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RESUMO

A medicina regenerativa é reconhecida por desenvolver scaffolds associados as
células-tronco e biomoléculas capazes de promover a substituicdo dos tecidos
danificados. As diferencas dimensionais das estruturas naturais do tecido substituido s&o
minimizadas pelo acoplamento de nanoparticulas capazes de alterar as propriedades
desses scaffolds, os quais combinam formulagdes farmacéuticas e tecnologias para
aplicacdes em diagndstico e terapia. Tais formulacdes de nanoparticulas a base de
PLDLA-co-TMC/PEO-PP-PEO  foram  associados ao  fluido  magnético
(FesO4/ TMAOH) e a finasterida (farmaco modelo, hidrofébico), individualmente, com
0s objetivos de desenvolver novos nanosistemas e estudar suas propriedades fisico-
quimicas. Neste contexto, visando superar as limitacbes do farmaco (baixa
biodisponibilidade, por exemplo) e obter a multifuncionalidade do fluido magnético,
dois novos nanocarreadores foram desenvolvidos pelo método de deslocamento de
solvente. As técnicas de caracterizacdo dos nanomateriais utilizadas foram: FTIR, DSC,
TGA, DLS, MEV-FEG, CLAE, DRX, AAS e VSM. Os resultados do encapsulamento
da finasterida pelas nanoparticulas a base de PLDLA-co-TMC/PEO-PP-PEO sugerem
alta eficiéncia de encapsulacéo e liberacdo acumulada de finasterida até 24 horas, uma
dispersdo molecular da finasterida na matriz que aumenta a estabilidade térmica do
polimero, forma esférica, polidispersividade estreita, distribuicdo unimodal do tamanho
das particulas e energia superficial negativa. Enquanto que o encapsulamento do fluido
magnético pelas nanoparticulas a base de PLDLA-co-TMC/PEO-PP-PEO sugerem um
arranjo estrutural ordenado e uniforme de nanoparticulas no interior da matriz do
copolimero, estabilidade coloidal, superparamagnético, aumento da magnetizacdo de
saturacdo com o aumento do conteldo de Fe3O4 no nanocompoésito e aumento da
quantidade de Fe3O,4 proporcional ao aumento da dificuldade de encapsulamento do
Fe30,4. Portanto, essas caracteristicas direcionam fortemente ao uso potencial destes
novos biomateriais em aplicaces biomédicas.
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ABSTRACT

Regenerative medicine is recognized for developing scaffolds associated with stem
cells and biomolecules capable of promoting the replacement of damaged tissues. The
dimensional differences of the natural structures of the replaced tissue are minimized by
the coupling of nanoparticles capable of altering the properties of these scaffolds, which
combine pharmaceutical formulations and technologies for diagnostic and therapeutic
applications.  These  formulations of  PLDLA-co-TMC/PEO-PP-PEO-based
nanoparticles were associated with magnetic fluid (Fes0,/TMAOH) and finasteride
(model drug, hydrophobic) individually for the purpose of developing new nanosystems
and studying their physico-chemical properties. In this context, in order to overcome the
limitations of the drug (low bioavailability, for example) and obtain the
multifunctionality of the magnetic fluid, two new nanostructured biomaterials were
developed by the solvent displacement method. The techniques of characterization of
the nanomaterials used were: FTIR, DSC, TGA, DLS, MEV-FEG, CLAE, DRX, AAS
and VSM. The results of encapsulation of finasteride by PLDLA-co-TMC/ PEO-PP-
PEO-based nanoparticles suggest high encapsulation efficiency and cumulative release
of finasteride up to 24 hours, a finasteride molecular dispersion in the matrix that
increases the thermal stability of the polymer, spherical shape, narrow polydispersity,
unimodal particle size distribution and negative surface energy. While the encapsulation
of magnetic fluid by PLDLA-co-TMC/PEO-PP-PEO-based nanoparticles suggests an
orderly and uniform structural arrangement of nanoparticles within the copolymer
matrix, colloidal, superparamagnetic stability, increase of saturation magnetization with
the increase of the content of Fe;O4 in the nanocomposite and increase of the amount of
Fe304 proportional to the increase of the difficulty of encapsulation of Fe3O,4. Therefore,
these characteristics strongly indicate the potential use of these new biomaterials in
biomedical applications.
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1 INTRODUCAO

As pesquisas na area da nanotecnologia e da medicina regenerativa resultaram no
desenvolvimento de scaffolds (estruturas artificiais de suporte 3D) associados as
células-tronco e biomoléculas. Estes sistemas apresentam caracteristicas biomiméticas
viaveis para promover a substituicdo dos tecidos danificados (GREGOR et al., 2017,
VIEIRA et al., 2017). As diferencas dimensionais das estruturas naturais do tecido
substituido s@o propriedades que tém sido aprimoradas para melhorar o desempenho dos
scaffolds. Nesta area, a medicina possui resultados protagonistas no desenvolvimento de
nanoparticulas capazes de alterar as propriedades desses scaffolds, os quais combinam
formulacGes farmacéuticas e tecnologias para aplicacdes em diagndéstico (biossensores)
e terapia. Os sistemas atuais podem ser usados no tratamento (terapias baseadas em
células, liberacdo de farmacos e genes, hipertermia), monitoramento (rotulagem e
rastreamento de células para imagens) e prevencao (vacinas) de doencas (MORNET et
al., 2004b; BABIC et al., 2008a; ANDRADE et al., 2011; DE ABREU et al., 2016;
POLYAK et al., 2016b; VIEIRA et al., 2017). A eficiéncia dos compdsitos é atribuida a
versatilidade das propriedades fisico-quimicas e bioldgicas dessas nanoparticulas que
sdo incorporadas aos componentes bioldgicos ativos (SOUZA et al., 2008b;
ANDRADE et al., 2009a, 2009b, 2010, 2011, 2012a, 2012¢, 2015b, 2017; PAIVA et
al., 2015).

Entre as nanoparticulas empregadas na medicina destaca-se a magnetita (FezO,).
Estas nanoparticulas sdo superparamagnéticas (MORNET et al., 2004b), apresentam
baixa ou auséncia de toxicidade (DANIEL-DA-SILVA et al., 2007), bom efeito clinico
com contraste negativo (tempo de relaxacdo T2 - imagem escura) (BAE et al., 2010b),
alta saturacdo magnética, reatividade inversamente proporcional ao diametro, alta
instabilidade quimica, biodegradabilidade em ambientes biologicos (FERREIRA,
2009b; ANDRADE et al., 2015b; BELYANINA et al., 2017b), habilidade de atravessar
barreiras bioldgicas, internalizar células, responder ao campo magnético externo, liberar
farmacos (DI CORATO et al., 2014; SATALKAR; ELGER; SHAW, 2016) e facilidade
de preparacdo (ANDRADE et al., 2011, 2012e, 2015b). Estas caracteristicas permitiram
seu uso na nanotecnologia biomédica (BABIC et al., 2008b; SOUZA et al., 2008a; BAE
et al., 2010a; ZHANG et al., 2010; DAS et al, 2011; PARK et al., 2011;
NARAYANAN et al., 2012; HARJANTO et al., 2013; ZHOU et al., 2014; BARROW
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etal., 2015; KHALKHALI et al., 2015; POLYAK et al., 2016a). Alternativamente, para
superar algumas limitagdes, tais como baixa estabilidade coloidal, tempo reduzido de
circulacdo em ambientes biolégicos e baixa afinidade por locais-alvo (ANDRADE et
al., 2015a; BELYANINA et al., 2017a),(MORNET et al., 2004a; CRUCHO; BARROS,
2017; EL-SAY; EL-SAWY, 2017), foram desenvolvidos varios nanosistemas hibridos
de magnetita-polimero (ZHANG et al., 2010; ZHOU et al., 2014; ILLES et al., 2015;
KHALKHALI et al., 2015).

As nanoparticulas poliméricas obtidas por métodos quimicos (monémero) ou
fisicos (polimeros pré-formados) apresentam vantagens, tais como: auséncia ou minima
toxicidade (BANIK; FATTAHI; BROWN, 2016), tamanho reduzido e capacidade
uniforme de influenciar a biodistribuicdo. Estas caracteristicas dependem da via de
administracdo (HICKEY; SANTOS; WILLIFORD, 2016), formas geométricas
(esféricas ou cilindricas), capacidade de influenciar o tempo de circulacdo, interacdo
celular e internalizagdo dos tecidos (WILLIFORD et al, 2015), diametro
hidrodindmico, carga superficial e composi¢fes quimicas. As nanoparticulas devem ter
permeabilidade e possibilidade de retencdo em tumores (SHI et al., 2017). O nivel de
liberacdo dos farmacos depende do grau de biodegradabilidade, da composi¢do do
polimero, eficiéncia de direcionamento, dispersividade aquosa e biodisponibilidade
modulada pela funcionalizacdo da superficie (CHEN et al., 2016). Além disto, devem
apresentar facilidade de processamento. Os polimeros podem ser hidrofébicos,
hidrofilicos, naturais ou sintéticos, propriedades que influenciam na biocompatibilidade
e na biodegradabilidade (CHEN et al., 2016). Portanto, as caracteristicas do polimero
precursor influenciam nas propriedades das nanoparticulas poliméricas. O terpolimero
PLDLA-co-TMC, cientificamente chamado de poli (L-co-D, L acido lactico-co-
trimetileno carbonato), possui propriedades adequadas para uso na preparacdo de
nanoparticulas. Este  polimero possui elevada massa molar, apresenta
biocompatibilidade, é bioabsorvivel e apresenta potencial para estudos no campo da
nanotecnologia e da medicina regenerativa (MESSIAS et al., 2014a; MOTTA,; DUEK,
2014; KOMATSU et al., 2017), (PRIDGEN; ALEXIS; FAROKHZAD, 2015).

Para melhorar o desempenho das nanoparticulas sdo agregados farmacos. Aprovada
clinicamente, o farmaco finasterida é usado no tratamento sistémico oral da hiperplasia
benigna da proéstata e alopecia androgenética (VENTURA et al., 2011; PARSONS et
al., 2012; POHLMANN, 2012; SHRIVASTAVA; GUPTA, 2012; FAGIR et al., 2015;
OLESOVSKY; KAPOOR, 2016). Especificamente, uma dosagem de 1 a 5 mg/ dia
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induz uma taxa de reducdo da préstata de 19%. O uso de 5 mg/ dia permite
biodisponibilidade média de 63%. Este resultado indica que as propriedades fisico-
quimicas e bioldgicas do farmaco apresentam limitacbes de biodisponibilidade
(POHLMANN, 2012; IZUMI; LI; CHANG, 2014; AHMED, 2016a). A via oral, como
forma de administracdo do farmaco através do trato gastrintestinal, sofre alteracdo do
pH do organismo (estbmago pH 1 e intestino pH 8), induz a degradacdo enzimatica e ha
variacdo na camada do muco. Além disso, atua como barreiras intrinsecas
(monocamada de células epiteliais), modifica os sistemas metabolicos, bombas de
efluxo de P-gp e sistema imunitario (celulas T, macrdfagos). Estas alteracBes ocorrem
antes da permeabilidade e absor¢cdo do nanosistema quimioterapéutico na corrente
sanguinea (ou circulagdo sistemica) (PRIDGEN; ALEXIS; FAROKHZAD, 2015; LUO
et al., 2016; MUHEEM et al., 2016). Por outro lado, apresenta boa aceitacdo pelo
paciente por ndo ser invasivo, além de ter producao simples e baixo custo quando
comparado a outros sistemas de liberagdo.

