™ sob agitacio de 100, 500 e
1000 rpm foram caracterizadas por NTA e os resultados estdo
apresentados na Figura 23 (A-C). As solugdes de MH(1.2k)-b-
PMMA(2.4k) (0.4 g L") preparadas a 100, 500 e 1000 rpm
apresentaram pico mdximo de didmetro em ca. 22, 23 e 25 nm,
respectivamente. Apesar do reduzido efeito sob o didmetro, o aumento
na velocidade de agitacio promoveu um aumento na dispersidade de
tamanho dos sistemas nanoparticulados, sendo este fendomeno
caracterizado pelo alargamento na distribuicdo de tamanho. Este
aumento na dispersidade de tamanho pode ser atribuido ao processo de
agregacdo ortocinético (i.e., induzida pelo cisalhamento) que favorece o
contato entre os sistemas nanoparticulados e, por sua vez, pode levar a
formacao de sistemas nanoparticulados com tamanhos distintos.

Para ambos os copolimeros, o aumento na concentracio de 0.08-
0.4 g L' ndo promoveu um aumento significativo nos valores de
didmetro dos LCMs (dados ndo apresentados). Como esperado, os
didmetros médios dos sistemas nanoparticulados obtidos por NTA foram
menores daqueles obtidos por DLS. Esta diferenca no didmetro pode ser
explicado considerando que o valor obtido por DLS advém da
distribui¢do de tamanho por intensidade, enquanto que por NTA o
cdlculo se baseia na distribui¢do de tamanho por nimero (JAKOBSEN;
VOGEL, 2013).
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Figura 23. Distribui¢io de tamanho por niimero para solucdes de MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) com concentracio igual a 0.4 g L
obtidas por dilui¢do direta em dgua sob agitagdo de: (A) 100; (B) 500; e (C) 1000 rpm.
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No entanto, quando considerado a distribuicdo de tamanho por
nimero, os valores de didmetros obtidos pelas técnicas de NTA e DLS
foram semelhantes (dados ndo apresentados) e igualmente menores
daqueles obtidos por DLS a partir da distribuicio de tamanho por
intensidade. As solucdes de MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) preparadas em
concentracdo igual a 0.4 g L' por dilui¢do direta em dgua sob agitacio
de 500 e 1000 rpm foram igualmente caracterizadas por NTA, estando
os resultados apresentados na Figura 24 (A-B).

Figura 24. Distribui¢do de tamanho por nimero para solu¢cdes de MH(1.2k)-b-
PMMA (2.4k) com concentragdo igual a 0.4 g L™ obtidas por diluicdo direta em
4gua sob agitacdo de: (A) 500 e (B) 1000.

5x10° 8.0x10°

A

IS
X
=

6.0x10°

3x10°4

4.0x10°
2x10°4

. 2.0x10°
1x10°

Niimero de Particulas imL™")
Nimero de Particulas inL™)

0 Ll r 0.0 - T
1 10 100 1000 1 10 100 1000

Didmetro (nm) Didmetro (nm)

Observa-se, a partir das distribuicdes de tamanho, que as
solucdes de MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) preparadas sob agitacdo de 500 e
1000 rpm apresentam um pico miximo de didmetro em ca. 98 e 99 nm,
respectivamente. A presenca de um maior nimero de agregados
micelares nas solugdes de MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) em relagcdo as
solucdes de MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) vem por corroborar os resultados
obtidos por DLS, no que diz respeito ao aumento do bloco de PMMA
favorecer um aumento nas interacdes hidrofébicas e, consequentemente,
na porcentagem de agregados micelares.

3.6.5.3 Auto-associacdo em dgua — MET
Andlises de MET foram conduzidas para a caracterizacdo das
solu¢des de MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) com concentracdo igual a 0.4 g

L' preparadas nas diferentes condicdes de velocidade de agitacdo,
estando as micrografias obtidas apresentadas na Figura 25 (A-C).

87



Figura 25. Micrografias obtidas por MET das solucdes (0.4 g L) de MH(1.2k)-b-PMMA (2.4k) preparadas por diluico direta em
4gua sob agitacdo igual a: (A) 100; (B) 500; e (C) 1000 rpm.

A
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A andlise das micrografias revelou a presenca de LCMs esféricas
com didmetros menores que 20 nm para as solugdes de MH(1.2k)-b-
PMMA(2.4k) preparadas sob agitagdo de 100 e 500 rpm. A auséncia de
agregados micelares respalda a ideia quanto a sua natureza dindmica das
interagdes intermicelares. No entanto, a solu¢do preparada a 1000 rpm
se caracteriza pela presenga de LCMs esféricos e agregados micelares
com tamanhos bastantes polidispersos.

Para o copolimero MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k), solu¢des com
concentracdo igual a 0.4 g L foram preparadas sob agitacdo de 500 e
1000 rpm, estando as micrografias obtidas apresentadas na Figura 26
(A-B).

Figura 26. Micrografias das solugdes (0.4 g L'l) de MH(1.2k)-b-PMMA (4.8k)
preparadas por diluicao direta em dgua sob agitacdo igual a: (A) 500; e (B) 1000
rpm.

A andlise das micrografias revela para ambas as condicdes de
velocidade de agitagdo investigadas a presenca de LCMs esféricos com
valores de diametro entre 25 a 40 nm.

3.6.6 Auto-associacio em acetona via diluicao direta
3.6.6.1 Auto-associagdo em acetona — DLS

A capacidade de auto-associacdo dos copolimeros MH(1.2k)-b-
PMMA(2.4k) e MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) em acetona foi investigada

em um primeiro momento por DLS. Em acetona, por sua vez, se espera
a formagdo de sistemas nanoparticulados na qual os segmentos de
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PMMA (bloco hidrofébico) estejam compondo a corona, enquanto que
os segmentos de maltoheptaose (bloco hidrofilico) estejam compondo o
nicleo.

Logo, solugdes com diferentes valores de concentragio (4, 8 e 16
g L") de MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) ¢ MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) foram
preparadas a partir da dilui¢do direta destes em acetona. A Figura 27 (A-
B) apresenta as funcdes de correlacdo temporal (g(z) -1) (6 =90°) e suas
respectivas distribui¢des de raio hidrodindmico (A (q,t)) adquiridos a
partir das solugdes de MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) e MH(1.2k)-b-
PMMA(4.8k) preparadas em acetona sob agitacdo constante (500 rpm) e
em diferentes valores de concentracao.

Figura 27. Fungdes de correlagio temporal (g* -1) para as solucdes de (A)
MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) e (B) MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) com diferentes
concentracdes preparadas por diluicdo direta em acetona. Gréfico inset
apresenta as distribuicdes de raio hidrodindmico (A (q,t)) (z-average)
monitoradas em 0 = 90°.
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As fungdes de correlagdo temporal referentes as solucdes de
MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) apresentaram dois decaimentos exponenciais
nos diferentes valores de concentracdo. Em contrapartida, as funcdes de
correlacdo temporal das solugdes de MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k)
mostraram um decaimento exponencial simples. As distribui¢des de raio
hidrodindmico revelaram a ocorréncia de uma distribuicio bimodal
(caracterizada por dois modos de relaxacdo, rdpido e lento) nas
diferentes concentrac¢des investigadas e para ambos os copolimeros. Esta
distribui¢do bimodal estd associada a presenca de duas populacdes de
sistemas nanoparticulados com tamanhos distintos. Logo, o valor de Ry
de cada populacido foi determinado aplicando a relagdo de Stokes-
Einstein (Eq. 4) e estdo sumarizados na Tabela 3.
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Tabela 3. Valores de Ry das solucdes obtidas a partir da dilui¢do direta em
acetona dos copolimeros MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) e MH(1.2k)-b-
PMMA(4.8k) nas diferentes concentragdes investigadas.

