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RESUMO

A utilizacdo de poliésteres obtidos pela polimerizagdo de a-hidroxi-acidos e seus copolimeros
em sistemas de liberacdo de farmacos vem crescendo expressivamente, visto que, tais polimeros
sdo biocompativeis e biodegradaveis. Dessa forma, este estudo avalia o uso da técnica de
cromatografia de permeagdo em gel (GPC) combinada a técnica de fracionamento de fluxo de
campo de fluxo assimétrico com detectores de dispersdo dindmica e estatica da luz (AF4-DLS-
MALS) para determinar a cinética de degradacdo do polimero e fornecer informacdes
mecanisticas sobre a degradacdo dos polimeros polietileno glicol (PEG) e polilactideo (PLA)
na forma nanoestruturada. Suspensfes aquosas de nanoesferas foram obtidas pelo método de
nanoprecipitacdo a partir de copolimeros dibloco de PEG e PLA, sendo usados dois tipos de
PEG-b-PLA, ambos com bloco PLA de massa molar 20 kg/mol, porém com bloco PEG de
massa molar 2 ou 5 kg/mol, avaliando-se assim a influéncia da massa molar do bloco de PEG
na estabilidade coloidal das nanoparticulas e degradacdo hidrolitica dos polimeros. As
nanosuspensdes foram mantidas a 37°C em agua (pH 7), em meio &cido (pH 1) e em meio de
cultivo de células suplementado com 10% de soro fetal bovino (DMEM/FBS). Amostras foram
retiradas do meio de degradacdo ao longo do tempo para determinacdo da massa molar do
polimero por GPC e analise quanto ao tamanho e morfologia das nanoparticulas por AF4-DLS-
MALS. Através das analises por GPC foi possivel observar uma diminui¢do da massa molar do
polimero em funcdo do tempo de degradacdo, sendo que as amostras de nanoesferas
provenientes do polimero PEGskPLA20k apresentou uma degradacdo quimica das cadeias
poliméricas mais acentuada que amostras de nanoesferas provenientes do polimero
PEG2kPLA20k, em todos 0s meios de degradacdo. Por meio da técnica de AF4-DLS-MALS foi
verificada a manutencdo da estabilidade coloidal em agua sem aumento de diametro e um
ligeiro aumento na distribuicdo de tamanho da amostra no soro, apresentando nanoparticulas
maiores em relacdo a amostra inicial. A AF4-DLS-MALS combinada a GPC fornece dados
adicionais no estudo da cinética e dos mecanismos de degradacdo do polimero, que sdo de
grande valor, quando se trata da avaliacdo pré-clinica de nanocarreadores de farmacos

poliméricos.

Palavras — chave: polimero biodegradavel; degradacdo; meio bioldgico, poliésteres.



ABSTRACT

The use of polyesters obtained by the polymerization of a-hydroxy acids and their copolymers
in drug delivery systems has been increasing significantly, since such polymers are
biocompatible and biodegradable. Thus, this study evaluates the use of the gel permeation
chromatography (GPC) technique combined with the asymmetric flow field fraction
fractionation technique with dynamic and static light scattering detectors (AF4-DLS-MALYS) to
determine the kinetics of polymer degradation and to provide mechanical information on the
degradation of polymers polyethylene glycol (PEG) and polylactide (PLA) in the
nanostructured form. Aqueous suspensions of nanospheres were obtained by the
nanoprecipitation method from diblock copolymers of PEG and PLA, using two types of PEG-
b-PLA, both with PLA block of molar mass 20 kg / mol, but with PEG block of molar mass 2
or 5 kg / mol, thus evaluating the influence of the molecular weight of the PEG block on the
colloidal stability of the nanoparticles and the hydrolytic degradation of the polymers. The
nanosuspensions were maintained at 37 ° C in water (pH 7), in acid medium (pH 1) and in cell
culture medium supplemented with 10% fetal bovine serum (DMEM / FBS). Samples were
taken from the degradation medium over time to determine the molar mass of the polymer by
GPC and analysis for the size and morphology of the nanoparticles by AF4-DLS-MALS.
Through the GPC analysis, it was possible to observe a decrease in the molar mass of the
polymer as a function of the degradation time, and the nanosphere samples from the polymer
PEGskPLAok presented a more pronounced chemical degradation of the polymer chains than
samples of nanospheres from the polymer PEG2kPLA20k, in all means of degradation. The AF4-
DLS-MALS technique allowed the maintenance of colloidal stability in water without
increasing the diameter and a slight increase in the size distribution of the sample in the serum,
presenting bigger nanoparticles in relation to the initial sample. AF4-DLS-MALS combined
with GPC provides additional data in the study of polymer kinetics and degradation
mechanisms, which are of great value when it comes to preclinical evaluation of polymer

nanoreagents.

Keywords: biodegradable polymer; degradation; biological environment, polyesters.
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1. INTRODUCAO

Nanocarreadores preparados a base de polimeros anfifilicos derivados de poliésteres
biodegradaveis sdo amplamente aplicados ao tratamento de diferentes doencas, numa area hoje
denominada nanomedicina. Dessa forma, visando a translacdo desses nanovetores para
aplicacdes clinicas, a sintese de polimeros marcados com sondas fluorescentes (fluoréforos)
possibilita estudos mais completos e precisos na area de nanotoxicidade (in vitro) e
biodistribuicdo (in vivo) (POUND-LANA, 2017). Materiais na forma nanoestruturada
apresentam propriedades fisicas e quimicas distintas dos materiais na escala macrométrica
devido ao aumento da area interfacial em contato com o meio bioldgico (DISCHER, D. E.;
EISENBERG, A., 2002).

Dentre os diversos tipos de polimeros utilizados no preparo de nanoparticulas, o poli
(&cido latico (PLA) e seus copolimeros, como acido Polilatico-co-polietileno glicol (PLA-PEG)
se destaca polimeros devido ao seu carater biocompativel e biodegradavel. E, devido a este
carater tanto biocompativel quanto biodegradavel, o PLA ja vem sendo utilizados ha bastante
tempo na producdo de proteses e implantes, na engenharia de tecidos e no preparo de
nanoparticulas para entrega direcionada de farmacos (SAINI; ARORA; KUMAR, 2016).

No contexto da vetorizacdo de farmacos, a interacdo do nanocarreador de alta area
superficial com os componentes dos meios bioldgicos pode alterar o seu perfil de degradacao e
assim alterar o perfil de liberacdo de farmaco e suas propriedades farmacocinéticas. Embora as
primeiras aplicacdes de nanocarreadores poliméricos necessitassem de administracdo por via
endovenosa, estudos recentes demonstram a utilidade desses nanovetores também por via oral
(MELLO, C. et al, 2016). Porém, a estabilidade dos nanocarreadores e o mecanismo de
liberagdo do farmaco nesses meios ndo estdo totalmente esclarecidos, devido a complexidade
desses sistemas e a dificuldade de determinar o destino do nanocarreador em conjunto ao do
farmaco (AVGOUSTAKIS. K. et al, 2002).

Portanto, esse estudo visa a caracterizacdo dos polimeros nanoestruturados em meios
biologicos relevantes para a execucdo de analises in vitro e in vivo, determinando a sua
estabilidade quimica e a estabilidade coloidal do nanocarreador. Esse estudo podera contribuir
para a definicdo de condicGes experimentais de estudos in vitro e podera auxiliar no
esclarecimento do destino desses nanovetores, tanto pela via endovenosa quanto oral e assim

nortear estudos em relagéo a via de administracdo in vivo e eventuais aplicagdes clinicas futuras.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Nanoparticulas poliméricas

Nanocarreadores tém um potencial crescente de aplicagdes clinicas. A expectativa atual
e futura de um nanocarreador € exibir fungdes diagnosticas e terapéuticas. Dessa forma, o
desenvolvimento de nanocarreadores de nova geracdo para alcancar nanomedicina inteligente
e multifuncional futura torna-se cada vez mais valioso, e assim sendo, sdo desenvolvidos muitos
estudos a cerca disto (DAGLAR, B. et al, 2014).

