UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
ESCOLA DE ENGENHARIA DE LORENA

MARIANA SILVA E SILVA DE OLIVEIRA

Formacao de vesiculas por diferentes técnicas a partir de um copolimero anfipético

Lorena

2019



MARIANA SILVA E SILVA DE OLIVEIRA

Formacao de vesiculas por diferentes técnicas a partir de um copolimero anfipatico

Monografia apresentada a Escola de
Engenharia de Lorena da Universidade de Sdo
Paulo para obtencdo do titulo de Engenheira

Quimica

Orientador: Prof. Dr. Fabio Herbst Florenzano

Versdo original

Lorena

2019



AUTORIZO A REPRODUQAOAE DIVULGAGCAO TOTAL OU PARCIAL DESTE TRABALHO, POR QUALQUER MEIO
CONVENCIONAL OU ELETRONICO, PARA FINS DE ESTUDO E PESQUISA, DESDE QUE CITADA A FONTE

Ficha catalogréfica elaborada pelo Sistema Automatizado
da Escola de Engenharia de Lorena,
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

Oliveira, Mariana Silva e Silva de
Formacdo de vesiculas por diferentes técnicas a
partir de um copolimero anfipdtico / Mariana Silva e
Silva de Oliveira; orientador Fadbio Herbst
Florenzano. - Lorena, 2019.
69 p.

Monografia apresentada como requisito parcial
para a conclusd&o de Graduacdo do Curso de Engenharia
Quimica - Escola de Engenharia de Lorena da
Universidade de S&o Paulo. 2019

1. Polimerossomo. 2. Polimeros. 3. Raft. 4.
Nanorreatores. 5. Vesiculas poliméricas. I. Titulo.
II. Florenzano, Fabio Herbst, orient.




AGRADECIMENTOS

Agradeco a minha familia, em especial a minha mde Cl4udia Silva e Silva e a minha
irma Maria Eduarda Silva e Silva pelo apoio incondicional que me deram quando souberam
que meu trabalho de conclusdao de curso seria na verdade um comeco para a carreira
académica. Aos meus avos Enio Rubens Silva e Josette Marlene Silva e Silva que sao meus

grandes exemplos de professores a vida inteira.

Agradeco sobremaneira ao meu orientador Fabio Herbst Florenzano e a doutoranda
Claudia Salim que foram eximios em me orientar no caminho mais adequado para este
projeto, pelo tempo que investiram em mim e por terem sido tao receptivos desde o comeco.
Eu ndo poderia ter mestres melhores. Eles me apresentaram o tema de polimerossomos e

cada vez mais enxergo o avango que estes podem trazer para a sociedade.

Agradeco também aos meus amigos, principalmente as minhas amigas da republica,
pela aten¢do com que me ouviram falar sobre o presente projeto e pelo interesse na pesquisa
que estou desenvolvendo, além de terem sido as melhores companhias durante a minha

jornada na USP.

Agradeco a todos os funciondrios da EEL que possibilitaram tanto a realizag¢do deste

projeto quanto a minha graduagdo na Engenharia Quimica.



RESUMO

OLIVEIRA, M. S. S. Formaciao de vesiculas por diferentes técnicas a partir de
copolimeros anfipaticos. Orientador: Prof. Dr. Fabio Herbst Florenzano. 2019. 68 p.
Projeto de Monografia (Graduagdao em Engenharia Quimica) — Escola de Engenharia de

Lorena, Universidade de Sdo Paulo, Lorena, 2019.

Materiais poliméricos possuem muitas aplicagdes e sdo cada vez mais empregados em
diferentes setores da indtstria. Alguns polimeros sdo biocompativeis e, por isso, podem ser
estudados como carreadores de farmacos ou para diagndsticos de doencgas. Estudos recentes
vém comprovando a possibilidade de empregar os polimeros como materiais interessantes
para a area farmacoldgica por servirem como base para a formagdo de polimerossomos:
vesiculas formadas por bicamadas de copolimeros anfifilicos em meio aquoso. Esse sistema,
com interior aquoso, pode aprisionar conteudos e liberd-los sob estimulos como a
temperatura, pH, ions e outros. As aplicacdes dos polimerossomos podem ser diversas, como
involucros de cosméticos, de nutrientes, de drogas terap€uticas, material genético,
descontaminacdo de corpos d’4dgua e inclusive como nanorreatores, quando possuem
membranas de permeabilidade seletiva para que substratos desejaveis acessem o conteido
encapsulado e reajam com ele, dentro da vesicula. Neste trabalho foi estudada a formacao
de agregados poliméricos vesiculares por diferentes métodos, dentre eles a troca de
solventes, Hidratacdo de Filme e Extrusdo para a formacdo dos polimerossomos o
copolimero: (PDMAEMA-co-PHEMA)-b-PS previamente sintetizado. Comparou-se as
vesiculas poliméricas formadas pelas trés técnicas. Os materiais foram caracterizados com
relagcdo aos diametros hidrodindmicos médio das particulas e, a partir disso, foi escolhido o
método de formacdo e as condi¢des mais adequadas. A técnica de troca de solventes,
associada com a técnica de extrusdo, apresentou resultados satisfatérios comprovados por
microscopia eletronica de varredura. A técnica de hidratacdo de filme mostrou grande
dispersdo do tamanho das particulas. J4 a extrusdo realizada, causou impacto negativo nas
particulas. Observou-se que, para a maioria das técnicas, agregados com grandes diametros
foram favorecidos durante as formagdes.

Palavras-chave: Polimerossomo. Polimeros RAFT. Nanorreatores. Vesiculas poliméricas.



ABSTRACT

OLIVEIRA, M. S. S. Vesicle formation by various techiques starting from an anfifilic
copolymer. Advisor: Prof. Dr. Fdbio Herbst Florenzano. 2019. 68 p. Graduation Thesis —

Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sao Paulo, Lorena, 2019.

Polymeric materials have a lot of applications and are increasingly used in different
industrial sectors. Some polymers are biocompatible and, therefore, can be studied as drugs
nanocarriers or diseases diagnostic. Recent reports are proving that polymers can be applied
in pharmaceutical treatments, because they can assemble in polymersomes forms: vesicles
with a bilayer membrane made of amphiphilic copolymers in aqueous medium. This system,
with a hollow and aqueous interior, is able to aprisionate certain contents and release them
as soon as they get triggered by temperature, pH, ionic substances, and others. Polymersomes
applications can be diversed, like encapsulating cosmetics, nutrients, therapeutical drugs,
water corps decontamination and as nanoreactors, the latest when they can be selective
permeable by desirable substances and let the reaction goes in its hollow interior. This work
intends to study, replicate and report the various techniques to form polymersomes,
including mainly solvent switch, film hidratation and extrusion using the copolymer:
(PDMAEMA-co-PHEMA)-b-PS previously synthesized. In this work the author compare
the vesicles made by each technique. The results were characterized by the hydrodynamic
medium diameter and polydispersity. Therefore, one technique was chosen to have the best
performance and was used in the most appropriate conditions. The solvent switch method,
in association with extrusion, showed auspicious results including images from an electronic
microscope.

The film hydration technique showed large particle size dispersion. The extrusion had a
negative impact upon the particle dispersion extruded. It was observed that, for the mayor
methods, large aggregates were formed, signaling the existence of other morphologies rather
than vesicles.

Key-words: Polymersome. RAFT Polymers. Nanorreactor. Polymer Vesicles.
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1 INTRODUCAO

A contribui¢do dos conhecimentos quimicos na drea da satdde € algo muito relevante.
Um dos temas mais atuais que vem acrescentando melhorias as solucdes ja existentes sao 0s
nanomateriais como transportadores de farmacos. Ha algumas décadas, os lipossomos
trouxeram certa revolucao para a farmacocinética quando foram usados como carreadores
de farmacos, mostrando uma alternativa bastante superior a dispersao dos compostos ativos
livres em solucdes. Isso porque possuem uma bicamada lipidica extremamente similar a das
membranas celulares e podem isolar a droga de macréfagos e outras organelas que
consomem O composto antes que este chegue ao local desejado, além de reduzirem a
toxicidade que o farmaco teria em outros tecidos. A versatilidade do lipossomo em
encapsular compostos hidrofilicos e hidrofébicos € muito relevante para o leque de
aplicacdes que pode ter. Ao longo dos anos os lipossomos foram estudados e aplicados em
tratamentos que se utilizam das vias nasais e pulmonares, recobrindo implantes e até mesmo
em tratamento contra células cancerigenas (LE MEINS; SANDRE; LECOMMANDOUX,
2011; MOZAFARLI, 2007).

Recentemente, um material chamado polimerossomo, andlogo em estrutura ao
lipossomo, vem sendo desenvolvido. O que diverge o polimerossomo do lipossomo € que
a unidade basica que compde a bicamada da vesicula € um copolimero com blocos polares
e blocos apolares que se autoagregam quando solubilizados. Os copolimeros anfifilicos
também podem se agregar em outras morfologias, como por exemplo micelas e filamentos.
Um dos atrativos da vesicula é encapsular compostos hidrofébicos na por¢do central da
bicamada e compostos hidrofilicos no interior da vesicula. Do ponto de vista
farmacoldgico, se torna interessante por poder conter proteinas na membrana em contato
com o meio externo, além dos farmacos isolados dentro da vesicula (FETSCH et al., 2016;
RIEGER, 2015).

Além de aplicagdes como carreadores de medicamentos, os polimerossomos também
podem ser usados como nanorreatores, pois podem permitir a entrada seletiva de substincias
de interesse que irdo reagir com o composto encapsulado. Protegendo a reacdo das variagdes
do meio externo, pode-se contribuir para sua eficiéncia, pois elimina a influéncia de outras
substancias ou condicdes externas. Existem ainda pesquisas desenvolvidas com polimeros
que possam mudar de conformacao de acordo com mudancas no meio de dissolucdo, sejam
elas de temperatura, pH e/ou presenca de fons, apresentando assim um comportamento

responsivo e inteligente (ZHU et al., 2017).
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A sintese de copolimeros que irdo compor polimerossomos, foi em muito facilitada
por métodos sintéticos como a RAFT (do inglés, Reversible Addition-Fragmentation Chain
Transfer). Além de admitir uma ampla gama de mondmeros, a técnica RAFT permite um
crescimento mais homogéneo das cadeias poliméricas formadas, com distribui¢des mais
estreitas de massa molar, além de aprimorar a sintese de copolimeros em blocos
(FLORENZANO, 2016).

Muitos métodos estdo sendo desenvolvidos para a formacdo das vesiculas
poliméricas e alguns deles serdo discorridos com mais profundidade neste estudo. E
importante salientar que todos os métodos utilizam-se da interacdo dos grupos hidrofilicos
(que compde a superficie externa do polimerossomo) e hidrofébicos com os solventes em
que se solubilizam (tanto dgua quanto solventes orginicos), contando também com forgas
externas (agitacao, ondas eletromagnéticas, entre outras), € 1sso muitas vezes resulta em uma
indugdo do auto arranjo. Além disso, pode-se levar em considera¢do a temperatura em
que serd realizado o método, devido as propriedades térmicas das cadeias
poliméricas (ZHU et al., 2017).

Para contribuir com a crescente investigacao acerca deste pertinente tema, viu-se a
necessidade de comparar os resultados obtidos por algumas técnicas de formacgdo de
vesiculas escolhidas de acordo com a disponibilidade e acesso aos equipamentos
necessarios. Com isso, os conhecimentos sobre polimeros e andlises experimentais
adquiridos ao longo da graduacio em Engenharia Quimica, associados a diversas
publicacdes e resultados angariados por cientistas ao longo das ultimas duas décadas,
poderdo dar continuidade ao investimento intelectual e financeiro ja aplicado até aqui com

o0 objetivo de colaborar com avangos na drea da saide e da tecnologia quimica.

1.1 Contextualizacao

Muitas inovagdes partem do universo da Engenharia Quimica, o universo que busca
nobres solugdes que dependem de conhecimento quimico e matematico profundos para sanar
o core do problema. Com o desenvolvimento da sociedade, novos problemas surgem
sistematicamente, exigindo dos engenheiros, além de constante aten¢do as novidades do
mundo, criatividade e ampla consciéncia da sua atividade profissional. A exemplo de
algumas dessas questdes, podemos citar: inovacdes na drea da saide, mitigagdes para
impactos ambientais em regides muito urbanizadas, novidades para dreas rurais se tornarem

mais produtivas e mais preocupadas com o equilibrio de toda a biota, descoberta de
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alternativas para materiais que usam matérias-primas escassas, entre outras. Percebe-se que
a Engenharia Quimica é claramente uma ferramenta para o desenvolvimento social,
possibilitando ao ser humano viver bem em uma sociedade moderna.

