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“Ella esté en el horizonte - dice Fernando Birri -.
Me acerco dos pasos, ella se aleja dos pasos. Camino diez pasos y el horizonte se corre diez
pasos mas alld. Por mucho que yo camine, nunca la alcanzaré.

¢ Para que sirve la utopia? Para eso sirve: para caminar.”

(Eduardo H. Galeano. Las Palabras Andantes; Siglo XXI:Madrid, 1993, p. 310)
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Resumo

Na presente tese foram investigadas a estabilidade quimica e a cinética de degradacéo de
nanocapsulas poliméricas de nucleo lipidico (LNC), utilizadas como sistemas
nanocarreadores de farmacos. Com o intuito de avaliar a influéncia do processo de
esterilizacdo, bem como da composicao da parede polimérica na cinética de degradacao,
LNC foram preparadas e armazenadas (5 °C), apés a esterilizacdo ou ndo. A identificacao
de bactérias e fungos foi realizada por esgotamento em placas de agar (sangue e
Sabouraud) e turbidimetria. As LNC foram caracterizadas quanto ao tamanho
(espalhamento de luz dindmico — DLS e difracdo de laser), potencial zeta (mobilidade
eletroforética) e pH (potenciometria). As alteracbes de massa molar, a fracéo de ciséo de
cadeias e 0 mecanismo de hidrélise foram determinados por cromatografia de exclusédo
de tamanho (SEC). Os resultados demonstraram diferentes perfis de degradacdo em
relacdo a hidrélise, dependendo da condicdo (estéril ou ndo estéril). A maior perda de
massa de PCL foi observada para as formulacdes ndo estéreis, comprovando que a
hidrolise bidtica foi responsavel pela aceleracdo da degradacdo, mesmo quando
armazenadas a baixa temperatura (5 °C). Esses resultados demonstraram que a
determinacdo da estabilidade fisica ndo é suficiente como parametro de avaliagdo da
estabilidade desses sistemas. A técnica de SEC mostrou ter alto potencial para a avaliacéo
de todos os constituintes das nanocépsulas, embora ndo seja comumente utilizada na
avaliacdo da estabilidade de estruturas supramoleculares. Foi possivel estabelecer uma
metodologia sistematizada visando contribuir para uma melhor compreensdo dos
parametros necessarios para investigar a estabilidade de sistemas nanoestruturados,
considerando parametros fisicos, quimicos e microbioldgicos. Para avaliar a
ecotoxicidade das LNC, utilizou-se espécies de algas, microcrustaceos e peixes como
modelos de niveis tréficos. Os organismos foram sensiveis as amostras de nanocapsulas,
demonstrando que esses modelos podem ser usados como bons indicadores da toxicidade
da nanoformulacdo. O perfil de biodegradacdo no solo foi investigado submetendo as
formulaces de LNC a um teste respirométrico. Apds exposicdo ao teste respirométrico
por 90 dias, as formulac6es de LNC apresentaram maiores niveis de producdo de CO2 em

comparagao aos controles positivo (celulose) e negativo (polipropileno).
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Abstract

This tesis describe an innovative investigation on the chemical stability and degradation
kinetics of lipid core nanocapsules (LNC), used as drug nanocarrier. In order to evaluate
the influence of the sterilization process as well as the polymer wall composition on the
degradation kinetics of these systems, LNC were prepared and stored (5 °C) after
sterilization or not. The identification of bacteria and fungi was performed by techniques
of agar plate (blood and Sabouraud) and turbidimetry. The LNC were characterized in
size (dynamic light scattering - DLS and laser diffraction), zeta potential (electrophoretic
mobility) and pH (potentiometry). Molecular weight changes, fraction of chain scissions
and the mechanism of hydrolysis were determined by size exclusion chromatography
(SEC). The results clearly demonstrated different degradations profiles and
susceptibilities towards hydrolysis depending on the condition (sterile or non-sterile).
Thus, the highest PCL weight loss was observed for the non-sterile formulations, proving
that biotic hydrolysis was responsible for accelerating hydrolysis of the LNC even when
stored at low temperature (5 °C). These results demonstrated that the determination of the
physical stability of the system is not sufficient in stability studies once chemical changes
have been observed. SEC technique has been shown to have a high potential for the
evaluation of all constituents of the nanocapsules, even though not widely used to
evaluate the chemical stability of supramolecular structures. In this way, a systematized
methodology was established to contribute in a better understanding of the necessary
parameters to investigate the nanostructure systems stability taking into account physical,
chemical and microbiological parameters of evaluation. In addition, environmental
studies to evaluate the ecotoxicity in aquatic media (trophic levels) and the biodegradation
in soil were performed. To evaluate the ecotoxicity of the LNC, algal, microcrustacean
and fish species were used as models of three different trophic levels. The organisms were
sensitive to the nanocapsule samples, demonstrating that these models can be used as
good indicators of the nanoformulation toxicity. The biodegradation profile in simulated
soil was investigated submitting the nanocapsules formulations to a respirometric test.
The LNC formulation showed higher levels of CO> production compared to the positive