Os nanocarreadores possuem importante papel na liberacdo direcionada de farmacos
(LIN, CHANG, 2008) para um alvo especifico. Essas particulas também possuem grande
relevancia quanto ao seu uso em técnicas de diagnostico por imagem, o que as tornaram alvos
de diversos estudos ao longo das ultimas décadas (JOKERST et al., 2011) .

Os nanocarreadores atuam como vetores, podendo direcionar o farmaco até o local de
interesse ou de acao dentro do organismo (LIN, CHANG, 2008). Por possuirem um tamanho
reduzido, na ordem de nanémetros, essas particulas apresentam uma alta area superficial,
favorecendo sua interacdo com os componentes de meio bioldgico. A interacdo com o0 meio
biolégico podera ocasionar uma mudanca em seu perfil de degradacdo, internalizacdo pelas
células e também podendo alterar o perfil de liberacdo do farmaco e sua biodistribuicdo no
organismo (AVGOUSTAKIS. K. et al, 2002).

Dentre os diversos tipos de nanocarreadores (Figura 1), as nanoparticulas poliméricas
(nanoesferas e nanocéapsulas) se destacam devido a possibilidade de obtencéo de particulas com
diferentes caracteristicas fisico-quimicas, de acordo com o tipo de polimero utilizado, e por
possuirem maior estabilidade por diferentes vias de administracdo, quando comparadas a
nanocarreadores ndo poliméricos, tais como os lipossomas e as nanoemulsdes. (DISCHER.,
EISENBERG, 2002). Além disso, a presenca do polimero na formulacéo é capaz de proteger o

farmaco da degradacdo quando delineado adequadamente (LIN, CHANG, 2008).
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Figura 1: Representacdo esquematica de nanoparticulas poliméricas (nanoesferas e nanocépsulas) e lipidicas
(nanoemulsdes e lipossomas)

Nanoparticulas Nanoemulsdes Lipossomas

et ®e
o P, ‘.00'0.,.
o . - .

d
\d
-
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-
-
-
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Nanoesfera Nanocapsula

Fonte: Adaptado de Zorzi e colaboradores (2017)

2.2 Degradacdo de nanoparticulas de poliéster biodegradavel

Nanoparticulas constituidas de polimeros biodegradaveis, tais como o poli(acido
lactico) (PLA) que é um poliéster alifatico linear derivado de mondémeros lactideo (Figura 2)
(HIRSJARVI, 2008) e seus copolimeros como o polietilenoglicol (PEG) sdo amplamente
utilizadas como sistemas de liberacdo de farmacos devido as suas propriedades de
biocompatibilidade e biodegradacdo (POUND-LANA et. al, 2017). Além disso, esses
polimeros também séo utilizados em varios dispositivos médicos, como suturas, membranas de
regeneracdo de tecidos, dispositivos de fixacdo Ossea e sistemas para reparo de menisco e
cartilagem (AMBROSE, CLANTON, 2004).

Figura 2: Poli (acido lactico)
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Fonte: Adaptado de HIRSJARVI (2008).

As ligacOes éster presentes na estrutura do PLA, favorece a degradacdo em ambiente
aquoso na presenca de esterases (VERT, 2005). Os produtos de degradacdo séo biocompativeis
e metabolizaveis, podendo ser metabolizados pelo corpo no ciclo do cido citrico gerando como
produto final CO> e &gua (AVGOUSTAKIS et al, 2002).

Segundo Belbella e colaboradores (1996) o processo de degradagédo de nanoparticulas

de PLA em meio aquoso pode ocorrer por dois mecanismos:

I.  Erosdo superficial, que ocasiona uma diminuicdo da massa total do polimero;
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Il.  Erosdo no volume, onde ocorre a clivagem da cadeia polimérica em processo aleatorio,

levando a uma rpida queda da massa molar do polimero.

O processo de degradacdo em meio aquoso ocorre devido a hidrélise da cadeia
polimérica em massa envolvendo um ataque em toda a matriz polimérica. Nos estagios iniciais
ocorre pouca degradacao e o meio aquoso pode difundir-se pela matriz polimérica. Nos estagios
mais avancgados ocorre a formacdo de poros e o polimero é tomado pela agua, resultando na
aceleracdo da hidrolise (BELBELLA et al, 1996).

O processo de degradacdo em meio aquoso pode ser influenciado por alguns fatores,
tais como pH e temperatura e, cinética de degradacdo do polimero a partir da nanoparticula,
pode ser avaliada de acordo com a variagdo da massa molar e do tamanho das particulas. A
velocidade de degradacdo in vitro das nanoparticulas depende de sua composicao, sendo
caracterizadas quanto a morfologia, tamanho, potencial de superficie ou carga superficial e
massa molar do polimero (AVGOUSTAKIS et al, 2002).

2.2.1 Influéncia do pH

Um dos fatores que sabidamente influencia o processo de degradacéo de poliésteres € o
pH, sendo que este pode afetar tanto a massa molar do polimero quanto a morfologia das
particulas. A condicdo acida do meio catalisa a hidrolise de ligacGes éster, 0 que leva a um
processo de erosdo mais rapido de nanoparticulas constituidas por poli(D,L-lactideo-co-
glicolideo) (JAIN et al,2010; CHU et al, 2016).

O meio acido conduz a cortes aleatérios ao longo da cadeia polimérica de PLA, o que
resulta na diminuicdo da massa molar do polimero. Além disso, a presenca de mais ou menos
oligbmeros sollveis em &agua, pode ter um importante papel na catalise da hidrélise
(BELBELLA. et al, 1996).

2.2.2 Influéncia da Temperatura

De forma geral a taxa de degradacdo de poliésteres aumenta conforme ocorre uma
elevacdo da temperatura. Dunne e colaboradores (2000), demonstraram em seu estudo que
particulas esféricas de poli(D,L-lactideo-co-glicolideo) (PLGA) em temperaturas de incubacéo
mais baixas, ndo apresentou perda de massa durante o periodo de estudo (periodo de inducéo

apos o qual prosseguiu a degradacéo do polimero). Entretanto um perfil de perda de massa do
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polimero foi observado para as temperaturas mais altas, dessa forma, verificou-se que a taxa de
degradacédo do polimero aumenta em temperaturas de incubacdo mais elevadas.

A avaliacdo da influéncia da temperatura na degradacao polimérica é necesséria, tanto
para investigacdo com relacdo a perda da massa molar do polimero, quanto para entender como

esta pode atuar levando a alteracdes de suas propriedades, tais como cor e forma.

2.3 Alteracdes ocasionadas pela degradacéo polimérica

2.3.1 Morfologia das nanoparticulas

O processo de degradacdo parece iniciar a partir da superficie do polimero,
principalmente em sua regido amorfa. Ou seja, a erosdo de superficie induz a degradacéo
polimérica em cadeias mais curtas, que pode levar a dissolucdo destas e resultar na reducgéo do

peso molecular das cadeias poliméricas (LIN, CHANG, 2008).

Jain e colaboradores (2010) realizaram um estudo de estabilidade com nanoparticulas
de PLGA incubadas em meio tamponado (pH 7,4) e, através de analises por microscopia
eletronica de varredura (MEV), observaram que nenhuma agregacdo foi visivel entre as
particulas e elas ndo apresentaram qualquer porosidade interna ou externa antes da exposi¢do
ao meio de incubacdo. Apds a incubacdo das amostras, iniciou-se 0 processo de erosdo e a partir
do quinto dia de seu estudo, foi observada a formacdo de microcavidades na superficie da
nanoparticula, as quais aumentaram com o tempo. Apoés trés semanas o efeito do meio de
incubacdo sobre as alteracdes na morfologia interna das nanoparticulas de PLGA tornou-se
significativo e ap0s a quarta semana ja era possivel notar a agregacédo de particulas. Observou-
se um aumento na porosidade das nanoparticulas que foi proporcional ao tempo de degradacéo.
Dessa forma, o estudo demonstrou que com o decorrer do periodo de incubacdo ha uma
agregacao das particulas e também um aumento na porosidade, que é proporcional ao tempo de
erosao, e que conforme ha aumento no tempo de degradagdo pode ocorrer a fragmentacdo das

particulas, o que pode levar a agregagdo destas.