Com o objetivo de ampliar as aplicacdes e obter avancgos tecnoldgicos e na sadde,
pesquisadores vém utilizando sistemas andlogos aos lipossomos, os polimerossomos. Por
possuirem membranas com menos interacdes fisioldgicas, estes apresentam maior
resisténcia aos compostos presentes no organismo. Também hd a possibilidade de sintetizar
membranas com permeabilidade seletiva, permitindo a entrada somente de substancias
desejdveis para dentro da vesicula; podendo adquirir uma resisténcia cerca de dez vezes

maior do que de lipossomos. Os polimerossomos também sao mais estaveis termicamente e,

no geral, mais resistentes (LEE et al., 2001).

1.2 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho € estudar e produzir vesiculas poliméricas a partir de
copolimeros anfifilicos por diferentes técnicas, comparando as caracteristicas dos

polimerossomos formados.

1.3 Objetivos especificos

e Gerar vesiculas a partir de um copolimero anfipatico pré sintetizado, usando
diferentes metodologias;

e Estudar a influéncia da metodologia de formacdo de vesiculas no tamanho do
polimerossomo obtido;

e Caracterizar as vesiculas formadas quanto ao diametro hidrodindmico;

e Comparar os resultados obtidos com cada uma das técnicas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Vesiculas poliméricas

As vesiculas poliméricas, também conhecidas como polimerossomos, sdo agregados
de copolimeros anfipdticos, que atualmente t€m recebido muito destaque devido as intimeras
aplicacdes que podem ter na drea farmacéutica (SHUM; KIM; WEITZ, 2008), de satde
(CHEN et al., 2015) e tecnoldgica (NAPOLI et al., 2004a, 2004b). As vesiculas poliméricas
também estdo sendo desenvolvidas para apresentarem comportamento inteligente, tal como
a lise em condicdes especificas pré-determinadas de temperatura, pH ou disponibilidade de
ions. A liberacdo do seu contetido e a especificidade dessa atividade t€ém grande aplicacdo
em diversos processos, a exemplo da liberacdo de farmacos encapsulados nessas vesiculas,
ou outros contetidos como catalisadores, enzimas e material genético (BLANAZS; ARMES;
RYAN, 2009).

Os copolimeros dos quais as vesiculas sdo formadas, sdo, geralmente, sintetizados
via Polimerizagado por Desativacdo Reversivel de Radicais (RDRP). A ja citada RAFT € uma
variante de RDRP e contempla a utilizacdo de um agente de transferéncia de cadeia. Este
agente faz a funcdo de se ligar reversivel e sistematicamente aos mondmeros (previamente
iniciados) presentes na solucdo, ou seja, se liga e se separa das cadeias facilitando o
crescimento destas, pausando e retomando a polimerizagdo. Dessa forma, os blocos
poliméricos vao sendo formados de forma mais controlada e previsivel, formando
copolimeros de elevados pesos moleculares e em tempo habil (MATYJASZEWSKI;
DAVIS, 2003).

Para que os copolimeros sejam passiveis de serem transformados em vesiculas, ha
que se atentar a razdo volumétrica final entre os blocos hidrofébicos e hidrofilicos. Quando
corretamente ajustada, a razdo entre os blocos pode fornecer flexibilidade para a cadeia e
promover a espessura adequada para a membrana (KITA-TOKARCZYK et al., 2005).
Outros fatores importantes para formar preferencialmente vesiculas (ao invés de outros
possiveis agregados, como micelas esféricas e cilindricas) sdo as interacOes intra e
intermoleculares, além da temperatura em que ¢é feita a sintese (OLTRA; NAIR;

DISCHER, 2014).
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Uma forma de prever ou modelar qual conformacao serd privilegiada a partir de um
copolimero € usando a Equacdo (1) para determinar o parametro de empacotamento (p) do

polimero:

v
p= (D

a, * .

Em que v € o volume das cadeias de hidrocarbonetos, a, € a drea 6tima do grupo
hidrofilico e lc € o comprimento critico do grupo hidrofilico. Para p menor que 1/3, a
preferéncia € de formar micelas esféricas; Para valores de p entre 1/3 e 1/2, observam-se
prioritariamente micelas cilindricas; Para p entre 1/2 e 1, vé-se a conformacdo de vesiculas
ser priorizada; Para p muito préximo a 1, bicamadas planas; Para p maior que 1, estruturas
inversas (SOO; EISENBERG, 2004).

Além do tamanho das vesiculas, outras diversas caracteristicas também podem ser
modeladas visando os objetivos da aplicagdo em pauta. A rigidez da membrana de um
polimerossomo, por exemplo, serd diretamente proporcional ao grau de polimerizacdo do
grupo hidrofébico, ou seja, quanto maior a massa molar desse bloco, maior sua rigidez (ke,
rigidez a flexdo); isso porque a massa molar influencia também diretamente na espessura
que terd a membrana do polimerossomo. Outra correlagdo muito interessante ja relatada é
da influéncia da Tg (Temperatura de Transicdo Vitrea) do bloco hidrofébico e da sua
polaridade relativa na permeabilidade da membrana. As possiveis interagdes do meio
externo com a membrana da vesicula podem ser favorecidas através do controle da densidade
de empacotamento e do grau de polimerizacao do bloco hidrofilico. Quanto menos densas e
empacotadas, mais féaceis de serem permeadas (BLANAZS; ARMES; RYAN, 2009;
NAPOLI et al., 2004a). Essas possiveis modelagens fazem com que os polimerossomos
sejam cada vez mais atrativos e convenientes para as aplicagdes de interesse, conquistando
espaco para aprimorar a performance das reacdes ou inovar na forma de solucionar os
problemas atuais.

Uma combina¢do muito interessante, elaborada por Napoli et al. (2004a), foi a
formacao de vesiculas a partir do copolimero tipo ABA, composto do grupo hidrofébico PPS
(poli (sulfeto de propileno)) e do grupo hidrofilico PEG (poli (etileno glicol)). Esse copolimero
gerou uma vesicula com comportamento inteligente perante agentes oxidantes presentes no
meio em que se encontra. O grupo sulfeto presente no bloco hidrofébico, quando em contato

com agentes oxidantes, se oxida a sulféxido e, posteriormente, a sulfona, aumentando
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gradualmente sua polaridade. E por isso que a vesicula de PEG-PPS-PEG se degradard quando
inserida nos fluidos extracelulares, ricos em oxigénio, podendo agir como nanocarreadoras de
farmacos, como biossensoras ou biodetectoras. Essa vesicula também se mostrou
extremamente estavel, devido a altissima hidrofobicidade do grupo PPS, enquanto que o bloco
de PEG confere a vesicula resisténcia a adsorc@o de proteinas e baixa toxicidade. O método
usado para a formacgdo dessas vesiculas foi o de hidratacdo de filme, um método livre de

solventes, seguido de extrusio através de membranas nanoporosas (NAPOLI et al., 2004a).

2.2 Técnicas de formacao de vesiculas

Muitas técnicas para formagdo de vesiculas utilizando polimeros anfipaticos em
bloco foram executadas ao longo das ultimas duas décadas. Nesse trabalho serdo
apresentados os seguintes métodos, alguns estudados por Zhu et al. (2017):

e Troca de solventes;

e Métodos livres de solventes;

e Automontagem induzida por polimerizagdao (PISA);

e Automontagem por indug¢do centrifuga;

e Microfluidica;

e Nanoimpressao;

e Extrusdo

Dentro desses seis métodos citados, os métodos livres de solventes possuem quatro
técnicas possiveis, totalizando um estudo de dez técnicas para compor o presente trabalho.
No estudo de Zhu et al. (2017), encontra-se uma conclusdo de que o mecanismo para
formacdo das vesiculas ndo € simples o suficiente para ser resumido, o que traz ao leitor a
ciéncia de que € necessdrio analisar exaustivamente o resultado de experimentos que alteram
varidveis independentes e associd-los a imagens através de microscopios eletronicos, para
confirmar a presenca de esferas ocas com membranas de bicamada. Ainda assim, softwares
especificos ja foram desenvolvidos e estdo sendo usados como ferramenta para corroborar
com o entendimento desses mecanismos.

As técnicas de troca de solventes, hidratacdo de filme e extrusdo, além de estudadas,
foram reproduzidas e relatadas neste trabalho. Os experimentos e seus resultados estdo

descritos nos itens 3 e 4.
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Além dos métodos para formagdo de vesiculas, também serdo aqui abordados os
métodos para comprovagdo da morfologia e tamanho das vesiculas, a fim de caracterizar o
material formado e confirmar que a morfologia desejada foi gerada. Conhecendo a fundo os
métodos de andlise, pode-se formar uma opinido robusta e embasada para a comparagao dos
resultados de cada técnica que gera vesiculas. Além disso, os métodos que visam formar
vesiculas durante a polimerizacdo (método de PICsomos e PISA) ndo serdo matéria de
andlise, visto que os copolimeros ja estardo prontos previamente a realizacdo dos

experimentos.

2.2.1 Método da troca de solventes

Este ¢ um método simples, que se baseia na interacdo dos blocos do copolimero
(bloco hidrofilico e bloco hidrofébico) primeiramente com um solvente organico e polar,
adequado para solubilizar os dois blocos, tal como tetrahidrofurano (THF),
dimetilformamida (DMF), clorof6rmio, entre outros, e posteriormente com a dgua, que faz
o papel de precipitador do bloco hidrofébico (ZHU et al., 2017). A conformacao de vesicula
se da quando a solugdo orgénica evapora e o copolimero interage com a solu¢@o aquosa. A
quantidade de 4gua adicionada ao sistema ird impactar diretamente no tamanho das vesiculas
que serdo formadas (SOO; EISENBERG, 2004).

Cornelissen et al. (1998), Jenekhe e Chen (1998), Schenning et al. (1998), entre
outros, utilizaram-se dessa técnica para formar vesiculas a partir de copolimeros
anfipaticos. Cada um destes pesquisadores partiu de um copolimero diferente, obtendo
tamanhos de vesiculas também diferentes, trazendo grande contribui¢do para possiveis
correlacdes entre a natureza dos copolimeros e as morfologias obtidas nas vesiculas.
Delinear esta correlacdo € extremamente desejavel para os estudiosos da drea, visto que
quanto mais previsivel, mais féacil a escolha do copolimero e da técnica adequados a
aplicacdo em pauta.

Reunindo os resultados obtidos pelos citados pesquisadores e outros, Shen e
Eisenberg (2002) montaram um diagrama de fases que relaciona o volume de 4gua na
mistura com as morfologias encontradas utilizando a técnica da troca de solventes,
indicando que quanto mais 4gua no sistema, mais vesiculas sdo encontradas. Nesse mesmo
trabalho é demonstrado que as morfologias resultantes do auto agregragcao dos copolimeros

vao de esferas a hastes e por fim a vesiculas, conforme aumenta-se, gradualmente, a
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proporcdo de dgua no sistema. Inclusive, € demonstrado por estes autores que as
morfologias obtidas encontram-se, possivelmente, em equilibrio termodinamico, visto que
pode-se obter mais morfologias puras retirando ou adicionando dgua de um sistema com
mistura de conformacgdes, a exemplo: pode-se obter mais vesiculas quando se adiciona
mais dgua a um sistema onde tem-se uma mistura de vesiculas e hastes.

A deteccdo dessas morfologias, no trabalho de Shen e Eisenberg (2002), foi
adquirida através de imagens obtidas pela andlise de Microscopia Eletronica de
Transmissao (MET). Essas imagens foram registradas ao longo do experimento em que se
adicionou 4gua ou 1,4-dioxano a mistura obtida apds realizada a técnica de troca de
solventes no copolimero fracionado PS310-b-PAAs>, como pode-se confirmar na Figura 1.

A Figura 1 mostra a transicdo de morfologias do polimero PS3i0-b-PAAs> na
concentracgdo inicial de 1,00% m/m, detectadas por MET. O indice (A) mostra a imagem da
morfologia esférica quando em solucdo de 9,1% m/m de 4gua; Ja o indice (B) mostra pequenas
hastes poliméricas a 11,5% m/m de &4gua; (C) hastes maiores a 14,0% m/m de &4gua;
(D) vesiculas a 28,0% m/m de 4gua; (E) vesiculas maiores a 40 % m/m de dgua; (F) vesiculas
menores a 29% m/m de agua depois de adicionar dioxano na mistura E; (G) morfologia de
hastes em grandes tamanhos a 14% m/m de adgua apos constante adi¢cao de dioxano na amostra
F; (H) hastes menores a 11,8% m/m de dgua obtida com adi¢do de dioxano na amostra G;

(I) esferas a 9,5% m/m de dgua com adicao final de dioxano na amostra G.

Figura 1 — Morfologia das vesiculas do Polimero PS3i0-b-PAAs; na presenca de diferentes volumes de
agua.

Fonte: Shen e Eisenberg (2002).