O método de deslocamento de solvente é um processo relativamente simples com
duas fases em que, sob agitacdo, o solvente organico da fase organica é dissolvido no
solvente ndo-organico (fase aquosa), misciveis entre si, e promove a producdo de
nanoparticulas (50-300 nm) originarias de materiais precursores das respectivas fases
(BECK-BROICHSITTER et al., 2010). Os parametros do processo (quantidade e peso
molecular do polimero, natureza do solvente, sequéncia de adicdo e concentracdo das
fases, taxa de gotejamento e quantidade de surfactante) influenciam nas propriedades
fisico-quimicas finais das nanoparticulas (MILADI et al., 2016a). Tais peculiaridades
do método permitem a producdo de nanoparticulas com versatilidade significativa no
antifangico de uso vaginal (200-800 nm), oncolégico (60-400 nm), intra-ocular (10-
1000 nm) (DINARVAND et al., 2011; DE ABREU et al., 2016; VIEIRA et al., 2017) e
varias aplicacdes em nanomedicina e engenharia de tecidos (NITTA; NUMATA, 2013).

O uso do método de deslocamento de solvente para sintetizar nanoparticulas
baseadas em nanoparticulas magnéticas e finasterida revestidas por PLDLA-co-TMC
sdo inovadores. Este método foi escolhido por permitir a obtengdo de nanoparticulas
hibridas contendo farmacos encapsulados (BARICHELLO et al., 1999; SATHLER et
al., 2014; MILADI et al., 2016a). Espera-se com os resultados obtidos, a possibilidade
de desenvolver nanosistemas hibridos e multifuncionais para aplicagdes na medicina

regenerativa.
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1.1 ESCOLHA DO TEMA

O desenvolvimento de nanomateriais necessita da unido de pesquisadores de
diferentes areas da ciéncia para permitir a evolugdo cientifica. Além disso, a capacidade
de manipular e conhecer as propriedades dos nanomateriais pode gerar produtos
inovadores. Neste contexto, ao desenvolver novas nanoparticulas baseadas em PLDLA-
co-TMC e promover um método inovador no processamento de novas nanoparticulas
hibridas (PLDLA-co-TMC e magnetita/ TMAOH), buscou-se gerar nanoparticulas com
propriedades inovadoras e capazes de atender problemas atuais e futuros da sociedade.

1.2 OBJETIVO DA PESQUISA

1.2.1 Objetivos Gerais

Os objetivos desta pesquisa sdo: (i) desenvolver novos nanosistemas baseados em
PLDLA-co-TMC (biomaterial nanohibrido baseado em Fe3O,/ TMAOH (hidréxido de
tetrametilamonio) / PLDLA-co-TMC), (ii) estudar a interacdo entre nanoparticulas de
magnetita e PLDLA-co-TMC, (iii) desenvolver um biomaterial baseado no PLDLA-co-
TMC para sistemas de liberacdo oral controlada de farmacos, encapsulando finasterida,

e (iv) estudar a interacédo entre a finasterida e o PLDLA-co-TMC.

1.2.2 Objetivos Especificos

Os objetivos especificos foram divididos em duas partes com base nos sistemas a
serem desenvolvidos:

I. Desenvolver nanosistema de liberagdo controlada de farmaco:

= Sintetizar e caracterizar novas nanoparticulas baseadas em PLDLA-co-TMC
contendo finasterida incorporada pelo método de deslocamento de solvente;

= Desenvolver a metodologia analitica para a quantificacdo da finasterida
incorporada em nanoparticulas utilizando cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC);
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= Determinar a eficiéncia do encapsulamento e carregamento do farmacos nas
nanoparticulas;

= Analisar a cinética de liberacdo do farmaco livre e encapsulado nas
nanoparticulas.

I1. Desenvolver nanosistema Hibrido:

» Realizar a sintese, funcionalizacdo e caracterizacdo da magnetita: ferrofluido
magnético;

» Realizar a sintese e caracterizacdo de novas nanoparticulas hibridas utilizando

um novo método para identificar a magnetita/ TMAOH encapsulada.

1.2.3 Originalidade da Pesquisa

I. Seré realizada a sintese de novos nanosistemas que envolvem o terpolimero
com nanoparticulas de magnetita hibrida / TMAOH / PLDLA-co-TMC e
nanoparticulas de PLDLA-co-TMC / finasterida; e

Il. Serd executado o desenvolvimento de novo método de sintese para o

encapsulamento de magnetita/ TMAOH pelo terpolimero.

Esta pesquisa possui carater inédito uma vez que a tecnologia envolve o
desenvolvimento de novos nanomateriais e analisa a possibilidade de aplicagcdes dos
terpolimeros na medicina regenerativa. Possui ainda, a inovacdo em nanotecnologia
farmacéutica com a incorporacdo de farmaco em nanoparticulas a base de PLDLA-co-
TMC.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 SUPERPARAMAGNETISMO

O ordenamento antiparalelo desproporcional da interacdo magnética de momentos
em multiplos dominios dos materiais sélidos (ou volumosos) ferrimagnéticos (0xidos de
ferro, por exemplo) tende a alinhar, promover a magnetizacdo de saturacdo e a
magnetizacdo espontanea na presenca ou auséncia do campo magnético externo.
Quando a temperatura neste material estd acima da temperatura de Curie (T¢), a
desordem total dos momentos de dipolo no material descaracteriza o estado
ferrimagnético e determina uma transicdo de fase para paramagnética na qual a
magnetizacdo total € zero (FRANCISQUINI; SCHOENMAKER; SOUZA, 2014 ).
Quando os materiais sélidos transformam-se em nanoparticulas magnéticas, 0s
momentos magnéticos de dipolos atdmicos efetivos e alinhados estdo ausentes de
interagdo magnética. Abaixo do didmetro critico, 0s momentos magnéticos se tornam
efetivos por estarem num Unico monodominico (TOGNOLO, 2017). Da mesma forma,
como o material sélido, o estado paramagnético de desordem dos momentos de dipolos,
acima do T¢, promove a magnetizacdo nula. Por outro lado, abaixo de T¢, os estados
magnéticos sdo dependentes da temperatura de bloqueio que, por sua vez, esta
diretamente associada aos didmetros e distribuicbes das nanoparticulas
(FRANCISQUINI; SCHOENMAKER; SOUZA, 2014; FERREIRA, 2009b;
TOGNOLO, 2017).

Segundo Stoner-Wohlfarth e Neel (CAMILO, 2006), a energia de ativagdo (ou
térmica) é diretamente dependente do didmetro da nanoparticula e representa a barreira
de energia entre dois estados de equilibrio (ou diferentes direcdes cristalograficas). Com
isto, ha desorienta¢fes dos campos magnéticos dos momentos de dipolo que, por via de
regra, correspondem a uma condicdo de KgTampiente >> EA (energia de ativacdo) e 10
nm. Esta condicdo representa uma frequéncia de reversdo ou de relaxacdo entre duas
posicdes de equilibrio e esta associada ao estado de bloqueio e superparamagnéticos,
equivalentes a 10*%™ ou a um periodo de 10™%. A frequéncia de reversdo depende da
temperatura capaz de promover desorientacdo ao longo de um tempo de relaxacdo mais

longo, comparado ao tempo medio. Este estado magnético é definido como
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superparamagnetismo  (FRANCISQUINI; SCHOENMAKER; SOUZA, 2014;
FERREIRA, 2009b; TOGNOLO, 2017).

2.2 MAGNETITA

A magnetita apresenta magnetizacdo espontanea devido a estrutura espinélica
inversa (FIG. 1). A localizacdo do ion ferro é delimitada pelos intersticios octaédricos
(sitio B) e tetraédrico (sitio A), de acordo com o fon {Fe**s, Fe? *g} [Fe**s] Os. O spin
ndo pareado do fon Fe®* associado ao magneton de Bohr e o volume da célula unitéaria
determinam a magnetizacdo de saturacdo, porque o Fe** nos sitios A e B é cancelado
(FERREIRA, 2009a; TRISTAO, 2010). Além do superparamagnetismo, a magnetita foi
escolhida por apresentar caracteristicas fisico-quimicas viaveis e biocompativeis para
praticas biomédicas (MORNET et al., 2004b; ANDRADE et al., 2011, 2015b; PAIVA
et al., 2015).
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Figura 1. Espinélio Inverso na magnetita. Modificado de (FERREIRA, 2009a).

2.3 FERROFLUIDO MAGNETICO: MAGNETITA/TMAOH

As superficies das nanoparticulas magneticas a base de 6xido de ferro (magnetita,
por exemplo) podem ser funcionalizadas por polimeros organicos, camadas metélicas,
oxidos ou moléculas bioativas. Ap6s o0 revestimento da superficie adequado, as
nanoparticulas podem originar suspensdes homogéneas, conhecidas como ferrofluidos
(ANDRADE et al., 2013). Segundo (TEBALDI et al., 2018), o encapsulamento dos
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ferrofluidos pelas nanoparticulas poliméricas permite modificar a estrutura das
nanoparticulas hibridas e modular a liberagéo de farmacos.

A funcionalizacdo da magnetita com hidroxido de tetrametilamdnio promove a
adsorcéo de [(CH3)sN]" na superficie do 6xido de ferro e gera estabilidade repulsiva e
ordem cristalina (FIG.2) (ANDRADE et al., 2012b). Tais caracteristicas permitem que o
ferrofluido magnetita / TMAOH aumente a sua eficiéncia de encapsulamento e
estabilidade coloidal (ANDRADE et al., 2013).
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Figura 2. Ferrofluida magnetita/ TMAOH. Modificado de (ANDRADE et al.,
2012b).