2.3.2 Tamanho de nanoparticulas

O tamanho médio das nanoparticulas é avaliado em funcdo do tempo de degradacéo.
Jain e colaboradores (2010) demonstraram em seu estudo que, inicialmente, em um periodo de
degradacéo de 3-4 semanas é observado um aumento no tamanho das nanoparticulas de PLGA

incubadas em meio tamponado (pH 4,4), indicando a ocorréncia de formacao de agregados. O
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efeito de aumento de tamanho de particulas é observado, principalmente, quando estas sao
incubadas em valores extremos de pH, ocorrendo a formacéo de tais agregados (BELBELLA
et al, 1996). Com o decorrer do tempo e envelhecimento das particulas, a tendéncia € que

ocorra uma diminuicdo em seu tamanho (JAIN et al, 2010).

2.4 Avaliacdo da degradacao polimérica em nanoparticulas

Dentre as diversa tecnicas utilizadas para avaliacdo da degradacdo polimérica em
nanoparticulas, tais como, cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC); determinacéo do
tamanho e potencial de superficie ou carga superficial das nanoparticulas por espalhamento de
luz dindmico (DLS; Zetasizer Nano ZS); microscopia eletrénica de varredura para avaliacao da
morfologia da nanoparticulas, observadas em diversos estudos, foram escolhidas para esse
estudo o uso da técnica de cromatografia por permeacdo em gel que permite avaliar a perda de
massa molar do polimero nas nanoparticulas, e, também, o uso da técnica de fracionamento em
campo de fluxo assimétrico acoplado a detectores de espalhamento dindmico e estatico da luz
gue permite a caracterizacdo de sistemas coloidais e também de macromoléculas, promovendo
a separacdo dos coloides em ampla distribuicdo de tamanho. Dessa forma, as amostras de
nanoparticulas serdo caracterizadas quanto a variacdo de massa molar e a distribuicdo de massas

molares de polimeros e, também, quanto a variacdo de tamanho das nanoparticulas.

2.4.1 Caracterizacao por cromatografia por permeacao em gel

A integridade da cadeia polimérica presente na nanoparticula pode ser avaliada através
de andlises por cromatografia de permeacdo em gel (GPC), uma vez que essa técnica € utilizada

para determinar a massa molar e a distribuicdo de massas molares de polimeros.

Essa técnica consiste na separacdo de macromoléculas de acordo com seus tamanhos
moleculares a medida que a solucdo da amostra flui através de um leito de resinas com poros
de tamanho bem determinado (CHENG et al, 2018). Nessa analise os polimeros com cadeias
de maior tamanho eluem mais rapidamente e os de menor tamanho permeiam entre 0s poros e

eluem mais tardiamente (TROPPNER, 2018), conforme ilustrado na figura 3.
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Figura 3: Representacdo esquematica dos mecanismos de separacdo de moléculas por cromatografia de
permeacao em gel.
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Fonte: Adaptado de
<http://www.skz.de/en/research/technicalfacilities/pruefverfahrenl/spektroskopie1/4873.Gel-permeation-

chromatography--GPC.html|>

2.4.2 Caracterizacdo por fracionamento em campo de fluxo assimétrico acoplado a

detectores de espalhamento dinamico e estatico da luz (AF4-DLS-MALS)

A técnica de fracionamento em campo de fluxo assimétrico (AF4) é utilizada para
caracterizacdo de sistemas coloidais e também de macromoléculas, promovendo a separacdo
dos coloides em ampla distribuicdo de tamanho. Tal técnica ndo utiliza uma fase estacionaria
para separar os analitos, mas consiste em um canal estreito no qual a amostra é eluida por um
liquido carreador aquoso. Séo aplicados fluxos cruzados perpendiculares de forma que a
amostra é submetida a um campo de fluxo parabdlico. Assim a amostra tem 0s seus
componentes separados em funcdo do coeficiente de difusdo de cada macromolécula ou
particula. A analise da amostra € realizada em duas etapas principais: uma etapa inicial de foco,
seguida de uma etapa de separacdo. Sendo que a etapa de focagem é fundamental para
minimizacao do alargamento do pico durante a injecdo da amostra e geracdo de picos estreitos
(MUDALIGE et al, 2015). A técnica é esquematizada na figura 4.


http://www.skz.de/en/research/technicalfacilities/pruefverfahren1/spektroskopie1/4873.Gel-permeation-chromatography--GPC.html
http://www.skz.de/en/research/technicalfacilities/pruefverfahren1/spektroskopie1/4873.Gel-permeation-chromatography--GPC.html
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Figura 4: Representacdo esquematica dos mecanismos de separacdo de moléculas por fracionamento em campo
de fluxo assimétrico
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Fonte: Adaptado de: < http://www.postnova.com/asymmetric-flow-fff.htmI>

Quando o equipamento de AF4 é acoplado a detectores de espalhamento de luz
dindmico (DLS, do inglés dynamic light scattering) e estatico (MALLS, do inglés multi angle
laser light scattering), é possivel realizar uma caracterizacdo mais completa das formulacdes
nanoestruturadas, obtendo-se informacGes sobre a distribuicdo de tamanho e a forma das
particulas e mesmo a determinacdo do peso molecular absoluto de macromoléculas (PAULA,
2016). Com isso, a técnica de AF4-DLS-MALLS permite avaliar alteracdes no tamanho das
nanoparticulas em diferentes meios aquosos em relacdo ao tempo, e dessa forma contribui para

a determinacdo da cinética de degradacgdo dos polimeros em sua forma nanoestruturada.


http://www.postnova.com/asymmetric-flow-fff.html
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3. JUSTIFICATIVA

Os nanocarreadores constituem sistemas amplamente estudados dentro da &rea
farmacéutica nas ultimas décadas, no intuito de prolongar e melhorar o controle da
administracdo de farmacos, uma vez que possuem um importante papel na liberacéo controlada
e direcionada de farmacos e no diagndstico por imagem (JOKERST et al., 2011; LI et al.,
2017; WANG et al., 2016).

Copolimeros em bloco de PLA com PEG tem permitido a encapsulacéo de farmacos em
sistemas de autoagregacdo como as micelas e nas nanoparticulas. As nanoparticulas poliméricas
apresentam destacada estabilidade coloidal in vitro e frente a diluicdo e permitem a alteracédo
da biodistribuicdo in vivo em relacdo a alguns tipos de nanocarreadores, podendo ser
administrados por via oral ou endovenosa. (MELLO, et al, 2016). O PLA possui a vantagem
de ser biodegradavel. Quando degrado no organismo, os seus produtos de degradacdo sdo
metabolizados no ciclo de Krebs e, portanto, apresenta alta biocompatibilidade. (BELBELLA,
et al, 1996)

A utilizacdo do polimero em formulacdes farmacéuticas proporciona uma protecao ao
farmaco e auxilia na liberacdo do farmaco no sitio de agdo farmacoldgica (LIN.W, CHANG.
K, 2008). No entanto, devido a sua natureza biodegradavel, o PLA pode sofrer degradagdo em
meio aquoso, especialmente, quando na forma nanoestruturada, com uma area superficial alta
oferecendo uma superficie de contato com o meio aquoso elevada. Além disso, fatores como
pH extremos, como o do trato gastrointestinal por exemplo, quando administrados por via oral,
favorece a degradacdo hidrolitica (AVGOUSTAKIS. K. et al, 2002). Sendo assim, é importante
avaliar a estabilidade do PLA em nanocarreadores poliméricos no intuito de determinar o tempo
de meia-vida na forma nanoestruturada para o seu armazenamento e para a compreensdo do seu

comportamento ap6s administragéo.