Raio hidrodindmico (nm)”

MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) MH(1.2k)-b-PMMA (4.8k)

- RH]b) Rsz) RH]b) RHZb)
S N

S 4 5 70 5 112
5 QO
B <

S s 6 91 5 117
£3
DS 16 8 123 6 125

*Determinado a partir da relagio de Stokes-Einstein; bRHl e Ry, representam os
modos de relaxacao rapido e lento, respectivamente.

Para as solugdes de MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k), os valores de Ry
referentes a0 modo rapido de relaxacio variaram entre ca. 5 nm (4 g L)
a 8 nm (16 g L"), enquanto que para as solucdes de MH(1.2k)-b-
PMMA(4.8k) os valores foram de ca. 5 nm, sofrendo pouca variacio
com o aumento da concentra¢do. Conforme discutido na secdo 4.5.2, os
valor de Ry determinado teoricamente para os copolimeros MH(1.2k)-b-
PMMA(2.4k) e MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) na forma de cadeia
individual foram de ca. 2.7 e ca. 3.6 nm, respectivamente.

No entanto, partindo do pressuposto que apds auto-associa¢do em
acetona os segmentos de maltoheptaose — que estdo compondo o niicleo
— se comportam como uma estrutura rigida (rod-like), temos <r >

sendo igual afpyyNyy + Lomma-VNpyma, onde £ representa o
comprimento de uma unidade de repeticio (£pmma ~0.3 nm e Pyparose
~0.5 nm) e N representa o nimero de unidades de repeticdo que compde
cada bloco. Logo, o valor tedrico de Ry determinado foi de ca. 5 nm
para MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) e ca. 5.6 nm para MH(1.2k)-b-
PMMA(4.8k). Diante disso, torna-se plausivel relacionar o modo rdpido
de relaxag¢do ao movimento difusivo de micelas do tipo reversa, na qual
os segmentos de PMMA estdo compondo a corona € o0s segmentos de
maltoheptaose o niicleo micelar. Agregados de micelas do tipo reversa
(relacionados ao modo lento de relaxacdo) foram também observados
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nas solugdes para ambos os copolimeros e nas diferentes concentragdes
investigadas.

3.6.6.2 Auto-associagio em acetona — RMN de 'H

Visando confirmar a formagdo de micelas do tipo reversa,
solugdes (16 g L) preparadas por diluicio direta dos copolimeros
MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) e MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) em acetona,
foram analisadas por RMN de 'H com os respectivos espectros
apresentados na Figura 28 (A-B).

Figura 28. Espectros de RMN de 'H obtidos a partir das solucdes de (A)

MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) e (B) MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) preparadas via
dilui¢do direta em acetona-ds.
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Os espectros de RMN de 'H referentes as solugdes de MH(1.2k)-
b-PMMA(2.4k) e MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) preparadas em acetona
mostram claramente sinais em & ~3.7, 1.8 e 0.7 ppm, sendo esses
correspondentes aos grupos -COOCH;, =CH, e -CHs, respectivamente
(ALDOSARI; OTHMAN; ALSHARAEH, 2013). Conforme ja
mencionado, estes sinais sdo associados a grupos quimicos do PMMA.
Logo, presume-se que em acetona o bloco de PMMA esteja totalmente
solvatado, i.e., condi¢do que permite a livre mobilidade dos prétons. Em
contrapartida, o desaparecimento e/ou alargamento dos sinais associados
a maltoheptaose (8 = 5.0 — 5.6 ppm), indica que este bloco estd evitando
contato com o solvente, i.e., condicdo que reduz a mobilidade dos
prétons (PODARALLA et al., 2012). Logo, estes resultados confirmam
a formagdo de micelas do tipo reversa a partir da dilui¢do direta dos
copolimeros MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) e MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) em
acetona.

3.6.6.3 Auto-associa¢do em acetona — AFM
As Figuras 29 (A-C) e 30 (A-C) apresentam as imagens de AFM
obtidas a partir das solu¢des dos copolimeros MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k)

e MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k), respectivamente, apds sua diluicdo direta
em acetona.
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Figura 29. Imagem topogréfica (A) com a respectiva imagem de fase (B) e
seccdo transversal (C) para a solugdo de MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) preparada
via diluicao direta em acetona.

200 nm

Figura 30. Imagem topogréfica (A) com a respectiva imagem de fase (B) e
seccdo transversal (C) para a solugdo de MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) preparada

via diluicao em acetona.
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A andlise das imagens obtidas a partir da solucdo de MH(1.2k)-b-
PMMA(2.4k) revelaram a presenga de micelas do tipo reversa esféricas
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e agregados micelares com valores de didmetro menores que 45 nm.
Para a solucdo de MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) foram observadas micelas
do tipo reversa esféricas e agregados micelares com valores de diametro
menores que 70 nm. Cabe destacar que os didmetros obtidos por AFM
foram consideravelmente menores daqueles obtidos por DLS. Esta
diferenca no didmetro pode ser atribuida a alta solvatagdo dos segmentos
de PMMA - bloco que compde a corona micelar — pela acetona, quando
em solu¢do. No entanto, o processo de secagem ao qual estes sistemas
nanoparticulados sdo expostos ao serem depositados sobre o substrato a
priori da andlise, podem levar a um “encolhimento” dos segmentos de
PMMA devido a auséncia de solvatagdo, resultando assim numa
diminuicdo acentuada no seus valores de didmetro médio.

3.6.7 Efeito da polaridade do solvente
3.6.7.1 Propriedade solvente-responsiva — DLS e ACA

O efeito da polaridade do solvente sobre a morfologia dos
sistemas nanoparticulados obtidos a partir da auto-associacdo dos
copolimeros MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) e MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) foi
inicialmente investigadas por DLS e ACA. A Figura 31 mostra a
distribui¢do do raio hidrodinAmico aparente (6 = 90° a 25 °C) das
solucdes dos copolimeros MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) e MH(1.2k)-b-
PMMA(4.8k) preparados via diluicdo direta em acetona (A) e apds
adicdo de um excesso de dgua a essa solugdo (B).

Figura 31. Distribui¢do do raio hidrodindmico aparente para as solucdes de
MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) e MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) obtidas por dilui¢cdo
direta em acetona (A) e apds adi¢ao de excesso de dgua a essa solucao (B).
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Para ambos os copolimeros ou condicdo de solvente observa-se
uma distribui¢do de tamanho bimodal, cujo os valores de Ry aparente
para a solugdo em acetona do copolimero MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k)
foram de 6 nm (micela do tipo reversa) e 81 nm (agregados micelares).
Para a solugdo em acetona do copolimero MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) os
valores de Ry aparente foram de 5 nm (micela do tipo reversa) e 150 nm
(agregados micelares). Apds adicdo de excesso de dgua (9 mL) a
solucdo de acetona, os valores de Ry aparente observados foram de 14
nm (LCMs) e 136 nm (agregados micelares) para MH(1.2k)-b-
PMMA(2.4k), enquanto que para o copolimero MH(1.2k)-b-
PMMA(4.8k) os valores observados foram de 12 nm (LCMs) e 81 nm
(agregados micelares).

Diante disso, analises de ACA foram conduzidas visando
investigar a natureza da corona micelar. Considerando o cardter
hidrofilico e hidrofébico associado a maltoheptaose e ao PMMA
respectivamente, dgua foi usada como liquido que age como uma sonda
sensivel a natureza da superficie do substrato. Dessa forma, a Figura 32
(A-D) mostra os resultados de ACA referente as solucdes de MH(1.2k)-
b-PMMA(2.4k) e MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) obtidas em acetona e apds
adi¢do de um excesso de dgua.

Os valores de angulo de contato (0) para uma gota molhante
sobre os substratos recobertos com um filme (espessura de ~50 nm) das
solucdes de MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) e MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k)
preparadas em acetona foram de 6 ~90° e ~103° respectivamente.
Considerando que, o substrato apenas rinsado com acetona apresenta um
valor de 6 ~55°, o recobrimento deste com as solugdes preparadas em
acetona tornou a superficie mais hidrofébica, uma vez que
consensualmente valores de 6 superiores a 90° caracterizam superficies
hidrofébicas.