2.4  POLI(L-CO-D,L ACIDO LACTICO-CO-TRIMETILENO CARBONATO)
(PLDLA-CO-TMC)

O poli (4cido lactico), PLA, é um poli (a-éster) sintético, biorreabsorvivel e
hidrofobico (grupo lateral - CH3) derivado dos monémeros do acido L-lactico ou acido
D-lactico. Apds polimerizagdo, o &cido poli(L, D)-lactico, PLDLA, torna-se amorfo e
permanece fragil (OLIVEIRA, 2008; MESSIAS et al., 2014b). Devido a flexibilidade
limitada do PLDLA, o policarbonato alifatico elastomérico, chamado trimetileno
carbonato (TMC), foi adicionado ao PLDLA, resultando no terpolimero biocompativel
PLDLA-co-TMC (FIG.3) (CABRERA, 2014; MOTTA; DUEK, 2014).

wa\»kw

Figura 3. Formula estrutural de PLDLA-co-TMC. Modifico de (KOMATSU et al.,
2017).
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2.5 DEGRADACAO

Em ambientes aquosos, os poliésteres sofrem hidrolise nas ligagdes ésteres
(FIG.4). Eles apresentam diferencas na absor¢do de moléculas de &gua nas ligacGes
éster, sendo que os fatores capazes de influenciar a taxa de degradacdo desta classe de
polimeros sdo: massa molar, cristalinidade, temperatura de transicao vitrea, dimensoes
morfolégicas e ambientes de aplicagdo podem determinar diferentes taxas de
degradacdo. Assim, no caso dos poliésteres semicristalinos, a progressao inicial da
degradacéo hidrolitica ocorre na regido de maior mobilidade das cadeias poliméricas -
regido amorfa. No entanto, se a regido amorfa estiver acima da Tg do material, a taxa de
degradacdo aumenta devido a maior mobilidade das cadeias amorfas e depois progrede
com a degradacéo nas regides cristalinas (MONTEIRO, 2007).
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Figura 4. Degradacao de poliésteres de alta massa molar. Modificado de
(MONTEIRO, 2007).

2.6 PEO-PPO-PEO

O copolimero em bloco ndo-ibnico poli (6xidode etileno) — poli
(6xido de propileno) — poli (6xido de etileno) (PEO-PPO-PEQ) possui caracteristicas
adequadas para uso na liberacdo de farmacos (FIG.5). A escolha deste tensoativo esta
associada a versatilidade do tamanho, estrutura e propriedades de adsorcao,
automontagem em solucdo aquosa, solubilizacdo de farmacos hidrofébicos e
estabilizacdo para evitar a coalescéncia das particulas (TOTH; WENBY;
MEISELMAN, 2000; KEUM et al, 2011; YORDANOV; SKROBANSKA;
PETKOVA, 2016; BODRATTI; ALEXANDRIDIS, 2018). Além disso, o PEO-PPO-
PEO ¢ soluvel em &gua e semi-cristalino (DELGADO, 2013).

PEO - PPO - PEO
HO(CH,CH;0);50(CHCH;0)5(CH;CH; O); 5pH

CH;
Figura 5. Estrutura quimica de PEO-PPO-PEO (hidrofilico (PEO) - lipofilico
(PPO) balance, HLB 29). Modificado de (SANTANDER-ORTEGA et al., 2007).
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2.7 FINASTERIDA

A finasterida (FIG. 6) é uma molécula esteroide insolivel em &gua, de uso oral,
pertence a classe Il biofarmacéutica, apresentando baixa solubilidade e alta
permeabilidade. Ela € soltvel em solventes organicos polares (etanol, metanol, DMSO e
cloroformio), além de solugbes aquosas acidas e basicas (PUPE et al., 2013). Na triagem
clinica aplicada a hiperplasia benigna da prostata, com o controle da dosagem entre 1 e
5 mg/ dia de finasterida é possivel variar a taxa de reducio da préstata. E possivel obter
reducdo de 19% com uma dose de 5 mg/ dia a qual apresenta biodisponibilidade média
de 63% (IZUMI; LI; CHANG, 2014; AHMED, 2016a).

As vantagens do encapsulamento da finasterida por nanoparticulas poliméricas sdo
conhecidas por promover a penetracdo e a permanéncia nos tecidos celulares por um
tempo prolongado, atingir a solubilizacdo, reduzir a dose utilizada e prevenir ou
eliminar os efeitos colateriais (ROQUE et al., 2017). Efetivamente, as nanoparticulas
alteram o perfil de liberagdo e pode melhorar a biodisponibilidade da finasterida
(AHMED et al., 2017).

CH;

CH;
CH;

Figura 6. Estrutura quimica da finasterida. Modificado de (SANTOS et al., 2015).

2.8 MECANISMOS DE LIBERACAO DE FARMACOS EM POLIMEROS.

2.8.1 Polimeros hidrofébicos.

Nas nanoparticulas poliméricas hidrofobicas, o farmaco é disperso nas estruturas
porosas. Apds a administracdo oral, o0 meio de liberacdo penetra nos poros e dissolve o

farmaco. Tal dissolugdo gera canaliculos originados de mecanismos de erosdo matricial
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e difusdo gradual da droga. (FIG. 7) (LOPES; LOBO; COSTA, 2005; PEZZINI;
SILVA; FERRAZ, 2007; SALAZAR, 2015).
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Figura 7. Mecanismo de liberacdo de farmaco em polimeros hidrofébicos.
Modificado de (LOPES; LOBO; COSTA, 2005).

2.8.2 Polimeros Hidrofilicos

Nas nanoparticulas poliméricas hidrofilicas, a dissolu¢do por inchagos sucessivos
promove a difusdo do farmaco através do polimero (FIG.8). Com o inchago sdo criados
espacos livres nas cadeias macromoleculares. Este processo gera um efeito de
inchamento/relaxacdo, aumenta a interacdo agua-polimero, diminui interacdes entre as
cadeias do polimero. As cadeias podem girar e aumenta gradualmente o raio de rotacéo
das cadeias poliméricas. Devido a esse processo, a difusdo e a liberacdo do farmaco
ocorrem na superficie. A erosdo gradual das cadeias poliméricas ocorre com maior
velocidade que a velocidade de inchamento, o que favorece a desintegracdo das
nanoparticulas (PEPPAS et al., 2000; LOPES; LOBO; COSTA, 2005; SALAZAR,
2015).
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Figura 8. Mecanismo de liberacao de farmaco em polimeros hidrofilicos.
Modificado de (LOPES; LOBO; COSTA, 2005).

2.9 NANOSISTEMAS DE LIBERACAO CONTROLADA

As nanoparticulas garantem uma cinética de liberacdo controlada, ou seja, uma
concentracdo constante de farmaco que pode ser liberada na faixa terapéutica. Este
processo impede a superacdo a faixa toxica e a decadéncia para nivel sub-terapéutico
(FIG.9) (MANADAS; PINA; VEIGA, 2002; KAMALY et al., 2016).
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Figura 9. Sistema de liberagéo controlada de farmacos. Modificado de
(MANADAS; PINA; VEIGA, 2002).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

Neste presente trabalho, para a preparacdo dos novos nanosistemas, foram
empregados os produtos abaixo relacionados:

a) Cloreto de ferro(l11) hexahidratado, FeCl; « 6H,O (Riedel-de Haen, Franca);

b) Sulfito de s6dio, Na,SO3 (Sigma-Aldrich, Japéo);

c) Hidroxido de amoénio, NH4OH (Fluka, Alemanha);

d) 25% solucdo aquosa de hidroxido de tetrametilamdnio, C4H13NO « 5H,0 (TMAOH)
(Aldrich, Alemanha, Japao);

e) Acido cloridrico, HCI (Sigma-Aldrich);

f) Poli(éxido de etileno)-poli(6xido de propileno)- poli(6xido de etileno) (PEO-PPO-
PEO) copolimero em bloco P188 (EO;50-PO30-EO150, My, 7.680-9.510, < 0.75 %
water, teor de oxietileno 79.9-83.7 %, pH 5.0-7.5 (2,5 % em solucdo)) - (Sigma-
Aldrich);

g) Metanol, CH;OH ( UN1230) - Tedia®;

h) Acetona, CH3COCH3 (UN1090-Tedia®);

i) Poli(L-co-D,L Acido Léctico-co-Trimetileno Carbonato) (70:30, 30% TMC, Mw
=200.000g/mol; Mn =95.820 g/mol (MOTTA, A. C. & DUEK, 2011); e

j) Finasterida USP (100201) — DEG Importacdo de Produtos Quimicos Ltda (S&o
Paulo, Brazil).

3.2 METODOS

A FIG.10 demonstra a metodologia empregada para o desenvolvimento dos novos
biomateriais nanoestruturados, tais como: nanoparticulas a base de PLDLA-co-TMC
encapsulando finasterida e nanoparticulas a base de PLDLA-co-TMC encapsulando

fluido magnético (magnetita funcionalizada com TAMOH).
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Figura 10. Fluxograma da metodologia empregada para o desenvolvimento das
nanoparticulas.

3.2.1 Sintese e funcionaliza¢do da magnetita: ferrofluido magnético

Amostras de nanoparticulas de FezO, foram obtidas pelo método de reducdo-
precipitacdo, seguindo o procedimento descrito na literatura (ANDRADE et al., 2012d).
A metodologia consistiu na adicdo de 5 mL de Na,SOs; (1 mol.L™") a 7,5 mL de
FeCls.6H,0 (2 mol.L™), previamente dissolvido em HCI (0,25 mol.L™). A solucdo foi
preparada em um frasco de fundo redondo com gargalo de 500 mL. A adicdo foi
realizada borbulhando gas N, para assegurar, tanto quanto possivel, uma atmosfera
quimicamente inerte. Logo apés a mistura de Fe* * e SO3%, a cor da solucdo mudou de
amarelo claro para vermelho e depois voltou para amarelo. A seguir, 200 mL de solucéo
de hidréxido de aménio a 0,5 mol L™ foram adicionados na solucdo sob agitacdo
vigorosa. A solucdo apresentou precipitados pretos. A suspensdo contendo o pé
precipitado foi centrifugada a 2000 rpm durante 3 min. O sobrenadante foi descartado.
Este procedimento foi repetido cinco vezes por redispersdo das massas resultantes em
agua destilada. O precipitado obtido foi identificado como “MAG”. As nanoparticulas
foram entdo tratadas para serem revestidas com hidroxido de tetrametilaménio
(TMAOQOH). Nesta fase, adicionou-se 1 mL de solugdo comercial de TMAOH a 25% em
quatro tubos de centrifuga contendo uma quantidade de massa Umida com cerca de 1 g

de p6 seco. As massas foram redispersas com uma haste de vidro fino até obter
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suspensdes homogeéneas. A seguir, as suspensdes foram secas para obter os pds finais. A
amostra tratada com TMAOH para obter as nanoparticulas revestidas na superficie foi
designada como “MAG1”.