(cellulose) and negative (polypropylene) controls.
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1. Introducéao

A nanotecnologia tem se mostrado uma area promissora, considerando 0s avancos
da nanociéncia nas Ultimas duas décadas. Dentre as diferentes aplicacbes da
nanotecnologia, os estudos nas areas da nanomedicina e da nanotecnologia farmacéutica,
relacionados a administragdo de farmacos, diagndstico in vitro, biomateriais e engenharia
de tecidos merecem destaque’.

Nesse sentido, o desenvolvimento de diferentes sistemas nanocarreadores de
farmacos tém revolucionado as perspectivas com relacdo ao tratamento de doencas
cronicas. O sucesso dos sistemas de base nanotecnoldgica é atribuido, principalmente, as
vantagens em relacdo aos sistemas convencionais, tais como o aumento do tempo de
circulacdo do farmaco no organismo e a transposicdo de barreiras bioldgicas, além da
possibilidade de direcionar a entrega de farmacos a sitios-alvo especificos?®.

O ndmero de artigos publicados na area (cruzando-se 0s termos “nano* and
drug”) aumentou significativamente nas Ultimas décadas, em particular nos Gltimos 10
anos, dos quais advém 89% do total das publicacdes (93.575 de um total de 105.397),
contabilizadas a partir de 1978 (Base de dados Web of Science®, consultada em agosto
de 2018). A Figura 1 representa de forma ilustrativa o crescimento do nimero de
publicacdes desde 1978 até 2018, mostrando um aumento expressivo nos Gltimos anos.
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Figura 1. Histograma representativo do nimero de publica¢cdes por ano cruzando-se 0S
termos nano* and drug. Base de dados Web of Science®, consultada em agosto de
2018.



Dentre os diversos sistemas nanoestruturados, as nanocapsulas poliméricas se
destacam por apresentarem resultados promissores para aplicacBes na terapéutica’°.
Como principais vantagens desses sistemas, pode-se citar: a liberagdo do farmaco no
organismo de forma controlada e sustentada, permitindo o direcionamento a sitios
especificos'?, reduzindo o efeito “burst”*?, melhorando a atividade e/ou diminuindo seus
efeitos colaterais’!3. Diversos polimeros naturais como gelatina, alginato e albumina
podem ser utilizados para preparar as nanoparticulas. Porém, a dificil reprodutibilidade
lote a lote quando se utiliza polimeros de origem natural € considerada uma desvantagem
que poderia comprometer o sucesso desses sistemas!*. Dessa forma, os polimeros
sintéticos dos tipos poliésteres alifaticos sdo amplamente utilizados, apresentando
inimeras vantagens para este fim.