Em contrapartida, os valores de 6 sobre os substratos recobertos
com um filme (espessura de ~5 nm) das solugdes de MH(1.2k)-b-
PMMA(2.4k) e MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) obtidas apds adicao de
excesso de um dgua foram de 6 ~31° e ~20° respectivamente. Estes
valores de ¢, no caso inferiores a 90°, sdo caracteristicos de superficies
hidrofilicas. Sendo assim, de base dos valores de ¢ obtidos, pode-se
presumir que incialmente em acetona, os segmentos de PMMA estio
compondo a corona micelar (micelas do tipo reversa). Porém, a adicao
de um excesso de dgua promoveu uma inversao conformacional levando
entdo aos segmentos de maltoheptaose comporem a corona micelar
(micelas normais).
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Figura 32. Imagem da gota de dgua sobre o substrato recoberto com solugdes de (A) MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) e (B) MH(1.2k)-
b-PMMA(4.8k) preparadas em acetona; e solugdes de (C) MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) e (D) MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) obtidas
ap6s adicdo de 9 mL de dgua.
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Outra observagdo diz respeito aos valores de ¢ obtidos para os
substratos recobertos com as solugdes preparadas em acetona serem
consideravelmente superiores daquele observado para um filme de
PMMA puro (6 ~68°) (MA et al., 2007), sendo esta diferenga atribuida
ao efeito da rugosidade (LEE et al., 2013).

3.6.7.2 Propriedade solvente-responsiva — RMN de 'H

Anilises de RMN de 'H foram conduzidas visando confirmar a
propriedade solvente-responsiva (i.e., mudanca morfolégica mediada
pela alteragc@o da polaridade do solvente) dos copolimeros MH(1.2k)-b-
PMMA(2.4k) e MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k). Os espectros de RMN de 'H
obtidos das solugdes de MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) e MH(1.2k)-b-
PMMA(4.8k) preparadas pela diluicdo direta em acetona-ds € apods
adicdo de um excesso de D,O foram comparados aos espectros obtidos a
partir da mistura bindria de acetona-dg € D,0, i.e., mistura na qual os
copolimeros se comportam como cadeias individuais. Logo, os espectros
dos copolimeros MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) e MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k)
dissolvidos na mistura bindria de acetona-de/D,0O, em acetona-de pura e
ap6s adi¢cdo de um excesso de D,O estdo compilados na Figura 33 (A-
B).

Como discutido na secdo 4.5.6.2, os sinais relativos a
maltoheptaose ndo foram observados nos espectros de RMN de 'H
obtidos para os copolimeros MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) e MH(1.2k)-b-
PMMA(4.8k) quando dissolvidos em acetona. No entanto, os sinais
referentes ao PMMA podem ser claramente vistos, principalmente o
sinal em & ~3.7 ppm, sinal este correspondente ao grupo -COOCHs.
Porém, apds adi¢dao de um excesso de dgua os sinais relativos ao PMMA
quase desaparecem em virtude da redu¢cdo na mobilidade dos prétons
(PODARALLA et al., 2012). Entretanto, os sinais em 6 = 5.0 — 5.6 ppm
correspondentes a maltoheptaose (ligagdes a-1,4) (KRALJ et al., 2011)
puderam ser claramente observados, confirmando assim a presenca da
maltoheptaose na corona micelar apds adicdo de um excesso de dgua a
solucdo de acetona. Logo, estes resultados corroboram a ideia quanto a
capacidade destes copolimeros em alterar sua morfologia de micelas do
tipo reversa a LCMs mediante alteracdes na polaridade do meio em que
0 mesmo estd dissolvido.
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Figura 33. Espectros RMN de 'H das solucdes do (A) copolimero MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) quando dissolvido na mistura bindria
acetona-d¢/D,0, em acetona-dg (por diluicdo direta) e apds adicdo de um excesso de D,O e do (B) copolimero MH(1.2k)-b-
PMMA(4.8k) quando dissolvido na mistura bindria acetona-d¢/D,O, em acetona-ds (por diluicdo direta) e apds adicdo de um
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3.6.7.3 Propriedade solvente-responsiva — Espectroscopia de
fluorescéncia

A habilidade dos sistemas nanoparticulados obtidos pela auto-
associagdo dos copolimeros MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) e MH(1.2k)-b-
PMMA(4.8k) em carrear substincias hidrofébicas em seu nicleo num
meio aquoso, e entdo liberd-lo numa interface polar-apolar foi
investigada por espectroscopia de fluorescéncia. O corante vermelho do
Nilo (praticamente insolivel em &dgua) foi usado como modelo de
substancia hidrofébica. Em ambientes hidrofébicos, o vermelho do Nilo
que € um corante solvatocromico, mostra forte fluorescéncia. Entretanto,
em ambientes hidrofilicos, apresenta fraca fluorescéncia (HEVUS;
KOHUT; VORONOV, 2011).

Os sistemas nanoparticulados contendo vermelho do Nilo
encapsulado apresentaram um valor de Ry aparente (6 = 90°) de ca. 14
nm, valor este observado para ambos os copolimeros. A presenca do
vermelho do Nilo no ndcleo micelar (com carater hidrofébico) foi
confirmada por espectroscopia de fluorescéncia, haja visto os altos
valores de intensidade observados, como mostra a Figura 34 (A-B).

Visando avaliar a capacidade de transferéncia do corante
vermelho do Nilo a partir dos sistemas nanoparticulados para uma
interface polar/apolar, tolueno foi escolhido como solvente apolar. Para
tanto, conforme observado nas imagens inset, a transferéncia do corante
a partir do nicleo micelar ocorreu com sucesso, haja visto a mudanga na
coloragdo da fase orginica devido ao efeito solvatocromico associado ao
vermelho do Nilo.

Figura 34. Espectros de fluorescéncia do corante vermelho do Nilo em 4gua
(linha azul) e encapsulado nos sistemas nanoparticulados obtidos a partir dos
copolimeros (A) MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) e (B) MH(1.2k)-b-PMMA (4.8k)
antes (linha preta) e apds (linha vermelha) transferéncia numa interface
polar/apolar. Inset aparéncia da solu¢do antes (lado esquerdo) e apds (lado
direito) transferéncia do corante a partir dos sistemas nanoparticulados presente
em 4dgua (fase inferior) para o tolueno (fase superior).
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Ademais, uma significativa diferenga na intensidade da coloragdo

da fase tolueno apds transferéncia do corante a partir das solucdes de
MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) e MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) foi observada e
pode ser atribuida a diferengas na capacidade de encapsulacdo e
eficiéncia de transferéncia (HEVUS; KOHUT; VORONOV, 2011),
sendo ambos os aspectos relacionados ao tamanho da cadeia do bloco
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hidrofébico (WANG; JIA; LI, 2013). Cabe destacar ainda que esta
diferenca na intensidade de coloracdo da fase tolueno nido pode ser
simplesmente limitada a quantidade de corante transferido a partir dos
sistemas nanoparticulados, uma vez que ndo se pode ignorar a possivel
presenga de corante disperso em dgua devido ao particionamento entre
sistemas nanoparticulados e o meio aquoso, na qual pode facilmente
migrar da dgua para o tolueno (HEVUS; KOHUT; VORONOYV, 2011;
HEVUS et al., 2012).

Embora uma quantificagdo mais apurada quanto a quantidade de
corante transferida ndo tenha sido feita, comparando os valores de
intensidade antes e apds a transferéncia, pode-se observar que ~30% e
50% do corante vermelho do Nilo foi transferido para o tolueno. Afora
isso, apods transferéncia do corante, para ambos copolimeros se observa
no espectro um largo ombro (670 — 800 nm). A presenca deste pode ser
atribuida a um deslocamento solvatocromico positivo devido a formagao
de uma camada de solvatagdo em torno das moléculas de vermelho do
Nilo.