3.2.2 Sintese das nanoparticulas hibridas

O método de deslocamento de solvente usado para obter as amostras de
nanoparticulas hibridas de PLDLA-co-TMC foi descrito por Fessi (BARICHELLO et
al., 1999). Diferentes quantidades volumétricas (0,25 mL, 0,5 mL e 1 mL) de
ferrofluido a base de magnetita/ TMAOH (MAG1) foram adicionadas em 7,5 mL de fase
aquosa (37,5 mg de PEO-PPO-PEO dissolvido em 7,5 mL de agua Millig). Em paralelo,
20 mg de PLDLA-co-TMC foram dissolvidos em 2,2 mL de acetona e 0,3 mL de
metanol (fase organica, interna). A seguir, a fase orgénica foi gotejada na fase aquosa
sob sonicacdo. Esta adicdo foi feita em um banho de gelo para evitar o
superaguecimento da solucdo coloidal. Em seguida, 2,5 mL de solvente organico foram
evaporados por rotavaporador, resultando em nanoparticulas suspensas em agua Millig.
As nanoparticulas nanohibridas com 0,25, 0,5 e 1 mL foram denominadas MAG1
(0,25), MAGL1 (0,5) e MAGL1 (1,0), respectivamente.

3.2.3 Sintese das nanoparticulas com finasterida encapsulada

O método de nanoprecipitacdo usado para obter as amostras de nanoparticulas
baseadas em PLDLA-co-TMC foi descrito por Fessi (BARICHELLO et al., 1999). A
fase aquosa ou externa (PEO-PPO-PEO (37,5 mg) e agua destilada (7,5 mL)) e a fase
organica ou interna (PLDLA-co-TMC (20 mg), acetona / metanol (2,2 mL / 0,3 mL) e
finasterida 1,3 mg) foram preparados. Simultaneamente, 2,5 ml da fase organica foram
vertidos em 7,5 ml da fase aquosa sob tratamento com ultra-som durante 10 minutos. A
solugcdo coloidal foi rotoevaporada para obter um volume total de 7,5 ml de

nanoparticulas suspensas em agua.

3.2.4 Caracterizacao
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3.2.4.1 Diametro hidrodinamico e indice de polidispersao determinados por

espalhamento dinamico de luz (DLS)

O espalhamento dindmico de luz foi obtido pelo aparelho Nanosizer Malvern® para
determinar a distribuicdo do diametro hidrodindmico médio e o indice de polidispersdo
(homogeneidade ou variéncia relativa dos diametros) nas amostras a 25 °C. Os indices
de refracdo média e da viscosidade considerados para a 4gua foram de 1,33 e 0,89 cP
(ou 0,89 mPa.s), respectivamente.

A carga elétrica da nuvem na interface superficial das nanoparticulas foi obtida pelo
aparelho Nanosizer Malvern®. Foram utilizados os valores prévios dos parametros pH,
indice de refracdo e didmetro hidrodindmico médio das nanoparticulas hibridas para

inclusdo no software do equipamento.

3.2.4.2 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A andlise de FTIR foi realizada com o espectrémetro Shimadzu. Nos ensaios foi
identificado as bandas caracteristicas dos materiais entre os comprimentos de onda de
400 e 4000 cm™. Para as anélises, as amostras foram trituradas com KBr, prensadas em

pastilhas e colocados no equipamento analitico.

3.2.4.3 Andlise termogravimétrica (TGA)

As curvas TGA das nanoparticulas foram obtidas com o analisador
termogravimétrico Mettler Toledo. Foram determinadas as temperaturas de estabilidade
do material de partida das fases intermediarias e dos compostos quimicos obtidos. As
condigdes experimentais utilizadas foram: taxa de aquecimento de 10 °C / min entre 25
°C e 600 °C; sob atmosfera dindmica de nitrogénio com vazdo de 80 mL / min e

cadinho de alumina aberto.

3.2.4.4 Espectroscopia de absorcdo atdmica (AAS)
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A analise qualitativa e quantitativa das concentracdes de Oxido de ferro das
nanoparticulas foi obtida com o emprego do espectrémetro de absorcao atdmica Hitachi
(Japdo), modelo Z-8230.

3.2.45 Magnetdmetro de amostra vibrante (VSM)

As curvas de magnetizacdo foram obtidas com 100 mg de cada amostra em um
magnetémetro vibratorio com um ima criogénico. A magnetizacdo de saturacdo foi
deduzida destes resultados de VSM. O equipamento usado foi o magnetometro de
amostra vibrante, marca LakeShore, modelo da série 7400.

3.2.4.6 Calorimetria de varredura diferencial (DSC)

As diferencas no fluxo de calor no interior da amostra e uma referéncia foram
medidas em funcdo da temperatura da amostra e submetidas ao controle de temperatura
para analise com o emprego do calorimetro de varredura diferencial Shimadzu DSC 50.

Cerca de 3,0 mg da amostra foram usadas em um cadinho de alumina. Foi usado
um fluxo de nitrogénio de 50 ml / min, com uma taxa de aquecimento de 10 °C / min e

faixa de aquecimento entre as temperaturas de 30 a 500 °C.

3.2.4.7 Difragéo de raios-X (XRD)

As possiveis estruturas cristalinas das nanoparticulas de polimero (componentes e
misturas) foram avaliadas por difracdo de raio-X. Empregou-se o difratdbmetro de raio-X
(Shimadzu — XRD - 7000), 40 kV, 30 mA, angulo de difracdo 20 entre 2 e 40°,

radiagdo CuKa como fonte de raios X e comprimento de onda de 1,5418 A.

3.2.4.8 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As morfologias das particulas foram caracterizadas com microscopio eletronico de
varredura de alta resolugdo com emissdo de elétrons por um canhdo de emissdo de
campo (MEV-FEG Modelo Quanta FEG 450 - FEI Company), WD 10,2 mm, 20.0 kV,
detectores SE.
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3.2.4.9 Eficiéncia de encapsulacédo da finasterida através do método por CLAE

Um sistema HPLC Waters Alliance foi utilizado com um modelo 2695, um detector
UV-vis de absorbancia dual A 2487 Waters e um detector (Waters, USA) para a
quantificacdo da finasterida. A separacdo cromatogréfica foi obtida isocraticamente a
temperatura ambiente com uma coluna Kromasil 100A C18 (4,6 x 150 mm; 5 um). A
fase movel consistiu de metanol e agua na razédo 70:30 (v/v) e foi realizada numa vazao
de 1 mL.min™ (SEGALL et al., 2002).0 eluente foi monitorizado durante 5 min a 240
nm com detector de UV para determinacgéo de finasterida.

Uma solucdo padrdo de finasterida foi preparada em metanol (200 pg/ mL),
posteriormente, seis diferentes diluicdes foram obtidas para a curva de linearidade (4,
20, 40, 80, 100, 200 pug / mL). Apos a analise de regressdo linear, a equagdo 1 (Y =
5400,5 X + 18831; R? = 0,99) foi utilizada para a quantificacdo do farmaco no
nanosistema.

A eficiéncia de encapsulacéo e a carga de farmaco foram calculadas de acordo com
as equacbes 2 e 3, respectivamente (SOUZA et al.,, 2015; NASEF; GARDOUH;
GHORAB, 2017b)(DE SOUZA et al., 2015; NASEF; GARDOUH; GHORAB, 2017a):

= Eficiéncia de encapsulamento (%) = (quantidade de finasterida determinada no

nanosistema polimérico (mg)/ quantidade de finasterida teoricamente adicionada
no nanositema polimérico (mg) x 100 (equation 2)
= 9 carga da finasterida = (massa da finasterida no nanosistema (mg)/ massa do

nanosistema liofilizado (mg)) x 100 (equation 3)

3.2.4.10 Ensaio de liberacdo acumulada da finasterida usando o método CLAE.

As nanoparticulas de finasterida foram inseridas em tubos de falcdo contendo 30
mL de tampdo fosfato (pH 7,4). Os tubos foram incubados a 25 °C num frasco de vidro
contendo uma solucdo de nipagina (agdo antiflingica (“Farmacopéia Brasileira 5% Edicdo
- 2010 - Anvisa”, )) sob uma agitacdo constante de 50 rpm (DE ABREU et al., 2016). A
cada tempo de amostragem foram coletados 30 mL do meio e adicionados 30 mL de
solucéo fresca para manter o volume constante. A quantidade de finasterida liberada por
difusdo foi determinada pelo método de CLAE, como descrito anteriormente, e 0s
resultados foram plotados em fungdo do tempo (horas) (SEGALL et al., 2002; DE
ABREU et al., 2016).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 NANOSISTEMA DE ENTREGA ORAL CONTROLADA DE
MEDICAMENTOS

41.1 FTIR

Através do espectro de absorgao na regido do infravermelho foi possivel determinar
as vibracdes moleculares de ligacGes associadas ao terpolimero (PLDLA-co-TMC),
PEO-PPO-PEO, finasterida, nanoparticulas em branco e nanoparticulas com finasterida.
Mostra-se na FIG. 11 os resultados obtidos.

Nos espectros de FTIR mostrados na FIG.11la foram identificados o0s picos
caracteristicos do PEO-PPO-PEO em 1343 (O-H) e 1110 (C-O) cm™ (VYAS et al.,
2009; SARITHA; SHASTRI, 2010; FOUSTERIS et al., 2013).

A presenca das bandas a 1753 cm™ (C=0), 1450 cm™ (CHs), 1380 cm™ (CH,),
1266 e 1081 cm™ (=C0), 1185 cm™ (COC), a 792 cm™ (CH), e a 753 cm™ (-CH,CH, de
TMC), caracterizaram os espectros do poli (L-co-D, acido lactico L-co-TMC) - FIG.11b
(MOTTA; DUEK, 2007; MAS et al., 2014).

Os sinais de absorcdo (FIG.11c) das nanoparticulas em branco foram atribuidos ao
PLDLA-co-TMC e ao PEO-PPO-PEO. No entanto, houve uma superposi¢do das bandas
do tensoativo com o terpolimero. Este resultado torna dificil saber se houve
deslocamento e desaparecimento de bandas. Deste modo, ndo ha como sugerir ligacdes
guimicas na amostra nanoparticula em branco.

O encapsulamento da finasterida pelas nanoparticulas de PEO-PPO-PEO-PLDLA-
co-TMC foi confirmado pelos picos caracteristicos do espectro a 1,668 cm™ (-C=0)
correspondentes aos grupos amida (-CONH;), além do espectro caracteristico do
terpolimero e do tensoativo (FIG. 11d, 111) (AHMED, 2016b). Portanto, este espectro
confirma a presenca do polimero as nanoparticulas contendo finasterida.

A literatura identifica a composi¢do da finasterida em grupos amida, cetona e
alquila. No presente trabalho, o espectro da finasterida apresentou sinais caracteristicos
em 1,668 cm™ (-C=0) e 1,598 cm™ (-NH,) correspondentes aos dois grupos de amida (-
CONH,). E os espectros 1.385 e 1.365 cm™ correspondendo ao grupo terc-butila (—
C(CHs)s3), conforme FIG. 11e (ISLAM; ARNOLD; PADHYE, 2015; AHMED, 2016c).
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Figura 11. Espectro infravermelho das amostras: a) PEO-PPO-PEOQ, b)
terpolimero (PLDLA-co-TMC), ¢) nanoparticula em branco, d) nanoparticula com
finasterida, e) finasterida e I) correspondente sinal ampliado.