21

2.2.2 Métodos livres de solvente organico

Os métodos livres de solventes sdo muito interessantes do ponto de vista da aplicagao
das vesiculas formadas. Isso porqué muitas vezes os solventes orgadnicos podem ser
entendidos como contaminantes, por exemplo no organismo dos seres vivos. Ainda que
possam ser removidos posteriormente a formagao das vesiculas, um método livre de
solventes organicos poupa recursos e também tempo de preparo, ganhando vantagem como
técnica superior, visando a peculiaridade da aplicacao (ZHU et al., 2017).

O processo livre de solvente pode ser realizado por inchaco do filme ou da massa
polimérica, por automontagens induzidas tanto no momento da polimeriza¢do quanto
posteriormente por forca centrifuga, pelo método de eletroformacao e outros, a exemplo: por
sonicagdo (procedimento que utiliza de ondas sonoras) ou também por extrusio, gerando em
todos os casos vesiculas gigantes e monodispersas. Muitos autores produziram resultados e
discussdes acerca desses métodos, analisando nao somente suas eficicias nas producdes das
vesiculas com cada método, mas também verificando as propriedades mecanicas e quimicas

das vesiculas formadas (LEE et al., 2001).

2.2.2.1 Método da hidratacao de filme

O método da hidratacdo de filme consiste na formacdo de um filme polimérico e
posterior hidratagdo do mesmo. A hidratacdo € usualmente feita com uma solu¢@o aquosa de
sacarose, mas também pode ser feita com dgua destilada, deionizada ou com solugdes
tamponadas. O filme polimérico é formado distribuindo-se uniformemente o copolimero
solubilizado em solvente orgéanico nas paredes de um frasco de vidro. Depois, deixa-se o
frasco sob condi¢des favordveis a evaporagdo do solvente, por tempo suficiente até que todo
o solvente deixe o filme. Em seguida, ja pode ser adicionada a solu¢do aquosa sob agitacao,
induzindo, assim, a formacdo das vesiculas, ndo na parede do frasco, mas sim dentro da
solugdo (LEE et al., 2001).

No trabalho realizado por Lee et al. (2001), foram obtidas vesiculas a partir dos
seguintes polimeros: PEO-PEE (polietilenoxido-polietileno) e PEO-PBD (polietilendxido-
polibutadieno). Essas vesiculas foram capazes de encapsular e manter encapsulada a proteina
mioglobina e também hemoglobina. Neste experimento também resistiram a solugdo de

plasma sanguineo e aos leucdcitos e confirmaram uma maior estabilidade térmica dos
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polimerossomos se comparadas a lipossomos, vide Figura 2. Nesta figura, pode-se perceber
que o polimerossomo possui uma expansao volumétrica linear, que ndo possui uma

temperatura critica em que a vesicula se expande de maneira anormal.

Figura 2 — A) Expansio volumétrica de um lipideo com aumento da temperatura (°C); B) Expansao
volumétrica de um polimerossomo (obtido por hidratagio de filme) com aumento da temperatura (°C).
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Fonte: Lee et al. (2001).

2.2.2.2 Método de ajuste do pH em agua pura

Para a formagdo de vesiculas pelo método de ajuste de pH, necessita-se de
copolimeros que sejam responsivos a essa varidvel. A suscetibilidade a protonagdo ou
desprotonacao de algum dos blocos que compde a membrana das vesiculas impacta em sua
solubilidade, ocasionando o rompimento da vesicula quando protonados (DU et al., 2005).

Um exemplo disso € o trabalho realizado por Du et al. (2005). Eles formaram
polimerossomos a partir do copolimero poli [2-(metacriloixoi) etilfosforilcolina]-b-poli [2-
(diisopropilamina) metacrilato de etila], PMPC-b-PDPA, que apresenta grupos aminas
terciarios no bloco PDPA. Este grupo amina, em meio aquoso cujo pH esteja abaixo de 6,0,
se torna protonado (pK. de aproximadamente 6,3) e, por isso, mostra comportamento
hidrofilico. Entretanto, se solubilizado em pH igual ou acima de 6, desprotona-se e passa a
ser hidrofébico.

Utilizando-se dessa propriedade que alguns polimeros tém de serem pH responsivos,
a técnica de preparacao das vesiculas pede que primeiro solubilize-se o copolimero em uma
solucdo 4cida, possivelmente com dcido cloridrico (HCI), e lentamente a alcalinize com
hidréxido de s6dio (NaOH), até que o pH atinja valor proximo de 7,0, desprotonando os
grupos aminas do bloco PDPA, mudando sua polaridade e, consequentemente, ocasionando

a formacao dos polimerossomos (DU et al., 2005).
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O trabalho de Du et al. (2005), também relata a influéncia do tamanho dos blocos
hidrofilicos e hidrofébicos em associacdo com o pH da solugdo para que seja possivel a formacao

das vesiculas. Uma representac@o da formacgao dessa vesicula pode ser observada na Figura 3.

Figura 3 — Formagdo do polimerossomo de PMPC-b-PDPA em pH alcalino.

| ; "
PMPC-b-PDPA in water (pH 2) pH-sensitive vesicle at pH > 6

Fonte: Du et al. (2005).

Outro exemplo de polimerossomo elaborado por essa técnica estd no trabalho de
Chen et al. (2015). Partindo do copolimero tribloco poli (6xido de etileno)-b-poli [2-
(diisopropilamina)metacrilato de etila]-b-poli (4cido acrilico), PEO43-b-PDPA76-b-PAA 17,
foram formadas as vesiculas poliméricas simplesmente ajustando o pH da solu¢do aquosa
em que o copolimero estava com solucdes aquosas de NaOH, partindo do pH inicial de 1,75

até atingir o valor de 7,0.

2.2.2.3 Método de PICsomos

A palavra PIC vem da abreviacdo de Polyion Complex, em portugués Complexo
Polii6nico. Portanto, o PICsomo € uma vesicula feita de copolimeros que apresentam regides
de cargas positivas e negativas ndo adjacentes. A proposta deste método € formar vesiculas
poliméricas a partir de blocos de copolimeros com cargas opostas, apenas solubilizando-os
em meio aquoso. A vantagem desta técnica é que descarta a necessidade de se ter um
copolimero anfipatico (com membrana recheada por blocos hidrofébicos), aumentando a
permeabilidade da membrana a solutos hidrofilicos. Além disso, € uma técnica com
condicdes menos agressivas, permitindo maior gama de compostos que podem ser

encapsulados (KOIDE et al., 2006).
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2.2.2.4 Método da eletroformacao

A formacdo de vesiculas por eletroformacdo — método criado por Menger e
Angelova (1998) — consiste em revestir a superficie de dois eletrodos (de Platina, por
exemplo) com os copolimeros de interesse, formando sobre eles uma membrana lamelar
polimérica. Isto pode ser possivel quando se espalha uma fina camada de solugdo de
copolimeros solubilizados em solvente organico e, logo apds, se evapora todo o solvente,
depositando o copolimero sobre a superficie do eletrodo. Feito o revestimento,
submergem-se as placas eletroliticas em um recipiente com dgua destilada (de maneira que
fiquem bem préximas), conectando os eletrodos a um gerador de campo elétrico com
corrente alternada. Fotos das placas eletroliticas em acdo foram obtidas pela autora ao
participar do experimento em laboratério (Figura 4 e Figura 5). O que acontece no inicio
do funcionamento do gerador € o aparecimento de vibragdes ocasionadas pelo movimento
eletrostatico da dgua sob a influéncia do campo elétrico. Essas vibragdes tem sentido
perpendicular a superficie do eletrodo e faz com que o copolimero que o reveste comece a

se descolar de sua parede (BATTAGLIA; RYAN, 2006; DISCHER et al., 1999;
MENGER; ANGELOVA, 1998).

Figura 4 — Eletrodos revestidos por uma fina camada de copolimeros ligados ao gerador de campo
elétrico.

Fonte: Prépria autora.
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Figura 5 — Placas eletroliticas para eletroformacao.

Fonte: Prépria autora.

Além disso, o campo elétrico também tem influéncia sobre um outro fator muito
importante para a dinAmica desta técnica: as interacdes de difusdo da 4gua na membrana
anfipética e difusdo do copolimero na dgua. Com esta técnica, os coeficientes de difusdao de
ambas as facetas se tornam mais estdveis, mostrando um gradiente de concentracio estavel.
Isso faz com que as vesiculas também se tornem mais estaveis, chegando a resistirem por
vérios dias ou até semanas e sejam formadas logo nos primeiros momentos, sem muita espera
(DISCHER et al., 1999).

Em muitos relatos, este método possibilitou a formacdo de vesiculas gigantes
(DISCHER et al., 1999; MENGER; ANGELOVA, 1998). Isso porque o gradiente de
concentracdo polimérica que se forma na interface da 4gua com o filme polimérico para esta
técnica € estdvel durante toda a eletroformacao, e isso faz com que a barreira de energia para

formar a conformag@o vesicular nao seja um obstdculo (BATTAGLIA; RYAN, 2006).

2.2.3 Método da automontagem induzida por polimerizaciao (PISA)

Método que torna possivel a formacdo de vesiculas utilizando solucdes com
concentragdes poliméricas maiores do que as usadas pelas outras metodologias. O principio
€ elaborar um bloco hidrofilico composto de blocos com cadeias longas e cadeias curtas do
homopolimero escolhido. As cadeias maiores serdo direcionadas para compor a membrana
externa, enquanto as cadeias menores irdo compor a membrana interna da vesicula. Para
sintetizar um bloco hidrofilico com dois mondmeros em sua composi¢do, € necessario o uso
de um macro-CTA (GONZATO et al., 2014).

Inicialmente, um polimero hidrofilico é elaborado em solucdo aquosa, para depois

fazer crescer (com a ajuda de um macro-CTA) a cadeia hidrofébica que ird compor o
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segundo bloco, formando o copolimero anfifilico. E durante o crescimento da cadeia
hidrofébica que o copolimero comeca a se agregar na morfologia de vesicula quando nas
condi¢des adequadas para tal (RIEGER, 2015). Rieger (2015) relatou em seu trabalho
diversas varidveis que influenciam o copolimero a se auto arranjar em vesiculas, tais como
o parametro de empacotamento do copolimero, a concentragdo de mondmero utilizada, a

natureza quimica do agente macro-CTA, o solvente utilizado e outros.

2.2.4 Método da automontagem por inducao centrifuga

Induzir a formacao de vesiculas por forca centrifuga também trouxe como resultado
vesiculas gigantes. A vantagem desta técnica € possibilitar a formacao de vesiculas gigantes
a partir de copolimeros com alta Tg, situacdo em que técnicas como a de hidratagdo de filme
ou eletroformacao nao sdo bem-sucedidas (MABROUK et al., 2009a). No trabalho realizado
por Marguet, Sandre e Lecommandoux (2012), esta técnica foi utilizada para formar
vesiculas gigantes que encapsulassem outras vesiculas de nanodimensao, de forma maneira
a imitar a estrutura de organelas estruturais.

O protocolo desta técnica rege que duas solugdes de polaridades diferentes, uma com
solvente organico (que pode ser tolueno) contendo os copolimeros, e outra solu¢cao aquosa
de glicose ou entdo sacarose (em diversos relatos a concentragdo citada foi de 380 mOsm),
entrem em contato e sejam emulsificadas, ou por agitacdo manual ou por repetidas
pipetagens. Hé relatos de que adicionando-se um pouco de dextrano a solucao de glicose ou
sacarose, atinge-se maior eficiéncia com a técnica (MABROUK et al., 2009b). Em outro
tubo (um de centrifuga), coloca-se a solu¢do aquosa glicosidica e por cima gentilmente
coloca-se a solugdo organica contendo os copolimeros. E imprescindivel que ndo seja agitada
e que fique descansando por um periodo, deixando que o gradiente de concentragdo entre as
fases se estabilize. O passo seguinte € adicionar, lentamente, a solu¢do emulsificada aquela
que ndo sofreu emulsificacdo e, logo imediatamente, levar o tubo para ser centrifugado
(MABROUK et al., 2009b; MARGUET; SANDRE; LECOMMANDOUX, 2012).

Quando se adiciona a emulsdo no tubo que contém as duas fases, goticulas de emulsao
invertidas se formam e sdo elas que dao origem aos polimerossomos. Portanto, quando o tubo
¢ submetido a centrifuga, as vesiculas formadas se precipitam na fase inferior do tubo

(MABROUK et al., 2009b). A Figura 6 mostra uma representagdo de como isso acontece.
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Figura 6 — Goticulas de emulsio em contato com filme polimérico formando vesiculas.
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Fonte: Mabrouk et al. (2009b).