3.7 CONCLUSAO DO CAPITULO

Os copolimeros investigados neste primeiro capitulo — MH(1.2k)-
b-PMMA(2.4k) e MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) — mostraram-se capazes de
se auto-associar em LCMs e micelas do tipo reversa quando dissolvidos
diretamente em 4gua e acetona, respectivamente. Os pardmetros
moleculares (razdo entre os blocos hidrofébico/hidrofilico) e os
parametros de solu¢do (concentragdo do copolimero e velocidade de
agitacdo) afetaram diretamente no tamanho das LCMs e também na
porcentagem de agregados micelares na solugdo. Além disso, os
sistemas nanoparticulados obtidos mostraram-se capazes de inverter sua
estrutura em resposta a mudanca na polaridade do solvente de micelas
normais (dgua) para micelas do tipo reversa (acetona). Essa habilidade
mostrada pelos sistemas nanoparticulados em inverter sua estrutura foi
também confirmada usando o corante vermelho do Nilo (corante
hidrofébico). Assim, micelas obtidas a partir da auto-associagdo dos
copolimeros via nanoprecipitagdo em dgua mostraram-se capazes de
encapsular o corante e entdo transferi-lo numa interface polar/apolar.
Esta habilidade torna a aplicagdo dos sistemas nanoparticulados obtidos
a partir da auto-associacdo desses copolimeros potencialmente
vantajosa, uma vez que possibilita a preparagdo de sistemas para a
liberagdo direcionada de farmacos.
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CAPITULO 4. OBTFNCAO DE LCMs POROSOS A PARTIR DA
FOTODEGRADACAO DO NUCLEO MICELAR INDUZIDA POR
RADIACAO ULTRAVIOLETA

4.1 INTRODUCAO DO CAPITULO

A habilidade apresentada pelos copolimeros em bloco em se auto-
associar em um solvente seletivo tem se mostrado uma poderosa
ferramenta no preparo de sistemas nanoparticulados com diferentes
morfologias, tais como: micelas esféricas e filomicelas, vesiculas e
bicamadas. Estes sistemas nanoparticulados podem ser aplicados como
sistemas de liberagcdo de fairmacos (ALIBOLANDI et al., 2015; WANG,
2013), nanoreatores (CHEN; SCHONHERR; VANCSO, 2009;
KHULLAR et al., 2013; KIM et al., 2011) e modelos (CHANG et al.,
2011; HUANG et al., 1999; SAMARAJEEWA et al., 2012; TURNER;
WOOLEY, 2004; ZHANG et al., 2005). A aplicagdo como modelos
(traducdo do termo em inglés template) t€m ganhado atencdo dos
pesquisadores devido a possibilidade em se preparar estruturas do tipo
nicleo-corona, onde o nucleo é composto pelos segmentos hidrofébicos
e a corona composta pelos segmentos hidrofilicos do copolimero. Esta
configuracdo estrutural permite que reagdes de reticulagdo possam
ocorrer tanto no nicleo (SCHMIDT; BORSALI; GIACOMELLI, 2009;
WANG; HENSELWOOD; LIU, 1998) como na corona micelar
(HUANG et al., 1999; TURNER; WOOLEY, 2004; ZHANG;
REMSEN; WOOLEY, 2000). A reticulagdo da corona micelar fornece
aos sistemas nanoparticulados a estabilidade estrutural necessdria para a
obtencdo de sistemas porosos a partir da remocdo do nicleo via
procedimentos quimico e/ou fisico (MENG et al., 2010).

Sistemas nanoparticulados porosos procedentes de micelas foram
reportados pela primeira vez em meados dos anos 90. Neste caso,
micelas obtidas a partir da auto-associagdo do copolimero poli(4dcido
acrilico)-b-poliisopreno foram usadas como modelos no preparo de
sistemas porosos através da remocdo do nicleo via procedimento
quimico (HUANG et al., 1999). Estes sistemas porosos, por sua vez,
apresentam propriedades dnicas que incluem, grande drea superficial
(CHANGEZ et al., 2013), maior capacidade de encapsulacdo de agentes
ativos (MENG et al., 2010), baixa densidade e excelente caracteristicas
de permeacdo e penetracdo (FUJI; TAKAI; RIVERA VIRTUDAZO,
2014). Assim, a basear-se nestas propriedades, este capitulo teve por
intento avaliar a viabilidade de preparacdo de sistemas nanoparticulados
porosos usando os sistemas nanoparticulados obtidos a partir da auto-
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associacdo do copolimero MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) como modelos.
Para tanto, os sistemas nanoparticulados obtidos tiveram primeiramente
seus segmentos de MH (corona) covalentemente reticulados via adi¢do
de Michael usando o divinil sulfona (DVS) como agente reticulante. Em
seguida, os segmentos de PMMA (niicleo) foram removidos via
fotodegradagdo decorrente da exposicdo destes a luz UV em
comprimento de onda igual a 254 nm (FAYAD et al., 2014). As técnicas
de espalhamento de luz estitico (SLS) e dindmico (DLS), microscopia
eletronica de transmissdo (MET), microscopia eletronica de varredura
com canhido de emissdo de campo (MEV-FEG), espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 'H) foram empregues na
caracteriza¢do dos sistemas nanoparticulados sélidos e porosos. Todas
as andlises de caracterizagdo apresentadas neste capitulo foram
realizadas utilizando equipamentos pertencentes ao CERMAV
(Grenoble, Franga).

4.2 MATERIAIS

A 4gua utilizada neste estudo foi purificada através de um sistema
Milli-Q® (Purelab, ELGA), com uma resistividade igual a 18.2 mQ cm’
'. Acetona PA (99+% pureza) foi adquirida da Carlos Erba Reagentes,
enquanto que o DVS foi adquirido da Sigma-Aldrich. O filtro Rotilabo®
acetato de celulose (AC — 0.20 pm) foi adquirido da Carl Roth GmbH.

43 AUTO-ASSOCIACAO DO COPOLIMERO MH(1.2k)-b-
PMMA(4.8k)

A auto-associag¢do do copolimero foi proporcionada a partir do
uso de um protocolo de nanoprecipitacdo (FESSI et al., 1989). Para
tanto, 3 mg de MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) foi dissolvido numa mistura
bindria de acetona e dgua (0.78/0.22% m/m), sendo esta mantida sobre
agitacdo até completa dissolugdo do copolimero. A solugdo foi entdo
adicionada gradualmente (0.5 mL h™') em 3 mL de dgua Milli-Q® e
agitada (50 rpm) durante 3 horas. Acetona foi removida sob pressdo
reduzida a 30 °C e a solugdo filtrada usando filtro AC - 0.2 pm.

44 RETICULACAO DA CORONA DOS SISTEMAS
NANOPARTICULADOS

104



Para a reticulagdo da corona, 0.5 mL da solu¢do contendo os
sistemas nanoparticulados obtidos a partir da auto-associagdo do
MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) (1 g L") foi adicionada a 1.5 mL de dgua
Milli-Q® contendo 10 uL de DVS previamente solubilizado. A solugdo
foi mantida sobre agitacdo constante (150 rpm) a temperatura ambiente
durante 24 horas, e entdo filtrada usando filtro AC — 0.2 um.

4.5 RADIACAO UV

A solugdo reticulada de MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) foi
condicionada em um tubo cilindrico de quartzo (10 mm de didmetro) e
entdo exposta a radiacdo UV em diferentes tempos (A = 254 nm e com
uma densidade de laser de ~2.5 J cm). Como controle, uma solucdo
nado-reticulada de MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) foi preparada e exposta a
radiacdo UV seguindo o mesmo protocolo aplicado a solugao reticulada.