A resposta biologica desencadeada pelos sistemas nanotecnol6gicos para uso
terapéutico e, consequentemente, 0 sucesso desses nanodispositivos, estdo
intrinsecamente relacionados as suas caracteristicas estruturais®>1%, Além disso, a
liberacdo da substancia ativa para o sistema biolégico € decorrente de fenbmenos de
difusdo do farmaco para o meio externo, os quais ocorrem pela dissolucdo e/ou
desintegracdo das nanoparticulas'’8. Por conseguinte, as propriedades fisico-quimicas
do farmaco, bem como as do polimero (perfil de degradacao, distribuicdo da massa molar,
cristalinidade e hidrofobicidade) tém uma forte influéncia na liberacdo da substancia ativa
desses sistemas!®2L,

As nanocéapsulas de nucleo lipidico (LNC), um tipo especifico de nanocapsulas
poliméricas, foram desenvolvidas por nosso grupo de pesquisa como uma plataforma
promissora para ser utilizada como carreador de farmacos. Diversos estudos foram
publicados comprovando a potencial aplicabilidade desses sistemas tanto no tratamento
de alguns tipos de cancer?®?3, como em doencas inflamatoriast®>?4?° e Alzheimer?®.
Recentemente, resultados interessantes foram observados quanto a atividade bioldgica de
LNC produzidas sem farmacos?’?® tais como efeito antioxidante?’ e atividade
antitumoral?®,

O desenvolvimento da nanotecnologia estimulou a pesquisa sobre novas
metodologias para a compreensdo da toxicidade de nanomateriais in vivo, bem como da
sua seguranca ambiental, uma vez que essas respostas sd@o necessarias para futuras
aplicagdes desses sistemas. A toxicidade aguda e subcronica das LNC in vivo foi avaliada
por nosso grupo de pesquisa apds a administracdo intraperitoneal e intradérmica em ratos

da linhagem Wistar. Os resultados mostraram a seguranca desses sistemas para ambas as
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vias de administracdo?®3°. Além disso, resultados da avaliacio da citoxicidade e da
genotoxicidade, associadas a absorcdo oral de LNC em organismos paraquaticos
evidenciaram a seguranca desses sistemas para a administragéo por via oral®!32,

Apesar de diversos estudos de toxicidade in vivo terem sido realizados, ha uma
quantidade limitada de estudos sobre a toxicidade ambiental de nanoparticulas
poliméricas. Nesse sentido, as propriedades inerentes das particulas em nanoescala tém
sido confrontadas com os procedimentos tradicionais de avaliacdo de risco ambiental, que
avaliam contaminantes em escala maior®3, Uma vez que as nanocapsulas de nucleo
lipidico (LNC) séo constituidas majoritariamente por um polimero biodegradavel (PCL),
o perfil de biodegradabilidade desses sistemas no meio ambiente € um interessante tema
de pesquisa.

Os ensaios de toxicidade em ambientes aquaticos sdo ferramentas promissoras
para avaliar os efeitos de toxicidade de substancias na agua e, muitas vezes, para comparar
diferentes substancias quimicas ou a resposta de sensibilidade de diferentes organismos
aquaticos & mesma substancia®*. Recomenda-se que o efeito toxico de uma amostra seja
avaliado para mais de uma espécie representativa da biota aquatica, preferencialmente
pertencendo a diferentes niveis tréficos da cadeia alimentar®>-'.

No que diz respeito a estudos de estabilidade fisico-quimica e de degradacdo de
poliésteres em sistemas de liberacéo, nas suas formas, micro- e nanoestruturada, inimeros
estudos podem ser encontrados na literatura® . Nesse sentido, diferentes parametros
foram avaliados, tais como: propriedades do polimero (massa molar inicial, razdo D,L-
lactideo (PLA, PLGA), propor¢do glicolato-lactato (PLGA)*®% e condicbes de
processamento e/ou armazenamento (temperatura, pH, forca idnica, exposicdo a radiacdo
gama, secagem das formulagBes)®1*°. Outros autores investigaram a influéncia da
temperatura e do pH na estabilidade fisico-quimica e na degradagdo in vitro de
micro*3%52 e de nanoparticulas poliméricas346-49.5354,

Embora a estabilidade quimica de poliesteres em sistemas de liberacdo em sua
forma micro e nanoestruturada tenham sido investigadas, cabe ressaltar que muitos
autores atribuiram a estabilidade fisico-quimica de sistemas de liberacdo apenas a
parametros como diametro, pH e teor de farmaco encapsulado®®4759%  Além disso, a
influéncia do processo de esterilizacdo, um parametro relevante quando se deseja
preservar a estabilidade de sistemas de estrutura supramolecular, ndo foi avaliado nesses
estudos. Isso pode ser atribuido ao fato de que, para muitos sistemas supramoleculares de

estrutura complexa com presenca de polimero, a possibilidade de esterilizacdo, sem
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provocar alteracbes nas caracteristicas fisico-quimicas, tem sido considerada pela
comunidade cientifica como algo dificil de ser realizado®.