Dessa forma, este estudo faz-se necessario, uma vez que visa a caracterizagdo da cinética
de degradacéo de nanovetores polimericos a base de PLA susceptiveis a degradacdo hidrolitica

em meio bioldgico.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral

Estudar a cinética de degradacdo de nanoparticulas (NP) de polimero biodegradavel

derivado do polilactideo, PEG- PLA em meio aquoso.

4.2 Objetivos especificos

e Estabelecer um método usando a técnica de cromatografia de permeacdo em gel (GPC)
para determinar a massa molar do polimero antes e ap6s incubacdo em diversos meios;

e Elaborar uma curva de calibracdo por GPC para avaliar a quantidade (massa) de
polimero presente em amostras de formulacGes de nanoesferas de PEG-PLA;

e Avaliar o tamanho das NP antes e ap6s incubacdo em diversos meios aquosos;

o Identificar condicdes favorecendo a degradacdo das NP e/ou dos polimeros e assim
definir condigdes para a avaliagdo dessas NP como nanocarreadores farmacéuticos em

estudos pré-clinicos.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 MATERIAIS

Os solventes acetona (PA, VETEC), tetrahidrofurano (THF, grau HPLC, JT Baker,
estabilizado com 250 ppm de ditertiobutilhidroxitolueno) foram usados sem purificacdo. Foi
utilizado meio de cultivo de células (DMEM) suplementado com 10% soro bovino fetal (FBS).
Agua ultrapura foi obtida em sistema Milli-Q (Millipore, USA). Os copolimeros em bloco
PEG2kPLA2k € PEGskPLA20k foram obtidos por polimerizacdo por abertura de anel do p,L-
lactideo a partir de polietileno glicol monometil éter de massa molar 2000 g/mol e 5000 g/mol,
respectivamente (Sigma) realizada em massa a 120°C sob atmosfera de argonio e catalisada por

2-etilhexanoato de estanho, como descrito em Pound-Lana et al. (2017).
Equipamentos:

e Cromatografo Agilent Technologies 1260 Infinity acoplado a um detector UV Agilent
1260 Infinity (G1314F) e um detector de indice de refragdo diferencial (G1362A RID a
35°C) em série, utilizando uma pré-coluna Varian PL gel 5 um MiniMix-D 50%4,6 mm
e duas colunas Agilent PL gel 5 um MiniMix-D 250%4,6 mm em série mantidas a 30°C.

e Fracionamento por campo de fluxo assimétrico (AF4) acoplado a detectores de UV (254
nm), espalhamento estatico da luz (MALS) e fluorescéncia (FLD) (Postnova Analytics
AF2000 MT) de acordo com a metodologia adaptada de POUND-LANA et al. (2017).

5.2 METODOS

5.2.1 Elaboracéo de uma curva de calibracéo por GPC

A metodologia descrita abaixo foi elaborada para a determinacdo da massa molar do
polimero apos incubacdo em meios de degradacao e quantificacdo do polimero nas amostras

de nanoparticula (NP).

Para a elaboracdo da curva de calibragdo amostras foram preparadas utilizando dois
polimeros (para avaliar a influéncia da composic¢éo quimica do polimero na variacdo de indice

de refracdo):

e copolimero PEGskPLAok;
e copolimero PEG2kPLAk;
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Os polimeros foram solubilizados em THF na concentracdo de 2.0 mg/mL (solucdo
estoque, SE). A SE e um volume suficiente de THF estabilizado foram filtrados (filtro de poro
0,2 um PVDF, Millipore®) e as amostras foram preparadas por dilui¢ao seriada (1:1, 6 pontos
-2,0; 1,0; 0,5; 0,25; 0,125; 0,063 mg/mL) para elaboracdo da curva de calibracéo relacionando

a altura ou a &rea sob a curva do sinal de RI em funcdo da concentragéo de polimero.

As amostras de polimero foram analisadas por GPC em um cromatografo acoplado a
um detector de absor¢do no UV (absorbancia em 254 nm) e um detector de indice de refracdo
(RI) em série. A fase movel utilizada foi composta por tetraidrofurano (THF) de grau HPLC
estabilizado com 250 ppm de BHT como eluente, a um fluxo de 0,25 mL/min e o volume de

injecdo foi de 20 pL.

O sistema foi calibrado em termos de relacdo entre tempo de retencdo e massa molar do
polimero utilizando padr@es de poliestireno de disperséo estreita Agilent Technologies EasiVial
(162-371.100 g/mol) e os resultados foram analisados utilizando o Agilent GPC/SEC Software.

5.2.2 Preparo de nanoesferas (NS) pelo método de nanoprecipitacdo

As nanoesferas foram obtidas pelo método de nanoprecipitacdo (FESSI et al, 1989),
conforme esquematizado na figura 5. Para o preparo das NP foram pesados 100 mg de cada
polimero para sua respectiva formulacdo, que foram solubilizados em 10 mL de acetona, cada
um em seu respectivo béquer. A solucdo de cada polimero em acetona foi vertida em um balao
contendo 20 mL de &gua ultrapura, sob agitacdo magnética a temperatura ambiente e a
suspensdo obtida mantida sob agitagdo magnética durante 10 minutos. A acetona e parte da
agua foram evaporadas sob pressao reduzida utilizando um rotaevaporador até um volume final
de 10 mL, obtendo-se assim duas suspensdes de nanoesferas (NS) referente a cada polimero a

uma concentragéo final de 10 mg/mL de polimero.

Figura 5: Representacdo esquematica de preparo de NS pelo método de nanoprecipitagéo

- Rotaevaporacdo
Solucdo de PEGPLA em I

solvente organico Agitacdo magnética NANOESFERA
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5.2.3 Quantificacao do polimero em amostras de NS por GPC

Para quantificacdo dos polimeros nas formulages de NS, foi preparada uma amostra
pipetando 100 pL de cada formulagdo que foram diluidos em 900 uL de THF, apds as amostras
foram filtradas utilizando um filtro de 0,2 um PVDF Millipore e o teor de polimero foi

verificado pelo método de GPC usando a curva de calibracdo conforme descrito acima.

5.2.4 Estudo da degradacéo do polimero nanoestruturado

O estudo de degradacdo foi realizado durante 16 dias, visando observar a ocorréncia de
alteracdo na massa molar e na distribuicao de massas molares do polimero por GPC, e também,
variagdes no tamanho das NS por AF4-DLS-MALLS.

As nanoesferas foram incubadas sob as seguintes condices:

1 a37°C em &gua: As amostras ja sdo preparadas em agua. Para incubacdo das amostras
foram pipetados 2 mL de cada formulagdo (NS-PEGskPLA20k € NS-PEG2kPLA20k) em

tubos eppendorfs e mantidos sob agitacdo em banho maria na temperatura descrita.

2 a37°C em HCI — pH 1,0: Primeiramente foi preparada uma SE a uma concentracdo de

1,0mM de HCI. Para isso foram pipetados 100 puL de uma solugéo de HCI (37%) a uma
concentracdo de 10,0mM, que foi diluido em 900 pL de &gua ultrapura. Para incubacdo
das amostras no meio acido foram pipetados 1,8 mL de cada formulacdo (NS-
PEGskPLA20k € NS-PEG2kPLA20k) em tubos eppendorfs e acrescentados a estas, 200 pL
da SE de HCI a uma concentracdo de 1,0mM. As amostras foram mantidas sob agitacdo
em banho maria na temperatura descrita. O pH das amostras (1,0) foi confirmado
utilizando tiras de pH (pH-fix-0-14.Macherey-Nagel (MN)).

3 a 37°C em meio de cultivo de células suplementado com 10% de soro fetal bovino
(DMEM/FBS): Foram pipetados 2,0 mL de cada formulacdo (NS-PEGskPLA2k € NS-
PEG2kPLA20k) em tubos Falcon de 50 mL e acrescentados a estas 4,0 mL do meio de

cultivo de células suplementado com 10% de soro fetal bovino. As amostras foram
mantidas sob agitacdo em banho maria na temperatura descrita.