4.6 CARACTERIZACAO DOS SISTEMAS NANOPARTICULADOS
4.6.1 Espalhamento de Luz Dindmico e Estatico (DLS e SLS)

As andlises de espalhamento de luz dindmico (DLS) e estdtico
(SLS) foram conduzidas usando um gonidmetro ALV-5000/ALV,
equipado com um laser He-Ne com poténcia igual a 35 mW (A = 632.8
nm) como fonte de radia¢do e um correlator digital ALV/LSE-5004. Nas
medidas de SLS, a intensidade de luz espalhada foi mensurada num
angulo de espalhamento de 90° com um tempo de contagem de 120
segundos. Nas medidas de DLS, os tubos cilindricos de quartzo
contendo separadamente a solugdo reticulada e ndo-reticulada de
MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) foram imersos num banho de tolueno a 25.0
+ 0.5 °C. Os dados foram adquiridos usando o correlator digital
ALV/LSE-5004 ¢ o tempo de contagem para cada dngulo avaliado (40°
— 140°, intervalo de 10°) foi de 300 segundos. A distribui¢do do tempo
de relaxacdo (t) foi obtido através da andlise CONTIN da funcdo de
correlacdo temporal (g(z) -1) (PROVENCHER, 1979). A partir do
coeficiente aparente de difusdo (D), obtido pela inclinacdo da reta do
plote de I vs. ¢, o raio hidrodindmico (Ry) foi determinado aplicando a
relacdo de Stokes-Einstein (Eq. 4). O raio de giracdo (Rg) foi
determinado a partir da parte eldstica da luz espalhada (I(g)) usando a
aproximacao de Guinier (Eq. 6);
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Inl = Inl, — §q2R§ (6)

na qual / corresponde a luz espalhada e Iy a luz espalhada em ¢
=0.

4.6.2 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

A solucdo contendo sistemas nanoparticulados de MH(1.2k)-b-
PMMA(4.8k) obtida usando um protocolo de nanoprecipita¢do foi,
primeiramente, reticulada com DVS. O excesso de DVS foi entdo
removido a partir da solu¢do por didlise contra dgua deionizada em
membrana de didlise (cut-off 2 kDa) durante 48 horas. Neste periodo, a
dgua foi trocada 4 vezes em intervalos regulares. A amostra resultante
foi entdo liofilizada durante 24 horas. Assim, pastilhas da amostra
liofilizada da solugdo reticulada de MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k), do
copolimero puro e do DVS puro foram separadamente moidas,
misturadas a 100 mg de KBr e entdo prensadas em alta pressdo. O
espectro de FTIR foi registrado usando um espectrometro de
infravermelho Perkin-Elmer Spectrum RXI na faixa de 4000 a 400 cm’™.

4.6.3 Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN de 'H)

Solugdo copolimérica de MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) (3 g L™) foi
preparada em uma mistura bindria de acetona-d¢/D,0O (0.78/0.22% m/m)
e gradualmente adicionada (0.5 mL h™") em 3 mL de D,O e agitada (50
rpm) durante 3 horas. Em seguida, a solucdo contendo sistemas
nanoparticulados foi exposta a radiacdo UV e a presenca de subprodutos
oriundos da fotodegrada¢io do PMMA foi monitorada por RMN de 'H
em diferentes tempos de exposicdo (0, 4 e 24 horas) usando um
espectrometro Bruker Avance DRX-400 (Billerica, MA, EUA). Os
espectros obtidos foram analisados usando o programa ACD/NMR.

4.6.4 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

As andlises de MET foram conduzidas em um microscopio
eletrobnico CM200 Philips (Hillsboro, OR, EUA) operando a uma
voltagem de 80 kV, sendo as imagens registradas em filmes Kodak
SO163. A solugdo reticulada de MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) (1) exposta e
(2) ndo-exposta a radiacdo UV foram depositadas sobre grid de cobre
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revestida com uma fina camada de carbono e previamente tratada com
ozOnio. As amostras analisadas foram negativamente coradas com
acetato de uranila (2% m/v).

4.6.5 Microscopia Eletronica de Varredura com canhiao de emissao
de campo (MEV-FEG)

As andlises de MEV-FEG foram conduzidas num microscépio
FE/QUANTA FEG 250 (Hillsboro, OR, EUA) operando em uma
voltagem de 8 kV. A solucdo reticulada de MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k)
(1) exposta e (2) ndo-exposta a radiagdo UV foram depositadas sobre
substratos de silicio e recobertas com uma fina camada (1 nm) de
carbono/platina.

4.7 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.7.1 Auto-associacdo por nanoprecipitacdio do copolimero
MH(1.2k)-b-PMMA (4.8k) — DLS e MET

A solucdo contendo sistemas nanoparticulados de MH(1.2k)-b-
PMMA(4.8k) foi preparada usando um protocolo tipico de
nanoprecipitagdo. Seguindo este protocolo, a primeira etapa trata da
escolha de um solvente ou de uma mistura de solventes que sejam
termodinamicamente “bons” para ambos os blocos que compdem o
copolimero. Esta condicdo permite que o copolimero se comporte como
cadeias individuais em solu¢do (OTSUKA et al., 2013c). Com base nos
resultados apresentados no Capitulo 4, sabe-se que na mistura bindria
acetona/dgua  0.78/0.22% (m/m) o copolimero MH(1.2k)-b-
PMMA(4.8k) comporta-se como cadeias individuais em solucdo. Logo,
a adicdo desta solugdo em dgua foi escolhida para induzir a auto-
associagdo deste copolimero conforme protocolo tipico de
nanoprecipitacao.

A Figura 35 (A-B) apresenta a funcdo de correlacao temporal (g(z)
-1) (6 =90°) e a distribui¢do de raio hidrodinAmico (A (g,t)) adquiridos a
partir da solugdo de MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) e sua respectiva
dependéncia da frequéncia de relaxacdo (I') vs. o quadrado do médulo
do vetor de espelhamento (.

Figura 35. (A) Funcio de correlagio temporal (g? -1) e correspondente
distribui¢do do raio hidrodindmico (A (q,t)) (z-average) monitorada em 6 = 90°;
B) I vs. q2 para a solu¢cdo de MH(1.2k)-b-PMMA (4.8k).
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A fun¢do de correlacio temporal mostrou um decaimento
exponencial simples com dois modos difusivos, i.e., um modo rdpido e
um lento. O modo difusivo rdpido provavelmente corresponde as
micelas, enquanto que o modo lento é correspondente aos agregados
micelares. Além disso, para ambos os modos difusivos, o movimento
browniano dos sistemas nanoparticulados em solucdo pdde ser
confirmado através da relacdo linear entre I" vs. 7. Logo, aplicando o
valor de D obtido através do plote de I vs. ¢* (D modo répido = 2.37 10°
""'m*s"'; D modo lento = 3.84 10"* m’ s™") na relacdo de Stokes-Einstein
foi possivel se determinar os valores de Ry, sendo esses de ca. 10 nm
(micelas) e 64 nm (agregados micelares).

Entretanto, deve-se notar que a maior intensidade do pico relativo
aos agregados micelares (modo lento de relaxacdo) ndo significa que
estes estdo em maior nimero na solugdo. Pelo contrdrio, o nimero de
agregados micelares representa menos que 2% do nimero total de
sistemas nanoparticulados na solu¢do, uma vez que esta € composta
majoritariamente (98+%) por micelas (modo rdpido de relaxacdo). O
menor nimero de agregados micelares na solugdo pdde ser confirmado a
partir das andlises de DLS e MET, estando os resultados apresentados na
Figura 36 (A-B). Os resultados de distribui¢do de tamanho por niimero
obtido por DLS e a micrografia obtida por MET revelaram que o
copolimero MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) se auto-associa em micelas
esféricas com valor de Ry de ca. 16 nm. Logo, a considerar o meio
aquoso, presume-se que essas micelas tenham seu nicleo composto por
PMMA e sua corona composta pela maltoheptaose.

