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RESUMO

A nanomedicina vem crescendo cada vez mais no campo da nanotecnologia.
Nela, destacam-se as nanoparticulas poliméricas como vantajoso sistema de entrega
de farmacos, que vém sendo desenvolvidas aspirando variadas aplicacdes
terapéuticas, como liberagdo controlada do ativo e maior protecdo do farmaco frente
ao sistema biologico. Entretanto compreender como fatores de producdo e
composicdo impactam nas estruturas finais deles ainda é pouco conhecido. Assim,
esse trabalho visou determinar a influéncia da amplitude e tempo de sonicacdo, bem
como do tensoativo sobre o tamanho médio, indice de polidispersividade (PDI) e
potencial zeta de nanoparticulas poliméricas (NPP). Para designar os efeitos
particulares dessas variaveis foi usado a metodologia do desenho experimental (DoE)
por andlise fatorial 23 com ponto central. Ao todo foram propostos 18 experimentos e
como variaveis independentes foram avaliados: tipo de tensoativo: éalcool polivinilico
(PVA) ou Pluronic F68; tempo de sonicagéo: 2 min, 6 min e 10 min; e amplitude de
sonicacao: 10%, 30% e 50% sobre as variaveis dependentes. As NPP foram
produzidas pelo método de polimerizacdo a partir de polimeros pré-formados pela
técnica de emulsificacdo simples seguida de evaporacao do solvente. Em seguida,
elas foram lavadas por ultracentrifugacdo e caracterizadas quanto o tamanho por
espalhamento de luz dindmico e potencial zeta por mobilidade eletroforética. Os
modelos gerados foram considerados significativos (p<0,05) para as trés variaveis
dependentes analisadas (tamanho médio, PDI e PZ). Todas as variaveis
independentes influenciam no tamanho e PDI, no entanto, especial destaque foi
observado ao tipo de tensoativo, no qual de uma forma geral as NPP produzidas com
PVA apresentaram menor tamanho médio e PDI. As condi¢des ideais do processo
foram estipuladas e através dos modelos gerados, foi proposta a seguinte formulagéo:
PVA como tensoativo; 2 minutos de tempo de sonicacao; e 10% de amplitude. Isto
posto, a metodologia de DoE foi eficiente ajudando a entender como determinados
parametros influenciam na producdo das NPPs, permitindo obté-las de forma

eficiente.

Palavra-chave: Nanomedicina; Nanoparticulas Poliméricas; Caracterizacdo Fisico-

Quimica; Desenho Experimental Fatorial.



ABSTRACT

In the nanotechnology field, nanomedicine has been growing. Polymeric
nanoparticles (NPP) stand out as an advantageous drug delivery system since it
provides controlled release of the active and protection of the drug against the
biological system. However, understanding how production and composition of the
particles their final structures are still unknown. Thus, this work aimed to determine
the influence of the amplitude and sonication time, as well as the surfactant type on
the average size, polydispersity index (PDI) and zeta potential of NPP. To designate
the effects of these variables, the methodology of experimental design (DoE) by factor
analysis 22 with a central point was used. Eighteen experiments were proposed, and
as independent variables were evaluated: type of surfactant: polyvinyl alcohol (PVA)
or Pluronic F68; sonication time: 2 min, 6 min and 10 min; and sonication amplitude:
10%, 30% and 50%. The NPP were produced by the polymerization method from pre-
formed polymers using the technique of simple emulsification followed by solvent
evaporation. Then, they were washed by ultracentrifugation and characterized for size
by dynamic light scattering and zeta potential by electrophoretic mobility. The
generated models were considered significant (p<0.05) for the three dependent
variables analyzed (mean size, PDI and PZ). All independent variables influence the
size and PDI, however, special emphasis was observed on the type of surfactant, in
which, in general, the NPP produced with PVA had a smaller mean size and PDI. The
ideal conditions of the process were analysed in the models, the following formulation
was proposed: PVA as a surfactant; 2 minutes of sonication time; and 10% of
amplitude. That said, the DoE methodology was efficient in helping to understand how
certain parameters influence the production of NPPs, allowing to obtain an optimized

formulation.

Keywords: Nanomedicine; Polymeric Nanoparticles; Physical-Chemical

Characterization; Factorial Experimental Design.
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1 INTRODUCAO

A nanotecnologia pode ser entendida como um campo multidisciplinar que se
desenvolve cada vez mais na ciéncia. Seu principio € marcado pelo discurso intitulado
“There is plenty of room down there — an invitation for a new field of Physics” proferido
pelo fisico Richard Feynman em 1959, no Encontro Anual da American Physical
Society (GUPTA et al., 2013; FEYNMAN, 1960; SCHULZ, 2018). Esta tecnologia é
baseada em sistemas funcionais em escala nanométrica com tamanhos variados (1 a
1000 nm), que séo aplicadas de acordo com suas propriedades fisico-quimicas, nos
mais diferentes campos, desde o eletrénico até na area médica (BAMRUNGSAP et
al., 2012; GUPTA et al., 2013; KIM et al., 2010).

A producdo dessas estruturas nanomeétricas resulta em dispositivos com
diferentes caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas, as quais sdo dependentes de
atributos como: tamanho estrutural, condutividade, reatividade e conformacao
funcional. A area da nanotecnologia aplicada a medicina é conhecida como
nanomedicina, e é responsavel por acbes de prevencao, diagndéstico e tratamento
para doencas, sendo este Ultimo caso uma estratégia de melhorar propriedades
biofarmacolégicas dos insumos farmacéuticos ativos (IFAs) (BAMRUNGSAP et al.,
2012; GUPTA et al., 2013; MAZZEO; SANTOS, 2018).

Os sistemas nanoestruturados (nanoformulacdes) podem ser entendidos como
um conjunto variado de formulacdes utilizadas para entrega de IFAs em escala
nanomeétrica. A partir desses, agentes terapéuticos podem ser encontrados
absorvidos ou conjugados na superficie de particulas, encapsulados no interior delas
ou até dissolvidas em suas matrizes (BAMRUNGSAP et al., 2012). A utilizacdo deste
sistema demonstrou ser promissor por melhorar a eficacia terapéutica, proteger o
composto encapsulado passivel de degradacéo frente a ambientes desfavoraveis,
encobrir propriedades adversas relacionadas a ele e reduzir os efeitos toxicos
relacionados aos agentes administrados. Esses ultimos ocorrem gracas a falta de
diferenciacdo de alguns medicamentos entre tecidos normais e patogénicos
(AGRAHARI et al., 2019; SANEJA et al., 2018).

Dentre alguns exemplos de nanoformulacgdes, pode se destacar os seguintes
carreadores: lipossomas, micelas, nanoemulsdes, nanotubos de carbono,
ciclodextrinas, nanoparticulas lipidicas e nanoparticulas poliméricas (NPP)

(AGRAHARI et al., 2019). O emprego dessa ultima como forma de entrega de farmaco
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vem crescendo na literatura, uma vez que esse sistema apresenta vantagens como,
encapsular e liberar agentes terapéuticos de maneira controlada nos sitios especificos
gracas a sua efetiva distribuicdo e, com isso, levam a uma diminuicdo dos efeitos
colaterais. As NPP também permitem realizar modificacdes na superficie que irdo
auxiliar na entrega especifica destas nanoestruturas (MARQUES, 2017; PIKTEL et al.,
2016; RIZZO et al., 2013; THORLEY; TETLEY, 2013). Ademais, essas hanoestruturas
podem ser produzidas por diferentes metodologias onde variacdes entre os meios de
producdo, a composicdo e alguns parametros como, por exemplo, 0 polimero
utilizado, a concentracdo do tensoativo, o solvente organico, a natureza do Oleo, a
concentracdo e solubilidade do farmaco irdo influenciar nas propriedades fisico-
guimicas das particulas e, com isso, a distribuicdo no organismo (RAO; GECKELER,
2011; SCHAFFAZICK et al., 2003; SOUTO; SEVERINO; SANTANA, 2012). A
metodologia de desenho experimental por andlise fatorial tem sido empregada em
alguns trabalhos com o intuito de otimizar a producédo de NPP (TROIANO et al., 2016;
SONI et al., 2020). Por conseguinte, esse trabalho visa estudar a influéncia dos
parametros de producdo de nanoparticulas poliméricas, na distribuicdo de tamanho e

carga de superficie das mesmas, através de um desenho experimental.