2.2.5 Método microfluido

Para este método, € necessario um aparato especial: dois tubos capilares, de sec¢do
circular e afunilados na ponta, inseridos um dentro do outro, sdo posicionados dentro de um
terceiro tubo, com diametro ainda maior, dessa vez de sec¢do quadrada. Outro tubo encontra-se
posicionado proximo aos dois tubos de seccdo redonda, pouco depois de onde acaba o
afunilamento, que desempenha a fung@o de coletar as goticulas de dupla emulsdo que serdo
formadas. Uma representacdo desse aparato ¢ mostrada na Figura 7 (LORENCEAU et al., 2005;
SHUM; KIM; WEITZ, 2008)

Dentro de cada tubo desse insere-se um fluido diferente, representados pelas legendas
f1, 2 e 3 na figura. O fluido inserido no tubo mais interno € o contetido que a vesicula deve
encapsular. O fluido 2, inserido no maior tubo redondo, € o solvente organico contendo os
copolimeros que irdo compor a bicamada da vesicula. J4 o fluido f3 € o fluido que ird
solubilizar os polimerossomos formados, ou seja, o0 meio em que serdo inseridos. Como

mostra a Figura 7, f1 e {2 correm no mesmo sentido, enquanto f3 € em fluxo contrario

(LORENCEAU et al., 2005).

Figura 7 — Esquema representativo da formac@o de vesiculas pelo método microfluido. A)
Representacao lateral; B) Representacao frontal mostrando a abertura para saida dos fluidos.
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Fonte: Lorenceau et al. (2005).
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O ajuste dos fluxos que passam pelos trés tubos do aparato € de extrema importancia
para a formacio adequada dos polimerossomos. E preciso um fluxo moderado dos dois
fluidos mais internos para que seja alcangado um gotejamento uniforme, em que goticulas
de dupla emulsdo (4gua envolvida por 6leo) se formam logo na entrada do tubo coletor. Caso
os fluxos estejam em mais alta velocidade, goticulas assimétricas serdo formadas em um
ponto mais adiante dentro do tubo coletor; este dltimo resultado € chamado de jateamento.
Além disso, os fluxos de f1 e {2 podem ser regulados para gerar uma ou mais goticulas de
fluido interno envolvidas pela camada externa de fluido organico com os copolimeros. O
ultimo passo é aguardar a evaporacdo completa do solvente orgdnico que solubiliza os
copolimeros, para que reste somente a bicamada polimérica. Foi relatada a formacao de 100
a 7000 goticulas por segundo formadas por esta metodologia (LORENCEAU et al., 2005;
SHUM; KIM; WEITZ, 2008).

E importante que o solvente organico escolhido para solubilizar o copolimero cumpra
0s seguintes requisitos: ser um bom solvente para todos os blocos que compde o copolimero,
seja volatil e crie uma tensdo superficial entre a goticula e o fluido mais externo,
possibilitando aos polimeros tempo o suficiente para que se arranjem na conformacgao de
bicamada (LORENCEAU et al., 2005). Para o fluido externo, € interessante uma solucao
com certa viscosidade, para que seja possivel o ajuste do fluxo. No trabalho de
Lorenceau et al. (2005), foi usado como fluido mais externo uma mistura de 80% (v/v) de
glicerol com dgua destilada e como solvente para os copolimeros (f2) uma mistura de THF
(excelente solvente para os dois blocos do copolimero utilizado) com tolueno (solvente
apolar que nao se mistura bem com a dgua).

O principal parametro para esta técnica é a concentracdo de copolimeros presentes
na fase orgénica. Ela deve ser alta o suficiente para garantir que os copolimeros recubram as
duas superficies que ficam em contato com a dgua. Um excesso nessa concentragdo nao
compromete a formagdo da vesicula, mas promove uma membrana mais espessa

(HAYWARD et al., 2006).

2.2.6 Método na nanoimpressao

Outro dispositivo capaz de produzir vesiculas poliméricas, é a impressora a jato de
tinta, cujo esquema grafico se encontra na Figura 8. Essas impressoras sdo adaptadas para
segurar o cartucho, em posi¢do fixa e estdvel, acima de um recipiente. Dentro do cartucho é

inserido o solvente organico juntamente com os copolimeros que formardo a membrana de
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vesicula; O recipiente com solugdo aquosa (que recebera as goticulas “impressas” pela
impressora a jato) fica em constante agitacdo. A dindmica desta impressora faz com que essa
metodologia forneca um alto controle sobre a reprodutibilidade dos resultados

(HAUSCHILD et al., 2005).

Figura 8 — Representacdo grifica de uma jateadora de tinta adaptada para Nanoimpressao.
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Fonte: Hauschild et al. (2005).

O trabalho de Hauschild et al. (2005), relata a dependéncia proporcional que o tamanho
das vesiculas tem da concentragdo de copolimeros inserida no cartucho. Outra observacao é
sobre a evolu¢do da morfologia, que se inicia em formatos parecidos com discos e conforme
avanca em estabilidade, se fecha para formar as vesiculas. E importante ressaltar que uma gota
ndo ird se transformar em um Unico polimerossomo. Caso assim fosse, as vesiculas seriam da
grandeza de micrometros € ndo de nandmetros como foi observado pelas imagens de
Microscopia Eletronica de Transmissao (MET) (HAUSCHILD et al., 2005).

No trabalho de Radulescu et al. (2003), este foi o método escolhido para formar
vesiculas que encapsulassem a droga quimioterdpica Paclitaxel. Os resultados foram
satisfatorios, visto que observou-se homogeneidade no tamanho das vesiculas formadas por

este processo, situacdo de extremo interesse para aplicacdes terapéuticas.

2.2.7 Método de extrusao

O método de extrusdo é mais comumente utilizado como passo adicional apds a
execuc¢do de outra técnica para formar polimerossomos, principalmente apds hidratacio de
filme. Consiste em passar a solucdo resultante contendo polimerossomos por uma membrana
nanoporosa de policarbonato (material inerte aos polimeros e reagentes) por diversas vezes
(CERRITELLI et al., 2005). Um exemplo de um sistema adequado para executar esta técnica

estd na Figura 9.
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Figura 9 - Extrusor de lipossomos

Fonte: Avestin (2019).

Segundo Fetsch et al. (2016) passar a solucdo com agregados de copolimeros pelo
filtro de policarbonato adiciona forcas mecénicas de cisalhamento ao sistema, diminuindo o
tamanho dos agregados e aumentando a homogeneidade da distribuicdo de tamanhos. O
principal impacto € sobre os agregados maiores, o que torna este método muito interessante
para técnicas que partem de formacao de filme, como eletroformacao ou hidratacdo de filme,
visto que se observam muitos agregados e até mesmo pedacos de massa polimérica na
solucdo resultante. Fetsch et al. (2016) nao observou resquicios de material polimérico retido
no filtro. Para constatar se houve perda de material, pode ser realizada a pesagem do filtro
antes e apos a aplicacdo da técnica.

O filtro de policarbonato pode ser de vérios tamanhos. Fetsch et al. (2016) comparou
os resultados obtidos com filtros de 5 um e 1,2 um, mas relatou que nao houve impacto

significante sobre o tamanho das vesiculas formadas nem sobre a dispersdo de tamanhos.

2.3 Aplicacgoes de vesiculas poliméricas/polimerossomos

Desde os primeiros relatos de copolimeros arranjados morfologicamente em
vesiculas, associam-se o0s usos destes em sistemas bioldgicos. Isso porque os
polimerossomos muito se assemelham a lipossomos, sendo considerados como estruturas
biomiméticas, ou seja, que t€ém como referéncia estruturas ja existentes na natureza hi
bilhdes de anos. Essa semelhanca dos polimerossomos com os lipossomos direciona
sobremaneira a sua aplicagdo dentro de organismos vivos, causa nobre e sempre em pauta,
que contribui para o avango da farmacologia e da medicina como um todo (MOZAFARI,
2007).

Tendo isso em vista, os polimerossomos ja foram estudados e aplicados como

carreadores de substincias de maneira inteligente, transportando e liberando contetidos
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encapsulados quando encontram determinados gatilhos presentes no meio, sejam gatilhos de
temperatura, pH, fons ou outros recentemente em pauta, como campo elétrico, campo
magnético, moléculas de acicar e ultrassom (POWER-BILLARD; SPONTAK;
MANNERS, 2004). Tais estimulos estdo muito presentes nos organismos, fazendo com que
as vesiculas poliméricas sejam matéria de diversos estudos recentes que visam aprimorar os
tratamentos médicos disponiveis hoje em dia.

Dentre as aplicacdes mais abordadas, encontram-se: a) o transporte e liberacdo de
substancias de forma inteligente; b) acdo como nanorreatores, permitindo a permeabilidade
seletiva de certos compostos que podem reagir com o contetido encapsulado nas vesiculas;
c¢) diagnéstico de doencas; d) tratamento de células com desordens genéticas;

A funcdo de veiculo de substincias que as vesiculas podem assumir foi abordada
anteriormente, no trabalho feito por Napoli (2004b); a vesicula feita no referido trabalho, de
dibloco PEG-PPS, pode ser aplicada no transporte da enzima glicose oxidase, que transforma
a glicose em 4cido glucdnico e por isso tem larga utilizacdo na inddstria de alimentos e outras
como terapia de reposi¢do enzimdtica e de higiene bucal (TANNER et al., 2011). Um outro
trabalho que comprova a capacidade das vesiculas de responderem a estimulos externos
liberando contetidos encapsulados foi realizado por Power-Billard, Spontak e Manners (2004).
Eles geraram vesiculas com unidades de ferroceno no bloco hidrofilico (PFS,
poliferrocenilsilano), compostos que respondem a reagdes redox de forma reversivel, abrindo
e fechando a cadeia de acordo com oxidacdes sequenciais e reducdes. Essa capacidade de
oxidacdo reversivel do copolimero especifico usado nas vesiculas foi comprovada por um
estudo de voltametria ciclica na presenca de cloreto de sédio (NaCl), gerando apenas uma
unica onda como resposta (NARDIN et al., 2000).

Além da propriedade essencial dos polimerossomos de encapsular e liberar
substancias, outra caracteristica interessante é a de permitir a permeabilidade seletiva de
determinadas moléculas dispersas no meio para dentro do interior das vesiculas. Isso faz
com que o material central deste estudo tenha a potencial funcdo de ser um nanorreator. Os
nanorreatores, por definicao, sdo inoculadoras nanométricas isoladas onde podem ocorrer
reacoes quimicas. Dentro de um polimerossomo, isoladas do ambiente externo, reacdes
catalisadas podem ocorrer quando o meio de dispersdo oferecer empecilhos para a melhor
eficiéncia da reacdo em questdo. Outra funcio acessdria ja relatada em trabalhos anteriores
€ a possibilidade de encaixar proteinas nas membranas externas dos polimerossomos,
possibilitando a atividade in situ (GRZELAKOWSKI et al., 2009). Portanto, pode-se

alcangar a permeabilidade seletiva da membrana vesicular tanto através da modelagem de
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poros nanométricos (quando o composto de interesse tiver um tamanho menor do que os
outros também dispersos no meio) quanto através da insercdo de canais de proteinas, que
fazem a funcdo de seletoras de acordo com a sua natureza e também promovem a
comunicacdo do meio externo com o interior da vesicula.

Relatos de algumas enzimas encapsuladas foram citados no trabalho de
Tanner et al. (2011). Dentre eles, estd a enzina beta-lactamase, que hidrolisa os anéis beta-
lactamicos presentes em diversos antibidticos, como a ampicilina. Essa reacdo pode
comprovar a atividade da enzima isolada e averiguar a resisténcia que terd ao medicamento
em questdo (TANNER et al., 2011). Outro exemplo de enzima isolada em nanorreatores
poliméricos foi a fosfatase 4cida, no trabalho de Grzelakowski et al. (2009). Este relato foi
o pioneiro no que diz respeito a reacOes enzimadticas imobilizadas dentro de vesiculas
poliméricas, comprovando a eficiéncia da permeabilidade seletiva da membrana, permitindo
a entrada do substrato ELF 97, desfosforilizado com sucesso dentro da cavidade do

polimerossomo.

2.4 Técnicas de polimerizacao

A matéria de composicao das vesiculas que foram formadas sdo copolimeros em
bloco com radicais polares e apolares, ou seja, anfipaticos. Tais copolimeros foram
sintetizados previamente através da técnica de polimerizacdo conhecida como RAFT, por
ser, dentre muitas técnicas disponiveis para elaborar polimeros, a que mostra melhor
resultado para formacdo de polimerossomos a partir de copolimeros anfipéticos
(FLORENZANQO, 2016).

Diversas formas de se sintetizar polimeros foram desenvolvidas ao longo dos anos,
técnicas essas que foram classificadas por Carothers (1929) de acordo com a reacdo
responsavel pelo crescimento da cadeia, se de substituicdo ou de adi¢do. Cada uma das
técnicas tem mecanismos particulares e consequentes limitacdes, sendo estudadas por
diversos pesquisadores e tendo seus resultados comprovados e registrados.