Amostras foram coletadas nos dias 01, 02, 08 e 16 para analises de GPC e AF4.

5.2.4.1 Preparo das amostras para analise por GPC

Para andlise de GPC, as amostras foram preparadas da seguinte forma:

1 a37°C em agua: As amostras foram preparadas diluindo 100 pL das formulagdes no meio
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de incubagdo em 900 pL de THF estabilizado com BHT, ap6s as amostras foram filtradas
utilizando um filtro de 0,2 ym PVDF Millipore.

2 a37°C em HCI — pH 1,0: As amostras foram preparadas pipetando 100 uL, de cada
formulacéo incubadas em HCI, em um vial e estas amostras foram neutralizadas com 10
pL de uma solucdo de bicarbonato de sddio (NaHCO3)* para interromper 0 processo de
degradacdo até aquele momento. O pH das amostras foi confirmado utilizando tiras de pH
(pH-fix-0-14. Macherey-Nagel (MN)). Apds neutralizadas, as amostras foram diluidas em
900 pL de THF estabilizado com BHT, e, posteriormente, foram filtradas utilizando um
filtro de 0,2 um PVDF Millipore.

3 (37°C em meio DMEM com 10% FBS): As amostras foram preparadas pipetando 300 pL,
de cada formulacdo em DMEM/FBS em um eppendorf, onde foram acrescentados 1,5 mL
de acetonitrila para solubilizacdo das NP e precipitacdo das proteinas. Foi feita a
centrifugacdo destas amostras por trés minutos a uma velocidade em torno de 2,0 x 1000g
(Centrifuge 5415D) e, ap06s esta centrifugacao, foi feita a coleta de todo o sobrenadante que
foi colocado em um vial que foi mantido a vacuo em dessecador para a evaporacao do
solvente. Tendo o solvente evaporado, foi feita a solubilizacdo do polimero em 1 mL THF
estabilizado com BHT, apos as amostras foram filtradas utilizando um filtro de 0,2 pm

PVDF Millipore.

*Preparo da solugdo de NaHCOz3: Para o preparo da solugéo, foram pesados 840 mg de
NaHCOs3 que foram diluidos em 10 mL de &gua ultrapura. A solugdo foi mantida sob agitacédo

até completa solubiliza¢do do NaHCO:s.

5.2.4.2 Preparo das amostras para analise por AF4-DLS-MALLS

Para andlise de AF4-DLS-MALLS, as amostras foram preparadas da seguinte forma:

1 a 37°C em &qua e a 37°C em HCI: As amostras foram preparadas diluindo 80 pL das

formulacdes em cada um dos meios de incubagcdo em 160 pL de cloreto de sodio (NaCl) a
uma concentracdo de 10mM. As amostras foram preparadas em inserts que foram
colocados nos vials, e posteriormente, analisados utilizando a técnica de AF4-DLS-
MALLS.

2 (37°C em meio DMEM com 10% FBS): Tais amostras ndo foram diluidas em NaCl como

as demais. Para estas formulag6es foram adicionadas 240 pL de cada uma das formulagcdes
incubadas em DMEM/FBS nos inserts, foram colocados em vials, e posteriormente,
analisados utilizando a técnica de AF4-DLS-MALLS.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Elaboracéo da curva de calibragdo por cromatografia por GPC

A técnica de GPC fornece a separacdo dos analitos em funcdo do seu diametro
hidrodinamico, proporcional a sua massa molar. A separacao € realizada por elui¢do do analito
em solucdo atravessando uma coluna com fase estacionaria porosa. Desse modo moléculas com
maior massa molar apresentam um menor tempo de retencdo (CHENG et al, 2018). O método
de GPC é usado para determinar a massa molar e a distribuicdo de massas molares de polimeros
e neste trabalho essa técnica foi aplicada para quantificar também a massa de polimero em uma

amostra.

A partir da area sob a curva do sinal de indice de refracdo (RI) para cada uma das
concentracOes analisadas foi possivel obter uma curva de calibracéo e, a partir desta, foi obtida
uma relacgdo linear entre a concentracdo de polimero em solugéo e a rea sob a curva do sinal
de RI. Determinou-se a equacdo da reta obtida por regressdo linear aplicada aos dados
experimentais. Ambas as curvas obtidas para cada um dos polimeros apresentaram boa
linearidade, que pode ser confirmado pelo valor do coeficiente de determinagdo (R?) superior a
0,99. As curvas de calibragdo dos dois polimeros utilizados para o preparo das formulagdes sdo
representadas na figura 4. Utilizando a curva de calibracao foi possivel fazer a quantificacéo do
polimero extraido das suspensdes de NP, conforme sera descrito no item 6.2.

Figura 6: Curvas de calibracdo relacionando a &rea sob o pico do sinal de indice de refracdo nos cromatogramas
de GPC a concentracdo do polimero na amostra.
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6.2 Quantificacdo do polimero em amostras de NP por GPC

Como descrito no procedimento 5.3, foram preparadas suspensdes de nanoesferas
referente a cada polimero a uma concentracéo de 10 mg/mL de polimero. Apos a anélise pelo
método de GPC, o teor de polimero foi verificado usando a curva de calibracdo. Foi encontrada
uma concentragéo de 7,3 mg/mL de polimero na NS-PEGskPLA20k 0 que significa uma taxa de
recuperacgéo de 73%, e para NS-PEG2kPLA20k foi encontrada uma concentragéo de 6,3 mg/mL,
0 que significa uma taxa de recuperacdo de 63%. Esta é considerada uma boa taxa de
recuperacdo, uma vez que, podem ocorrer perdas durante o preparo das NS, visto que podem
ficar residuos aderidos ao baldo e também podem ocorrer perdas durante o preparo das amostras

para as analises por GPC, o que impossibilita uma taxa de recupera¢do de 100%.

Tabela 01: Quantificacdo do polimero em amostras de NP por GPC

Polimeros constituintes Area do Concentragéo na
Equacéo da Reta )
nas NS Pico amostra (mg/mL)
PEGsPLA ok y = 250088x + 11125 193576 0,73
PEG,kPLA y = 249906x + 9866,9 166369 0,63

Onde o eixo x é o valor da concentra¢do em polimero no vial de GPC (mg/mL) e o eixo
y 0 valor da area sob o pico do sinal de indice de refracdo determinado por integracdo da area
correspondendo ao polimero, ap6s selecdo de uma linha de base ambos selecionados

manualmente no software associado ao GPC.

6.3 Estudo da degradacdo do polimero por GPC

6.3.1 Degradacdo em meio aquoso

A formulacao de NS-PEGskPLA2ok apresentou perfis de distribuicdo parecidos ao longo
do tempo, sendo observado um ombro de menor massa molar de proporgao crescente com o
aumento do tempo de incubacédo, indicado pela seta na figura 7-A. A formulacdo de NS-
PEGakPLA2ok se manteve estavel durante todo o periodo de anélise, apresentando uma
sobreposicdo dos cromatogramas por GPC ao longo dos 16 dias do estudo, indicando a

manutencdo da distribuicdo de massas molares, como observado na figura 7-B.
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Figura 7: Cromatogramas do estudo de estabilidade na agua pH 7, A (PEGskPLA2k) € B (PEGaPLA2k) dos
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A seta indica o ombro de massa molar menor detectado nos cromatogramas da formulagdo NS- PEGgPLA,y em

meio aquoso.