1.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.2.1 Nanomedicina

A nanomedicina é uma area de pesquisa dentro da nanotecnologia que estuda
as aplicac6es médicas que a mesma oferece. Dentro da area de entrega de farmacos,
0S nanossistemas apresentam grandes vantagens como: melhorar a farmacocinética
e consequentemente sua eficiéncia, direcionar a entrega dos agentes terapéuticos
provocando a reducdo dos efeitos adversos, além de melhorar estabilidade das
moléculas ativas (CSUK, 2014; BAMRUNGSAP et al.,, 2012). Além disso, as
nanoformulag¢des séo planejadas a fim de melhorar a biodisponibilidade, aumentar a
protecdo gastrointestinal de farmacos administrados por via oral; evadir do sistema
reticulo endotelial e consequentemente preservar uma maior circulacdo na corrente
sanguinea; e aumentar a seletividade dos farmacos, garantindo uma entrega
especifica aos tecidos. Ademais, o aumento de seletividade, que leva a uma

diminuicdo da toxicidade dos ativos, € atribuido ao processo de vetorizacédo, dividido
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em dois métodos: vetorizacdo passiva e vetorizagdo ativa (DUNCAN; GASPAR, 2011;
CHO et al., 2008, MARQUES, 2017).

Em condi¢des normais o endotélio se apresenta integro, com fenestracdes de
tamanho entre 5 e 10 nm, nestas condigcbes somente farmacos livres conseguem
atravessar o tecido integro. Porém, em doencas como tumores ou tecidos inflamados
e infecciosos, a vasculatura apresenta-se anormal, ou seja, uma hipervasculatura ndo
estruturada e com arquitetura defeituosa que exibe um espacamento maior entre as
células endoteliais (podendo chegar a 800 nm), portanto apresentando maior
permeabilidade (ALEXIS et al., 2008; FANG; NAKAMURA; HOBBS et al., 1998;
MAEDA, 2011; NICHOLS; BAE, 2014; THORLEY; TETLEY, 2013). Essa
anormalidade ocorre gracas ao processo de angiogénese, que visa fornecer oxigénio
e nutrientes para tais locais, somados a um sistema linfatico deficiente. Desta forma,
esse fato permite que néo s6 os farmacos livres, mas, também as nanoformulacdes
como, micelas, lipossomas, nanoparticulas e outras particulas penetrem nestes
tecidos (ALEXIS et al., 2008; FANG; NAKAMURA; HOBBS et al., 1998; MAEDA, 2011;
NICHOLS; BAE, 2014; THORLEY; TETLEY, 2013).

Todavia, 0 acumulo das nanoestruturas neste espaco intersticial € garantido,
pois com comprometimento do sistema linfatico a depuracao dessas nanoformulacées
se torna limitado, desta maneira, ha diminuicdo da saida do material do tecido,
prolongando o tempo das nanoformulac¢des no local lesionado. Diferentemente do que
ocorre com os farmacos livres, que mesmo estando presente no espaco intersticial
conseguem voltar para circulacdo sanguinea por difusdo (HOBBS et al., 1998).

O acumulo das nanoformulagcdes somente no tecido doente favorece a
diminuicdo de efeitos adversos que poderiam acontecer caso estes nanosistemas
tivessem em contato com tecidos saudaveis, além de garantir um tratamento mais
eficiente. Todo esse processo é designado como efeito de permeabilidade e retencao
aumentada (EPR, do inglés Enhanced Permeability and Retention) e em virtude de
sua dependéncia as propriedades patolégicas do tecido alvo, este direcionamento é
conhecido como vetorizagdo passiva (BAMRUNGSAP et al.,, 2012; BROCHADO,
2013, RIZZO et al., 2013; THORLEY; TETLEY, 2013).

Esse método possui limitagBes, pois sdo dependentes de fatores ligados as
caracteristicas fisiopatoldégicas da doenca. Uma outra solugcdo para garantir a
seletividade dos tratamentos € o sistema de vetorizagdo ativa, que envolve a

funcionalizacé&o do sistema de distribuicéo terapéutico por ligacdo de moléculas de
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afinidade, como anticorpos, proteinas e peptideos a superficie das nanoestruturas
para que interajam com receptores celulares especificos (PIKTEL et al., 2016;
MARQUES, 2017).

No universo farmacéutico encontram-se diversos IFAs que possuem tanto a
vetorizacdo passiva, quanto a ativa, como tecnologia para entrega especifica dos
farmacos. No primeiro caso, pode-se exemplificar, 0 mais antigo medicamento
aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) a base de nanotecnologia, o
Doxil®, uma formulagéo lipossomal da doxorrubicina utilizada para o tratamento do
sarcoma de Kaposi associado ao HIV. J& como exemplo de conjugacao ativa, também
aprovado pela FDA, foi o conjugado anticorpo-farmaco, trastuzumabe entansina
conjugado a um anticorpo monoclonal IgG1 anti-HER2 humanizada, o Kadcyla®,
utiizado para e pacientes com cancer de mama HERZ2-positivo metastético
(MACHADO, 2018; MOREIRA, 2013; ROCHE, 2021).

O mercado apresenta variados tipos de nanossistemas ja comercializados,
(Quadro 1). De acordo com Brochado (2013) estas estruturas sdo aplicadas de acordo
com o0s casos especificos de modo que garanta vantagem, custo-beneficio e

seguranga.
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Quadro 1 - Nanoformulagdes comerciais aplicadas a terapia clinica.

Farmaco

Paclitaxel

Formulacé&o

NP-albumina

Aplicacdo Terapéutica
Céancer de mama; Cancer de
pulmao de células nao
pequenas); Cancer de
pancreas.

Referéncia

[A]; [B]
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Ambisome®

Anfotericina B

Lipossoma

Micoses profundas e/ou
sistémicas severas; Terapia
primaria da leishmaniose
visceral; Tratamento de
infecgBes fungicas sistémicas
em pacientes
imunocomprometidos e outras
infeccdes.

[A]; [C]

Doxil®

Doxorrubicina

Lipossoma

Sarcoma de Kaposi
relacionado a AIDS; Cancer de
mama; Cancer de ovario e
outros tumores solidos.

[A]; [B]; [C]

Genexol-PM®

Paclitaxel

Micela
Polimérica

Céancer de mama; Cancer de
pulméo de células ndo
pequenas; Cancer de ovério.

[B]; [C]

Margibo®

Vincristina

Lipossoma

Linfoma n&o-Hodgkin
agressivo.

(B]

Visudyne®

Verteporfina

Lipossoma

Degeneracgéo
macular relacionada a idade.

[A]; [C]

Fonte: [A] Farjadian et al. (2019); [B] Machado (2013); [C] Svenson (2014).

1.2.2 Tipos de nanoformulagdes

As nanoformulacfes sédo caracterizadas de acordo com suas propriedades

fisico-quimicas, porém todas possuem como objetivo transportar o farmaco até o

orgao doente de forma especifica, melhorando o efeito farmacol6gico e diminuindo o
efeito toxico (BROCHADO, 2013).

nanoparticulas descritos séo: lipossomas, nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas

Na

lipidicas, nanoemulsdes e nanoparticulas metalicas, demonstrado na Figura 1.

literatura os principais sistemas de
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Figura 1- Exemplo de nanoformulagdes.

{5

Nanoemulsio p "

Nanoparticula Nanocapsulas
Lipidica

| Nanoparticula Polimérica I

Lipossoma

| Nanoparticula Metalica I

Fonte: Figura adaptada de Brochado (2013).

As nanoparticulas (NPs) podem ser definidas como pequenas particulas
sélidas coloidais desenvolvidas a partir de polimeros biodegradaveis, lipidios ou
materiais inorganicos (KHAN; SAEED; KHAN, 2017; LUIZ, 2018). Diversos beneficios
sdo empregados as NPs, dentre eles pode-se destacar a facilidade de modificacéo da
superficie da particula com conjugacdo de outras moléculas, o aumento da
biodisponibilidade e solubilidade de muitos agentes terapéuticos, capacidade de
carrear tanto moléculas hidrofilicas quanto hidrofébicas, aumento de meia-vida
plasmatica, maior tempo de circulacao sistémica e maior protecdo contra opsonizacao
de proteinas do sistema imune. Ademais, estas nanoformula¢des tém atraido atencao,
gragas as suas potencialidades terapéuticas, a maior estabilidade nos fluidos
biologicos e tempo de armazenamento em prateleira. No mercado clinico ja se
encontram formulacdes baseadas em NPs como é o caso do Abraxane®, representado
no Quadro 1 (SANEJA et al., 2018; SCHAFFAZICK et al., 2003).

1.2.3 Nanoparticulas Poliméricas

As nanoparticulas poliméricas (NPPs) sdo particulas coloidais de estrutura
esférica que possuem uma variacdo de tamanho entre 10 a 1000 nm e possuem a
capacidade de veicular moléculas hidrofilicas e hidrofébicas (VENTOLA, 2017). Estas
particulas podem ser sintetizadas a partir de polimeros biodegradaveis, que sao
materiais de facil decomposicdo em meio fisiologico, que podem ser sintéticos ou
naturais (OLIVEIRA, 2014). Elas sdo capazes de carrear diversos ativos como,

farmacos, proteinas, acidos nucléicos, dentre outros, e por isso sao utilizados para
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inimeras aplicacbes médicas (APOLINARIO et al., 2020; SOUTO; SEVERINO;
SANTANA, 2012).