412 TGA

A analise termogravimétrica (FIG. 12) foi realizada para investigar as
propriedades térmicas de PLDLA-co-TMC, de PEO-PPO-PEQ; das nanoparticulas em

branco, e finasterida e das nanoparticulas com finasterida.
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Mostra-se na FIG. 12a os perfis tipicos de degradacao térmica para o terpolimero
PLDLA-co-TMC, o qual tem uma regido Unica de perda de peso em torno de 97,6 %,
comecando em cerca de 280 °C até 370 °C. Essa perda de massa de terpolimero esta
associada a degradacao dos constituintes L / D, L-lactido-PLDLA (PDLLA e PLLA) e
carbonato de trimetileno-TMC (PEZZIN; ZAVAGLIA; DUEK, 2002; DE PAULA;
MANO, 2012; MESSIAS et al.,, 2014b; MOTTA,; DUEK, 2014; BAROUTI et al.,
2016).

O PEO-PPO-PEO apresenta um Unico estagio de perda de peso (97,1 %) atribuido
a decomposicdo térmica, iniciando em torno de 215 °C e continua até 415 °C (FIG.
12b). Os constituintes da degradacdo estdo associados a copolimeros em blocos
anfifilicos (unidades PEO, poli (6xido de etileno) e unidades PPO, poli (6xido de
propileno)) (ALMEIDA et al., 2018).

Mostra-se na FIG. 12c os perfis tipicos de degradacdo térmica das nanoparticulas
em branco. Pode-se observador a presenca de duas regides principais de perda de peso.
Cada degrau indica a combustdo de um novo componente nos copolimeros. As zonas de
combustdo de 204,7 °C até 314,0 °C e 314 °C até 409 °C (54,0 %) foram atribuidas as
partes dos copolimeros PLDLA-co-TMC e PEO-PPO-PEO, respectivamente. Estes
resultados confirmaram ainda mais a sintese bem-sucedida da nanoparticula em branco
(FIG. 12c).

As curvas de TGA da finasterida apresentaram uma faixa de temperatura de 264,2
°C a 387,3 °C, que corresponde a perda de massa de 93,7% atribuida aos constituintes
amida, cetona e grupo alquila (AHMED, 2016d).

As nanoparticulas com finasterida apresentaram dois estagios de perda de peso.
Inicialmente, ocorre a perda de peso gradual de 39,1% entre 187,7 e 296,8 °C, que pode
ser atribuido ao terpolimero. A seguir, entre 296,8 a 403,6 °C ocorre nova perda de
massa, a qual pode ser atribuido a decomposicao de finasterida e PEO-PPO-PEO. A
temperatura inicial de decomposi¢do do tensoativo na nanoparticula em branco e de
aproximadamente 320°C. Nas nanoparticulas com finasterida, a temperatura decorrente
a decomposi¢do da PEO-PPO-PEQO ¢é menor e a perda de massa ocorre rapidamente.
Esse comportamento pode ser devido ao enxerto de moléculas em uma cadeia
polimérica que permite reduzir a estabilidade térmica com a incorporagéo de alguma
juncéo fraca na estrutura do polimero ou mudancas no residuo carbonado. Dados da
literatura citam que os maiores residuos estdo associados com aumento dos rendimentos
de enxerto (TUKULULA et al., 2015). Este resultado corrobora o resultado de FTIR
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(FIG.11e), pois confirma o encapsulamento da finasterida pela nanoparticula e sua

influéncia na cadeia polimérica constituinte da nanoparticula.
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Figura 12. Curva de TGA das amostras: (a) polimero (PLDLA-co-TMC), (b) PEO-
PPO-PEO, (c) particula em branco, (d) finasterida e €) nanoparticulas com
finasterida.

4.1.3 DSC

As curvas obtidas dos termogramas obtidas pela analise por calorimetria de
varredura diferencial de PLDLA-co-TMC, finasterida, PEO-PPO-PEQ, nanoparticulas
em branco e nanoparticulas com finasterida sdo mostradas na FIG.13.

As curvas de DSC do terpolimero apresentam um pico endotérmico a 50 ° C que
corresponde a temperatura de transicdo vitrea (50 °C) (FIG.13a). A maior flexibilidade
da membrana de PLDLA-TMC devido & presenca de unidades de TMC na cadeia
polimérica, refletiu na diminuicdio em 50°C no valor de Tg apresentado pelo
terpolimero, quando comparado ao PLDLA (de 58 °C) estudado por Motta (MOTTA,
DUEK, 2007).

O DSC foi realizado para explorar as mudancas fisicas ocorridas no farmaco apos
0 processamento para obter as nanoparticulas. Mostra-se na FIG.13.b) que a finasterida
tem um pico endotérmico acentuado a 258,9 °C, indicando sua cristalinidade (FRELEK

et al., 2014). O pico de fusdo da finasterida néo foi identificado no termograma DSC
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das nanoparticulas em branco e nas nanoparticulas com finasterida. Este resultado
indica a auséncia do estado cristalino do farmaco no desenvolvimento do sistema de
liberacdo (FIG’s. 13b e 13e)). Ou seja, durante o processamento das nanoparticulas, o
polimero inibiu a recristalizacdo do farmaco. Resultados semelhantes sdo citados na
literatura (RICCI-JUNIOR, 2011). A auséncia deste pico nas particulas carregadas com
finasterida sugere que o farmaco é molecularmente disperso em sua forma amorfa
(PARHIZKAR et al., 2016). A FIG.13.b demonstra um sinal caracteristico da perda de
agua proximo a 50°C.

Na analise dos resultados do PEO-PPO-PEO observou-se a presenca do pico
endotérmico Unico proeminente em torno de 54,6 °C, correspondendo ao seu ponto de
fusdo e cristalinidade (XIE et al.,, 2009). As nanoparticulas em branco e as
nanoparticulas com finasterida exibiram o ponto de fusdo do PEO-PPO-PEO com um
pequeno deslocamento. Este deslocamento sugere uma interacdo entre o terpolimero e o
PEO-PPO-PEO, no caso das particulas iniciais entre a finasterida e a nanoparticula em
branco, conforme indicado pela literatura. Resultados semelhantes sdo encontrados na
literatura (RICCI-JUNIOR, 2011), o qual utilizam nanoparticulas.

Os termogramas DSC das nanoparticulas em branco sugerem que a diminuicao na
temperatura de fusdo (53,3 °C) foi influenciada pela mistura fisica entre PLDLA-co-
TMC e PEO-PPO-PEO. Este comportamento pode ser justificado pelas reacdes de
enxerto ou conjugacdo em polimeros. Além disso, a presenca de moléculas ligadas ao
polimero poderia promover um leve movimento das cadeias poliméricas devido ao
aumento do volume livre, que poderia ser refletido na Tg (ELSAYED; ABDELBARY;
ELSHAFEEY, 2014).
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Figura 13. Perfis termogravimétricos de a) PLDLA-co-TMC, b) finasterida, c)
PEO-PPO-PEO, d) nanoparticulas brancas e e) nanoparticulas com finasterida.
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414 DLS

Mostra-se na TAB.1 as caracteristicas das nanoparticulas preparadas no presente
trabalho.

O método de deslocamento do solvente produziu nanoparticulas em branco
(concentracdo de suspenséo de 5,6 + 0,4 mg / mL; massa recuperada de 41,8 + 2,8 mg;
rendimento de 71,1 £ 3,0) e nanoparticulas carregadas com finasterida (concentracdo de
suspensdo de 4,3 + 0,05 mg / mL; massa de recuperado de 32,4 + 0,4 mg, rendimento de
55,1 £ 0,6), unimodal e dentro da faixa de diametro hidrodindmico. Entre os maiores
volumes das distribuicdes de tamanho, as nanoparticulas brancas e as nanoparticulas
carregadas com finasterida apresentaram tamanho médio de nanoparticulas de 210,5 +
1,4 nm (21,0 % em volume; Pdl 0,2 + 0,01 - dispersdo monodispersa) e 255,9 + 0,6 nm
(14,8 % em volume; Pdl 0,1 £ 0,01 - dispersdo monodispersa), respectivamente
(TAB.1; FIG. 14).

O aumento na quantidade de farmacos e a alta massa molar do polimero podem
aumentar os diametros hidrodindmicos médios e a eficiéncia de encapsulamento das
nanoparticulas (GALINDO-RODRIGUEZ et al., 2004; KHAYATA et al., 2012;
MILADI et al., 2016b). Este efeito pode ser atribuido ao aumento da viscosidade da fase
organica que limita a sua dispersdo a fase aquosa (AWOTWE-OTOO et al., 2012;
KHAYATA et al., 2012). De modo geral, a adi¢do da massa do farmaco no processo de
obtencdo das nanoparticulas promove o aumento dos diametros hidrodindmicos e,
consequentemente, obtém-se a presenca do farmaco encapsulado (SOUTO;
SEVERINO; SANTANA, 2012).

Comparando as duas nanoparticulas (TAB.1), as nanoparticulas carregadas com
finasterida apresentaram aumento no tamanho de 21,6 % em compara¢do com a
nanoparticula em branco.

O indice de polidispersdo das nanoparticulas esta associado ao diametro
hidrodinamico meédio das nanoparticulas, ao indice de refracdo do solvente, ao angulo
de medicdo do equipamento e a variacdo da distribuicdo (GAUMET et al., 2008b; DE
ABREU et al., 2016). Dada a dispersao estreita do tamanho das nanoparticulas (indice
de polidispersdo abaixo de 0,3), as nanoparticulas em branco e as nanoparticulas
carregadas com finasterida apresentaram monodispersdo (indice de polidispersividade
abaixo de 0,2) (TAB.1) (GUI et al., 2010). A monodispersdo sugere uma uniformidade
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no diametro hidrodindmico, o que indica a qualidade de processamento das
nanoparticulas para serem utilizadas em aplica¢des biomeédicas de interesse.

Ambas as nanoparticulas tém potenciais negativos que podem ser atribuidos aos
grupos carboxila dos poliésteres (PLDLA-co-TMC) e os copolimeros de éxidos de
etileno e propileno (PEO-PPO-PEO) (TAB.1) (SCHAFFAZICK et al.,, 2003). As
nanoparticulas com finasterida exibiram menor potencial zeta (maior em moédulo) (-19,0
+ 6,0; pH 5,3 £ 0,17) do que as nanoparticulas brancas (-17,0 £ 4,0; pH 5,5 + 0,11)
(TAB.1). Este resultado é atribuido a carga superficial de nanoparticulas que podem
sofrer adsorcdo seletiva de grupos hidroxila que compdem a estrutura da finasterida
(PUBCHEM, ; USKOKOVIC, 2012). Além disso, sabe-se que a finasterida é é&cida
(ALVAREZ-LUEJE et al., 2008; KURT CUCU; ARSLAN; KARADERI, 2016), tem
solubilidade limitada em agua e pode sofrer ionizacdo a qual implica em diminuir o pH
da solucdo coloidal e promover uma diminuicao estreita do potencial zeta no sistema.
Caso semelhante foi reportado na literatura (RICCI-JUNIOR, 2011).