Nesse sentido, como principal estratégia para prevenir a degradacdo de sistemas
de liberacdo frente ao armazenamento, as técnicas de secagem tém sido amplamente
utilizadas®® %, uma vez que a possibilidade de se obter formulagdes de nanocéapsulas em
meio aquoso estaveis quimicamente é considerada pela maioria dos pequisadores como
algo pouco provavel®®2 Contudo, ao se tratar de nanocapsulas poliméricas, as quais
possuem alta fragilidade do involucro polimerico frente ao processo de liofilizacéo,
limitagBes relativas & essa técnica sdo encontradas®®®®. Como consequéncia, ja foi
relatado que os produtos liofilizados mostraram um aumento de tamanho de duas vezes
apos redispersdo em agua, sugerindo a ocorréncia de um agrupamento de nanocapsulas®®.

Com base no exposto, ndo € possivel estabelecer uma metodologia sistematizada
para a avaliacdo da estabilidade de nanoparticulas poliméricas, visto que as diferentes
técnicas de analise, bem como as diferentes condi¢Ges de armazenamento, dificultam a
comparacao entre os resultados obtidos. Alem disso, cabe salientar, que até 0 momento,
o fator esterilidade néo foi considerado nesses estudos. Assim, a hipétese de trabalho esta
fundamentada na avaliacdo da estabilidade quimica e da cinética de degradacdo de LNC
(estéreis e ndo estéreis), objetivando determinar o mecanismo de hidrolise predominante
quando armazenadas a 5 °C. Adicionalmente, foram realizados estudos ambientais de
biodegradacdo em solo simulado e da ecotoxicidade em trés niveis troficos, com o

objetivo de investigar o impacto ambiental desses sistemas nanocarreadores.



2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo avaliar a estabilidade quimica e a cinética de
degradacdo de nanocépsulas poliméricas de nucleo lipidico (LNC), para a determinacéo
do seu mecanismo de hidrolise, além de investigar a sua ecotoxicidade em meio aquoso

e o seu perfil de biodegradacao em solo simulado.
2.2 Objetivos especificos

- Avaliar a influéncia da composic¢do da parede polimérica na estabilidade quimica
das LNC preparadas com PCL de diferentes massas molares: (LNC 1 — M, 10.000 g mol
1 LNC 2 - Mn 10 e 80.000 g mol?, 9:1, m/m; LNC 3 - M, 80.000 g mol™), frente ao
armazenamento a 5 °C.

- Investigar a importancia do processo de esterilizag&o na estabilidade e na cinética
de degradacdo das LNC armazenadas, e a partir de analises microbioldgicas determinar o
tipo de hidrdlise (abiotica ou bidtica) envolvida na degradacao desses sistemas.

- Determinar o tipo de mecanismo de hidrélise predominante para as LNC estéreis
e ndo estéreis, classificando em autocatalisado ou n&o catalisado.

- Avaliar a ecotoxicidade aquética das LNC utilizando trés modelos diferentes de
niveis troficos: algas, microcrustaceos e peixes.

- Investigar a biodegradabilidade das LNC em sistema respirométrico de solo

simulado.