Estes sistemas tém sido desenvolvidos visando variadas aplicacdes
terapéuticas, como a administracdo parenteral, oral, oftdlmica ou nasal
(SCHAFFAZICK et al.,, 2003). Além disto, uma das areas mais promissoras na
utilizacdo das NPPs é a vetorizacdo ativa da superficie, almejando uma distribuicdo
mais seletiva do farmaco e, assim, um aumento do indice terapéutico (MACHADO,
2018; SCHAFFAZICK et al., 2003). O controle da liberacdo das moléculas ativas em
sitios de a¢do especificos, pode ser dado através da utilizacéo de vetores e do regime
de dosagem das substancias. Estes nanossistemas também apresentam vantagens
como: liberacdo controlada do ativo, reduzindo toxicidade e aumentando eficacia
terapéutica; maior protecdo do IFA frente ao sistema bioldgico; maior estabilidade do
composto encapsulado nas NPPs; e maior biodisponibilidade em relagédo ao farmaco
livre (MACHADO, 2018; RIZZO et al., 2013; TRACZYNSKI, 2016). Além disso, os
agentes encapsulados podem ser liberados de forma controlada e prolongada
baseado na difusdo das moléculas terapéuticas através da matriz polimérica ou a
partir da erosdo ou degradacdo da superficie do polimero (AGRAHARI et al., 2019;
BAMRUNGSAP et al., 2012; KAMALY et al., 2012).

De uma forma geral, para producdo de nanoparticulas poliméricas sao
utilizados, preferencialmente, polimeros biodegradaveis, ou seja, capazes de serem
degradado pelo organismo formando compostos compativeis com 0 mesmo e que
sejam naturalmente expelidos por ele, com baixa toxicidade e imunogenicidade, assim
se houver produto de degradacdo, eles também devem ser atéxicos e nao
imunogénicos (VAUTHIER; BOUCHEMAL, 2009). Os polimeros com essas
caracteristicas podem ser sintéticos ou naturais. Os primeiros mais comumente
utilizados na literatura sao poli (acido D, L-latico-co glicélico) (PLGA), poli (acido
lactico) (PLA), poli (acido glutamico) (PGA), poli (p-dioxanona) (PPD), poli
(caprolactona) (PCL); copolimeros de N-(2- hidroxipropil)-metacrilato (HPMA). Ja
como exemplo dos polimeros naturais biodegradaveis mais empregados sao celulose,
albumina, gelatina e quitosana (CS) (BROCHADO, 2013; SANEJA et al.,, 2018;
VAUTHIER; BOUCHEMAL, 2009). Franchetti e Marconato (2006) descrevem em seu
trabalho que os polimeros alifaticos PLA, PGA e PLGA tém sido muito empregados
em uso biomédicos, pois apresentam uma biodegradabilidade simples, através de

uma hidrolise na cadeia éster em meio aquoso, ou seja, podendo ocorrer em locais
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como os fluidos corporais. Além disso, os produtos de degradacédo sdo metabolizados
em diéxido de carbono e agua, sendo facilmente excretados pela urina (CHANDRA,
R; RUSTGI, RENU, 1998).

As NPPs podem ser classificadas de duas maneiras dependendo de sua
estrutura final, podendo ser nanoesferas ou nanocapsulas (Figura 2). As primeiras séo
formadas a partir de uma rede polimérica denominada de matriz polimérica, esta
estrutura ndo possui um nucleo e as moléculas do farmaco sdo encontradas dispersas
ou solubilizadas na matriz ou adsorvidas na superficie destas particulas, nestas
estruturas ocorre a vinculagcdo de farmacos hidrofébicos. Ja as nanocapsulas séo
sistemas vesiculares que apresentam um nucleo oleoso ou aquoso envolvidos por
uma membrana polimérica, nestas nanoestruturas os farmacos podem ser
encontrados encapsulados no nucleo ou adsorvido na membrana polimérica,
contando com a vantagem da possibilidade de vincular mais de um farmaco com
polaridades destintas, ou seja, um hidrofilico e outro hidrofébico (APOLINARIO et al.,
2020; GOTO, 2011; LUIZ, 2018; SCHAFFAZICK et al., 2003).

Figura 2 - Estrutura das nanoparticulas poliméricas.

Nucleo oleoso ou
Farmaco disperso ou aquoso
solubilizado

Farmaco adsorvido na
superficie

| Membrana Polimérica

/

Farmaco adsorvido na
superficie

Farmaco Encapsulado |
Matriz Polimérica

Nanocapsulas

| Nanoesferas

Fonte: Autor (2021).

As metodologias de producdo de nanoparticulas poliméricas podem ser
divididas em dois grandes grupos: polimerizag&o in situ e a polimerizacéo a partir de
polimeros pré-formados (Figura 3). A primeira, consiste na utilizagdo de mondémeros

para sintese do polimero ao mesmo tempo em que encapsula o ativo (VAUTHIER,;
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BOUCHEMAL, 2009). Essa metodologia apresenta algumas desvantagens como:
presenca de monémeros (moléculas simples que dao origem a unidade de repeticao
do polimero) e oligbmeros (estrutura em cadeia com peso molecular considerado
baixo, sendo algumas vezes empregados como sindnimo de pré-polimeros)
misturados; apresentar mondémeros e oligbmeros residuais, ou seja, nhdo ha uma
formacéao da estrutura do polimero como um todo; ocorrer ligacdo covalente entre os
mondémeros e o farmaco e consequentemente alterar propriedades do ativo
(VAUTHIER; BOUCHEMAL, 2009).

Figura 3 - Diferentes metodologias para producdo de nanoparticulas poliméricas.

Polimeros pré-
formados

\

Fonte: Adaptado de Carraro (2013).

O método de preparo comumente usado para as NPPs se d& a partir de
polimeros pré-formados, pois € mais facilmente controlado e possui maior rendimento
(SCHAFFAZICK et al., 2003; SOUTO; SEVERINO; SANTANA, 2012; VAUTHIER;
BOUCHEMAL, 2009). A partir desse método diferentes técnicas sdo descritas na
literatura (Figura 3): deslocamento do solvente ou nanoprecipitacdo; salting-out;
emulsificacdo seguida por difusdo do solvente; e emulsificacdo seguida por
evaporacao do solvente (GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007; SCHAFFAZICK et
al., 2003; SOPPIMATH et al., 2001; VAUTHIER; BOUCHEMAL, 2009).
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1.2.4 Métodos de preparacdo de nanoparticulas poliméricas a partir de

polimeros pré-formados

1.2.4.1 Nanoprecipitacao

O método de nanoprecipitacdo consiste na precipitacao ou deposicao interfacial
do polimero pré-formado, podendo obter nanoesferas e nanocapsulas de acordo com
a preparacdo (SCHAFFAZICK et al., 2003; RAO; GECKELER, 2011; MARTINEZ
RIVAS et al., 2017). De maneira geral, a técnica consiste em dissolver o polimero em
solvente organico polar, como acetonitrila ou acetona, junto ao principio ativo,
formando uma fase organica. Nesta mesma fase pode-se utilizar um tensoativo a fim
de evitar processos como a coalescéncia (GIORDANI, 2012; SCHAFFAZICK et al.,
2003; SOUTO; SEVERINO; SANTANA, 2012).

Ja a fase aquosa é composta por uma solu¢édo contendo tensoativo hidrofilico
e agua. O modo de preparo se baseia em formar uma emulsado entre as fases orgéanica
e aguosa, através de um gotejamento constante e uma agitacdo branda, que em
seguida segue para remocéao do solvente através de pressao reduzida, obtendo-se as
nanoparticulas (Figura 4) (RAO; GECKELER, 2011; SCHAFFAZICK et al., 2003;
SOUTO; SEVERINO; SANTANA, 2012). Na descricdo metodoldgica acima obtém-se
nanoesferas, onde o principio ativo encontra-se disperso em uma matriz polimérica.
Para obter nanocapsulas o principio ativo é inicialmente dissolvido em 6leo ou agua
e, em seguida, emulsificado na fase orgéanica antes que a mesma seja dispersa na
fase aguosa (FONSECA, 2012; GIORDANI, 2012; RAO; GECKELER, 2011; SOUTO;
SEVERINO; SANTANA, 2012).
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Figura 4 - Método de preparo de nanoprecipitacao.

/ Meio aquoso
+

polimero + solvente + _ tensoativo
tensoativo

|+ oleo I + farmaco

Formacao das| nanocapulas| Evaporacao do solvente

ou nanoesferas e do excesso de agua

Fonte: Imagem adaptada de Schaffazick et al. (2003).