Figura 36. (A) DLS, distribui¢do de tamanho por nimero e (B) MET,

micrografia dos sistemas nanoparticulados obtidos da auto-associacdo do
MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) em 4gua.
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4.7.2 Reticulacio da corona micelar - FTIR

A abordagem de reticulagdo da corona micelar teve por intento
fornecer ao sistema nanoparticulado o suporte estrutural necessario para
manter a estrutura oca apés remogdo do PMMA presente no nicleo via
fotodegradagdo. Logo, os segmentos de maltoheptaose que compdem a
corona micelar foram reticulados usando DVS como agente reticulante.
Para tanto, visando minimizar a ocorréncia de reticulacdo intermicelar
(i.e., entre micelas), 0.5 mL da solu¢do de MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) foi
diluida em 1.5 mL de 4gua Milli-Q® contendo DVS previamente
solubilizado na razdo molar DVS:MH de 1:1. Assim, através da analise
dos espectros de FTIR pode-se investigar a ocorréncia da reticulagao
intramicelar (i.e., entre os segmentos de maltoheptaose presentes na
corona), conforme mostra a Figura 37.

A reticulacdo dos segmentos da maltoheptaose presentes na
corona micelar foi proporcionada pelo agente reticulante DVS via
adicdo de Michael entre os grupos hidroxilas. As bandas observadas no
espectro de FTIR do DVS puro (Fig. 37A-I) estdo distribuidas da
seguinte forma (ELLZY; JENSEN; KAY, 2003): uma banda de forte
intensidade em 1312 cm’ ¢é atribuida a vibracio de estiramento
assimétrico do grupo v[S=0], enquanto que a banda em 1130 cm™ estd
relacionada a vibragdo de estiramento simétrico do grupo v[S=0]. As
bandas em 1610 cm™ e 3010-3100 cm™ sdo atribuidas a vibragdo dos
grupos V[C=C] e v[=CH], respectivamente. No espectro de FTIR da
solucdo ndo-reticulada de MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) (Fig. 37A-1I)
foram observadas bandas em 3440 cm™, 2952 cm™, 1150 cm™ e 1030
cm’' que estdo associadas ao estiramento simétrico e antissimétrico de
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v[OH], V[CH;], v[C-C] e a vibragio de flexdo de v[C-OH],
respectivamente (SAMBASEVAM et al., 2013).

Figura 37. (A) Espectros de FTIR para (I) DVS puro, (II) solu¢do nao-reticulada
e (IIT) solucdo reticulada de MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) e (B) espectros de FTIR
na regiio de 1045-1200 cm™.
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O espectro de FTIR referente a solugdo de MH(1.2k)-b-
PMMA(4.8k) reticulada com DVS (Fig. 37A-III) mostra uma banda
intensa em 1312 cm' que corresponde 2 vibracio de estiramento
assimétrico do grupo v[S=0]. Além disso, a auséncia da banda em 1610
cm’' referente 4 ligagio v[C=C] e o deslocamento da vibragio de
estiramento do grupo v[=CH] para menor valor de comprimento de onda
indica a abertura da dupla ligacio do DVS durante a reacdo de
reticulagdo  formando assim a ligacio C-O-C (TOLSTOY;
CHERNYSHOVA; SKRYSHEVSKY, 2003). Logo, estes resultados
acabam por confirmar o sucesso na reticulagdo dos segmentos de
maltoheptaose usando DVS.
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4.7.3 Exposicdo dos sistemas nanoparticulados de MH(1.2k)-b-
PMMA (4.8k) i radiaciio UV — DLS, SLS ¢ RMN de 'H

O efeito da exposi¢do a radiacio UV sobre as propriedades
morfoldgicas e dimensionais das solucdes reticulada e ndo-reticulada de
MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) foi, inicialmente, avaliada por DLS como
mostra a Figura 38 (A-B).

Figura 38. (A) Valores de Ry aparente para a (M) solugdo ndo-reticulada de
MH(1.2k)-b-PMMA4.8k) (modo de relaxagdo lento), () solugdo ndo-
reticulada de MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) (modo de relaxag¢do rdpido) e (A)
solucdo reticulada de MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) em funcdo do tempo de
exposi¢do a radiagio UV (6 = 90°) e (B) aparéncia das solu¢des ndo-reticulada
(lado esquerdo) e reticulada (lado direto) de MH(1.2k)-b-PMMA (4.8k) apds 48
horas de exposic¢ao a radiacdo UV.
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A fotodegradacdo do PMMA presente no nicleo micelar foi
realizada através da exposi¢do das solugdes reticulada e ndo-reticulada
de MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) a uma radiacdo UV com densidade de
energia de ~2.5 ] cm? Antes de proceder a diluicdo que visou
minimizar a ocorréncia de reticulacdo intermicelar, a porcentagem de
micelas com Ry de ca. 10 nm na solu¢do de MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k)
representava 98+% do ndmero total de sistemas nanoparticulados.
Entretanto, ap6s a solugdo de MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) ser diluida,
somente uma Unica populacdo micelar foi observada para as solugdes
reticulada e ndo-reticulada (Fig. 38A). O valor de Ry aparente
determinado por DLS para as solugdes reticulada e ndo-reticulada de
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MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) foi de ca. 65 nm e 70 nm, respectivamente.
Este comportamento pode estar associado a indug¢do de uma transi¢ao
morfoldgica de micelas a LCMs (caracterizada por um tipo de estrutura
multicompartimental formada de vérias micelas individuais) mediante
diluicdo. Este comportamento, inclusive, ji foi relatado em outros
estudos, que reportaram a ocorréncia de transicaio morfoldgica induzida
por diluicdo (HU et al., 2005; SHEN; EISENBERG, 1999; VERMA et
al., 2011).

A solucdo de MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) reticulada, apds 2 horas
de exposicdo a radiacdo UV, mostrou um notdvel decréscimo no valor
de Ry aparente de ca. 65 para 40 nm, mantendo este valor
aproximadamente constante durante as 48 horas de exposicdo.
Visualmente, ao final das 48 horas, a solugdo reticulada apresenta uma
tonalidade azulada normalmente associada ao efeito Tyndall (SHAW,
1992) devido a presenca de “grandes” sistemas nanoparticulados
(DAVIES; KETNER; RAGHAVAN, 2006).

Por outro lado, ap6s 2 horas de exposi¢cdo a radiacdo UV, a
solucdo de MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) ndo-reticulada apresentou dois
diferentes valores de Ry aparente. O primeiro (relativo ao modo de
relaxacdo rdpido) tem um valor de ca. 19 nm, enquanto que o segundo
(relativo ao modo de relaxacdo lento) tem um valor de ca. 74 nm. Com o
decorrer do tempo de exposicdo a radiagdo UV esses valores de Ry
aparente acabaram por sofrer mudancas, sendo observado ao final
apenas um modo difusivo. Apés 48 horas, a presenca de agregados na
solu¢do pode ser confirmado a olho nu (Fig. 38B).

Ainda no que diz respeito a solucdo nao-reticulada de MH(1.2k)-
b-PMMA(4.8k), acredita-se que os grandes agregados vistos apds 48
horas de exposicdo a radiagdo UV sdo oriundos da agregacdo de
segmentos de maltoheptaose na qual o PMMA estd (1) parcialmente ou
(2) totalmente fotodegradado. De modo geral, tal situacdo se deve ao
fato dos LCMs ndo-reticulados ndo disporem do suporte estrutural
necessdrio para impedir sua dissociagdo apds o inicio da fotodegradacao
do PMMA presente no niicleo. Desta forma, é de se esperar que em
alguns casos, a dissocia¢do das LCMs ndo-reticuladas dar-se-4 antes dos
segmentos de PMMA estarem totalmente fotodegradados. Neste caso, a
presenca de pequenos fragmentos insoliveis em dgua de PMMA nos
segmentos de maltoheptaose pode acabar por induzir novamente sua
auto-associacdo levando a formacdo de agregados. Além disso,
conforme mostra a Figura 39, mesmo a maltoheptaose pura quando
dissolvida em dgua a 25 °C forma agregados com valores de Ry aparente
que variam de ca. 15 a 650 nm.
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Figura 39. (A) Funcio de correlacio temporal (g -1) e (B) distribui¢io do raio
hidrodindmico aparente (6 = 90°) de uma solu¢do de maltoheptaose pura em
concentragdo igual a2 g L.
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Com base nesses resultados, andlises de RMN de '"H foram
conduzidas a fim de monitorar a fotodegradacio do PMMA a partir do
ndcleo dos sistemas nao-reticulados obtidos pela auto-associagdo do
MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) em dgua.