3. Revisao bibliografica

Na revisdo apresentada a seguir, sdo discutidos principios gerais envolvidos na
tematica da presente tese de doutorado. S&o relatados aspectos sobre nanotecnologia, bem
como sua relevancia e aplicacdes na area da salde. S&o mencionadas as vantagens das
nanoparticulas poliméricas dentre os sistemas nanocarreadores reportados na literatura.
Além disso, descreve-se uma breve revisao acerca do histérico da utilizacdo de polimeros
em sistemas de liberacdo e os avancos obtidos nos estudos de degradacdo desses

compostos em sistemas micro e nano estruturados, bem como no meio ambiente.
3.1 Nanotecnologia: fundamentos e aplicac6es

A nanotecnologia consiste na manipulacdo da matéria estruturada no nivel
atdbmico e molecular, a qual permite, através da nanociéncia, o desenvolvimento de
dispositivos, materiais funcionais e sistemas com propriedades peculiares e
significativamente  diferentes daquelas observadas na escala micro- ou
macroscopical#®3®4 A nanociéncia, por sua vez, esta fundamentada na transversalidade
relacionada a varios dominios cientificos, tais como biologia, quimica, engenharia, entre
outros. Assim sendo, pode ser considerada como uma area de convergéncia devido a inter-
relagdo de todas as ciéncias nela envolvidas.

Em 2011, foi acordada a definicdo de nanomateriais pela Comissdo Europeia:
“Um material natural, incidental ou manufaturado contendo particulas ndo ligadas entre
si ou em agregados formando aglomerados, nos quais a distribuicdo de tamanho apresenta
50% ou mais dessas particulas com uma ou mais dimensdes externas no intervalo entre 1
nm e 100 nm. Em casos especificos e justificados por preocupacdes ambientais, salde,
seguranca ou competitividade, o limiar de 50% na distribuicdo de tamanho pode ser
substituido por um limiar entre 1% e 50%%°.

Nanociéncia e nanotecnologia sdo aplicadas em varios setores, tais como
eletronico (fabricacdo de materiais de alto desempenho, condutores e semicondutores),
computacdo avangada (dispositivos nanoeletronicos baseados em “quantum dots”),
optica, producéo de energia, medicina, agricultura e industria alimenticia®. Cabe ressaltar
que as aplicacbes no setor agricola e alimenticio sdo relativamente recentes em
comparagdo com a sua utilizacdo na administracdo de farmacos e engenharia de tecidos
na area da salde, que podem ser consideradas como aplicagbes emergentes. Entrega

inteligente de nutrientes, biosseparacdo de proteinas, amostragem répida de
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contaminantes biologicos e quimicos e nanoencapsulacdo de nutracéuticos sdo alguns dos
topicos emergentes da nanotecnologia para a alimentagdo e a agricultura®’.

Dentre as diferentes aplicacOes da nanotecnologia, merecem destaque aquelas
relacionadas a area biomédica, as quais vém apresentando excelentes perspectivas, tanto
para o tratamento de doencas cronicas, quanto para melhorias na saide publica. Neste
sentido, aplicacbes médicas potenciais s8o mostradas predominantemente em
diagndsticos (de doencas e imagem), em melhorias de préteses, em engenharia de tecidos

e no desenvolvimento de novos sistemas para a administracio de farmacos®®®,
3.2 Nanotecnologia em saude: sistemas nanocarreadores

Na area da saude, o termo nanotecnologia é definido como o uso de pequenas
estruturas, de tamanho menor do que 1.000 nanémetros de diametro (comumentemente
chamadas de nanocarreadores), que sdo projetadas a fim de apresentarem propriedades
especificas. Os dispositivos em nanoescala sdo muitas vezes fabricados com o objetivo
de imitar os nanodispositivos encontrados na natureza e incluem proteinas, DNA,
membranas e outras biomoléculas naturais’®. Particularmente, nas areas de
nanotecnologia farmacéutica e de nanomedicina, objetiva-se projetar nanomedicamentos
que, devido as suas caracteristicas peculiares, tais como, tamanho reduzido e grande area
superficial, sdo capazes de oferecer vantagens em relacdo aos seus homologos
(microparticulados) na forma convencional'®. Nesse contexto, diferentes sistemas estdo
em desenvolvimento, visando a aplicacdo na terapéutica ou no diagndstico de doencas,
ou para 0 uso combinado dessas fungGes como "teranosticos”, uma nova fronteira
promissora nessa area de estudo’?.