1.2.4.2 Salting-Out

Este método é uma técnica fundamentada no efeito salting-out que leva a
formacédo de nanoesferas (SOUTO; SEVERINO; SANTANA, 2012; HOLKEM et al.,
2015). O polimero e o0 agente terapéutico sédo dissolvidos num solvente organico polar,
formando a fase interna. A fase externa € dada pelo uso de um tensoativo junto a uma
solucao aquosa saturada com agente de salting out, que podem ser agentes eletrdélito
como, cloreto de magnésio, cloreto de calcio, acetato de magnésio; ou néo eletrélitos
como a sacarose. As fases sdo dispersas sob agitacdo vigorosa e temperatura
ambiente formando uma emulsdo O/A, esta emulsdo é entdo diluida um volume
suficiente de &gua, permitindo a difusdo do solvente organico para a fase externa,
impulsionando a formacgéo de nanoesferas, que é separada do agente salting-out e do
tensoativo a partir de uma ultracentrifugacdo (FONSECA, 2012; OLIVEIRA, 2014;

SOUTO; SEVERINO; SANTANA, 2012).
1.2.4.3 Emulsificagcdo seguida por difuséo do solvente

Essa técnica é uma adaptacdo no método de salting-out. Nesta metodologia a
fase interna € composta por um solvente organico miscivel em agua, por um polimero
dissolvido na solucédo de solvente saturada e pelo agente terapéutico. Ja a fase
externa por sua vez é composta por uma solu¢do aquosa contendo um tensoativo, as
fases sdo emulsificadas perante vigorosa agitacdo (FONSECA, 2012; GOTO, 2011;
SOUTO; SEVERINO; SANTANA, 2012).
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Em seguida a adi¢cdo de 4gua ao sistema acarreta em uma difusdo entre as
fases, a posterior evaporacdo do solvente garante a formacao de NPPs dispersas em
agua. Em casos em que o agente terapéutico € lipofilico e insolivel no solvente
organico ele deve ser previamente dissolvido em um 6leo e depois adicionado a fase
interna, formando assim nanocapsulas (FONSECA, 2012; GOTO, 2011; SOUTO;
SEVERINO; SANTANA, 2012).

1.2.4.4 Emulsificacdo seguida de evaporagéo do solvente

Essa técnica permite obter nanocapsulas e nanoesferas (RAO; GECKELER,
2011; SOUTO; SEVERINO; SANTANA, 2012). Ela apresenta vantagens frentes as
outras em alcancar emulsGes estaveis, controle do tamanho de particula e
incorporacao de farmacos lipofilicos e hidrofilicos (RAO; GECKELER, 2011; SOUTO;
SEVERINO; SANTANA, 2012; VAUTHIER; BOUCHEMAL, 2009).

Na emulsdo simples, a fase organica € formada a partir da mistura entre o
polimero dissolvido num solvente organico pouco solivel em agua, na maioria das
vezes utilizam-se solventes clorados, pois eles apresentam baixa hidrossolubilidade,
baixo ponto de ebulicdo e boa solubilizacdo de inimeros principios ativos. Em
seguida, o farmaco é dissolvido ou disperso nesta solucdo organica (SOUTO;
SEVERINO; SANTANA, 2012).

A fase aquosa é formada atraves de um tensoativo solubilizado em é&gua
formando uma solucdo aguosa. Por meio de uma energia elevada, ambas as fases
sdo agitadas com auxilio de equipamentos, como o sonicador de ponta, formando uma
emulsao (figura 5A). A emulséo formada é submetida a evaporacao sob baixa presséo
para eliminacdo do solvente organico, permitindo assim a precipitacdo do polimero
gue pode ser coletado através da ultracentrifugacao. Os precipitados coletados sao
lavados com agua destilada para remover possiveis aditivos restantes, ao fim de toda
producdo descrita obtém-se, nanoesferas (MOREIRA, DIAS; CORREIA, 2016;
MOREIRA, 2015; RAO; GECKELER, 2011; SOUTO; SEVERINO; SANTANA, 2012).
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Figura 5 - Exemplo emulsdo simples (A) e dupla emulséo (B).

(A) (B)

Etapa de Emulsificag@o usando processos
mecanicos

unda

Seg
Emulsio [(A/O)/A]

Evaporagao do Solvente

Fonte: Imagem adaptada de Vauthier; Bouchemal (2009).

O método de emulsificacdo dupla segue basicamente o mesmo método de
producdo, o que diferencia esta técnica é a formacao de um sistema duplo (Figura 5).
Forma-se sistemas de nanocapsulas para administragdo de farmacos hidrofilicos e/ou
hidrofébicos dependendo de qual fase o farmaco esta disperso (MORA-HUERTAS;
FESSI; ELAISSARI, 2010).

As emulsdes duplas do tipo A/O/A séo compostas por uma fase organica e uma
fase aguosa que formam uma primeira emulséo do tipo A/O, estd emulsédo entdo é
vertida a outra fase aquosa e sob processos mecanicos gera uma segunda emulséo
A/O/A que segue para etapa de evaporacdo do solvente e ao fim obtém-se
nanocéapsulas (Figura 5B), para casos de farmacos hidrofébicos, os mesmos séo
dissolvidos em 6leo na fase organica (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010;
VAUTHIER; BOUCHEMAL, 2009).

Conforme descrito, as nanoparticulas poliméricas possuem diferentes
maneiras de serem produzidas. Além disso, uma vez escolhido o método de producao
pode-se ainda variar na composi¢cdo do polimero, do tensoativo e do solvente
organico; da concentragdo de farmaco e nos parametros de fabricagdo como,



29

agitagéo/sonicacio, amplitude e centrifugacéo. A vista disso, séo geradas particulas
de diferentes caracteristicas fisico-quimicas que podem ser empregadas para
diversos fins de acordo com o objetivo final da pesquisa (RAO; GECKELER, 2011;
SCHAFFAZICK et al., 2003; SOUTO; SEVERINO; SANTANA, 2012). Sabe-se que
alteracdo em alguns parametros tecnolégicos, por exemplo, a concentracao e tipo do
polimero utilizado influenciam no tamanho obtido pelas particulas, isto porque
polimeros que apresentam massa molar e concentracdo mais elevadas tendem a
formar solugbes com uma maior viscosidade, logo diminuem a forca de cisalhamento
e consequentemente podem induzir a formagdo de particulas maiores (SOUTO;
SEVERINO; SANTANA, 2012; ARAUJO, J. et al., 2009; LEGRAND, P. et al., 2007).

A escolha dos tensoativos é outro ponto de extrema relevancia para as
caracteristicas das NPPs, a depender da particula que esta sendo produzida, ou seja,
nanoesferas ou nanocapsulas, deve-se empregar o tensoativo na fase correta da
emulsdo. Tensoativos como alcool polivinilico (PVA) sdo muito empregado em
literatura para producao de NPPs, eles localizam-se na superficie das moléculas
emulsificadas e quanto maior for sua concentracdo, menor sera o tamanho das
nanoparticulas obtidas. Porém sua quantidade no meio nao deve ultrapassar a
concentracdo micelar critica (CMC), pois acima desta as dimensdes das particulas
ndo sdo mais afetadas (SOUTO; SEVERINO; SANTANA, 2012).

Um dos parametros de produgao externos mais pontuados e importantes é o
processo de sonicacgao. Ele é devidamente empregado na producao de NPP a fim de
aumentar a superficie de contato entre as fases, reduzir o tamanho das goticulas e,
consequentemente, proporcionar menores didmetros de nanoparticulas (SOUTO;
SEVERINO; SANTANA, 2012). No trabalho de Gryparis e seus colaboradores (2008)
foram produzidas nanoparticulas de PLGA-mPEG de cisplatina e o tamanho médio e
indice de polidispersividade (PDI) dessas foram reduzidos gragas ao aumento do
tempo de sonicac¢ao pois garantiu uma entrada maior de energia de cisalhamento na
preparacgao.

Dessa forma, a metodologia de desenhos experimentais (DoE) vem sendo cada
vez mais empregados em literatura, exemplificam-se os trabalhos de Soni e
colaboradores (2020), Diwan e colaboradores (2020), Troiano e colaboradores (2016)
e Deepak e colaboradores (2010), nos quais cada um deles aborda de maneiras

distintas que a aplicacdo dessa metodologia ajuda a compreender como o0s
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parametros de producao afetam as caracteristicas das nanoparticulas obtidas. Essa
metodologia guiadas pela abordagem de Qualidade por Design (QbD) s&o muito
empregados na industria farmacéutica em busca de produzir produtos alvo de alta
gualidade, sem que haja excesso de custo, de trabalho e atingindo os objetivos de
seguranca e eficacia (TROIANO et al., 2016; SONI et al., 2020). Desta maneira, estes
planejamentos permitem otimizar esses processos e obter resultados com parametros
satisfatérios (TROIANO et al., 2016). Assim, essa metodologia por DoE pode ser
interessante no estudo de nanoparticulas poliméricas, uma vez que essas dispde de
inimeras maneiras de producdo, desde métodos de preparo até sua composicao
podendo gerar estruturas finais com distintas caracteristicas.