6.3.2 Degradacéo em meio acido

As amostras em HCI apresentaram um alargamento da distribuicdo de massas molares

e decréscimo da massa molar média do polimero com o decorrer do experimento, indicativo da

degradacdo progressiva dos polimeros. Foi possivel observar a formagdo de precipitado nos

tubos contendo as amostras, sendo que NS-PEG2kPLA2k apresentou maior quantidade de

precipitado. A formacao de precipitado indica uma perda de estabilidade coloidal das NP, o que

sugere a degradacdo das amostras, mas ndo necessariamente a alteracdo da massa molar dos

seus constituintes. O perfil de degradacdo das cadeias poliméricas e evolucdo das massas

molares determinada por GPC sugere que a perda de estabilidade coloidal possa ser relacionada

a degradacdo hidrolitica do polimero. A alteracdo das massas molares em funcao do tempo de

degradacdo das formulacBes é apresentada na figura 8-C (NS-PEGskPLA2k) € D (NS-

PEG2kPLA0k).
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Figura 8: Cromatogramas do estudo de estabilidade em HCI pH 1,0; C (PEGskPLA0k) € D (PEG2kPLAk) dos
polimeros na sua forma nanoestruturada.
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6.3.2 Degradacdo em meio contendo DMEM/FBS

As amostras incubadas em meio DMEM contendo FBS apresentaram um perfil de
degradacdo mais rapido, necessitando analises diarias. A formulacdo de NS-PEGskPLA20k em
DMEMY/FBS apresentou um novo pico em seu cromatograma por GPC, que esta indicado pela
seta na figura 9-E, de massa molar baixa (Mn = 3000 g/mol) em rela¢cdo ao polimero original,
presente a partir do segundo dia de exposi¢cdo e que se manteve constante em todas as analises
de amostras posteriores. Este novo pico pode indicar a hidrélise do bloco de PEG, porém, os
detectores de UV (254 nm) e RI, usados para andlise das fragdes por GPC ndo trazem
informacdo especifica sobre a composicdo quimica das fracbes. Ambas as amostras em
DMEM/FBS apresentaram ainda, um alargamento da distribuicdo de massas molares e
decréscimo da massa molar média do polimero em funcdo do tempo de degradacdo, indicativo
da degradacdo progressiva dos polimeros. Para a formulacdo de NS-PEG2kPLA2k em
DMEM/FBS néo houve a formacgdo deste novo pico em seu cromatograma, como para a
formulacdo de NS-PEGskPLA2ok.

Os gréaficos do perfil de degradacdo por GPC das formulagdes em FBS sdo representados
na Figura 9, sendo que a esquerda é representado o cromatograma obtido pelo sinal de indice
de refracdo (figura 9-E e G) a direita é representada a distribuicdo de massas molares
correspondente (figura 9-F e H).
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Figura 9: Estudo por cromatografia de permeacdo em gel da estabilidade em meio DMEM/FBS dos polimeros
na sua forma nanoestruturada. As distribuicdes de massas molares (F e H) foram determinadas a partir dos
cromatogramas (E e G, respectivamente) das amostras de NS-PEGsPLA,, (acima) e NS-PEG,PLA, (abaixo).
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Ambas as amostras apresentaram mudanca de coloracdo e formacao de precipitado com
o0 decorrer do tempo de degradacdo, também ocorreu mudanca de pH observada pela mudanca
de coloracdo do vermelho de fenol, que € um indicador de pH, presente no meio de cultura e a
formulacdo de NS-PEG2kPLA20k passou a apresentar odor desagradavel. O pH das amostras
foi confirmado utilizando tiras de pH (pH-fix-0-14. Macherey-Nagel (MN)), sendo que o pH
NS-PEG2kPLA2ok estava em torno de 6,0 no 15° dia de incubacdo das amostras, e 0 da NS-
PEGskPLA2ok estava em torno de 7,0, no mesmo dia de analise. O pH inicial do meio de cultivo
era em torno 8,0. O aspecto das formulacdes pode ser observado na figura 10. A esquerda é
representada a formulacéo de NS-PEGskPLAzok € a direita a formulagéo de NS-PEG2kPLA2ok.
Em ambas as amostras pode ser observada a formacgéo de precipitado no fundo, e pode ser
observado também que a formulacdo de NS-PEG2kPLA20k apresentou uma coloragédo
amarelada, enquanto a formulacdo de NS-PEGskPLA20k apresentou uma coloracdo rosada,

perdendo um pouco da coloragdo do meio de cultura proveniente do indicador de pH.
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Figura 10: Aspecto das formulacfes de NS-PEGskPLAzok (tubo a esquerda) e NS-PEG2kPL Ak (tubo a direita)
em DMEM contendo FBS e avaliacdo do seu pH apds 15 dias a 37 °C

Fonte: Acervo do autor.

Esperava-se fazer uma analise complementar por RMN-1H a fim de obter informacdes
relativas a composicdo do polimero recuperado na forma de precipitado. Desta forma, as
amostras em DMEM/FBS foram centrifugadas por cinco minutos a uma velocidade em torno
de 500x g. Foi feito o descarte do sobrenadante e o residuo sélido de ambas as amostras foi
lavado adicionando 1mL de agua ultrapura aos tubos contendo precipitado, estes foram
mantidos sob agitacdo no vértex para agitacdo e ressuspensao do precipitado. As amostras
foram novamente centrifugadas e apds feito o descarte do sobrenadante. Este processo foi
repetido trés vezes e foi feita entdo a extracdo do precipitado contido nos tubos. No entanto, a
quantidade de precipitado que havia era pequena (aproximadamente 1,3 mg) e este nao foi
soltvel em solvente organico, o que impossibilitou este tipo de analise. A insolubilidade do
precipitado em cloroformio deuterado (CDClz) sugere que este ndo seja composto pelo
polimero PLA ou seu copolimero PEGPLA, sendo estes totalmente soliveis no CDCls. Uma
hipotese é que seja formado por proteinas presentes no FBS possivelmente reticuladas na
presenca dos polimeros e dos sais contidos no meio. O odor desagradavel da formulagdo NS-
PEG2kPLA20x, mudanga de pH informada pela mudanga de cor do meio e presenga de
agregados contendo proteinas sugere uma contaminagdo microbiana favorecida pelo meio de

cultura e temperatura fisiologica.

A partir dos valores de massas molares médias das amostras, foi possivel construir um
gréfico relacionando os valores de massas molares medias determinados por GPC em funcao
do tempo de degradacdo. Também foi possivel calcular as porcentagens de perda durante todo

periodo de degradacdo em relagdo a amostra original, no grafico é destacado o percentual de
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perda de massa molar de cada amostra ao final do estudo. O grafico é representado abaixo, na
figura 11

Figura 11: Gréfico de analise das massas molares das formulacdes nos meios de incubacdo ao longo de todo
estudo. (Ao final é representado o percentual de perda de massa molar de cada amostra em seu meio de incubacao)
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Conforme analisado no gréafico acima (Figura 11), foi possivel observar uma diminui¢do
da massa molar do polimero em funcéo do tempo de degradacéo, que era um resultado esperado,
bem como a perda de estabilidade das suspensdes coloidais que pdde ser avaliada visualmente
através da formacdo de precipitado indicando a agregacao de particulas no meio. O processo de
degradacéo pode ser explicado por uma eroséo superficial ou no volume, o que leva a clivagem
da cadeia polimérica em processo aleatério, ocasionando uma diminui¢cdo da massa total do
polimero (BEBELLA et al, 1996).

As amostras incubadas em DMEM/FBS mostraram, inicialmente, um perfil de
degradacdo em termos de massa molar do polimero mais rapido quando comparadas as
amostras em agua pH 7,0 ou em HCI pH 1,0. A diminui¢do da massa molar dos polimeros,

observada através das andlises por GPC, pode ser explicada pela hidrolise da cadeia polimérica.
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As amostras em pH acido quando em relacdo as amostras em &gua (pH 7) apresentaram
um maior percentual de perda com relacdo a massa molar do polimero. Conforme observado
nos estudos de Jain e colaboradores.,2010 e Chu e colaboradoes, 2016 a condi¢édo acida do meio
catalisa a hidrolise de ligacOes ester, o que leva a um processo de erosdo mais rapido de

nanoparticulas.