Dentre os diferentes tipos de nanocarreadores aplicados na terapéutica, destacam-
se as nanoparticulas lipidicas sélidas, os lipossomas, os dendrimeros, as micelas
poliméricas e as nanoparticulas poliméricas'*®7273, Contudo, as nanoparticulas
poliméricas tém atraido maior ateng@o dos pesquisadores devido as suas potencialidades
terapéuticas e a maior estabilidade fisico-quimica em fluidos biolégicos™.

As aplicagdes da nanotecnologia relacionadas a terapéutica tém revolucionado as
perspectivas para o tratamento de doencas crénicas. Assim, essas aplicacdes tém sido
focadas principalmente no desenvolvimento de formulagdes nanotecnoldgicas destinadas
ao tratamento do cancer, de doencas inflamatdrias, cardiovasculares, neurologicas e do
virus da imunodeficiéncia adquirida (AIDS)**. Diversas nanoparticulas estdo em fases de

teste clinico para o tratamento de doencas como céncer, infeccdo fungica, degeneracao
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muscular, sindrome de imunodeficiéncia adquirida, diabetes, maléria, tuberculose, dentre
outras™ "’

O sucesso dos sistemas nanocarreadores de base nanotecnoldgica esta relacionado
as vantagens significativas que os mesmos apresentam quando comparados aos sistemas
convencionais, tais como 0 aumento do tempo de circulacdo do farmaco no organismo, a
capacidade de incorporar substancias hidrofilicas e lipofilicas e a transposicdo de
barreiras bioldgicas!!. Nesse sentido, a nanotecnologia permite a possibilidade de
encapsular farmacos pouco sollveis ou insoltveis em agua, melhorando seus parametros
farmacocinéticos, além de proteger moléculas labeis da degradacdo quimica ou
enzimatica, prevenir a interagdo com o meio biol6gico, reduzindo a toxicidade e
melhorando a eficiéncia terapéutica’™ 87,

Adicionalmente, esses sistemas podem ser direcionados a alvos-especificos para
promover a liberacdo de substancias ativas através de mecanismos de vetorizacdo ativa
ou passiva. Esses mecanismos de vetorizacdo permitem a reducdo da dose de farmaco, o
que também diminui seus efeitos colaterais?. Nas estratégias de vetorizacdo passiva, 0
farmaco, encapsulado nos nanocarreadores, pode ser acumulado (pelo efeito de
permeacdo e retencdo) em determinadas regiGes do organismo, tais como tumores,
cérebro e células do sistema endocitico fagocitario®. Por sua vez, na vetorizacéo ativa,
sdo exploradas as interacOes ligante-receptor especifico, ancorando os nanocarreadores

as células-alvo e liberando gradativamente o farmaco?.
3.2.1 Nanoparticulas poliméricas carreadoras de farmacos

As nanoparticulas poliméricas sdo transportadores coloidais de farmacos
compostos de polimeros sintéticos ou naturais, podendo ser classificados, de um modo
geral, como nanocéapsulas (core-shell), as quais correspondem a uma parede polimérica
envolvendo um ndcleo oleoso, ou nanoesferas, constituidas por uma matriz
polimérica®®"38l, Nesses sistemas, o farmaco pode encontrar-se dissolvido, retido ou
adsorvido na matriz polimérica, ou ainda, no caso de nanocapsulas, pode estar presente
no nucleo oleoso!38283,

Diversos polimeros naturais como quitosana, gelatina, alginato, heparina,
albumina e colageno podem ser utilizados para preparar as nanoparticulas. Como
vantagem dos polimeros naturais pode-se citar o baixo custo e a facilidade de
biodegradacdo dos mesmos. Entretanto, esse tipo de polimero geralmente apresentam

perfis de liberacdo relativamente rapidos®. Além disso, a dificil reprodutibilidade lote a
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lote quando se utiliza polimeros de origem natural € considerada uma desvantagem que
poderia comprometer o sucesso desses sistemas'®. Dessa forma, os polimeros sintéticos
dos tipos poliésteres alifaticos, derivados dos acidos acrilico e metacrilico ou derivados
de cianoacrilato de alquila sdo amplamente utilizados, apresentando inimeras vantagens
para este fim.