1.2.5 Caracterizacao de nanoparticulas poliméricas

Embora haja diferentes maneiras na qual se pode obter nanoparticulas
poliméricas, a caracterizagdo fisico-quimica € comum e de extrema importancia.
Dentre as avaliacfes que sao realizadas na caracterizacdo destaca-se a avaliacao
morfoldgica, distribuicdo de tamanho, indice de polidispersividade (PDI), potencial
zeta e pH (SCHAFFAZICK et al., 2003).

1.2.5.1 Distribuicdo de Tamanho

A distribuicdo de tamanho de particulas pode ser realizada por inUmeras
técnicas, como por exemplo, as microscopicas, porém a técnica mais empregada € a
partir do espalhamento dindmico de luz (DLS), principalmente por possuir rapida
execucao e liberacéo dos resultados para analise. Como limitacdes dessa técnica esta
que a mesma considera todas as nanoestruturas como esferas e que as amostras
precisam estar em suspensao, nao dissolver no meio e pouco concentradas
(GAUMET et al., 2008; SCHAFFAZICK et al., 2003). O DLS baseia-se na variacao da
intensidade de luz que é espalhada pelas particulas em movimento e assim, determina
o raio hidrodinamico através da medida do movimento browniano das particulas, por
iSSo a necessidade delas estarem em suspenséao e na diluicdo apropriada (GAUMET
et al., 2008; SCHAFFAZICK et al., 2003; SOPPIMATH et al., 2001).

No movimento browniano as nanoparticulas tém uma movimentagdo mais

rapida, logo a flutuacéo da intensidade de luz varia de maneira mais rapida, enquanto
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em particulas maiores 0 movimento € mais lento e consequentemente a flutuacao da
intensidade de luz também é lenta. Com fundamento nessa teoria, 0 equipamento
calcula por meio de uma autocorrelacéo, o diametro médio das particulas (GAUMET
etal., 2008; PANALYTICAL, Malvern, 2021; SCHAFFAZICK et al., 2003; SOPPIMATH
et al., 2001).

Nessa mesma técnica é feita a medida de PDI. Ele é calculado a partir de uma
analise da funcéo de autocorrelacdo da intensidade de dispersédo de luz, ele fornece
informacdes a respeito do grau de homogeneidade de uma amostra, desta maneira
quanto menor for o seu valor (mais proximo de zero), maior homogeneidade na
distribuicdo (SCHAFFAZICK et al., 2003). Vale ressaltar a importancia de particulas
com populagdes com baixa polidispersao e pequenos tamanhos, pois isto influencia
na estabilidade das NPPs e no efeito EPR, visto que influencia o reconhecimento das
mesmas a sistemas como reticulo endotelial (RES), como figado, rins e baco onde
podem acumular-se e se tornarem toxicas (HONARY; ZAHIR, 2013; SCHAFFAZICK
et al., 2003; SOPPIMATH et al., 2001).

1.2.5.2 Carga Superficial

Outra caracteristica fisico-quimica comumente avaliada é o potencial zeta (PZ2),
definido como o potencial de superficie das particulas que pode ser alterado por
mudancas decorrentes de dissociacao de grupos funcionais ou adsorcao de espécies
ibnicas (SCHAFFAZICK et al., 2003). Ele € mensurado através da mobilidade
eletroforética, que € medida a partir da velocidade das moléculas em movimento uma
vez aplicado um campo elétrico, no qual as particulas irdo migrar em dire¢cdo a um dos
eletrodos. O equipamento mensura a movimentagdo das particulas que geram
mudancas na intensidade de luz espalhada que é captada e calculada segundo uma
equacao apropriada, gerando ao fim o valor do potencial zeta (MATUSIAK, JAKUB,;
GRZADKA, ELZBIETA, 2017).

Os componentes que constituem as nanoformulagdes influenciam no valor do
potencial zeta, isto € visto, por exemplo, em poliésteres como o PLA que apresentam
um potencial negativo (SCHAFFAZICK et al., 2003). Valores altos de potencial zeta,
entre 25 a 30 mV, sendo eles negativos ou positivos, sdo importantes para uma boa
estabilidade fisico-quimica, pois grandes forcas repulsivas evitam a agregacdo das
nanoparticulas (HONARY; ZAHIR, 2013; SCHAFFAZICK et al., 2003).
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O controle da carga superficial da particula é de suma importancia para entrega
e distribuicdo da substancia que esta sendo carreada, isto porque particulas que
possuam cargas muito negativas, por exemplo, tendem a serem reconhecidas pelo
RES, principalmente figado e bago, e, desta maneira, sdo removidas da circulagéo
sistémica para eliminacao, ndo gerando o efeito terapéutico desejado e ainda podendo
ter o risco de se acumular nesses locais e se tornarem potencialmente toxicas. Outro
ponto esta relacionado a captacao e fixagcdo das NPPs nas membranas celulares, a
variacdo da carga superficial pode controlar a ligacdo ao tecido e desta maneira
direcionar as nanoparticulas para o espaco intersticial (HONARY; ZAHIR, 2013).

1.2.5.3 Monitoramento de pH

O monitoramento do pH através do tempo fornece informacgfes a respeito da
estabilidade das nanoparticulas, a diminuicdo de valores de pH em curtos periodos
de tempo pode significar que houve ionizacao de grupos carboxilicos e/ou hidrélise, o
que sugere que houve degradacdo do polimero (FRANCHETTI; MARCONATO,
2006). Alteracbes no pH podem alterar o potencial zeta e, com isso, o grau de
agregacao das particulas (FRANCHETTI; MARCONATO, 2006; GAUMET et al., 2008;
SCHAFFAZICK et al., 2003).

1.2.5.4 Avaliacdo Morfolégica

Através da avaliacdo morfologica obtém-se informacgdes a respeito do tamanho
e das formas das nanoparticulas. Entre as técnicas empregadas para tal avaliacao
exemplifica-se a microscopia eletrénica de varredura (MEV) e a microscopia eletrénica
de transmissdo (MET), neste Ultimo método é possivel a diferenciacdo entre
nanoesferas e nanocdpsulas. Além dessas microscopias, a microscopia de forca
atbmica (AFM) e a técnica de criofratura também tém sido empregadas para analise
morfoldgica dos sistemas (SCHAFFAZICK et al., 2003; SOPPIMATH et al., 2001).

Com o estudo da morfologia € possivel identificar o estado de aglomeracao das
particulas, distribuicdo de tamanho, forma e até medir a funcionalizacdo da superficie.
A importancia de se obter nanoestruturas no formato desejado impacta, por exemplo,

no reconhecimento celular, no processo de englobamento destas particulas e também
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no processo de passagem das particulas pelo efeito EPR (SCHAFFAZICK et al., 2003;
SANTOS, CASSIO, 2015; SOPPIMATH et al., 2001).

1.3 OBJETIVOS
1.3.1 Objetivo Geral

Esse projeto visa estudar se alteracbes nos parametros de producdo de
nanoesferas poliméricas impactam no tamanho médio, distribuicdo de tamanho e

carga de superficie das mesmas.

1.3.2 Objetivos Especificos

e Avaliacdo do impacto das varidveis tipo tensoativo, tempo e amplitude de
sonicacdo na producao de nanoesferas poliméricas de PLA;

e Avaliacdo dos parametros fisico-quimicos das nanoparticulas poliméricas
formadas: tamanho de particula, PDI e potencial zeta;

e Avaliacdo dos modelos mateméticos obtidos para as variaveis estudadas.

2 DESENVOLVIMENTO
2.1 METODOLOGIA
2.1.1 Metodologia Experimental
O preparo das nanoparticulas poliméricas vazias, ou seja, sem conter IFA,

ocorreu através do método de polimeros pré-formados pela técnica de emulsificacdo

simples seguida de evaporacéo do solvente com a obten¢édo de nanoesferas.
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2.1.1.1 Preparo das nanoparticulas poliméricas

Para preparacédo das nanoparticulas, demonstrado na Figura 6, séo dissolvidos
20 mg do PLA (massa molar média 40000, Sigma-Aldrich) em 2 mL de diclorometano
(DCM; Merck), adicionados a um becker de 25 mL, formando a fase organica da
preparacdo. Posteriormente, 10 mL de uma solucdo de 1% m/v de tensoativo
formaram a fase aquosa. Essa foi incorporada a fase organica gota a gota em branda
agitacdo magnética (RT15 power, IKA). Essa mistura foi levada ao sonicador (Q 700,
Q Sonica), no qual a formulacéo foi sonicada em banho de gelo. Apés o fim do
processo, a emulsdo O/A formada seguiu para a etapa de evaporacdo do solvente em
rotaevaporador (RV8, IKA) com pressado aproximada de 200 a 300 mBar por trinta
minutos a 60°C. Ao fim deste processo, a nanossuspensao formada foi transferida
para tubos de ultracentrifugacéo e o balanceamento do peso desses foi feito com agua
tipo ultrapura. A ultracentrifugacéo (Sorvall Wx+80, ThermoFicher Scientific) ocorreu
a 17000 rpm por 20 min a 25°C. Ao fim do processo, 0 sobrenadante foi descartado
e as NPP foram ressuspensas em agua ultrapura para lavagem, esse procedimento
foi repetido trés vezes. Por fim, as nanoparticulas lavadas sdo armazenadas para

subsequente analise fisico-quimica.
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Figura 6 - llustracao esquematica do processo de preparacédo de NPPs.