Para o tempo zero, a auséncia do sinal atribuido ao grupo —OCH3
do PMMA (6 ~3.7 ppm) no espectro da solugdo de MH(1.2k)-b-
PMMA(4.8k) ndo-reticulada antes da exposi¢do a radia¢do UV indica
que o bloco de PMMA estd compondo o nicleo micelar, sendo esta
condicdo associada a uma reducdo na mobilidade do préton
(PODARALLA et al., 2012). Em contrapartida, o sinal correspondente
ao préton da maltoheptaose (H1, ligacdo a-1,4) (KRALJ et al.,, 2011)
pode ser claramente visto em 6 ~5.1 ppm, indicando que os segmentos
da maltoheptaose presentes na corona estdo completamente solvatados
em dgua.

Figura 40. Espectros de RMN de 'H para a solugio de MH(1.2k)-b-
PMMA (4.8k) quando exposta a radiacdo UV em diferentes tempos.
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Ap6s 4 horas de exposicdo a radiagdo UV, o sinal atribuido ao
préton do grupo —OCH; do PMMA (8 ~3.7 ppm) e o sinal atribuido ao
préton do grupo —C=CH, derivado dos grupos terminais dos oligdmeros
do PMMA (8 ~5.6 ppm) (BOND; EBDON, 1994) podem ser claramente
observados. Estes sinais foram igualmente observados no espectro
obtido apds 24 horas de exposi¢do a radiacdo UV.

Desta forma, estes resultados acabam por confirmar o sucesso na
fotodegradagdo do PMMA, uma vez que a presenca do sinal relativo ao
grupo —C=CH, vem por corroborar com o mecanismo de fotdlise do
PMMA proposto por Wochnowski et al., (2005), conforme visto na
Figura 41 (WOCHNOWSKI; ELDIN; METEV, 2005).

Figura 41. Mecanismo de fotdlise do PMMA induzido pela exposicdo a
radiacdo UV (A = 254 nm) (adaptado de WOCHNOWSKI; ELDIN; METEV,
2005).
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Apés 24 horas de exposicdo a radiacdo UV, andlises de

espalhamento de luz (DLS e SLS) foram conduzidas a fim de se obter
uma maior compreensdo sobre o impacto da radiacio UV nas
propriedades morfolégicas e dimensionais dos LCMs reticulados, sendo
os resultados obtidos por DLS apresentados na Figura 42 (A-B).
Figura 42. (A) Fungdo de correlacio temporal (g® -1) e correspondente
distribui¢do do raio hidrodindmico (A (q,t)) (z-average) monitorada em 0 = 90",
B) T vs. q2 para a solucdo de MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) reticulada apds
exposicdo a radiagdo UV por 24 horas.
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A fun¢do de correlacio temporal mostrou um decaimento
exponencial simples com apenas um modo de relaxacdo. Este modo de
relaxacdo provavelmente corresponde a difusdo dos LCMs
fotodegradados. Uma relacdo linear de I vs. q pode ser observada para
este modo de relaxacdo, confirmando o movimento browniano dos
LCMs fotodegradados em solugdo (BERNE; PECORA, 2000). O valor
de D determinado a partir da inclinacdo de I' vs. q* foi aplicado na
relacdo de Stokes-Einstein e, com isso, o valor de Ry pdde ser calculado
como sendo de ca. 44 nm.

O efeito da irradiacdo UV sobre a propriedade morfolégica dos
LCMs foi ainda investigada por SLS através da determinacdo do valor

A A R
do parametro p (p-value). O valor do parametro p = R—G fornece uma
H

importante indicagdo sobre a topologia de sistemas nanoparticulados. E
sabido que, para esferas homogéneas, o valor do pardmetro p € 0.775 ao
passo que para esferas ocas o valor do parametro p é 1 (SCHARTL,
2007). Portanto, o valor do raio de giragdo (Rg) dos LCMs reticulados
apos exposic¢ao a radiacdo UV foi determinado usando a aproximagao de
Guinier, da qual se assume que em pequenos angulos (Rgg < 1.3) a
intensidade de luz espalhada pode ser bem representada pela Equagdo 6.
Logo, a Figura 43 apresenta o grafico obtido a partir da aproximag¢do de
Guinier.

Figura 43. Gréfico de Guinier obtido da parte eldstica da luz espalhada da
solu¢do de MH(1.2k)-b-PMMA (4.8k) reticulada apds exposicdo a radiagdo UV
por 24 horas.
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O valor de Rg determinado a partir da inclinacdo do gréifico de /n
I vs. ¢ usando a aproximacao de Guinier foi de ca. 38 nm. Desta forma,

A . 38
o valor do parimetro p é = i 0.86, sendo este valor menor daquele

esperado para esferas ocas. Este valor do pardmetro p, embora menor, ji
foi reportado por outros autores (LIN et al., 2013; ZHANG; REMSEN;
WOOLEY, 2000) em estudos relacionados a preparagdo de sistemas
nanoparticulados ocos. Diferentes razdes t€m sido levantadas para
explicar este menor valor do parametro p. Estas, por sua vez, relacionam
este menor valor de p a (1) possibilidade dos LCMs ndo estarem
totalmente ocos (LIN et al, 2013), ao (2) tipo de estrutura
multicompartimental associada ao LCMs, assim como a (3) larga
espessura da parede dos sistemas nanoparticulados ocos (ZHANG;
REMSEN; WOOLEY, 2000).

Para este tltimo caso, o cdlculo tedrico para determina¢do do
valor de Rg de nanoestruturas ocas com parede espessa pode ser feito
assumindo que a nanoestrutura tem uma espessura de parede equivalente

R . . R
a ?H e que a densidade da parede é homogénea. Neste caso, o valor de

R obtido experimentalmente € igual aquele determinado a partir de
calculos tedricos, como mostra a equacdo (7) (ZHANG; REMSEN;
WOOLEY, 2000):

R
(R2) = o477 r_ 3r°I2Rf3 0.74R?
5 5r3| R )
o tmrt-pdr ST |
(7
R R%) +0.74R?
(Re) KB .

(Ry) (R4} R

4.7.4 Caracterizacao morfolégica dos sistemas nanoparticulados de
MH(1.2k)-b-PMMA (4.8k) apés exposicao a radiacio UV - MEV-
FEG e MET

Considerando o tipo de estrutura multicompartimental dos LCMs
(ZHANG; EISENBERG, 1996) e tendo em vista as hipéteses
anteriormente listadas, acredita-se que a exposi¢do a radiacdo UV leva a
formagdo de LCMs porosos ao invés de simples micelas ocas. Com isso,
visando investigar mais profundamente o efeito da radiacdo UV sobre a
propriedade morfoldgica dos LCMs reticulados antes e apds exposicio a
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radiacio UV, andlises de MEV-FEG foram conduzidas e as
fotomicrografias obtidas apresentadas na Figura 44 (A-B).

Figura 44. Fotomicrografias de MEV-FEG obtidas a partir da solu¢cdo de
MH(1.2k)-b-PMMA (4.8k) reticulada antes (A) e apds (B) exposicao a radiacio
UV.

Antes da exposicdo a radiacdo UV (Fig. 45A), a fotomicrografia
obtida por MEV-FEG revelou a presenca de LCMs reticulados com
forma esférica e diametro de ca. 100 nm. Na mesma fotomicrografia se
observa também pequenas particulas esféricas com didmetro de ca. 25
nm, da qual acredita-se estarem relacionadas a micelas individuais
oriundas da disrup¢do dos LCMs. Apds exposi¢cdo a radiacdo UV (Fig.
45B), se observa na fotomicrografia LCMs parcialmente colapsadas e
para algumas a estrutura oca pode ser confirmada a julgar pela presencga
de pequenas cavidades. Ademais, nota-se ainda na mesma
fotomicrografia a presenca de alguns LCMs que ndo estdo totalmente
colapsados, possivelmente em razdo do apoio estrutural oriundo da
parede das micelas ocas que compdem sua estrutura interna.