Como principais vantagens destes sistemas, pode-se citar a protecdo de
substancias ativas da degradagdo quimica, o aumento da solubilidade aparente de
farmacos lipofilicos, além de uma maior estabilidade de proteinas, peptideos e hormdnios
no trato gastrointestinal’>8>8¢, Além disso, esses sistemas podem ser projetados com o
objetivo de controlar a liberagdo e a entrega de farmacos no organismo, melhorando sua
atividade e diminuindo seus efeitos colaterais’*3.

Nanocapsulas de ndcleo lipidico (LNC), um tipo especifico de nanocapsulas
poliméricas, foram desenvolvidas por nosso grupo de pesquisa como um sistema
carreador de farmaco com propriedades diferenciadas quando comparadas as
nanocapsulas poliméricas convencionais. A sua fase interna consiste de um ndcleo
composto por monoestearato de sorbitano disperso em triglicerideo dos acidos
caprico/caprilico, envolto por PCL, e estabilizada por micelas de polissorbato 80878,
Nesse tipo de nanocapsula, o farmaco pode estar distribuido nas diferentes pseudofases
do sistema (fase aquosa, parede polimérica ou ndcleo lipidico), de acordo com a sua
lipofilicidade (coeficiente de distribuicdo, log D)®°.

O modelo supramolecular das nanocépsulas foi estabelecido apds estudos de
analise térmica (DSC)® e de espalhamento de raios-x a baixo angulo (SAXS)%. No
estudo realizado por Miiller e colaboradores (2001)% foi proposto, a partir dos resultados
de anélise térmica (DSC), que o monoestearato de sorbitano se encontra dissolvido no
niicleo oleoso das nanocapsulas. Por sua vez, Cruz e colaboradores (2006)% propuseram,
a partir de analise de SAXS, que o polimero encontra-se organizado nas nanocapsulas,
enquanto que nas nanoesferas 0 monoesteararato de sorbitano atua como uma impureza
da poli(e- caprolactona), o que afeta a cristalinidade do polimero. Esse estudo corrobora
os resultados obtidos anteriormente por Miiller e colaboradores (2001)%°.

No que diz respeito as caracteristicas fisico-quimicas destes sistemas, as LNC
possuem estrutura supramolecular diferenciada, devido a maior viscosidade do nucleo
lipidico quando comparada a de nanocapsulas convencionais?>%2. Além disso, considera-
se que a parede polimerica destes sistemas seria organizada de modo que o polimero

estaria em contato com o 6leo do nucleo lipidico e, concomitantemente, com a agua da
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fase externa, sendo caracterizada por uma interface nucleo-agua, na qual o polimero esta
embebido’®. Adicionalmente, Poletto e colaboradores (2015)% observaram que a
presenca do monoestearato de sorbitano no nucleo, além de aumentar a capacidade de
encapsulamento de farmacos em 40 vezes, reduz a espessura da camada cristalina da PCL,
ocasionando sua interpenetracdo na parede polimérica. Como consequéncia, 0s autores
propuseram que o nucleo dessas nanocapsulas seria definido como uma estrutura de
organogel devido & acdo de gelificacdo dos triglicerideos de cadeia média pelo
monoestearato de sorbitano. Comportamentos diferentes quanto a estabilidade das LNC
e de nanocapsulas convencionais foram relatados em alguns estudos?>%%, Ourique e
colaboradores (2010)%, ao avaliarem a liberagdo da tretinoina para aplicagio parenteral,
em LNC e nanocapsulas convencionais (NC), observaram que a LNC aumentou a
estabilidade fisico-quimica na encapsulacdo do farmaco. Igualmente, estudos de
penetracdo cutanea demonstraram diferentes comportamentos entre nanocapulas
convencionais e LNC®. Brum e colaboradores (2015)%, observaram que as NC atingiram
a derme, enquanto que as LNC foram mantidas nas camadas mais externas da pele. O
resultado foi de acordo com a flexibilidade, previamente determinada para essas
nanocéapsulas por Fiel e colaboradores (2011)%.