Método de - )
20 mg de poli (acido Dissolver em 2 mL de
Emulsificacao = lActi I
: tico) - PLA
Simples actico) diclorometano (DCM)

Emulsificar por adc. gota

F godaf
oymagao 8 1ase .| agota de 10 mL de fase . .
orgénica (Polimero + | —— . - Sonicagao
Solvente Organico) aquosa (Tensoativo +
Agua) 1% mjv

Evaporar o solvente
s - . Coletar as
organico da emulsdo Obtém-se A
. nanoparticulas por
formada por — nanoparticulas em - . e
" 20 2 60°C cuspensio ultracentrifugacao
rotagvaporscan a P 17000rpm/20min
por 30 min

Ressuspender as
nanoparticula obtidas
— no ultimo ciclo de
centrifugacdo e

armazena-las

Repetir o processo de
ultracentrifugacao por
trés vezes e lavarao
final de cada ciclo

Fonte: Autor (2021).

2.1.1.2 Andlise Estatistica

Utilizando a metodologia de desenho experimental por analise fatorial (23), com
ponto central, foram estudados os impactos das seguintes variaveis (independentes):
tipo de tensoativo: PVA (massa molar 89000-98000, Sigma-Aldrich) ou Pluronic F68
(Sigma-Aldrich); tempo de sonicagdo: 2 min (minimo), 6 min (ponto central) e 10 min
(méaximo); e amplitude de sonicacdo: 10% (minimo), 30% (ponto central) e 50%
(maximo). Esses valores foram codificados conforme o Quadro 2. Como resposta do
desenho foram avaliados os seguintes parametros da nanoformulagédo (variaveis
dependentes): tamanho de particula, PDI e potencial zeta. Os experimentos foram
feitos conforme metodologia descrita acima, de forma aleatoria, conforme explicitado

no Quadro 3.
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Fator Nome Ponto Ponto Ponto Valor Valor Valor

Baixo Alto Central codificado codificado codificado
(Baixo) (Alto) (Central)

A Tensoativo Pluronic PVA Pluronic/ -1 1 0

PVA
B Tempo de 2 10 6 -1 1 0
sonicacao
C Amplitude 10 50 30 -1 1 0

Fonte: Autor (2021).

Para fazer os calculos do desenho foi utilizado o software Design-Expert®

versao 7. Para anadlise estatistica dos dados foi feita andlise de variancia (ANOVA)

para regressdo dos dados e para estimar os parametros estatisticos, foram

considerados para avaliacao final os modelos significativos, ou seja, com P-valor

menor que 5% (p<0,05).
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Quadro 3 - Desenho Experimental - Variagdo dos fatores: Tensoativo (A); Tempo de sonicagdo (B);
Amplitude (C).

Fator 1 Fator 2 Fator 3
B: Tempo de C: Amplitude
Corrida A: Tensoativo sonicacao (min) (%)
1| Pluronic 10 50
2 | Pluronic 2 50
3 | Pluronic 6 30
4| Pluronic 6 30
5| PVA 10 50
6 | PVA 6 30
7 | PVA 6 30
8| PVA 2 50
9| PVA 6 30
10| PVA 2 10
11| PVA 10 10
12 | Pluronic 2 10
13 | PVA 6 30
14 | Pluronic 6 30
15 | Pluronic 10 10
16| PVA 6 30
17| Pluronic 6 30
18| Pluronic 6 30

Fonte: Autor (2021).
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2.1.2 Caracterizacdo das nanoparticulas poliméricas

2.1.2.1 Tamanho de particula e indice de polidispersao

A distribuicdo de tamanho e o PDI foram mensurados através da técnica de
espalhamento de luz dindmico pelo equipamento Zetasizer Nano ZS (Nano ZS90,
Malvern). As amostras foram diluidas em baldo volumétrico de 10mL a uma proporgao
de 1:10 (v/v) em agua ultrapura para evitar quaisquer resquicios de impureza, as
diluicbes foram colocadas em cubeta para seguida analise no equipamento. As
medidas foram realizadas em modo automatico em triplicata e os resultados médios

de tamanho médio e PDI foram coletados e registrados para futura analise estatistica.

2.1.2.2 Potencial zeta

A andlise do potencial zeta foi realizada no equipamento (Nano ZS90, Malvern)
pela técnica de mobilidade eletroforética. As mesmas diluigbes (proporcao 1:10)
utilizadas para mensuragéo do tamanho médio e PDI foram empregadas. As medidas
foram realizadas em modo automatico em triplicata e os resultados médios foram

coletados e registrados para futura analise estatistica.

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Usando desenho experimental fatorial 22, o efeito das variaveis independentes
sobre as variaveis dependentes foram analisados em 18 experimentos de acordo com
o planejamento experimental e o resultado esta apresentado na Tabela 1, destaca-se
gue a diferenca dos valores nas corridas em duplicata pode estar associados a
variacao no lote de producéo.
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Tabela 1 - Desenho Experimental - Variaveis independentes: Tensoativo (A); Tempo de sonicagao
(B); Amplitude (C) e variaveis dependentes: Potencial Zeta (PZ); Indice de polidispersividade (PDI);
Tamanho médio.

Resultado Resultado

Fator 1 Fator 2 Fator 3 1 2 Resultado 3
B:Tempo de

Corrida A:Tensoativo sonicagdo C:Amplitude Pz PDI Tamanho nm
1 Pluronic F68 10 50 -33,7 0,99 2197
2 Pluronic F68 2 50 -35,8 0,497 459,6
3 Pluronic F68 6 30 -35,7 0,525 1155
4 Pluronic F68 6 30 -37,5 0,469 505,4
5 PVA 10 50 -16 0,218 383,3
6 PVA 6 30 -19 0,224 409,9
7 PVA 6 30 -14,9 0,112 350,1
8 PVA 2 50 -22,9 0,123 303,6
9 PVA 6 30 -24,3 0,131 285,1
10 PVA 2 10 -20,4 0,132 191,6
11 PVA 10 10 -20,7 0,075 247
12 Pluronic F68 2 10 -30,6 0,231 356,9
13 PVA 6 30 -20 0,133 297,9
14 Pluronic F68 6 30 -27,3 0,678 675,5
15 Pluronic F68 10 10 -33,5 0,685 769,2
16 PVA 6 30 -25,1 0,137 318,2
17 Pluronic F68 6 30 -35,1 0,985 1327
18 Pluronic F68 6 30 -35,7 0,678 818,5

Fonte: Autor (2021).

Os efeitos e as interacdes foram calculados para cada uma das variaveis
dependentes (Tamanho, PDI, Potencial Zeta) através de uma equacao polinomial final

gue serad demonstrada mais a frente para cada uma das variaveis dependentes.

2.2.1 Tamanho médio

No desenho, o tamanho da particula variou entre 191,6 nm a 2197 nm (Tabela
1). Na Tabela 2 estdo os dados da analise fatorial do modelo para tamanho de
particula. Observa-se que para esse parametro, todas as variaveis independentes
foram significativas (p<0,05), ou seja, todas elas impactam no tamanho de particula.
No entanto, na faixa estudada, ndo foram observados impactos na interacdo entre
esses fatores.
O modelo apresenta um valor de coeficiente de determinagdo (R?), coeficiente de
determinacdo ajustado (R? Adj) e predito (R? Pred) satisfatérios (PORTAL ACTION,

2021). O R? é uma medida da variabilidade na resposta que é explicada pelo modelo,
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seu valor foi de 0,9305, ou seja, significa que 93,05% das variagbes sao bem
explicadas e que o modelo ajusta seus dados. Além disso, o valor do R? Pred em
aproximadamente 86,0% (0,8600) determina a capacidade preditiva do modelo
(Tabela 2).

Dado que um dos fatores analisados € categérico e ndo quantitativo (o
tensoativo poderia ser PVA ou Pluronic F68), um modelo para cada um deles foi
gerado. A equacao 1 corresponde ao modelo do Pluronic F68 e a equacdo 2 ao
modelo para o PVA. Ressalta-se que a equacgdo encontrada para o tamanho é uma
exponencial. A Figura 7 compara os valores experimentais com os valores do modelo
gerado pelo software sobre a influéncia do tensoativo Pluronic F68 (Figura 7A) e PVA

(Figura 7B) para o tamanho médio das nanoparticulas.
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Tabela 2 - Tabela Andlise de variancia - Tamanho Médio.