De acordo com Miladi (MILADI et al., 2016b), a massa molar ndo otimizada do
polimero pode produzir baixo rendimento de nanoparticulas devido a precipitacdo como
agregados. Com base nos dados apresentados na TAB.1, os rendimentos experimentais
de nanoparticulas em branco e nanoparticulas carregadas com finasterida demonstram
71,1 + 3,0% e 55,1 £ 0,6%, respectivamente. A finasterida reduziu ainda mais o

rendimento das nanoparticulas.
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Figura 14. Distribui¢do do tamanho das nanoparticulas em fungéo do volume
hidrodinamico (%0).
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Tabela 1. Caracteristicas das nanoparticulas.

F Z-Av (nm) Pdl ZP (mV) | pH (n=3) | Carga Fin (%) | EE (%) R (%)

NP 2105+1.4 | 0.240,01 | -17.0+4.0 55011 - - 71.1+#3.0
Branca

NP 2559+06 | 0.1+0,01 | -19.0+6.0  5.3+0,17 3.9+0.04 96,24¢0.0 = 55.1+0.6

FIN

* Formulacdes (F); tamanho médio Z (Z-Av); indice de polidispersividade (Pdl); potencial zeta (ZP);
eficiéncia de encapsulamento (EE); carga de finasterida (carga de fin); nanoparticula em branco ou vazia (NP
Branca); nanoparticula com finasterida (NP FIN); rendimento (R). Média + desvio padrédo (n = 3).

415 MEV-FEG

Nas imagens obtidas por microscopia eletrdnica de varredura (FIG.15) foi possivel
observar que as nanoparticulas em branco e as nanoparticulas carregadas com
finasterida apresentam forma esférica e pequena monodispersdo. Ambas as amostras
ndo exibiram aglomeracdo de polimeros ou particulas. O tamanho observado das
particulas no MEV-FEG foi equivalente aos medidos por DLS para as nanoparticulas
em branco. No entanto, é possivel que as nanoparticulas com finasterida tenham sido
analisadas em uma faixa submicron devido a aleatoriedade da gota de suspensdo
analisada. A literatura atribui esta diferenca a possibilidade de encolhimento da
nanoparticula durante o preparo da amostra para a microscopia (HAN et al., 2016).
Mesmo assim, é possivel observar que 0 método de deslocamento de solvente produziu
nanoparticulas abaixo de 100 nm. E importante salientar também que as amostras
analisadas no MEV-FEG foram liofilizadas e as analisadas por DLS estavam em

ambiente hidrodinamico.

39



92,31 nm

i

m
2439 ™ m
s 73.01 nm

-
HY | WD  HFW vacMode mode —— 5pm——— mag det HV WO 3 ym
20.00 kV10.2 mm 19.9 um ESEM _ SE  Quanta FEG 450 C 0 30 000 x GSED 20.00 k. 10.21 uanta FEG 450 CENANO

Figura 15. Micrografias das nanoparticulas em branco a) e com finasterida b).

4.1.6 CLAE

Com base na equacdo 1 da curva de calibracdo (FIG.16) foi possivel calcular as
nanoparticulas carregadas com finasterida (concentracdo de finasterida - 6,67 pg / mL).
As particulas apresentaram carga da finasterida e eficiéncia de encapsulamento de 3,9 +
0,04 % e 96,2 + 0,0 %, respectivamente (TAB.1).

O meio de carregamento de finasterida em relacdo a massa de nanoparticulas
recuperadas (32,4 = 0,4 mg), ou massa liofilizada, foi de 3,9 % (1,25 mg) corresponde a
finasterida. Enquanto a eficiéncia de encapsulamento significa que, considerando 1,3
mg da massa inicial tedrica de finasterida, 96,1 % (1,25 mg) foram encapsulados pela
nanoparticula carregada com finasterida e 3,9 % (0,05 mg) da finasterida permaneceram

livres.
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Figura 16. Curva de calibracéo da finasterida no método CLAE.
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A taxa de liberacdo controlada do farmaco pela nanoparticula depende da
solubilidade do farmaco, da adsorcao superficial ou da droga acoplada, da difusdo do
farmaco, erosdo ou degradacdo no nanocarreador, do mecanismo de erosao e difusao.
Além destes parametros influenciam o diametro hidrodindmico e método de obtencéo
das nanoparticulas. A liberagéo rapida e / ou lenta do farmaco esté associada a adsor¢éo
ao redor da superficie de particulas menores ou ao encapsulamento em particulas
maiores, respectivamente (AGUILAR, 2012).

A ligacdo covalente entre o farmaco e a nanoparticula pode controlar o
mecanismo de liberacdo pela difusdo de farmaco-nanoparticula. No entanto, se houver
apenas encapsulamento, haverd apenas a difusdo do farmaco mediada pelos
constituintes internos da nanoparticula (AGUILAR, 2012).

O perfil de libertacdo das nanoparticulas carregadas com finasterida em solugédo
salina tamponada com fosfato (PBS) pH 7,4 a 39 °C € apresentado na FIG.17. A
quantidade de farmaco liberada foi determinada durante 24 horas. Estudo de liberagao
in vitro demonstrou que as nanoparticulas carregadas de finasterida liberaram cerca de
50 % do farmaco nas primeiras 24 horas, ou seja, houve uma liberacdo controlada do
farmaco neste periodo inicial. Apods este intervalo de tempo, ndo foi observada uma
continuacdo da liberagdo acumulada do farmaco. Este resultado € interessante visto que
foi observada uma liberacdo crescente do farmaco durante 24 horas, periodo no qual as

nanoparticulas estariam circulando no organismo (PRESS, 2016).
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Figura 17. Percentual de liberacdo acumulada das nanoparticulas carregadas com
finasteridas (n=3).
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4.2 NANOSISTEMAS HIBRIDOS

421 FTIR

A composicdo das nanoparticulas hibridas foi confirmada pelos resultados das
vibragcbes moleculares dos espectros na regidao do infravermelho. Os espectros de
infravermelho do polimero (PLDLA-co-TMC), PEO-PPO-PEO e nanoparticulas em
branco sdo mostrados na FIG.19. Os espectros de infravermelho das amostras MAG,
MAG1, MAG1 (0,25), MAGL1 (0,5) e MAGL (1,0) sdo mostrados na FIG.19.

O espectro do polimero (PLDLA-co-TMC) (FIG.18a) apresentou bandas a 1753
cm™ (C=0 stretching no grupo éster), 1450 cm™ (CHs bending), 1380 cm™ (CH,
wagging), 1266 e 1081 cm™ (=C-O stretching), 1185 cm™ (COC), a 792 cm™ (C-H) e a
753 cm™ (-CH,CH,- de TMC) (MOTTA; DUEK, 2007; MAS et al., 2014).

Os espectros de FTIR (FIG.18b) apresentaram 0s picos caracteristicos do
tensoativo em 1343 e 1110 cm™ que sdo devido ao stretching dos grupos O-H e C-O,
respectivamente (VYAS et al., 2009; SARITHA; SHASTRI, 2010; FOUSTERIS et al.,
2013).

O espectro da nanoparticula em branco (FIG.18c) apresentou sinais de absorcéo
atribuidos ao PLDLA-co-TMC e ao PEP-PPO-PEOQ. Isso sugere indicar a auséncia de
interacdo quimica entre o polimero e 0 PEP-PPO-PEQ das nanoparticulas.

Intensidade [ a.u.

2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
Comprimento de onda (cm™)

Figura 18. Espectro de infravermelho das amostras: a) PLDLA-co-TMC, b) PEO-
PPO-PEO e c) nanoparticula em branco.
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As amostras MAG e MAGL1 (FIG’s.19b, 19c) apresentaram uma banda de
absorcéo a 581 cm™, associada as vibracées moleculares de stretching de Fe-O (PARK
etal., 2011; HARJANTO et al., 2013). Nos espectros de infravermelho de MAG1, uma
faixa de absorcdo a 977 cm™ foi atribuida ao modo vibracional assimétrico (C-N) do
TMAOH que é geralmente observado no dominio 900-1000 cm™ (ANDRADE et al.,
2012c).

Os espectros do FTIR das nanoparticulas de hibridos [MAGL1 (0,25), MAGL1 (0,5)
e MAGL (1,0)] demonstraram que as bandas de Fe-O a 580 cm™ alargaram e a
intensidade da banda 977 cm™ diminuiu (FIG’s.19d,19¢,19f). Estas amostras também
apresentaram bandas caracteristicas do terpolimero. Isto sugere a presenca do
terpolimero nas nanoparticulas hibridas (KOMATSU et al., 2017), além de confirmar a
utilidade do método de deslocamento de solvente no revestimento das nanoparticulas
magnéticas. Apesar disso, algumas bandas associadas a C-O da amostra de polimero
(1116 cm™ e 1280 cm™) sdo deslocadas nas amostras hibridas (1110 cm™ e 1255 cm™).
Portanto, é evidente que existe uma interacdo intermolecular entre os grupos doadores
de protons (—O e N) de MAGL1 e os grupos de aceitacdo de protons (C-O) nos polimeros
(KOMATSU et al., 2017; NA ’ANMAN et al., 2017). Simultaneamente, sinais em 842
cm? (C-H), 792 cm™, and (C-H) 753 cm™ (-CH,CH,-) associados ao polimero
decresceram a medida que a quantidade de magnetita aumentou nas nanoparticulas
hibridas. Considerando que a MAGL1 (1,0) possui a menor massa de revestimento e
maior concentracdo de magnetita, a auséncia do sinal pode ser um indicativo de que o
namero de ligacbes CH disponiveis no terpolimero foi reduzido para compensar a maior
quantidade de ligagcbes MAGL1.

Através das caracteristicas espectrais das nanoparticulas hibridas, pode-se concluir
que o terpolimero foi combinado com sucesso as nanoparticulas magnéticas, criando

hibridos funcionais da magnetita com o PLDLA-co-TMC.
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Figura 19. Espectro infravermelho das amostras: a) nanoparticulas em branco, b)
MAG, ¢) MAG1, d) MAG1 (0,25), &) MAG1 (0,5) e f) MAGL1 (1,0).

422 DRX

Mostra-se na FIG.20 os padrédo de difracdo de raios X (DRX) das nanoparticulas de
magnetita sintetizadas e nanoparticulas incorporadas no PLDLA-co-TMC, MAG1
(0,25), MAGL1 (0,5) e MAG1 (1,0).