Andlises por MET foram igualmente conduzidas a fim de obter
informagdes adicionais sobre o efeito da radiagdo UV na morfologia dos
LCMs, estando as fotomicrografias apresentadas na Figura 45 (A-B).

Figura 45. Fotomicrografias de MET obtidas a partir da solu¢do de MH(1.2k)-b-
PMMA (4.8k) reticulada antes (A) e apds (B) exposicao a radiagdo UV.
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As imagens de MET mostraram, antes da exposi¢cdo a radiacio
UV (Fig. 45A), LCMs reticulados com forma esférica tendo diametro de
ca. 45 nm assim como micelas com didmetro de ca. 20 nm. Em
contrapartida, apds exposi¢do a radiagdo UV (Fig. 45B), LCMs porosos
com forma esférica tendo didmetro de ca. 34 nm e estruturas com

formas irregulares foram visualizadas. Infelizmente, uma caracterizacao
mais apurada da estrutura interna dos LCMs ndo pode ser feita em razao
do baixo contraste entre 0 PMMA e a maltoheptaose, mesmo quando
negativamente coradas. De modo geral, os resultados obtidos por MET
foram bastantes consistentes com aqueles obtidos por MEV-FEG.

4.8 CONCLUSAO DO CAPITULO

O copolimero MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) se auto-associa em
micelas esféricas (Ry ca. 10 nm) e agregados micelares (Ry ca. 65 nm)
usando a técnica de nanoprecipitacdo. Os segmentos de MH que
compdem a corona micelar foram com sucesso reticulados usando o
DVS como agente reticulante, como mostraram os resultados de FTIR.
Além disso, o niicleo micelar composto de segmentos de PMMA foi
fotodegradado mediante exposi¢do a radiacdo UV, evidenciado pelas
andlises de MET e MEV-FEG. Estes resultados acabam por confirmar o
sucesso no uso dos sistemas nanoparticulados como modelos para a
obtencdo de sistemas porosos. Estes sistemas porosos mostram-se
promissores frente a aplicacao nas dreas médica e farmacéutica, uma vez
que apds a remocdo do nicleo o mesmo € constituido inteiramente pelo
oligossacarideo maltoheptaose, denotando a este caracteristicas como
biorreconhecimento, biocompatibilidade e biodegradabilidade.
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5. CONCLUSAO

Este trabalho reportou o comportamento de auto-associacdo em
solucdo de um copolimero hibrido dibloco constituido de maltoheptaose
(bloco hidrofilico) e PMMA (bloco hidrofébico).

Na primeira etapa deste trabalho de tese, os copolimeros foram
com sucesso auto-associados em LCMs e micelas do tipo reversa através
da sua dilui¢do direta em dgua e acetona, respectivamente. Em dgua, a
fracdo do volume hidrofébico, a concentragdo do copolimero e a
velocidade de agitagdo afetaram diretamente o tamanho das LCMs, bem
como a porcentagem de agregados micelares. Entretanto, em acetona,
este comportamento mediante a alteracdo dos pardmetros moleculares
ou de solugdo ndo mostraram uma tendéncia Obvia. Além disso,
mudangas na polaridade do solvente promoveram a inversio na
conformacao dos sistemas nanoparticulados de LCMs a micelas do tipo
reversa. A habilidade dos sistemas nanoparticulados em inverter sua
estrutura em resposta a mudangas na polaridade do meio foi confirmada
usando vermelho do Nilo (corante hidrofébico). Logo, micelas
carregadas com o corante foram obtidas a partir da nanoprecipitacao dos
copolimeros MH(1.2k)-b-PMMA(2.4k) e MH(1.2k)-b-PMMA(4.8k) em
dgua. Estas, por sua vez, mostraram num primeiro momento a
capacidade de encapsular o corante e entdo transferi-lo numa interface
polar/apolar.

Na segunda etapa deste trabalho, micelas e agregados micelares
foram obtidos a partir da nanoprecipitagdo do copolimero MH(1.2k)-b-
PMMA(4.8k) em 4dgua. Os segmentos de maltoheptaose que
compunham a corona micelar foram com sucesso reticulados usando
DVS como agente reticulante. As micelas reticuladas tiveram seu nicleo
(composto pelos segmentos de PMMA) removido apdés fotodegradacao
induzida pela exposicdo a radiacdo UV. Esta abordagem permitiu que
sistemas nanoparticulados porosos fossem obtidos confirmando a
aplicabilidade das micelas reticuladas como modelo no obtengdo de
sistemas 0cos.

Logo, considerando as habilidades peculiares aos sistemas
nanoparticulados investigados neste trabalho, no que tange a capacidade
de inversdo da estrutura micelar e possiblidade de obtencdo de um
sistema poroso constituido apenas por oligossacarideos (apds
fotodegradagdo do nucleo), diferentes propostas de aplicagdo nas dreas
médica e farmacéutica podem ser vislumbradas.
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ABSTRACT: The synthesis and the solution-state self-assembly of the “hybrid”
diblock copol block-poly(methyl methacrylate) (MH-b-
PMMA), into large compound micelles (VENE) el e ATt type
nanoparticles, are reported in this paper. The copolymers were self-assembled in
water and acetone by direct dissolution method, and the hol of the
nanoparticles were investigated by dynamic light scattering (DLS), nanoparticle
tracking analysis (NTA), transmission electron microscopy (TEM), atomic
force microscopy (AFM), proton nuclear magnetic resonance ('H NMR), and
fluorescence spectroscopy as a function of the volume fraction of the copolymer

hobic block, copol: ion, stirring speed, and solvent
polauty The DLS measurements and TEM images showed that the
hydrodynamic radius (R,) of the LCMs obtained in water increases with the
copolymer concentration. Apart from that, increasing the stirring speed leads to
polydispersed aggregations of the LCMs. On the other hand, in acetone, the d into reverse Ile-typ:
oy A8 By A G et 4 v el ey 2 el (e i b e e TOTL, AVERYT, v 81
NMR analyses. The variation in micellar structure, that is, conformational inversion from LCMs to reverse micelle-type structures
in response to polarity of the solvent, was investigated by apparent water contact angle (WCA) and 'H NMR analyses. This
conformational inversion of the nanoparticles was further confirmed by encapsulation and release of hydrophobic guest molecule,
Nile red, characterized by fluorescence spectroscopy.

Self-Assembly
Acetone

Self-Assembly

@ Water
el

[ AFm |
s

Before Dye Transfer After Dye Transfer

I If. bl

H INTRODUCTION

During the past decades, since the pioneer study carried out by
Ziegast and Pfannemiiller,’ increasing number of studies on
block copolymers (BCPs) consisting of oligo- or polysacchar-

As the synthetic and the natural blocks are, in most cases,
thermodynamically incompatible,’” when dissolved in a
selective solvent (i, a solvent that is thermodynamically
good for one block but poor for the other), they spontancously

ns li 12 It ble into d hol h

ides, such as maltoheptaose,™* dextran,™ and amylose,’™* REY IO piverse morphologies i solution siate suc

have been reported for the purpose of developing, specill @ spherical micelles, cplindrical micelles, vesicles, bilayers,

have | port purp: developing, specia’y, among others.'® These morphologies can be rationalized in
and Thus, terms of hydrophilic/hydrophobic block ratio,'”

the biodegradability ;\nd biocompatibility properties exhibited
by the polysaccharides,'* several synthetic polymers have been
covalently coupled to the polysaccharides using different

approach such a5 combinations of controlled Ining radical

concentration,*” stirring speed,”’ and also by changing external
stimulus such as temperature,”** pH,** or solvent polarity.”***
The ability exhibited by some copolymers (known as “smart”

polymers) of undergoing conformational changes in response

(e.g, reversible addi ion chain

transfer (RAFT) polymerization and atom transfer radical
polymerization (ATRP)) and click-chemistry,'® forming
saccharide hybrid block copolymers.
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