Fonte

Tamanho médio

Valor F

P-valor R? R? Ajustado R? Predito

Modelo

A-Tensoativo

B-Tempo de sonicagao
C-Amplitude

AB

AC

26,79712212

50,25307599
18,20167021
16,50845594
1,319022343
2,532324092

Estatisticamente significativo para valor p<0,05

<0.0001 0,9305486 0,895822923 0,860029173

< 0.0001
0.0016
0.0023
0.2775
0.1426

Fonte: Autor (2021).

(Tamanho) = 0,003443286 -0,000201406 x B -1,83873E-05x C (1)

(Tamanho') = 0,005750343 -0,000115969 x B -4,20632E-05 x C (2)

Figura 7 - Grafico de dispersao baseado nos valores obtidos experimentalmente e calculado pelo
modelo para a variavel dependente tamanho de particula, considerando os tensoativos. Pluronic
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De acordo com o intervalo estudado no desenho, os modelos preveem

adequadamente os valores para o tamanho médio das particulas inferiores a 500 nm,

visto que os valores previstos se mostram mais proximos, em sua maioria, com 0S

resultados obtidos em experimento (Figura 7). Tal fato é interessante, uma vez que

particulas menores sao vantajosas em aspectos fisicos, quimicos e biolégicos

garantindo, por exemplo, uma entrega especifica, menor chance de reconhecimento

celular escapando de processos de opsonizagdo, dentre outros beneficios
(MACHADO, 2018; RIZZO et al.,, 2013; TRACZYNSKI, 2016). Assim, apesar do
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modelo ndo explicar todas as particulas, ele explica com mais detalhe o tamanho de
particula que se busca nessas formulacdes poliméricas, ou seja, menores que 500
nm.

Ainda observando a Figura 7, pode-se perceber que as nanoparticulas
poliméricas produzidas com o tensoativo PVA exibiram tamanhos menores do que
aquelas produzidas com Pluronic F68. Dessa forma, pode-se afirmar que o tamanho
das particulas é afetado pela presenca dos tensoativos, o PVA assim como o Pluronic
F68 sdo empregados como emulsificantes néo idnicos que se encontram adsorvidos
superficie das particulas, este tipo de excipientes sdo adicionados com a finalidade
de reduzir tensdo superficial entre as fases, estabilizando a emulsdo formada e
evitando a coalescéncia das goticulas, facilitando, dessa forma, a reducao do tamanho
(ROCHA, 2018; SONI et al., 2020; SRINIVAS et al., 2016; TAGLIARI et al., 2015).

Acredita-se que como o Pluronic F68 possui uma estrutura composta por um
tribloco difuncional de blocos hidrofilicos de 6xido de etileno (EO) e blocos hidrofébicos
de Oxido de propileno (PO) formando (PEO-PPO-PEOQ), onde o poloxamer em estudo
apresenta 76 monémeros de PEO e 30 mondmeros de PPO, isso pode levar a um
tamanho de particula aumentado (SALMASO; CALICETI, 2013;TAGLIARI et al.,
2015). Desta forma, quanto maior for sua concentracdo mais de suas moléculas irdo
se encontrar adsorvidas em distribuicdo perpendicular a superficie aumentando a
espessura de revestimento, consequentemente aumentando o tamanho da particula
(ROCHA, 2018; SALMASO; CALICETI, 2013; TAGLIARI et al., 2015). Em
contrapartida as particulas produzidas com PVA demonstraram menores tamanhos, o
gue vai de acordo com a literatura onde séo apresentadas menores valores gracas ao
seu comportamento estabilizador de goticulas localizado na superficie da interface
entre a fase dispersa e a fase continua, contribuindo para reducdo de tamanho
(ELSAYED et al., 2014; SRINIVAS et al., 2017; TAGLIARI et al., 2015).

Entretanto vale pontuar que concentracdes altas do PVA também podem
resultar em tamanhos elevados de nanoparticulas (Guinebretiére et al., 2002;
Granada et al., 2013). Guinebretiere e seus colaboradores apontaram através de uma
analise por meio MET que o excesso deste tensoativo tende a formar um filme em
torno das nanocapsulas produzidas formando uma segunda camada sobre a particula.
Esse resultado ndo foi observado nas concentracdes analisadas neste trabalho.

Ressalta-se ainda que a etapa de homogeneizagcao é amplamente empregada
para reducéo do tamanho de particula, devido a alta energia gerada no procedimento,
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as particulas sdo quebradas em particulas menores resultando nesta reducao
(GRYPARIS et al., 2008; SOUTO; SEVERINO; SANTANA, 2012; SONI et al., 2020).

Ainda que estes sejam os dados encontrados na literatura, neste trabalho esse
fato ndo ocorreu com veracidade para o Pluronic F68, exemplifica-se a corrida 1
(Tabela 1) onde o maior tempo de sonicagao junto a um maior tempo de amplitude
levaram a formac&o da maior particula dentre os experimentos, enquanto que para o
PVA a menor particula gerada foi alcancada a partir de uma menor amplitude e menor
tempo (corrida 10; Tabela 1), sugerindo que ha um ponto considerado 6timo de

equilibrio para este processo.

2.2.2 indice de Polidispersividade (PDI)

Os valores de PDI apresentados no desenho ficaram dentro de um valor
minimo préximo a 0,0 e valor maximo proximo a 1,0 (Tabela 1). A avaliacao estatistica
entre variaveis independentes e as interacdes entre as mesmas esta exibido na
Tabela 3, de acordo com o critério de significancia (p<0,05), os fatores tensoativo,
tempo de sonicacdo, amplitude e a interacdo tensoativo/tempo de sonicacéo
mostraram-se significativos (p<0,05). O modelo apresentado para o PDI esti
apresentado como equacdo codificada, uma vez que a mesma nao € hierarquica,
assim, para usar o modelo (equacéo 3), utiliza-se os valores codificados descritos no
Quadro 2.



44

Tabela 3 - Tabela Anélise de variancia - PDI.

Fonte PDI
Valor F P-valor R2 R? Ajustado R? Predito
Modelo 33,62661928 < 0.0001 0,943862201 0,915793301 0,828939667

A-Tensoativo 59,7840548 < 0.0001
B-Tempo de sonicagao 5,889368315 0.0356
C-Amplitude 8,410384918 0.0158
AB 5,797292005 0.0368
ABC 4,367337153 0.0631

Estatisticamente significativo para valor
p<0,05

Fonte: Autor (2021).

Log10(PDI) = -0,585588633 -0,308412167 x A + 0,096799514 x B + 0,11567693 x C
-0,096039835 x A x B + 0,083357979 x Ax B x C (3)

Através da equacdo logaritmica codificada o indice de polidispersividade tem
influéncia significativa pelos trés fatores independentes, assim como, pela interacao
entre tensoativo e tempo de sonicacdo, a Figura 8 apresenta a influéncia que os
tensoativos Pluronic F68 (Figura 8A) e PVA (Figura 8B) exerce sobre o PDI,
relacionando o0s valores experimentais com 0s valores previstos pelo modelo.
Observa-se que o modelo é adequado, prevendo os valores de acordo com os obtidos
experimentalmente, R? de 0,9438 e valor de predicdo R? Pred de 0,8289 (Tabela 3).

Figura 8 - Grafico de dispersdo baseado nos valores obtidos experimentalmente e calculado pelo
modelo para a variavel dependente PDI, considerando os tensoativos: Pluronic F68 (A); PVA (B).
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Assim como no tamanho a aplicacao de diferentes tensoativos implica na maior
dispersibilidade no tamanho das particulas, é possivel constatar que os valores de
PDI mais baixos foram referentes ao PVA, por exemplo a corrida 11 (Tabela 1), ao
passo que os maiores valores de PDI sao relativos ao Pluronic F68, exemplifica-se a
corrida 1 (Tabela 1). O indice de polidispersividade exprime o qudo homogéneo é a
dispersédo de tamanho das particulas, ressaltando que a homogeneidade influéncia na
estabilidade das NPPs, no reconhecimento celular e também no efeito EPR
(HONARY; ZAHIR, 2013; SCHAFFAZICK et al., 2003; SOPPIMATH et al., 2001). E
vélido relacionar que as maiores particulas se apresentam com maior dispersibilidade,
desta maneira, é esperado que as hanoparticulas contendo Pluronic F68
apresentassem estes altos valores, enquanto as com PVA valores mais proximos a
zero. O efeito entre as variacbes do modelo em comparacdo com o0s obtidos
experimentalmente (Figura 8A e 8B), previu adequadamente os valores abaixo de 0,5,
ou seja, partindo de bons indices, isto é, valores entre 0,3 a 0,1, refletem baixa
homogeneidade da amostra (SCHAFFAZICK et al., 2003). E deste modo, o modelo é

eficiente prevendo estes valores.