A técnica que foi usada para sintetizar os copolimeros usados neste trabalho se utiliza
de reagdes de adi¢do na presenca de um controlador, enquadrando-se na familia das
Polimerizacdes por Desativagdo Reversivel de Radicais (RDRP). Elas sdo tteis quando se
tem a necessidade de manter controle sobre o crescimento da cadeia, possibilitando que se
manipule a polimerizacdo para que seja atingida a massa molar desejada como resultado.

Isso é possivel porque os agentes controladores da polimeriza¢do reagem com os monomeros
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e as cadeias j4 formadas minimizando a termina¢do da polimerizacido (processo que faria
com que a reatividade cessasse e, portanto, pausasse o crescimento das cadeias terminadas).
Existem varias RDRP’s com diferentes tipos de reacdes radicalares; as mais utilizadas sao a
de Transferéncia de Atomo (ATRP, do inglés Atom-Transfer Radical Polymerization) e, a
mais recente, de Adi¢do-Fragmentacdo (RAFT, do inglés Reversible Adiction-
Fragmentation Chain Transfer) (FLORENZANO, 2016).

A RAFT € uma polimerizacdo em que sdo usados agentes transferidores de cadeias,
chamados CTA’s (Chain Transfer Agent, do inglés), que possibilitam a homogeneidade em
nivel molecular durante o crescimento das cadeias poliméricas e também um possivel
reinicio da polimerizacdo de um polimero ja purificado. Os CTA’s t€m caracteristicas que
proporcionam um equilibrio entre as reagdes diretas e inversas da polimerizagdo, conferindo
a possivel reversibilidade que d4 nome a técnica. Para melhor compreendimento, CTA’s sdo
os grupos Tiocarbonilicos; eles possuem dois radicais (Z e R), vide

Figura 10, que devem ser escolhidos de acordo com os mondmeros a serem
trabalhados. O radical Z ird impactar na velocidade das reagdes de adicdo e fragmentacao,
atraindo os elétrons durante as adesOes, enquanto que o radical R, mais estdvel que o
mondmero em propagacao, direciona as clivagens para a ligagdo S-R, permitindo que as

cadeias cres¢cam de maneira uniforme (MOAD; RIZZARDO; THANG, 2009).

Figura 10 — CTA Tiocarbonilico.

Fonte: Prépria autora.

Alguns exemplos de possiveis grupos Z’s estdo ilustrados no Quadro 1. A fungdo
desse grupo € possibilitar o ataque do radical (mondmeros e cadeias iniciados) a dupla
ligacdo C=S, como um ativador da transferéncia de elétrons e facilitador da adi¢do. Por isso
€ imprescindivel que o grupo Z seja um bom receptor de elétrons. Entretanto, o grupo Z deve
ser escolhido de acordo com 0os mondmeros que serdo polimerizados, porque deve ser menos

reativo do que este. Do contrério, ird tornar o radical centrado no carbono mais estdvel e, por
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conseguinte, ird retardar significativamente o processo de polimerizagdo, que necessita que
a dupla do carbono tercidrio retorne ao dtomo de enxofre, transferindo para outra posicao a

cadeia radicalar que se ligou ao CTA (FLORENZANO, 2016).

Quadro 1 — Radicais Z’s adequados para CTA’s.

Radical Nome

Fenil

n-fenil-n-metil

=

H.-.C . .
G tiododecil

Fonte: Prépria autora.

Quanto ao grupo R, sua funcdo € de se clivar assim que a dupla ligacdo do carbono
se refaz com o enxofre. Quando o grupo R € liberado como radical na solu¢cao, o monémero
pode se ligar em sua posi¢do, transferindo a cadeia para uma posicao mais estavel. Para que
a clivagem do R seja possivel, este deve ser um radical mais estdvel do que o0 mondmero
iniciado. Caso contrdrio, a cadeia radicalar que atacou a dupla C=S serd liberada novamente
na solugdo e R permanecera ligado ao CTA, aumentando a probabilidade de radicais se
encontrarem e terminarem definitivamente a polimerizagdo daquela cadeia, caracterizando
o insucesso da RAFT (FLORENZANO, 2016). Grupos interessantes para R estdo ilustrados

no
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Quadro 2 — Grupos R's para CTA's

Radical Nome

2-ciano-2-propil

g

cianometil

dimetilbenzil

G|/

Fonte: Prépria autora.

2.4.1 Caracteristicas principais dos blocos do copolimero

Os blocos do copolimero utilizado neste trabalho sdo de: PDMAEMA, PS, PHEMA.

O PDMAEMA [poli (metacrilato de 2-(dimetilamino etila)] € um homopolimero que
pode ser interessante para vdrias aplicagdes, pois mostra comportamento responsivo aos
estimulos de pH e temperatura, sofrendo alteragdes em sua polaridade e, por conseguinte,
em sua solubilidade. Devido a baixa LCST (temperatura de solucdo critica) deste
homopolimero em solugdes aquosas, com um pequeno aumento de temperatura ele pode se
precipitar da solucdo. A LCST do PDMAEMA em 4gua deionizada a concentragdes que
variam de 0,1 a 0,5% m/m de polimero estio em um range entre 50 °C e 38 °C,
respectivamente. Entretanto, se alterarmos também o pH da solug¢do aquosa, incluiremos
outra varidvel que impacta na solubilidade deste homopolimero. Em solu¢des 4cidas o
homopolimero fica todo ionizado e solubilizado, mas, a medida que se aumenta o pH, mais
hidrofébico o polimero se torna e vai diminuindo a temperatura em que sua solubilidade cai
drasticamente (ZHANG; MARIC, 2011).

O homopolimero PS (poliestireno) € um composto muito hidrofébico, sendo
excelente para compor o grupo “de recheio” da bicamada. Enquanto homopolimero, pode
formar filmes poliméricos bastante resistentes, como o litex (BRAGA; LEITE;
GALEMBECK, 2003). E um polimero muito usado na inddstria, para fazer copos
descartdveis e algumas embalagens, portanto € produzido em abundancia e de fécil acesso.

Outro homopolimero que foi usado na composi¢ao dos copolimeros anfipaticos € o

PHEMA, poli (2-metacrilato de hidroxietil). E um material muito conhecido por ser
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biocompativel, hemocompatibilidade e pela sua hidrofilia, tornando-o interessante para
aplicacdes na drea farmacoldgica e também terapéutica. Aplicacdes da PHEMA j4 foram
relatadas para fabricacdo de pele artificial (YOUNG; WU; TSOU, 1998) e cornea artificial
(LOU; VAN COPPENHAGEN, 2001). Por sua caracteristica hidrofilica, o polimero
PHEMA apresenta a propriedade de incorporar d4gua ente suas cadeias, ou seja, quando na
presenca de umidade, absorve dgua e incha, sendo capaz de formar géis esponjas (LOU;
VAN COPPENHAGEN, 2001).

A estrutura molecular destes polimeros estd ilustrada na Figura 11, a seguir:

Figura 11 - Estrutura molecular dos polimeros PDMAEMA, PHEMA e PS

FOLIGERLA EHERSA
PL
@il CHy
_{_n;l-,_-.J:_)_ tH-t——  —f—a _.:44}_}_
| i {' “n ' n
S=0 1 ==[) .
i |
l:ll i .l
M =
we -|--:,"¢H‘
]
M. &
HyET ey o

Fonte: Prépria autora.

2.5 Caracterizacao das vesiculas

A caracterizacdo das vesiculas pode ser realizada por diversos métodos. A seguir foi
explanado sobre as técnicas de Espalhamento de Luz Dindmico (DLS) e sobre alguns tipos

de microscopia.

2.5.1 Espalhamento de Luz Dinamico

DLS € a anélise de Espalhamento de Luz Dinamico, que fornece o didmetro médio e
hidrodinamico das particulas e a porcentagem de uniformidade dos tamanhos. Para isso,
usam-se fontes de raio laser que incidem luz sobre a amostra solubilizada em um solvente,
que comumente é 4gua ou solvente organico (mas que pode ser outro que solubilize bem o
analito) e analisa a intensidade que o analito emite a radiagdo recebida dentro de um intervalo

de microssegundos. Essa intensidade ird variar de acordo com o movimento Browniano
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realizado pelas particulas dissolvidas, que serd maior conforme maior for o didmetro destas
(CANEVAROLO JR., 2004).

Uma representacdo simplificada do Espectrometro de Luz estd na Figura 12. A
amostra € inserida em celas de vidro ou de quartzo, localizadas dentro de uma cuba, imersas
em um liquido para termostatizacdo e index matching. Um detector posicionado a um ponto
abaixo da amostra, com possibilidade de ajuste angular (©), € responsavel por fazer a
varredura das radiacdes emitidas pelas particulas quando recebem luz em comprimentos de
onda especificos. Junto ao detector sdo colocados correlacionadores, que traduzem as
radiacdes lidas nas varidveis de equacdes de autocorrelagcdo, que resultam nos dados citados
anteriormente e outros mais. Para isso, deve-se determinar previamente o indice de refracao
da fase modvel, sua viscosidade e o incremento do indice de refracdo especifico do soluto
(CANEVAROLO JR., 2004).

Figura 12 — Esquema simplificado de um Espetrdmetro de Luz.

Amostra
Laser [F------ 31

Fonte: Canevarolo Jr. (2004).

A intensidade da luz espalhada pelo tempo analisado (aqui em microssegundos)
possui valores muito pequenos. Ainda que sejam usadas fontes de laser que emitam luz em
comprimentos de onda baixos (para aumentar a intensidade da luz espalhada), os
correlacionadores traduzem a intensidade em uma transformada de Fourier, usando como
eixo o dominio do tempo e ndo as intensidades lidas (CANEVAROLO JR., 2004). Os
equipamentos disponiveis no mercado podem variar em nimero de canais que possuem,

no tempo de espera entre uma leitura e outra e no dngulo em que o detector estd da amostra.

2.5.2 Microscopia

A microscopia eletronica de varredura (MEV) € um excelente método de se obter
imagens da superficie das amostras analisadas. Quando se diz respeito a amostras de
grandezas nanométricas, esta andlise ganha vantagens na resolu¢do obtida, se comparada aos

microscopios Opticos. Isso porque se utiliza da incidéncia de um feixe de elétrons (ao invés
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de um feixe de luz) sobre a amostra. Portanto, essa analise serd fundamental para comprovar
a formacao da estrutura vesicular desejada (CANEVAROLO JR., 2004).

Os elétrons emitidos pela fonte (um filamento de tungsténio) incidem sobre a amostra
gerando interagdes com o nicleo dos dtomos nela presentes. As interacdes podem ser
elésticas (sem alterar a energia cinética) ou ineldsticas (alterando a energia cinética) e, em
ambos os casos, modificam a trajetéria dos elétrons que saem da fonte. O resultado dessas
interacdes ocasiona efeitos de retroespalhamento, no caso do espalhamento elastico, e efeitos
secundarios como emissdes de elétrons provenientes da amostra, raios X, entre outros, no
caso do espalhamento ineléstico, contribuindo para a formacdo da imagem superficial do
analito e subsequentes informacdes sobre ele (CANEVAROLO JR., 2004).

A Figura 13 mostra os componentes que um microscopio de varredura possui. Assim
que o feixe de elétrons é emitido pela fonte, as lentes condensadoras e as bobinas de
varredura ajustam o didmetro e deflexdo do feixe para que este incida com um didmetro
adequado para a andlise nanométrica do material. Cada um dos efeitos consequentes das
interacoes entre os elétrons da fonte e o nucleo dos 4tomos geram sinais elétricos, que sdao
captados por um tubo de raios catdodicos (CRT), o responsavel pela varredura de todos os

sinais (CANEVAROLO JR., 2004).

Figura 13 — Esquema gréafico de um Microscdpio Eletronico de Varredura.

Fonte de elétrons - L U _J
Lentes condensadoras — | “\¢ ‘ ’ X

Espirais de varredura —

Lente ob;enva— N
e

Detector de elétrons
retroespalhados

Detector —
de rais X

Amostra  Detector de elétrons secundanos

Fonte: Canevarolo Jr. (2004).
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2.6 Planejamento de Experimentos

Neste trabalho foi utilizada a estatistica DOE (do inglés, Design of Experiments) para
determinar o nimero de experimentos para cada técnica e para definir como as varidveis
independentes seriam usadas, a fim de se determinar as melhores condicdes. As varidveis
independentes sdao definidas pelo préprio pesquisador, que possui o conhecimento prévio
para estimar quais fatores podem ter mais impacto sobre os resultados. A estatistica DOE ¢é
um modelo ja presente no software Minitab, que permite, além de planejar os experimentos,
inserir os resultados obtidos e gerar griaficos que medem o impacto que as varidveis
independentes tém sobre eles.