Pode-se observar que as nanoparticulas de magnetita sintetizadas possuem estrutura
cristalina com a presenca de picos pontiagudos em 26 = 30,0°, 35,4°, 43,0°, 53,4°,
56,9°, and 62,5°, correspondentes a difracdo dos planos de cristal de magnetite de (220),
(311), (400), (422), (511) e (440) (cartdo ICDD # 19-0629). O padrdo DRX do
composito de co-polimero com nano Fe;O, encapsulado exibe os mesmos picos de
magnetita. Como esperado, as intensidades dos picos de reflexdo nesses padrbes de
difracdo de raios X para a amostra MAG1 (0,25) séo em geral menores do que para a
amostra MAGL1 (0,5), que por sua vez sao menores gque para a amostra MAGL1 (1,0).

Levando em consideracdo a limitagdo da técnica de difracdo, ndo foi observado
nenhum pico de reflexdo nitido devido a outra fase cristalina que poderia ocorrer como
impureza. Indicativo que os produtos finais eram puros o suficiente, desse ponto de

vista, consistindo essencialmente em 6xido de ferro magnético.
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423 TGA

Mostra-se na FIG.21 os resultados das andlises termogravimétricas (TGA) do
polimero (PLDLA-co-TMC), PEO-PPO-PEO, nanoparticula em branco, MAG1, MAG1
(0,25), MAG1 (0,5 e MAG1 (1,0). A TGA do hidréxido de tetrametilamdnio
(TMAOH) ndo foi realizada porque ja é conhecida na literatura (TANCZOS et al.,
2003). A partir destes resultados, o teor da magnetita foi determinado. Os termogramas
obtidos também sdo Uteis na deteccdo de qualquer interacdo polimero-magnetita no
interior da rede polimérica das nanoparticulas.

A curva TG do polimero (FIG.21a) mostra que houve perda de massa (cerca de
97,6 %), comecando em 280 °C e terminando em 370 °C. Esta € uma perda de massa
caracteristica do terpolimero, que esta associada a degradacdo dos constituintes L / D,
L-lactido - PLDLA (PDLLA e PLLA) e carbonato de trimetileno — TMC (PEZZIN;
ZAVAGLIA; DUEK, 2002; DE PAULA; MANO, 2012; MESSIAS et al., 2014b;
MOTTA,; DUEK, 2014; BAROUTI et al., 2016).

Com base nas curvas térmicas para PEO-PPO-PEO (FIG. 21b) foi possivel
constatar uma perda de massa de 97,1 %, comegando em cerca de 215 °C e continua até

415 °C. Os constituintes da degradacdo estdo associados a copolimeros em blocos
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anfifilicos constituidos por unidades de PEO, poli (6xido de etileno), e unidades PPO,
poli (6xido de propileno) (ALMEIDA et al., 2018).

Na FIG.21c mostra-se a analise termogravimétrica da nanoparticula em branco na
qual hd uma perda de massa de cerca de 39,0 % (entre 204,7 e 314 °C) e outra entre 314
e 409 °C (54,0 %). A primeira perda de massa pode estar associada ao PLDLA-co-
TMC, enquanto a segunda pode ser atribuida ao PEO-PPO-PEOQ.

A curva TG da amostra MAG1 (FIG.21d) mostra uma perda de massa de cerca de
13,0 % atribuida a evaporacdo da agua residual (entre 24 e 110 °C), e outra entre 150 a
220 ° C (11,5 %). Sabe-se que o TMAOH perde a sua agua de cristalizagéo até cerca de
120 °C (TANCZOS et al., 2003). Sua principal degradacéo ocorre a 130 - 150 °C, que
produz trimetilamina (TMA), metanol e dimetilamina (DMA). Uma segunda perda de
peso ocorre cerca de 180 °C a 190 °C. Segundo a literatura (TANCZOS et al., 2003),
nestas decomposicdes foram detectados TMA, DMA e didxido de carbono. O dioxido
de carbono é originario do carbonato de tetrametilaménio (TMAC). Os valores de
temperatura encontrados na amostra MAG1 foram maiores que os encontrados na
literatura para TMAOH. Isso pode sugerir uma ligacdo quimica entre magnetita e
TMAOH. Como as principais perdas de massa da amostra MAG1 devem estar
relacionadas a 4&gua e TMAOH, os resultados indicam que a amostra MAG1 contém
cerca de 75 % em peso de magnetita.

De acordo com as FIG.s 21e, 21f e 21g, as curvas térmicas das amostras MAG1
(0,25), MAGL1 (0,5) e MAGL (1,0) revelaram duas perdas de massa entre 160 e 420 °C.
Uma primeira entre 160 e 260 °C esta relacionada a TMAOH, e a segunda perda de
massa, entre 260 e 420 °C relacionada ao polimero.

Da andlise da curva TGA, podemos observar que as amostras MAG1 (0,25), MAG1
(0,5) e MAGL1 (1,0) contém aproximadamente 7, 16 e 39 % de magnetita. Ou seja, a
amostra MAG1 (1,0) contém aproximadamente 2,3 vezes a mais 6xido de ferro do que a
amostra MAG1 (0,5), que contém cerca de 2,4 vezes mais oxido de ferro do que a
amostra MAG1 (0,25), correspondendo bem ao valor esperado. Comparado com a
guantidade de magnetita adicionada, foi mostrado que a maior parte da magnetita foi
absorvida no polimero.

Considerando que a primeira perda, até 260 °C seja devido ao TMAOH, as
amostras hibridas deverdo ter, aproximadamente 70,8, 55,6, e 44,7 % de polimero
(amostras MAG1 (0,25), MAG1 (0,50), e MAG1 (1,0), respectivamente).
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E interessante observar nessas amostras que, aparentemente, a perda de massa
relacionada ao TMAOH, na amostra MAG1, que iniciou em cerca de 150 °C, se
deslocou para 160 °C nas amostras hibridas. J& o pico do polimero, que iniciou sua
degradacdo em 280 °C (FIG.21a), aparentemente se deslocou para 260 °C nas amostras
hibridas. Esses deslocamentos podem indicar ligacdo quimica entre a magnetita e o
TMAOH, e entre o polimero e a magnetita revestida por TMAOH.

Portanto, a caracterizacdo da TGA permitiu confirma o revestimento de magnetita
com polimero e indicou haver uma conexdo entre o polimero e a magnetita. Além disso,
permitiu estimar a composicdo relativa do terpolimero e da massa de éxido de ferro,

avaliando a perda de massa pelo monitoramento de uma faixa de temperatura.
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Figura 21. Curva de TGA (mg X °C) das amostras: (a) terpolimero (PLDLA-co-
TMC), (b) copolimero em bloco (PEO-PPO-PEOQ), (c) particula em branco, (d)
mag1l, (e) magl (0,25), (f) magl (0,5) e (g) magl (1,0).

4.2.4 DSC

Os termogramas de calorimetria de varredura diferencial das amostras sdo
mostrados na FIG.22. As curvas obtidas do polimero aparentemente ndo mostram
transformacdes. Aumentando os dados da curva préximo a 50 °C, podemos observar o
pico endotérmico que corresponde a temperatura de transicdo vitrea (Tg) (50 °C) — FIG.
22a. A maior flexibilidade apresentada pela membrana de PLDLA-TMC, em fungéo da
presenca das unidades de TMC na cadeia polimérica, se reflete na ligeira queda no valor
de Tg apresentado pelo terpolimero, 50 °C, se comparado ao PLDLA (de 58 °C)
estudado por Motta (MONTEIRO, 2007).

PEO-PPO-PEO (FIG.22b) mostrou o pico endotérmico Unico proeminente a

aproximadamente 54,6 °C, correspondendo ao seu ponto de fusdo e natureza cristalina
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(XIE et al., 2009). As nanoparticulas brancas e as nanoparticulas hibridas também
exibem o ponto de fusdo do PEO-PPO-PEO com um pequeno deslocamento.

No caso das nanoparticulas em branco, os termogramas de DSC sugerem que a
alteracdo no comportamento de fuséo foi influenciada pela incorporacdo de PLDLA-co-
TMC em PEO-PPO-PEO, que evidenciou uma diminuicdo na temperatura de fusdo
(Tm) para 53,3 °C. Esta reducdo na temperatura de fusdo também foi observada com
uma proporcdo inversa ao teor de magnetita nas nanoparticulas hibridas, ou seja, o
aumento da magnetita / TMAOH (0,25mL->0,5mL->1,0mL) promoveu uma
diminuicdo na temperatura (50.7°C—>46.6°C->46.4°C), respectivamente. A mudanca no
comportamento de fusdo do nanocompdsito confirma a interacdo entre os grupos
polares de copolimero e a unidade polar de particulas de magnetita (P; RAMESAN,
2014), como confirmado pelo FTIR e corroborado no TGA. Assim, nota-se que a
incorporacdo de PLDLA-co-TMC em PEO-PPO-PEO e magnetita / TMAOH nas
nanoparticulas em branco sugerem ter aumentado a flexibilidade das nanoparticulas em
branco e nanoparticulas hibridas, respectivamente. Sendo assim, este resultado
promoveu a mobilidade da cadeia macromolecular do PEO-PPO-PEO.

O fato das seguintes amostras MAGL1 (0,5) e MAGL1 (1,0) apresentarem uma
diferenca de 50 % de fluidos magnéticos, hipoteticamente encapsulados, e por
apresentarem similaridade nas temperaturas de fusdo sugerem que as duas
nanoparticulas alcancaram volumes percentuais maximos e similares de encapsulamento

de magnetita nas nanoparticulas.
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Figura 22. Curva DSC das amostras: (a) polimero (PLDLA-co-TMC), (b) PEO-
PPP-PEO, (c) nanoparticula em branco, (d) MAGL, (¢) MAGL1 (0,25), (f) MAG1
(0,5) e (9) MAG1 (1,0).

4.2.5 AAS

A espectroscopia de absorcdo atdbmica (AAS) permitiu determinar a concentracdo
de nanoparticulas de 6xido de ferro nas solugdes coloidais. Assim, de acordo com a
TAB.2, observou-se que a maior concentracdo de magnetita foi proveniente da
suspensdo da amostra MAG1 (1,0). Este resultado esta de acordo com a analise térmica
da FIG. 21g em que sugere uma maior massa residual de magnetita para esta amostra. A
razdo de 6xido de ferro entre as amostras MAGL1 (1) e MAG1 (0,5), de acordo com a
absorcdo atébmica, foi de aproximadamente 1,2 vezes, enquanto que uma relagdo entre
as amostras MAG1 (0,5) e MAGL1 (0,25) foi de aproximadamente 1,5 vezes. Esses
valores sdo um pouco menores do que os observados pela analise térmica. No entanto,
conforme o esperado, o teor de magnetita das nanoparticulas hibridas aumentou

significativamente com o0 aumento da razao de peso magnetita: polimero.
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Tabela 2. Concentracédo de magnetita em nanoparticulas hibridas.