As formulagdes de NS-PEGskPLA2ok apresentaram uma degradagdo quimica das cadeias
poliméricas mais acentuada que as formulaces de NS-PEG2kPLA2ok, em todos 0s meios, 0 que
ndo era um resultado esperado. A degradacdo polimérica em meio aquoso € uma hidrélise em
massa que envolve um ataque a toda matriz polimérica. Inicialmente, a degradacao é mais lenta
e 0 meio aquoso pode difundir-se na matriz; ja nos estagios mais avancados ocorre a formacéo
de poros e invasdo do polimero pela agua, resultando em uma aceleracdo da hidrélise. Cadeias
poliméricas que possuem um menor peso molecular tendem a uma ciséo de cadeias iniciais que
possuem uma maior solubilidade em agua, de modo que podem mover-se para 0 meio aquoso,
gerando canais através da matriz. Além disso, pode ocorrer a formacéo de poros levando a uma
perda de massa significativa do polimero, o que leva a uma taxa de degradacdo mais intensa
para o polimero de baixa massa molar (HUTCHINSON e FURR, 1991). No entanto, 0s
polimeros estudados variam somente na massa molar do PEG (5k vs 2k), parte nédo
biodegradavel do copolimero em bloco, possuindo bloco PLA de mesma massa molar (20Kk).
Consequentemente a diferenca observada por GPC na degradacdo das cadeias polimérica
sugere que a presenca de PEG de massa molar mais alta acelera o processo de hidrdlise de PEG-
PLA nanoestruturado. Este resultado pode estar associado a uma maior hidrofilicidade do
polimero em bloco como um todo (PEGskPLA20k), 0 que aumenta as chances de hidrélise. As
cadeias de PEG de maior tamanho podem estar também emaranhadas no ntcleo polimérico das
nanoesferas o que facilitaria a penetragdo de moléculas de dgua no interior do ‘“core”

hidrofobico da particula, acelerando a hidrdlise.

6.4 Degradacéo das NP por AF4-DLS-MALS

A técnica de AF4 é utilizada para a caracterizagdo de sistemas coloidais, efetuando a
separacdo de NP com ampla distribui¢do de tamanho de acordo com o coeficiente de difuséo.
Seguindo a separagdo da amostra em fragOes de tamanho uniforme, essas sdo caracterizadas por
DLS e MALLS para a determinacdo do raio hidrodindmico (Rh) e raio de giro (Rg),
respectivamente, das NP presentes em cada fracdo. Dessa forma, € obtida a distribuicéo real de

tamanhos das NP na formulacdo. Ambas as formulagOes apresentaram fractogramas parecidos
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em 24 h ap0s a incubacdo em diferentes meios (figura 8 A e B), indicando que as formulacGes
mantiveram sua estabilidade coloidal nos meios de degradacéo. Os polimeros em sua forma
nanoestruturada apresentaram variacdes em seus tamanhos com o decorrer do periodo de
degradacéo e dependendo da composicdo do meio de degradacéo. Foram obtidos fractogramas
para as NS caracterizadas nos trés meios de degradacdo ao longo do estudo de degradacéo, e,
a partir desses, foram determinados os valores médios de distribuicdo de raios que apresentados
na Tabela 03.

Figura 12: Analises por AF4 das nanoesferas de PEGskPLAok (A) € PEGaPLAk (B) nos diferentes meios de
incubacdo durante 24h.
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6.4.1 Degradagdo em meio aquoso

A formulacdo de NS-PEGskPLA2ok apresentou perfis de distribuicéo parecidos ao longo
do tempo, observado pela sobreposicao dos picos. No entanto, a amostra analisada no décimo
quinto dia apresentou um novo pico, indicado pela seta, 0 que sugere a formagéo de agregados
(figura 13-C). A formulagdo de NS-PEG2kPLA2ok teve um alargamento em seu pico com 0
decorrer do periodo de degradacéo e também apresentou um novo pico que sugere a formacao
de agregado, indicado pela seta (figura 13-D), a partir do oitavo dia. Este dado confirma a
analise visual macroscépica da amostra onde pode ser observado um precipitado. A area sob os
picos, para essa formulacdo, diminuiu em funcéo do tempo, indicando uma perda de massa, ou
uma modificacdo da composicao quimica da superficie das NP. Contudo, as analises de AF4

mostraram uma maior estabilidade coloidal do PEGskPLA20k em relacdo ao PEG2kPLA2ok.
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Figura 13: Analises por AF4 das nanoesferas de PEGskPLAok (C) e PEG2kPLA20k (D) em meio aquoso.
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6.4.2 Degradacdo em meio acido

As amostras em HCI apresentaram um alargamento do pico com o decorrer dos dias,
indicativo de alteracdo das estruturas coloidais (figura 14 — E e F). A formulacdo de NS-
PEGskPLA2ok apresentou em seu grafico um ombro em tempo de retencdo maior (seta A na
figura 14-E), além de também passar a apresentar um novo pico, indicado pela seta B, sugestivo
da formacdo de agregados com tamanhos maiores. A amostra de NS-PEG2kPLA2ok também
apresentou um ombro na amostra do oitavo dia e no décimo quinto dia de analise a amostra
apresentou uma area sob o pico significativamente menor e mais largo, de acordo com raios das
NP significativamente maiores em relagdo ao tamanho inicial (Tabela 03). Ambas as amostras
apresentaram um precipitado indicativo de uma perda de estabilidade coloidal das NP. O
aumento do tamanho de particulas foi mais rapido e mais pronunciado em pH 1 em relagdo ao
pH 7, sugerindo que a modificacdo das estruturas coloidais esta relacionada a alteragdes
quimicas dos polimeros por degradacéao hidrolitica, como observado por GPC. Apoés 15 dias o
aumento do tamanho de particulas e perda de matéria foi mais pronunciada para as NP
preparadas a partir de PEGskPLA20k em relagéo ao PEG2kPLA2o«.
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Figura 14: Andlises por AF4 das nanoesferas de PEGskPLAk (E) € PEGaP LAk (F) em meio 4cido.
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6.3.2 Degradacdo em meio contendo DMEM/FBS

Devido ao perfil de degradacdo mais rapido as amostras incubadas em DMEM/FBS
também passaram por analises diarias no AF4, assim como nas analises por GPC. Ambas as
amostras apresentaram um alargamento do pico no fractograma de AF4 (Figura 15) com o
decorrer dos dias, com aumento dos raios médios das NP em relacdo ao seu tamanho inicial
(Tabela 03). Também houve em ambos os graficos o aparecimento de um novo pico
correspondendo a particulas de raio superior a 300nm, sendo este mais evidente na amostra de
NS-PEG2kPLAzk. E provéavel que estas particulas maiores correspondem ao precipitado
observado nos tubos Falcon (figura 10). A alta absorcdo no UV (254nm, resultado néo

mostrado) sugere a presenca de proteinas nesses agregados grandes.

Vale ressaltar que, apesar de ter sido observado um precipitado branco, este representou
uma proporcdo baixa da massa total de polimero presente nas formulagdes e a sua composicao,
embora nado elucidada, ndo corresponde ao polimero PEGPLA. Ambas as NP mantiveram o seu
tamanho nanomeétrico durante o estudo de 10 dias em meio DMEM/FBS a 37 °C com aumento

moderado do didmetro medio, apesar de um notavel aumento da largura do pico de eluicéo.
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Figura 15: Andlise por AF4 em meio DMEMY/FBS dos polimeros na sua forma nanoestruturada. PEGskPL A2k
(G) e PEGaPLAzk (H).
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A técnica de AF4-DLS-MALS permitiu a caracterizacdo das formulagdes,
por meio do fracionamento das particulas as suas respectivas deteccOes
por MALLS e DLS, promovendo a separacao dos coloides em ampla distribuicdo de tamanho.
Além disso, utilizando esta técnica foi possivel obter informacGes a respeito da forma das
particulas presentes na dispersdo, através da determinacéo do fator de forma por meio da relacéo
Rg/Rh entre os raios de giracdo (Rg), obtidos pelo detector de MALLS, e 0s raios
hidrodindmicos (Rh), obtidos simultaneamente pelo detector de DLS. Estes dados estéo
destacados na tabela 02.
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Tabela 02 — Evolucédo dos tamanhos de particulas por AF4 - Estudo de degradacéo por AF4: raios das NP ap6s
incubacédo nos diversos meios. Determinacdo em nm do Rh por DLS e do Rg por MALLS.