Com DOE ¢ possivel explorar novos processos, interpretar processos existentes e
aprender mais sobre eles, além de otimizar a pesquisa realizando um numero minimo de
experimentos para poder interpretd-los com um bom alicerce. Fatores quantitativos
(varidveis como velocidade, temperatura, pH, etc.) e qualitativos (matérias primas,
catalisadores, fornecedores) podem ser analisados como varidveis independentes de um
experimento por DOE e, para amenizar ou at¢é mesmo remover quaisquer vieses dos
processos, os principios de randomizagio, replicacdo e blocagem sao utilizados por essa
estatistica. Com a inser¢do dos resultados e as consequentes andlises fornecidas pelo
software Minitab, pode-se obter melhorias na performance funcional dos produtos, reduzir
a variabilidade excessiva de um processo, reduzir taxas de refugo e retrabalho, reduzir o

tempo de desenvolvimento de um produto, entre outros beneficios (ANTONY, 2014).
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3 MATERIAIS E METODOS

A metodologia escolhida para desenvolver esse estudo foi o tipo Pesquisa
Experimental. Através de experimentos e caracterizacdes realizados nos laboratérios da
Escola de Engenharia de Lorena, foi relatado sobre o decorrer da experiéncia de se formar

vesiculas poliméricas e sobre os resultados observados com as andlises pds-experimentos.

3.1 Materiais

Copolimero usado para a formagao das vesiculas: (PDMAEMA-co-PHEMA )-b-PS,
de massa molar numérica igual a 45432 g/mol, PDI igual a 1,96 e propor¢ao de 1:1,25 para
os blocos hidrofilicos e hidrofébicos.

O solvente utilizado para este copolimero foi: tetrahidrofurano (THF).

Para preparar diferentes pH foram usados os reagentes: Acido cloridrico, hidréxido
de sddio. A solugdo tampao em que foi feita a hidratacao de filme era uma solucio Fosfato
de pH 7.

Um filtro nanoporoso para seringa de Nylon poro de 0,45 pm e didmetro de 25 mm
da marca Sigma-Aldrich foi utilizado para realizar a técnica de extrusdo. Outro filtro
nanoporoso para seringa, da marca Analitica de PTFE hidrofilico de poro 0,22 pm e de

diametro de 25 mm foi necessario.

3.2 Procedimentos

3.2.1 Planejamento dos Experimentos por DOE

Ap6s a realizag@o dos experimentos de cada técnica, um tltimo experimento com a
técnica e condi¢cdes de melhor performance foi realizado a cargo de averiguar a
reprodutibilidade e o resultado. As trés técnicas foram desenvolvidas no Laboratério de
Polimeros que se encontra no Campus 2 da Escola de Engenharia de Lorena. O planejamento
de experimentos foi feito no software Minitab®, utilizando a estatistica de DOE (do inglés,
Design of Experiments) com fatorial completo 22 e triplicata no ponto central, para medir a
margem de erro, gerando um total de sete experimentos minimos para cada técnica de
formacdo de vesiculas. As varidveis independentes foram determinadas levando-se em

z

conta as particularidades de cada metodologia. A varidvel de resposta é o diametro
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hidrodindmico médio (Du), mas a polidispersidade dos tamanhos (PDI) também foi levada
em conta; ambos fornecidos pela andlise de DLS. Um ultimo experimento foi realizado
com a técnica que produziu melhor resultado, com ajuste das varidveis de melhor
desempenho, totalizando vinte e dois experimentos.

Para a técnica de troca de solventes foi usado o Planejamento de Experimentos
mostrado na Tabela 1. Os valores usados para cada um dos niveis estdo explanados na

Tabela 2.

Tabela 1 — Matriz do planejamento fatorial 2° para troca de solventes

Concentracao de Copolimero

Experimento (ug/uL) pH
1 -1 -1
2 1 -1
3 -1 1
4 1 1
5 0 0
6 0 0
7 0 0

Fonte: Propria autora.

Tabela 2 — Varidveis independentes codificadas e decodificadas para o planejamento fatorial 2> da
técnica troca de solventes

oo Niveis
Variaveis
-1 0 1
Concentragdo de Copolimero ~ 20 ug/uL 110 pg/uL 200 pg/ul
pH 4 6 8

Fonte: Propria autora.

Para a técnica de hidratacdo de filme foram escolhidas as seguintes varidveis
independentes: tempo de agitacdo e concentracdo do copolimero. A

Tabela 3 mostra o Planejamento de Experimento Fatorial Completo escolhido e a

Tabela 4 mostra os trés niveis codificados e decodificados.



Tabela 3 — Matriz do planejamento experimental 2> para hidratagio de filme.
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Experimento = Tempo de agitacao (dias) Concentracao de Copolimero (ug/pL)
1 -1 -1
2 1 -1
3 -1 1
4 1 1
5 0 0
6 0 0
7 0 0

Fonte: Propria autora.

Tabela 4 — Varidveis independentes e niveis codificados e decodificados para a técnica de hidratagao de

filme.

i Niveis
Variaveis
-1 0 1
Tempo de agitacao 1 dia 2 dias 3 dias
Concentrag¢do de Copolimero 0,5 pg/uL. 1 pug/ul 1,5 pg/ul

Fonte: Prépria autora.

Também para a técnica de extrusao foi realizado um Planejamento de Experimento
com Fatorial Completo 22, explanados na Tabela 5 e

Tabela 6.

Tabela 5 — Matriz do planejamento fatorial 2° para a técnica de extrusio.

Experimento Nuimero de Passagens

Sonicac¢io (min)

1

~N N L AW

-1
1

S O o =
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Fonte: Propria autora.

Tabela 6 — Varidveis independentes codificadas e decodificadas para técnica de extrusao

. Niveis
Variaveis
-1 0 1
Nuimero de Passagens 3 7 11
Sonicacdo 1 min 7 min 15 min

Fonte: Prépria autora.

3.2.2 Método de troca de solventes

O fluxograma do procedimento experimental do método de troca de solventes esta

na

Figura 14.

Figura 14 — Fluxograma do procedimento do método de troca de solventes.

Estabilizacdo e evaporacdo

Solubilizar copolimeros Gotejar solugdo orgénica Lo
as . .2 de solventes sob agitacdo
em solvente organico em 4gua sob agitagdo .
por 30 min

Caracterizacdo

Fonte: Prépria autora.

Em primeira instancia, preparou-se 500 pL de cada uma das solugdes poliméricas
referentes aos trés niveis, pesando-se 0,01 g de copolimero para a solu¢ao mais diluida, 0,045
para a solug@o dos pontos centrais e 0,1 g de copolimero para a solu¢do mais concentrada.

ApOs preparar as trés solugdes, preparou-se também as solucoes aquosas de pH 4, 6
e 8 ajustados com solugdes de 4cido cloridrico e hidréxido de sodio. Apds preparadas,

passou-se 10 mL das solucdes aquosas para Erlenmeyers de 50 mL e, sob agitacdo, gotejou-
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se 100 uL das soluc¢des poliméricas com uma seringa da marca Hamilton, cuja capacidade é
50 uL, nas combinagdes que estdo de acordo com o planejamento do experimento realizado.
Ap6s os 100 uL. serem gotejados, as solugdes ficaram trinta minutos sob agitacdo
para estabilizacdo das vesiculas para a evaporagao do solvente residual. Passado o tempo, as
solugdes finais foram guardadas em tubos de ensaio, para futuramente serem caracterizadas.
Uma foto de como ficaram ao final dos sete experimentos estd apresentada na Figura 15.

Figura 15 — Tubos contendo os sete experimentos de troca de solventes finalizados.
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Fonte: Prépria autora.

3.2.3 Método da hidratacao de filme

O fluxograma do procedimento experimental do método da hidratacao de filme esta

na Figura 16.

Figura 16 — Fluxograma do procedimento do método da hidratagao de filme.

Solubilizar copolimeros :> Em um frasco de vidro, fazer um :> Deixar o frasco
em solvente organico fino filme com a solucgdo orgénica a evaporar

g

Caracterizaci <:| Adicionar solucdo tampao apés a
aractenzagao completa evaporacio, com agitacao

por tempo varidvel

Fonte: Prépria autora.

Em primeiro lugar foram preparadas as trés solugdes de copolimero de concentragdes
diferentes, todas com THF. Foi pesado 1,3 mg de copolimero para 2,6 mL do solvente para
a concentragdo de menor nivel, 2,5 mg para 2,5 mL de solvente para a concentragao dos
pontos centrais € 4,3 mg para 2,9 mL para a concentracdo de maior nivel. Depois de
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completamente solubilizados, foram feitos finos filmes poliméricos nas paredes de béqueres de vidro,
utilizando as solugées preparadas, com auxilio de uma pipeta Pasteur, assim como mostra a

Figura 17.

Figura 17 — Formagdo de filme polimérico em um béquer de vidro, para técnica de hidratacdo de filme.

Fonte: Prépria autora.

Depois, deixou-se os béqueres secando na capela por cerca de trinta minutos, para
evaporacao completa do solvente. Uma vez secos (imagem do filme seco na parede do
béquer na Figura 18) 10 mL da solucao tampao de pH 7 foi colocada dentro dos béqueres,
com agitacdo magnética de 600 rpm durante o periodo de 1, 2 ou 3 dias, de acordo com o
planejamento do experimento. Quando atingidos os tempos estipulados, as solu¢des foram

guardadas e, posteriormente, caracterizadas pelo método de DLS.

Figura 18 — Filme polimérico seco na parede de um béquer.

Fonte: Prépria autora.
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3.2.4 Método de extrusio

O fluxograma do procedimento experimental do método de extrusdo esta na Figura 19.

Figura 19 — Fluxograma do procedimento do método de extrusdo.

- Conectar um filtro =
Encher uma seringa com a Passar a solu¢do de uma

luca 1 d 11anoporoso a seringa seringa para a outra por
resultan a |—> ; . —>
SOTEA0 esultante anterior € na saida uma gap P

hidratagéo de filme diversas vezes

seringa vazia @

Caracterizagdo

Fonte: Prépria autora.

A técnica de extrusdo foi realizada utilizando-se a solu¢do obtida por hidratacdo de
filme que apresentou resultados mais promissores. Para determinar qual seria essa amostra,
tragcou-se um grafico de Pareto (que serd apresentado no item 4) relacionando-se os
diametros hidrodindmicos médios de cada um dos experimentos com a influéncia das
varidveis independentes. Observou-se que a concentracio era o principal fator de impacto.
Retornando aos resultados obtidos por DLS, constatou-se que com menores concentragoes,
melhores eram os resultados; visto que para maiores concentracdes os diametros das
particulas se apresentavam bem maiores do que o esperado para vesiculas poliméricas pela
técnica citada, acusando possivelmente a formagdo de agregados. Portanto, a Amostra 1
obtida por hidratacdo de filme foi escolhida para ser extrudada em membrana nanoporosa.

O filtro de Nylon de poro 0,45 pm para seringa foi acoplado a uma seringa de
capacidade de 25 mL e, logo abaixo da saida do filtro, outra seringa (sem o €émbolo) foi

posicionada, com outro filtro acoplado a sua extremidade, assim como mostra a Figura 20.

Figura 20 — Seringas acopladas a um filtro de membrana nanoporosa.
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Fonte: Propria autora.

Dessa forma, garantiu-se a menor perda possivel do material extrudado, visto que
logo apds passar pela membrana, o conteido poderia ser, em seguida, extrudado novamente.
Para comecar a extrusdo, a seringa superior foi preenchida com 25 mL da solu¢do da
Amostra 1. Apos trés passagens pela membrana, retirou-se quantidade suficiente para duas
caracterizacdes por DLS (aproximadamente 4 mL) e separou-se em dois béqueres diferentes.
Estes béqueres foram identificados como 1 e 3. A solucdo que ficou na seringa passou mais
quatro vezes pelas membranas e novamente foi separada, dessa vez em quantidade suficiente
para trés caracterizacoes (as triplicatas do ponto central). Os béqueres foram identificados
como 5, 6 e 7. As seringas foram esvaziadas. Mais 10 mL da Amostra 1 da hidratagdo de
filme foram colocados na seringa superior e passados quinze vezes pela membrana. A
solucdo resultante foi colocada em béqueres identificados como 2 e 4. Todos os sete béqueres

foram levados para o ultrassom, para serem sonicados.

3.2.5 Caracterizacio das vesiculas

A seguir, foram apresentados os tipos de andlises feitas dos resultados obtidos por

cada técnica de formacao de polimerossomos.

3.2.5.1 Analises por Microscopia

Dois microscépios foram utilizados para visualizar as particulas formadas com as

técnicas escolhidas. Um microscopio 6tico invertido de lente objetiva € um microscopio
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eletronico de varredura. Para ambas as andlises de microscopia as amostras foram analisadas
in natura.

As andlises no microscépio invertido foram realizadas no Instituto de Farmacologia
da Unifesp de Sao Paulo (INFAR), no laboratério da Prof* Dr* Karin do Amaral Riske em
um microscopio Zeiss Axiovert 200 equipado com uma camera digital SCMOS PCO.edge
4.2 e com objetivas de 10x, 20x, 40x e 63x.