2.2.3 Potencial Zeta (PZ2)

A Tabela 4 apresenta os dados provenientes da analise fatorial do modelo para
o PZ. A partir da analise nota-se que somente a variavel independente tensoativo foi
significativa (p<0,05). Em virtude do fator tensoativo ser categoérico e ndo quantitativo,

dois modelos de equacédo sao gerados, equacédo 4 (Pluronic) e equacao 5 (PVA).
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Tabela 4 - Tabela Anélise de variancia - PZ.

Fonte PZ
Valor F P-valor R? R? Ajustado R? Predito
Modelo 11,55921175 0.0003 0,86310792 0,788439515 0,79971658
A-Tensoativo 66,2769128 < 0.0001
B-Tempo de sonicagado 0,339260756 0.5720
C-Amplitude 0,103270813 0.7540
AB 0,552256808 0.4730
AC 0,582511929 0.4614
BC 1,501057401 0.2461

Estatisticamente significativo para valor
p<0,05

Fonte: Autor (2021).

Pz =-27,64375 -0,621875 x B -0,181875 x C + 0,0190625 x B x C (4)

PZ =-19,86875 -0,159375 x B -0,086875 x C + 0,0190625 x B x C (5)

Dada as equacbes baseadas entre a significancia dos fatores e suas
interacdes, a Figura 9 contrasta os valores do PZ experimentais e os gerados pelo
software a partir dos diferentes tensoativos empregados, Pluronic F68 (Figura 9A) e
PVA (Figura 9B). Dentro da regido pesquisada, ambos os modelos previram
apropriadamente os valores, mostrando respostas harmonicas entre eles. Por fim, o
modelo também apresenta um valor de R? de 86,31% (0,8631) e R? Pred de 79,97%

(0,7997) demonstrando adequado valor de ajuste e de predicao.

Figura 9 - Grafico de dispersdo baseado nos valores obtidos experimentalmente e calculado pelo
modelo para a variavel dependente PZ, considerando os tensoativos.

# Expermental o Expermental

' e

— — Modelo ( — — Modelo

Potencial Zeta (mv)

] 2345678 910 2131415 71810
9123 P84 PN ISNIIE17IRD 012345678 91011121314151617

Corrida Corrida

Fonte: Autor (2021).
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Todos os resultados obtidos para PZ foram negativos, ficando entre -14,9 mv a
-37,5 mV, observa-se que 0os menores valores, em médulo, de PZ s&o originarias das
NPPs produzidas com o tensoativo PVA enquanto os de maior valor, a partir de -27,3
mV (corrida 14; Tabela 1) sdo oriundas do Pluronic F68. A carga superficial é de suma
notoriedade visto que com base nela discute-se a estabilizacado fisica das particulas a
longo prazo. Esta estabilidade é devido ao efeito de repulsao, estéricos e eletrostaticos
evitando a agregacéo gerada pelas colisdes (ARAUJO et al., 2009; DIWAN; KHAN;
RAVI, 2020; TAGLIARI et al., 2015). Em virtude de que o0s tensoativos empregados
tem caracteristica ndo idbnica, a carga negativa estd provavelmente relacionada ao
polimero PLA. Inimeros trabalhos discorrem que poliésteres alifaticos como o
utilizado neste trabalho apresentam um potencial negativo, dado que estes estao
susceptiveis a hidrélise do seu grupo funcional éster que ionizam e atribuem carga
negativa as particulas (ARAUJO et al., 2009; DIWAN; KHAN; RAVI, 2020;
SCHAFFAZICK et al., 2003; TAGLIARI et al., 2015; VILLANOVA; OREFICE, 2010).

Os valores de PZ considerados baixos, como os do PVA indicam uma menor
estabilidade a longo prazo, enquanto os valores considerados mais altos como o0s
mostrados pelo Pluronic F68 indicam maior estabilidade a longo prazo. Segundo
dados em literatura valores de PZ a partir de 25 mV, em mddulo, sdo considerados
otimos para estabilizacéo eletrostéatica, porém potenciais acima de 15 mV também ja
sdo considerados eletrostaticamente estaveis possuindo menor risco de floculacao
(HEURTAULT et al., 2003; HONARY; ZAHIR, 2013; SCHAFFAZICK et al., 2003). As
maiores cargas negativas nas particulas recobertas pelo Pluronic F68 possivelmente
podem ser explicadas pela adsorcdo perpendicular que este tensoativo apresenta
sobre a superficie da particula, a vista disso recobre menos as nanoparticulas exibindo
entao as cargas negativas.

Ademais, os resultados alcancados demonstram estabilidade e o modelo antevé
satisfatoriamente os potenciais para ambos tensoativos.
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2.2.4 Otimizacgéo

A partir dos modelos obtidos experimentalmente foi realizada uma otimizagéao
dos mesmos para se obter particulas com o menor tamanho possivel entre a faixa
191,6 nm a 1000 nm; com menor PDI, na faixa de 0,075 até 0,99; e menor PZ entre -
14,9 a -37,5. Com isso foram propostas 5 diferentes formulacdes (Tabela 5). Dentre
elas, a primeira relatada foi testada, experimentalmente, e os resultados obtidos estdo

descritos na Tabela 6.

Tabela 5 - Formulagbes Otimizadas.

Tempo de Tamanho
Formulacao Tensoativo sonicagao Amplitude PZ PDI Médio
1 PVA 2 10 -21,0417 0,118283 196,1643
2 PVA 2,41 10 -21,0288 0,115981 198,0262
3 PVA 7,69 10 -20,8638 0,090242  225,3364
4 Pluronic 2 10 -30,8028 0,214264  350,0665
5 Pluronic 2,05 10 -30,8261 0,216113  351,4054

Fonte: Autor (2021).

Tabela 6 - Resultado Experimental da Formulag&o Otimizada.

~ Tensoativo Tempo de sonicagdo Amplitude
Formulagdo 1
PVA 2 10
Resultados Tamanho médio (nm) PDI PZ
302,4 0,183 -15

Fonte: Autor (2021).

O tamanho médio das particulas ficou maior do que o esperado, mas ainda é
considerado um bom tamanho para a literatura (MACHADO, 2018; RI1ZZO et al., 2013;
TRACZYNSKI, 2016; VENTOLA, 2017). J4 o PZ ficou maior, mas suficiente para evitar
a instabilidade da formulacdo, como dito anteriormente, potenciais acima de +15 mV
também ja sdo considerados eletrostaticamente estaveis, possuindo menor risco de
floculacdo. Por fim, o PDI mostrou que a distribuicdo do tamanho das particulas pode

ser considerada homogénea. Assim, pode-se afirmar que apesar dos valores obtidos
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nao serem iguais aos previstos pelo modelo, estdo dentro de uma faixa de erro,
afirmando que os mesmos podem sim ser utilizados para apresentar o melhor

protétipo de formulacéo.

3 CONCLUSAO

As nanoesferas vazias foram produzidas pela técnica de emulsificagdo simples
seguida de evaporacao do solvente, variando trés fatores de producao: tensoativo,
tempo de sonicacdo e amplitude. Por meio do planejamento experimental e suas
respectivas analises pode-se concluir a significancia das variaveis independentes
sobre as dependentes, ressaltando o impacto do tensoativo nessas formulagdes.
Além disso, foi possivel criar modelos para cada uma das variaveis dependentes, que
apresentaram coeficiente de determinacéo e de predicéo satisfatorios.

Isto posto, foram geradas formulacdes otimizadas baseadas no desenho
experimental (Quadro 3; Tabela 1; Tabela 6), os resultados das particulas obtidas
estavam na faixa determinada variando entre tamanhos de 191,6 nm a 2197 nm, com
valores de polidispersao entre 0,075 a 0,99 e PZ de -14,9 a -37,5 mV. Dentre as
formulacdes propostas pelo software a primeira formulacéo foi testada (Formulacao 1;
Tabela 6). Os valores foram encontrados de acordo com a faixa de erro do modelo, o
tamanho da particula encontrado foi de 302,4 nm, sendo considerado um bom
tamanho, o PZ achado também estava dentro do esperado, sendo seu valor de -15
mV, logo considerado eletrostaticamente estavel e o PDI foi de 0,183 demostrando
homogeneidade das particulas, concluindo-se que a producéo das nanoesferas com
PVA como tensoativo obtém-se nanoparticulas poliméricas satisfatérias,
diferentemente do que é esperado pelas NPPs com Pluronic F68.

Desta forma, foi possivel otimizar o processo de producéo, exibindo a melhor
formulacdo a ser realizada de acordo com o alvo final do estudo, ou seja,
nanoparticulas com pequeno tamanho, baixa polidispersdo e boa estabilidade,
reduzindo a variabilidade producéo, os custos e endossando uma melhor segurancga

e qualidade da formulacéo.
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