MAG1.(0,25 mL) MAGL1.(0,5 mL) MAG1.(1,0 mL)
Concentragéo 94,2 139,1 167,3
(Mg/mL)
4.2.6 DLS

A quantidade de nanoparticulas de magnetita é um fator importante que pode afetar
o diametro médio, o indice de polidispersdo e o potencial zeta, mas ha pouca
informacao disponivel sobre seu efeito no tamanho e na morfologia das nanoparticulas
compostas. A fim de determinar a quantidade adequada de magnetita na preparacdo de
nanoparticulas hibridas, trés diferentes formulacGes foram testadas.

As caracteristicas (tamanho médio e distribuicdo de tamanho do polimero, indice de
polidispersdo (Pdl), potencial zeta e conteddo de magnetita) das amostras de
nanoparticula em branco, nanoparticulas hibridas e MAG1 sédo mostradas na TAB.3.

A distribuicdo de tamanho (TAB.3 e FIG.23) das amostras de nanoparticulas em
branco, MAG1, MAG1 (0,25) e MAG1 (0,5) foi monomodal, enquanto que a amostra
MAGL1 (1,0) foi bimodal. Observa-se que o diametro médio das particulas de diferentes
amostras de nanohibridas diminui com o aumento da quantidade de Fe;O,. Esta é a
mesma tendéncia relatada por Xie et al. (XIE et al., 2003). A diminui¢cdo do tamanho
das particulas do polimero com o aumento na quantidade de Fe;O4 pode ser associado
ao fato de que a quantidade de Fe3O4 tem proporcionalidade direta com o nimero de
minigotas ou locais de nucleacdo. A intensidade acustica em misturas liquidas é
aumentada com o aumento do ndmero de particulas (TUZIUTI et al., 2004) e isso
afetard o processo de fissdo / fusdo. Ou seja, o fendbmeno de fissdo, gerado a partir da
ultra-sonicacéo, causa a diminui¢do do tamanho da minigota e tem maior efeito sobre o
processo de fusdo. Isso resultard em uma diminuicdo geral no tamanho da minigota.

O aumento no tamanho de particula de MAG1 (1,0) provavelmente vem da
auséncia de condigdes otimizadas para a estabilizacdo. O aumento na quantidade de
Fe304 ndo s6 resulta em maior nimero de particulas, mas também faz com que as
particulas se tornem maiores. Isso significa que mais particulas de Fe3O4 entrariam no
mondmero minigotas para causar esse aumento. Nota-se que 0 aumento na quantidade

de Fe;O,4 sem alterar a concentracao do surfactante faz com que o tamanho da particula
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seja aumentado. Por outro lado, o aumento significativo da concentracdo de surfactante
faz com que as goticulas se tornem menores a ponto de ndo permitir a fécil dispersao
das particulas de Fe;O4 nas goticulas de monémero ou a ponto de expulsar as particulas
previamente dispersas. Conclui-se que a variacdo no teor de magnetita deve ser
fornecida com a mudanca na formulacgéo para ter sistemas nanohibridos monodispersos.
NOs apenas mudamos o contetdo de magnetita, mantendo todos 0s componentes
constantes. E claro que ha um relatorio sobre a variagdo do teor de magnetita em uma
formulacdo constante (SHULAI LU, 2006). Estes resultados indicam que, com maiores
cargas de Fe3Q4, a dificuldade de encapsulamento do Fe3O, aumentou. A amostra
apresenta maior tendéncia a agregar, levando a formacdo de grandes aglomerados de
particulas.

O indice de polidispersdo (Pdl) mede a distribuicdo de tamanho da populacdo das
nanoparticulas. Em uma escala de 0 a 1, um Pdl menor que 0,1 pode estar associado a
uma alta homogeneidade na populagdo de particulas, enquanto altos valores de Pdl
sugerem uma ampla distribuicdo de tamanho ou até mesmo varias populacdes
(GAUMET et al., 2008a). Os PDI’s das nanoparticulas em branco, MAG1, MAG1
(0,25) e MAG1 (0,5) foram inferiores a 0,2, o que explica o perfil de tamanho
monodisperso homogéneo das nanoparticulas preparadas (BRANDHONNEUR et al.,
2018). A amostra MAGL1 (1,0) apresentou um Pdl maior que 0,5, 0 que mostra uma
ampla faixa de distribuicdo de tamanho.

Os diametros médios obtidos por DLS podem ser maiores que os tamanhos
determinados a partir das imagens TEM ou MEV para as amostras correspondentes. Isto
é presumivel porque o DLS fornece o didametro hidrodindmico médio do nucleo de
magnetita circundado pelas camadas organicas e de solvatacdo, enquanto TEM ou MEV
fornece o didmetro de nanoparticulas magnéticas sozinho no estado seco
(KAMRUZZAMAN SELIM et al., 2007; L1 et al., 2008).
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Figura 23. Distribuicdes do tamanho de particula das amostras: a) blank
nanoparticle, b) MAG1, c) MAGL1 (0,25 ml), d) MAGL1 (0,5 ml) e MAG1 (1,0 ml).

Tabela 3. Diametro médio de tamanho de particula para diferentes amostras
obtidas da analise DLS.

FormulagGes Z-Av (nm) Pdl Potencial zeta
(mV)
Nanoparticula branca 2427+6,0 0,13 -17,59 £ 6,0
MAG1 78,0+£0,7 0,19 -22,0+4,0
MAG1 (0,25mL) 2366+36 0,19 -140+7,0
MAG1 (0,5 mL) 193,2+£53 0,22 -15,0£6,0
MAG1 (1,0 mL) 767,7+215 0,61 -10,0£5,0

*Tamanho médio (Z-Av); indice de polidispersividade (Pdl). Média + desvio padrdo (n = 3).
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4.2.7 VSM

As curvas de magnetizacdo vs. campo magnetico a 300 K para 0s materiais
sintetizados e para as nanoparticulas hibridas sdo mostradas na FIG.24.

A presenca do invélucro ndo-magnético é evidente pelo fato de que a magnetizagdo
de saturacdo (Ms) das nanoparticulas hibridas € menor do que da amostra MAG. A
magnetizacdo de saturacdo estd relacionada com a equacdo Ms = ¥ ms. Ms esta
relacionada a fracdo volumétrica de nanoparticulas de magnetita (¥) e a0 momento de
saturacdo do componente unico (ms) (WEI et al., 2015). Portanto, a magnetizacéo de
saturacdo depende da fracdo volumétrica das nanoparticulas de Fe3O4 e da natureza das
interacdes no interior da matriz polimérica.

A forca coercitiva (ou coercividade) da amostra MAG foi de cerca de 5 Oe,
mostrando que esta amostra ndo foi capaz de reter a magnetizacdo quando o campo
magnético externo foi removido. A remanéncia magnetica dessa mesma amostra foi
quase nula, e isso indicava que ndo houve quase nenhuma magnetizacdo remanescente
qguando o campo magnético externo foi removido. Todos esses dados, forca coercitiva e
remanéncia magnética indicam que a amostra MAG exibiu superparamagnetismo, o que
favorece sua redispersdo ap6s a remocao do campo magnético externo. Por obter um
tamanho das particulas magnéticas em torno de 10 nm, cada particula correspondia a um
unico dominio de cristal, exibindo apenas uma orientacdo do momento magnético. 1sso
explica por que a amostra magnética exibiu propriedades superparamagnéticas. As
outras amostras sao maiores, portanto ndo sao superparamagnéticas.

E evidente a partir da TAB.4 e FIG.25 que a saturacdo do valor de magnetizacéo e
o0 valor remanescente aumentam com o contetdo de FezO,. Isto se deve a forte interacdo
entre particulas dentro da matriz (JAYAKRISHNAN; RAMESAN, 2017).
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Figura 24. Loops de histerese de amostras: a) MAG, b) MAG1 (0,25), ¢) MAG1
(0,5), d) MAGL (1,0). Insercédo mostra ciclos de histerese da amostra mag.

Tabela 4. Parametros magnéticos dos nanocompdsitos de magnetita e copolimero

com diferentes teores de nanoparticulas de magnetita.

Amostras M H. (Oe) M, (emu g7)
MAG1 67,0 5 0.01
MAG1(0,25) 1,0 58 0.10
MAGL1 (0,5) 1.7 60 0.16
MAGL (1,0) 9.0 60 0.90
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5 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos pode-se concluir que:

+ Quanto ao nanosistema de entrega oral controlada de finasterida

Nosso grupo de pesquisa foi capaz de preparar nanoparticulas a base de PLDLA-
co-TMC com finasterida usando o método de deslocamento de solvente. A formulagéo
do novo biomaterial mostrou: i) alta eficiéncia de encapsulacio da finasterida, ii) perfil
de liberacdo controlada em 24 horas, iii) tamanhos nanométricos, iv) formas esféricas,
v) polidispersividade proxima, vi) carga superficial negativa, vii) unimodal distribuicéo
de tamanho de particula; e viii) aumento da estabilidade térmica na matriz polimérica
PEO-PPO-PEO / PLDLA-co-TMC.

Os resultados demonstraram que as nanoparticulas a base de PLDLA-co-TMC séo
sistemas potencialmente promissores para a liberacdo controlada de farmacos,
particularmente por via oral. A literatura corrobora com a aplicacdo oral do novo nano-
sistema. Varios estudos indicam que tamanhos de nanoparticulas entre 100 nm e 500
nm sdo viaveis em vias de administracdo oral.62 Reconhece-se, no entanto, que 0s
ensaios in vivo serdo capazes de delinear as propriedades bioldgicas inerentes as futuras

praticas médicas do novo nanosistema.

+ Quanto as nanoparticulas hibridas

Novas nanoparticulas hibridas (FesOs/ TMAOH/ PEO-PPO-PEO/ PLDLA-co-
TMC) foram preparadas pela técnica do deslocamento de solvente.

Os estudos de FTIR e XRD revelaram arranjo estrutural ordenado e uniforme de
nanoparticulas no interior da matriz do copolimero.

A propriedade magnética estudada pelo magnetdémetro de amostra vibrante (VSM)
indicou que o eletromagnetismo dos sistemas nanohibridos foi superparamagnético.

Os valores de magnetizagdo de saturacdo (Ms) aumentaram com o aumento do

contetido de Fe3O4 no nanocomposito.
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Tanto a transicdo vitrea quanto a temperatura de fusdo secundaria dos
nanocompositos aumentaram com o aumento da concentracdo de nanoparticulas e a
temperatura de fusdo priméria diminuiu pela adi¢do de nanoparticulas.

Ao aumentar a quantidade de Fe3O4 ocorreu maior dificuldade do encapsulamento
do Fe30,.

Os resultados obtidos no presente trabalho mostraram que os novos biomateriais

desenvolvidos apresentam caracteristicas adequados para aplicagdes biomédicas.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Entre as sugestdes para a continuidade deste trabalho, é destacada a necessidade de
estudo sobre a viabilidade das nanoparticulas como biosensores multifuncionais e como

biomarcadores de células-tronco para a medicina regenerativa.
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