As andlises de MEV foram realizadas no campus DEMAR da EEL-USP em um
microscépio da marca Hitachi®, modelo TM 3000. As amostras produzidas serdo colocadas

diretamente sobre um braquilete® (superficie metalica polida) e lidas sob vécuo.

3.2.5.2 DLS

Dois espectrometros foram utilizados nas andlises € um Brookhaven Instrument
Corp, Zeta Plus/BI-PALS, localizado no DEMAR (EEL-USP), e um Zetasier Nano ZS
Malvern Panalytical, localizado no DEQUI (EEL-USP).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As solugdes resultantes de cada técnica (sete experimentos para cada uma) foram
analisadas em dois equipamentos que realizam DLS, isso porque um deles oferece a
vantagem de estar geograficamente mais préoximo e a disposi¢do, enquanto que o outro
equipamento tem como vantagem fornecer graficos da distribui¢do dos tamanhos obtidos a
cada leitura. Estes gréaficos estio apresentados nas Figuras 21 a 34 e mostram linhas de cores
diferentes para cada uma das triplicadas realizadas para cada amostra. Além disso, foram
obtidas imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV), e também de contraste de
fase, complementando assim a anélise de DLS que fornece o raio hidrodindmico médio das

particulas em dispersao.

4.1 Caracterizacao por DLS

4.1.1 Caracterizacio por DLS ap6s método Troca de Solventes

Os diametros hidrodinamicos médios obtidos para os sete experimentos de Troca de
Solventes estdo na Tabela 7 e 8. As medidas foram realizadas em triplicata, para averiguar a
reprodutibilidade dos resultados. Os resultados em vermelho sdo resultados que a autora
julgou estarem em discordincia, ou seja, representarem uma por¢cao muito pequena da
amostra, e por isso ndo foram considerados no célculo da média e do desvio padrdo. A
escolha foi baseada na ciéncia de que, para cada leitura, pequenas fracdes da amostra sao
lidas e, em alguns casos, estas fracdes estdo povoadas com particulas de tamanhos que nao

se referem a média da amostra num geral.

Tabela 7 — Didmetros hidrodindmicos obtidos por DLS em equipamento da marca Malvern.

Exp Conc. pH Diametro (nm) Medla(;nl\lil)alvern 11,):3:;(;
1 -1 -1 2669 2622 266,8 265,30 2,1924
2 1 -1 1255 1285 1366 1302,00 46,8828
3 -1 1 237,5 243,77 236,5 239,23 3,1847
4 1 1 1336 1328 1092 1332,00 4,0000
5 0 0 1892 1833 1457 1862,50 29,5000
6 0 0 1493 1914 1487 1490,00 3,0000
7 0 0 2161 1590 1485 1537,50 52,5000

Fonte: Prépria autora.
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Tabela 8 — Didmetros hidrodindmicos obtidos por DLS em equipamento da marca Brookhaven.

Exp Conc. pH Diametro (nm) Meédia - Brookhaven (nm) Desvio Padrao
1 -1 -1 296,44 2968 302 298,40 2,5508
2 1 -1 1153,1 1033,6 1000,4 1017,00 16,6000
3 -1 1 282,6 2863 2884 285,77 2,3977
4 1 1 1087,6 1201,8 11099 1133,10 49,4239
5 0 0 1556,5 1538,4 154745 1547,45 7,3893
6 0 0 1298 1589,8 14439 1516,85 72,9500
7 0 0 13794 1451,3 17109 1415,35 35,9500

Fonte: Propria autora.

A Tabela 9 mostra o didmetro hidrodindmico médio utilizado como resposta para o
planejamento do experimento, que foi calculado usando as médias obtidas por cada

equipamento.

Tabela 9 — Didmetro final médio calculado para os experimentos de Troca de Solventes

Experimento Malvern Brookhaven Didmetro Médio (nm)
1 265,30 298,40 281,85 £ 16,5500
2 1302,00 1017,00 1159,5 £ 142,5000
3 239,23 285,77 262,5 +23,2667
4 1332,00 1133,10 1232,55 + 99,4500
5 1862,50 1547,45 1704,97 £ 157,5250
6 1490,00 1516,85 1503,42 £ 13,4250
7 1537,50 1415,35 1476,42 + 61,0750

Fonte: Prépria autora.

As Figuras 21 a 27 apresentam os gréaficos com linhas de cores diferentes para cada

uma das triplicadas realizadas para cada amostra obtida por troca de solventes.



Figura 21 — Distribui¢@o de tamanhos (nm) por intensidade (%) obtidas por DLS em um Malvern;
tamanho 273,1 nm e PDI 0,230 para a Amostra 1 (Concentrago 20 pg/uL e pH 4).
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Fonte: Propria autora.

Figura 22 — Distribui¢ao de tamanhos (nm) por intensidade (%) obtidas por DLS em um Malvern;
tamanho 1366 nm e PDI 0,547 para a Amostra 2 (Concentragdo 200 pg/uL e pH 4).

50

i
(=]

La¥
(=]

Intensity (%)
8

-
(=]
Wi S

[=1]

10 100 10000

Size (d.nm)

=
-
=k

Fonte: Prépria autora.

Figura 23 — Distribui¢@o de tamanhos (nm) por intensidade (%) obtidas por DLS em um Malvern;
tamanho 236,5 nm e PDI 0,139 para a Amostra 3 (Concentraco 20 pg/uL e pH 8)
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Fonte: Prépria autora.
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Figura 24 — Distribui¢@o de tamanhos (nm) por intensidade (%) obtidas por DLS em um Malvern;
tamanho 884,1 nm e PDI 0,258 para a Amostra 4 (Concentracdo 200 pg/plL e pH 8).
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Fonte: Propria autora.

Figura 25 — Distribui¢do de tamanhos (nm) por intensidade (%) obtidas por DLS em um Malvern;
tamanho 802 nm e PDI 0,451 para a Amostra 5 (Concentragéo 110 pg/pL e pH 6).
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Fonte: Prépria autora.

Figura 26 — Distribuicdo de tamanhos (nm) por intensidade (%) obtidas por DLS em um Malvern;
tamanho 1487 nm e PDI 0,546 para a Amostra 6 (Concentragdo 110 pg/uL e pH 6).
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Fonte: Prépria autora.
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Figura 27 — Distribui¢@o de tamanhos (nm) por intensidade (%) obtidas por DLS em um Malvern;
tamanho 1485 nm e PDI 0,245 para a Amostra 7 (Concentracdo 110 pg/pL e pH 6).
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Fonte: Prépria autora.

4.1.2 Caracterizacao por DLS ap6s método Hidratacao de filme

Os diametros hidrodindmicos também foram medidos para os sete experimentos
realizados utilizando o método de hidratacdo de filme. Nas Tabela 10, 11 e 12 podemos
observar os dados fornecidos por dois equipamentos para cada um dos sete experimentos de
hidratacdo de filme. Novamente, os resultados destacados em vermelho foram deixados a
parte dos cdlculos da média e do desvio padrio, em fungdo de se referirem, muito
provavelmente, a uma parcela pouco representativa da amostra total ou entdo a morfologias

que ndo sejam de vesiculas. A Tabela 13 apresenta o didmetro médio final calculado.

Tabela 10 — Didmetros hidrodinamicos obtidos por DLS em equipamento da marca Malvern.

Exp Agei?;g;o Conc. Diametro (nm) Média - Malvern (nm) Desvio Padrao
1 -1 -1 602,7 652 9492 627,35 24,6500
2 1 -1 676,7  708,3 1086 692,50 15,8000
3 -1 1 1233 1692 2396 1462,50 229,5000
4 1 1 512,3  521,1  5164 516,60 3,5954
5 0 0 4252 487,65 446,25 453,03 25,9424
6 0 0 404 550,5 4819 516,20 34,3000
7 0 0 446,4 4248  410,6 427,27 14,7190

Fonte: Prépria autora.
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Tabela 11 — Didmetros hidrodindmicos obtidos por DLS em equipamento da marca Brookhaven.

Xp Agei?;g;o Conc. Diametro (nm) Média - Brookhaven (nm) Desvio Padrio
1 -1 -1 385,2 405,7 375 388,63 12,7662
2 1 -1 500,8 561,9 570 565,95 4,0500
3 -1 1 737,8 731,1 706,1 725,00 13,6414
4 1 1 532 543,77 549,1 541,60 7,1372
5 0 0 386,3 3935 409,2 396,33 9,5611
6 0 0 396 408,3 4332 412,50 15,4745
7 0 0 376,6 3787 385,2 380,17 4,4837

Fonte: Prépria autora.

Tabela 12 — Didmetros hidrodindmicos obtidos por DLS em equipamento da marca Brookhaven com

diluicdo de 5x.
ATg(;:gg ;:0 onc Didmetro (nm) COII/[né((lliilall ;g?i(l;ot?(:(gi‘([f:n) Desvio Padrio
1 -1 -1 3529 349,8 4659 389,53 1,5500
2 1 -1 3484  360,9 3876 365,63 16,3496
3 -1 1 783,5 832,6 808,05 808,05 20,0450
4 1 1 476,7 504,5 513,6 498,27 15,6959
5 0 0 338,5 349,15 431 372,88 5,3250
6 0 0 268,4 2755 374,6 306,17 3,5500
7 0 0 408,6 4228 4874 439,60 7,1000

Fonte: Prépria autora.

Tabela 13 — Didmetro final médio calculado para os experimentos de Hidratacdo de filme

Experimento Malvern (nm) Brookhaven (nm)

Brookhaven com
diluicao de 5x (nm)

Didmetro Médio (nm)

~N O U AW =

627,35
692,50
1462,50
516,60
453,03
478,80
427,27

388,63
565,95
725,00
541,60
396,33
412,50
380,17

389,53
365,63
808,05
498,27
270,20
306,17
439,60

389,08 +0,4500
541,36 + 100,1583
766,52 + 41,5250
518,82 + 17,7604
373,19 + 76,4133
399,15 + 71,1061
415,68 £ 25,6100

Fonte: Prépria autora.
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As Figuras 28 a 34 apresentam os graficos com linhas de cores diferentes para cada

uma das triplicadas realizadas para cada amostra obtidas pela técnica de hidratacio de filme.

Figura 28 — Distribui¢@o de tamanhos (nm) por intensidade (%) obtidas por DLS em um Malvern;
tamanho 146,6 nm e PDI 1 para a Amostra 1 (Tempo de agitacio de 1 dia e concentraggo 0,5 pg/pL).
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Fonte: Prépria autora.

Figura 29 — Distribui¢@o de tamanhos (nm) por intensidade (%) obtidas por DLS em um Malvern;
tamanho 252,6 nm e PDI 0,632 para a Amostra 2 (Tempo de agitacdo de 3 dias e concentracio 0,5

ug/uL).
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Fonte: Proépria autora.
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Figura 30 — Distribui¢@o de tamanhos (nm) por intensidade (%) obtidas por DLS em um Malvern;
tamanho 373,2 nm e PDI 1 para a Amostra 3 (Tempo de agitacio de 1 dia e concentragéo 1,5 pug/pL).
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Fonte: Propria autora.

Figura 31 — Distribui¢@o de tamanhos (nm) por intensidade (%) obtidas por DLS em um Malvern;
tamanho 462,5 nm e PDI 0,291 para a Amostra 4 (Tempo de agitacio de 3 dias e concentragdo 1,5
pg/ulL) para a Amostra 4 (Tempo de agitacdo de 3 dias e concentracéo 1,5 pg/pL).
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Fonte: Prépria autora.

Figura 32 — Distribui¢@o de tamanhos (nm) por intensidade (%) obtidas por DLS em um Malvern;
tamanho 271,4 nm e PDI 1 para a Amostra 5 (Tempo de agitagdo de 2 dias e concentragdo 1,0 pg/uL).
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Fonte: Prépria autora.
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Figura 33 — Distribui¢@o de tamanhos (nm) por intensidade (%) obtidas por DLS em um Malvern;
tamanho 257,4 nm e PDI 0,849 para a Amostra 6 (Tempo de agitacio de 2 dias e concentragio 1,0
ug/uL).
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Fonte: Prépria autora.
Figura 34 — Distribui¢@o de tamanhos (nm) por intensidade (%) obtidas por DLS em um Malvern;

tamanho 269,7 nm e PDI 0,268 para a Amostra 7 (Tempo de agitacdo de 2 dias e concentragio 1,0
ug/uL).
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Fonte: Propria autora.