Tempo de degradacio (dias)

2 3 5

10

15

Amostra Rg Rh RgRh Rg Rh RgRh Rg Rh Rg/Rh Rg Rh Rg/Rh Rg Rh Rg/Rh Rg Rh RgRh Rg Rh Rg/Rh Rg Rh
SELEM 56 16 064 - - . . o o 21T 065 - - - - - . k7
dgua

SEZ€M 3y 33 073 . . . o o oL 3625 060 - - - . - . %
dgua

SElem . ., n c £ A
L S X T - 20 LI X 7 AT 20
SE2 em \ n n "
e 3 MO - .o ... 4326 062 - - - - - - 45
SIS 27 10 072 2634 131 30 18 061 4126 064 28 23 082 34 2 065 27 2 0B - -
SE2 em

bps 3325 075 3227 084 36 28 078 33 30 089 39 27 069 * 32 ** 3528 08l - -

* Os resultados das analises das amostras destes dias especificos foram perdidos devido a um problema
desconhecido do aparelho.

** N4o foi possivel realizar o calculo, uma vez que ndo havia o valor de Rh do dia em questéo.

Rh: resultados da leitura por DLS de raio hidrodinamico; Rg: resultados da leitura por MALLS de raio de giragdo.
As amostras em DMEM/FBS foram analisadas somente até o décimo dia de degradacéo.

N&o foram calculados a razdo Rg/Rh para o dia 15, uma vez que os valores de Rh destes dias especificos foram

perdidos devido a um problema desconhecido do aparelho.

Nesse estudo, foram observadas alteragdes na distribuicdo de tamanhos das
formulacBes. As analises por AF4-DLS-MALS indicaram um aumento no tamanho e na
distribuicdo de tamanhos das NP, principalmente das amostras em DMEM/FBS apds 72 h de
incubacdo e em HCI pH 1 a partir de 8 dias de incubacdo, mais pronunciada para NS-
PEG2kPLA2ok do que para a NS-PEGskPLA2ok. Pequenas variacdes nos Rg/Rh ao longo do
experimento foram observadas, porém os valores ndo apresentaram padréo de variagdo estavel
com o tempo de degradacédo e se mantiveram na faixa de 0,6 a 0,9, sendo que em um ponto 0
valor foi de 1,3, caracteristico de estruturas alongadas, mas que nédo foi verificado no ponto
seguinte determinacdo no tempo). Esses valores estdo em torno do valor teérico 0,775 que
corresponde ao de esfera macigas, com distribuicdo homogénea dos pontos de massa na
estrutura esférica. As variaghes observadas para as nanoesferas deste estudo ndo sdo

conclusivas de mudangas significativas quanto a forma destas particulas.
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De acordo com o estudo Jain e colaboradores (2010) inicialmente é observado um
aumento no tamanho das nanoparticulas, em um periodo de degradacdo de 3-4 semanas,
podendo indicar a ocorréncia de formacdo de agregados. E, com o decorrer do tempo e
envelhecimento das particulas, a tendéncia é que ocorra uma diminui¢cdo em seu tamanho, por
perda de massa. Valores extremos de pH favorecem o efeito de aumento de tamanho de
particulas, uma vez que, propicia a ocorréncia de formacgéo de agregados (BELBELLA et al,
1996). Como trata-se de um estudo de degradacédo forcada com um curto periodo de tempo (16
dias) onde ainda ndo havia ocorrido o envelhecimento das formulacdes, ndo se observa uma

diminuigdo no tamanho das NP posterior a este aumento.

Vale ressaltar que a degradacdo gquimica dos polimeros observada por GPC nao foi
diretamente correlacionada com a perda de estabilidade coloidal das NP. Também, nota-se que
o0 tamanho nanométrico das NS foi mantido em &gua pH 7 ao longo do estudo (15 dias), em
HCI pH 1 por 24 h (sem dados entre os 24 e 192 h), e em meio DMEM/FBS por
aproximadamente 5 dias. A estabilidade coloidal de NP é necessaria durante estudos de
interacdo com células, sendo que a formacdo de grandes agregados de NP pode impedir a sua
internalizagc&o por mecanismos ativos dependente do tamanho (GAUMET, GURNY, DELIE;
2009), ou ao contrario favorecé-la por aumento do contato com as células devido a sua
sedimentacdo (FELIU et al; 2017). Consequentemente, esse estudo trouxe informacdes em

relacdo a duracdo de estudos in vitro com nanoesferas de PEG2kPLA2ok € de PEGskPLA2ok.
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7. CONCLUSAO

Utilizando a técnica de AF4-DLS-MALS combinada com a técnica de GPC foi possivel
estudar a estabilidade coloidal de NP de polimero biodegradavel derivado do PLA em meio
aquoso e relacionar variagfes no tamanho de NP a varia¢Ges da massa molar do polimero. Uma
curva de calibracgéo foi elaborada, o que permitiu quantificar o polimero extraido das suspensdes
de NS.

As amostras incubadas em DMEM/FBS apresentaram um perfil de degradacdo em
termos de massa molar do polimero e tamanho das particulas mais rapido quando comparadas
as amostras em agua pH 7 e em HCI pH 1. A diminuigdo da massa molar dos polimeros,
observada através das analises por GPC, pode ser explicada pela hidrolise da cadeia polimérica.
As formulagdes de NS-PEGscPLA2ok apresentaram uma degradagdo quimica das cadeias

poliméricas mais acentuada que as formulagdes de NS-PEG2kPLA2ok, em todos 0s meios.

As analises por AF4-DLS-MALS indicaram um aumento no tamanho e na distribui¢do
de tamanhos das NP, principalmente das amostras em DMEM/FBS ap6s 72 h de incubacéo e
em agua pH 1 a partir de 8 dias de incubacdo, mais pronunciada para NS-PEG2kPLA20k do que
para a NS-PEGskPLA20k. Consequentemente, é interessante ressaltar que a degradacdo quimica
dos polimeros ndo foi diretamente correlacionada com a perda de estabilidade coloidal das NP.
Além disso, vale notar que o tamanho nanométrico das NP foi mantido em agua pH 7 ao longo
do estudo (15 dias), em HCI pH 1 por 24 h (sem dados entre 0s 24 e 192 h), e em meio
DMEMY/FBS por aproximadamente 5 dias.

Conhecer o tempo de degradacdo dos nanocarreadores é fundamental no processo de
desenvolvimento de novos farmacos, a partir poliésteres biodegradaveis. Visto que este estudo
foi realizado mimetizando o meio bioldgico, ter informagdes acerca de quanto tempo uma
particula se mantém estavel em meio acido é essencial para o desenvolvimento de novos
farmacos com administracdo por via oral, uma vez que possibilita conhecer por quanto tempo
um nanocarreador mantém sua estabilidade diante do pH estomacal. Além disso, a estabilidade
coloidal da NP é necessaria durante estudos de interagcdo com células, sendo que a formacdo de
agregados de NP pode interferir no processo de internalizacdo por mecanismos ativos
dependente do tamanho. Dessa forma, conhecer por quanto tempo uma particula se mantém

estavel, torna-se imprescindivel na realizacdo de estudos in vivo.
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Contudo, a técnica de AF4-DLS-MALS combinada a técnica de GPC sdo importantes
para estudar a cinética e os mecanismos de degradacdo de NP, uma vez que fornecem dados
complementares que sdo de grande relevancia a avaliacdo pré-clinica de nanocarreadores

poliméricos de farmacos.
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