4.1.3 Caracterizacao por DLS apés método de Extrusao

Ap6s a realizagdo dos sete experimentos de extrusdo, as amostras foram levadas ao
DLS Brookhaven localizado no DEMAR, Campus 2 da EEL-USP. Entretanto, o resultado
apontado pelo equipamento mostrou que as particulas se quebraram apds passar pela
membrana nanoporosa, visto que os didmetros hidrodinamicos médios fornecidos por DLS
estavam sempre menores que 1 nm). As amostras que passaram menos vezes pela
membrana foram lidas primeiro e apresentaram os resultados mostrados na Tabela 14

quando analisados por DLS no equipamento Brookhaven.
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Tabela 14 — Didmetros hidrodindmicos dos experimentos 1 e 3 utilizando o método de Extrusio

. N° de N . Média - . ~
Experimento Passagens Sonicacao Diametro (nm) Brookhaven (nm) Desvio Padrao

1 -1 -1 0 0 1 0,33 04714

3 -1 1 0 0 0 0,00 0,0000

Fonte: Prépria autora.

Frente a esse resultado, utilizou-se outra membrana, composta de material hidrofilico
para fazer a extrusdo do resultado por troca de solventes escolhido. Uma passagem pela
membrana mostrou resultado bastante satisfatério, com particulas de didmetro
hidrodindmico mostrados na Tabela 15. A membrana usada foi a de PTFE hidrofilica, poro

de 0,22 pum, didmetro de 25 mm da marca Analitica.

Tabela 15 — Didmetro hidrodinamico e polidispersidade (obtida por DLS em um Brookhaven) das
particulas extrudadas uma vez em membrana nanoporosa de PTFE hidrofilica da marca Analitica.

Leitura Diametro Efetivo (nm) PDI Diametro Médio (nm) PDI Médio

1 294.,6 0,254
239,3 0,411 265,47 0,3717
3 262,5 0,450

Fonte: Propria autora.

4.2 Microscopias

As sete amostras resultantes da técnica troca de solventes foram analisadas em um
microscopio de contraste de fase, invertido e de fluorescéncia muito usado na visualizacdo
de lipossomos gigantes. Na Figura 35 pode-se observar uma imagem para cada uma das
amostras. Os pontos mais escuros sdo fortes indicios de polimerossomos, visto que o interior
aquoso nao reflete a luz do microscépio. Entretanto, as particulas mais claras indicam
agregados poliméricos densos, de interior sélido, inapropriados para serem usados como

encapsuladores de substancias.
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Figura 35 — Imagens dos resultados da Troca de Solventes, obtidas por Microscopia Optica de Contraste
de Fase. As setas indicam morfologias de cerca de 100 nm com interior oco, caracteristica que, no
microscépio, confere com escura a particula.

Fonte: Propria autora.

Imagens de quatro amostras diferentes foram obtidas no Microscépio Eletronico de
Varredura (MEV) do Campus 2 da EEL-USP. As seguintes amostras foram visualizadas no
equipamento: A) Experimento 6 da hidratacdo de filme; B) Experimento 1 da troca de
solventes; C) Experimento 1 da troca de solventes apds uma passagem pelo filtro nanoporoso
hidrofilico; D) Experimento 1 da troca de solventes apds uma passagem pelo filtro
nanoporoso hidrofilico e 1 minuto de sonicagdo em ultrassom. Algumas capturas obtidas

pelo microscépio Hitachi TM 3000 estao mostradas na Figura 36.
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Figura 36 — Imagens obtidas por MEV para resultados obtidos por A) Hidratacdo de filme; B) Troca de
solventes; C) Troca de solventes + extrusdo; D) Troca de solventes + extrusdo + sonicaciao

Fonte: Prépria autora.

Pode-se observar que as morfologias adquiridas com as técnicas de troca de solventes
mais extrusdo e acrescidas de um minuto de sonicacdo sao particulas de tamanhos similares
e em bastante quantidade, vide Figura 35D. Muito provavelmente por que a adi¢do de forcas
de cisalhamento a um sistema que contém agregados de tamanhos maiores (Figura 35C), faz
com que estes agregados se quebrem e se auto arranjem em outras conformagdes, como por

exemplo em vesiculas.

4.3 Influéncia das variaveis

A andlise da influéncia causada pelas varidveis de cada uma das técnicas foi fornecida
por um grifico de Pareto que traca a correlacdo entre a resposta escolhida, didmetro
hidrodinamico médio das particulas, e as varidveis independentes de cada técnica. Plotando
no Minitab os didmetros médios das tabelas 8 e 10, os gréificos de Pareto fornecidos
indicaram que, para as duas técnicas (troca de solventes e hidratacao de filme) o fator de

maior impacto foi a concentra¢ao de copolimero utilizada (Figura 37).
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Figura 37 - Grafico de Pareto para A) Troca de Solventes; B) Hidratacdo de Filme.
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Fonte: Propria autora.

Sabendo-se disso e analisando-se os didmetros médios efetivos resultantes de cada
experimento, pode-se dizer que as concentracdes de menores valores apresentaram melhores
resultados, ou seja, particulas com didmetros hidrodindmicos perto de 100 nm. Isso porque
este € um valor experimentalmente esperado para vesiculas poliméricas, assim como
estudado e relatado por Shein e Eisenberg (2002). Além disso, a técnica de troca de solventes
se destacou por apresentar didmetros menores e fornecer vesiculas mais estdveis, visto que
apds poucos dias, algumas amostras de hidratagdo de filme foram passadas novamente por
DLS e mostraram resultados diferentes dos obtidos a principio (vide Tabela 16), algo que
ndo aconteceu com as amostras obtidas por troca de solventes. Portanto, a técnica que

mostrou melhor desempenho foi a de troca de solventes.
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Tabela 16 — DLS do experimento 6 de hidratacio de filme ap6s 4 dias desde o preparo.

Exp Diametro (nm) Média - Brookhaven (nm)

6 1239 117,1 280,5 120,5 + 3,4000

Fonte: Prépria autora.

4.4 Escolha do experimento final

Um ultimo experimento foi realizado, com a técnica de melhor desempenho e as
varidveis mais adequadas para ela. Portanto, foi realizada a formacao via Troca de Solventes,
com a menor concentracdo e menor pH.

Para a troca de solventes, percebe-se que ao aumentar a concentracao do copolimero,
aumenta-se sobremaneira a formacdo de particulas maiores, enquanto que a concentragio
escolhida como nivel mais baixo, mostrou didmetros esperados. Em todos os casos
observou-se baixa dispersdo do tamanho das particulas. Como pode ser observada por
microscopia, viu-se a presenca de particulas esféricas nos didmetros fornecidos por DLS,
além da presenca de vdrios agregados densos nos pontos centrais (morfologias que na
microscopia mostram cor bastante clara e refletem a luz). Confirmando que os grandes
didmetros resultantes dos pontos centrais (5, 6 € 7) e das sinteses em que foi usada alta
concentracdo de copolimero (2 e 4) na verdade ndo se referiam as vesiculas ocas e sim a
agregados densos.

Para a metodologia de hidratacio de filme, observou-se um empecilho da
reprodutibilidade da leitura por espalhamento de luz dinAmico, encontrando vez ou outra
resultados diferentes de didmetros médios para a mesma amostra, além de altos valores para
a distribui¢do destes tamanhos. Recorrendo a literatura, este resultado era esperado, visto
que o filme polimérico, vez ou outra, pode se descolar da parede em que foi formado e ficar
disperso em forma de massa polimérica, e essas massas poliméricas t€ém formatos aleatorios
e, portanto, tamanhos diversos. Também segundo a literatura, o tempo de agitacdo poderia
ter grande impacto. Para este copolimero, ndo foi tdo significativo quando analisado
isoladamente (como aconteceu com o impacto da concentragdo) mas quando associado com
esta ultima varidvel, mostrou desempenho perceptivel. Provavelmente, um maior tempo de
agitacdo beneficie a formagao da morfologia desejada; situacdo coerente com a revisao

bibliogréfica da técnica.
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A ultima técnica realizada, a de extrusdo, foi realizada na sequéncia da metodologia
que apresentava maior dispersdo de tamanhos, a de hidratacdo de filme. Isto porque, na
revisdo bibliografica, a técnica de extrusdo diminui essa caracteristica das amostras.
Entretanto, neste trabalho, a técnica nao forneceu resultados promissores. Até mesmo para
o menor nimero de passagens pela membrana ndo foram obtidas particulas detectaveis pelo
equipamento (Brookhaven Zeta Plus/BI-PALS). Os resultados podem ser uma indicagdo de
que as particulas se romperam e ficaram solubilizadas, ou seja, ndo agrupadas em nenhuma
morfologia. Isto porque os didmetros hidrodindmicos médios fornecidos nio ultrapassaram
a medida de 1nm. Uma sugestdo para trabalhos futuros a cerca desta metodologia € variar,
também, a membrana utilizada na extrusao, além do nimero de passagens ou até mesmo
outro copolimero.

Como proposto, repetiu-se o experimento com didmetros mais proximos dos
encontrados nas literaturas (que € proximo de 100nm): o da Amostra 1 de Troca de Solventes
(descrito previamente no planejamento de experimentos) e analisou-se por DLS no
equipamento Brookhaven. A cargo de curiosidade, a solucdo resultante foi passada por um
filtro de membrana nanoporosa de Nylon hidrofilico e foi averiguado o efeito sobre o
tamanho das particulas e sobre a polidispersidade. Uma ultima etapa de sonicacdo foi
realizada, afim de analisar o mesmo efeito. Os resultados fornecidos por DLS estdo
mostrados na Tabela 17. O experimento 1 se refere a troca de solventes sem adi¢do de
nenhuma outra técnica; o experimento 2 se refere a troca de solventes € uma passagem por
membrana nanoporosa; o experimento 3 se refere a troca de solventes mais extrusao mais

sonicagao.
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Tabela 17 - Didmetro hidrodindmico e polidispersidade para o experimento final.

Experimento Diametro Brlr)/{)fi?lll?“:en Desvio Polidispersidade Média - Desvio
(nm) (nm) Padrao Brookhaven Padrao
241,5 0,190
243,63 + 0,1923 +
1 242.5 2.8728 2,8728 0,235 0,0339 0,0339
246,9 0,152
2074 0,083
208,93 + 0,1027
2 209,5 1,0964 1,0964 0,095 0,0199 0,0199
209,9 0,130
206,3 0,166
206,97 0,1523
3 207,0 0,5312 0,5312 0,173 0,0244 0,0244
207,6 0,118

Fonte: Prépria autora.

Observa-se que a sonicacdo final ndo produziu efeitos significativos na amostra.
Entretanto, a extrusido diminuiu em 14,24% o tamanho das particulas e reduziu em 46,6% a
polidispersidade média. O impacto sobre a polidispersidade pode ser bastante interessante

do ponto de vista da aplicagdo, visto que favorece a producao de vesiculas mais homogéneas.
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5 CONCLUSAO

Com a realizacdo dos experimentos pode-se concluir que os objetivos foram
alcancados e que foi possivel a formacao dos polimerossomos utilizando-se um copolimero
anfipitico de PDMAEMA-co-PHEMA-b-PS por meio de trés técnicas diferentes. Além
disso, também foi observada e analisada a influéncia dos métodos escolhidos sobre o
diametro hidrodinamico das particulas e, posteriormente, tracada uma compara¢do quanto a
esse parametro.

Os polimerossomos formados foram observados por microscopia e pdde-se observar
a formagdo da morfologia esférica com relativa baixa polidispersidade de tamanhos através
das imagens obtidas. Com a caracterizacio das sinteses por espalhamento dindmico de luz,
foi possivel identificar tanto particulas com diametros esperados quanto particulas fora dessa
faixa, bem como determinar quio homogéneas eram estas particulas.

Os resultados mostraram que, para o copolimero em questdo, a técnica em que se
obteve diametros hidrodinidmicos médios coerentes com a literatura, além de menores
valores de polidispersidade, foi a da troca de solventes e também mostraram que utilizar
baixa concentracdao do copolimero seria mais adequado. Quanto ao pH da solucdo em que
ocorre a dispersdo do solvente organico, constatou-se pouco impacto, entretanto foi
escolhido o menor valor (pH 4) como preferencial. Para a metodologia de hidratacdo de
filme, ndo foi possivel constatar via imagens a presenca da morfologia vesicular, entretanto
algumas sinteses (5, 6 € 7, que se referem aos pontos centrais) se mostraram promissoras no
que se refere ao didmetro médio das particulas e a polidispersidade, quando usadas
concentracdes médias do copolimero para a formacgao do filme. Enquanto isso, com a técnica
de extrusdo (associada ao planejamento de experimentos para ela) ndo se obteve o sucesso
esperado. E possivel que a membrana utilizada ndo tenha sido adequada ou que as
caracteristicas do copolimero ndo sejam compativeis com a quantidade de passagens
realizada.

Por fim, o ultimo experimento realizado, com a técnica de troca de solventes e uma
posterior extrusdo e sonicagao mostrou resultados auspiciosos que foram comprovados por
microscopia eletronica de varredura. Para o copolimero utilizado, pode-se dizer que essa

combinagdo de técnicas e varidveis foi bem sucedida.
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