O potencial dessas nanocéapsulas foi comprovado em estudos de avaliacdo
bioldgica de variados modelos de doengas, tais como alguns tipos de cancer??%, doencas
inflamatorias®?+2° e Alzheimer?®. Estudos recentes mostraram a atividade bioldgica de
LNC preparadas sem adi¢do de farmacos na formulacdo?”?¢. Em um estudo realizado por
Bender e colaboradores (2014)?, as formulagbes de nanocapsulas produzidas sem
farmaco mostraram efeito antioxidante em um modelo de peroxidacdo lipidica. Drewes e
colaboradores (2016)?8, observaram que a cristalinidade da parede polimérica tem
influéncia sobre a resposta bioldgica in vivo. Os resultados obtidos em um estudo pré-
clinico, com um modelo de melanoma induzido em camundongos da linhagem C57BL/6,
mostraram que a supraestrutura produzida sem a substancia ativa (acetil eugenol) teve
maior atividade e, consequentemente, maior toxicidade ao melanoma, diminuindo o
desenvolvimento do tumor. Esse resultado pode ser atribuido a alta interacdo do acetil
eugenol com a parede polimérica das nanocépsulas, que seria responsavel pela
diminuicdo da cristalinidade do polimero. Assim, esses resultados confirmam o potencial
promissor destes sistemas, pois além de atuarem na administracao de farmacos, conferem

novos mecanismos terapéuticos as LNC.
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3.3 Poliésteres constituintes das nanoparticulas

O uso de polimeros em sistemas de liberacdo teve inicio nos anos de 1960 com a
contribuicdo de estudos pioneiros de notaveis pesquisadores na area®®1%, Poliésteres
alifaticos como o PLA - poli(acido latico)!®*1%, PGA - poli(acido glicélico), PLGA -
poli(acido latico-co-acido glicolico)'"-119 PCL - poli(e-caprolactona)>>!!, copolimeros
e blendas destes materiais tém sido extensivamente utilizados como principais
componentes de micro e nanoparticulas poliméricas, uma vez que sdo adequados para a
entrega controlada e sustentada de farmacos e apresentam  excelente
biocompatibilidade!®®112-114,

Como caracteristica peculiar desses polimeros, destaca-se o fato dos mesmos
serem bioabsorviveis, gerando hidroxiacidos como principais produtos de degradacéo e
tornando-os adequados para aplicagdes biomédicas!®®. Contudo, quando ha excesso dos
produtos de degradacdo em um o6rgdo ou tecido especifico aliado a um fluxo de fluidos
corporais menos intenso, pode ocorrer uma resposta inflamatéria'®, acarretando em
aumento da toxicidade para as célulast!’ e, ainda, podendo ocasionar reagoes osteoliticas
no caso de implantes em engenharia de tecidos!8-120,

Em estudos in vitro, a toxicidade foi relacionada a diferenca da osmolalidade,
indicando que uma diminuicdo do pH pelo aumento do &acido latico induziu a toxicidade
nas culturas celulares, quando maiores concentracbes de nanoparticulas poliméricas
foram testadas®'’'?*, Cordewener e colaboradores (2000)*?* avaliaram a citotoxicidade
dos produtos de degradacdo de amostras de PLA utilizadas em implantes na engenharia
de tecidos em culturas de fibroblastos (L929). Os resultados dos testes de liberacdo de
enzimas citoplasmaticas (lactato desidrogenase - LDH) incubadas por 24h mostraram que
o0 acumulo de particulas de didmetro maiores do que 0,22 um afetou a permeabilidade da
membrana celular e que o aumento do acido latico causou toxicidade.

Em outro estudo, Singh e colaboradores (2013)!7 investigaram a citotoxicidade
de nanoparticulas poliméricas em diferentes culturas celulares tais como: macrofagos
(RAW 264.7), hepatdcitos (Hep G2), epitélio renal (A498), epitélio pulmonar (A549) e
neuronal (Neuro 2A). Os autores inferiram que o acumulo de produtos de degradagédo do
polimero levou a um aumento da osmolalidade, ocasionando a morte celular. A fim de
avaliar se a morte celular estaria relacionada aos produtos de degradagdo das
nanoparticulas, o meio de cultura foi substituido regularmente (a cada 24h) durante o

periodo de incubacdo (72h). Esta substituicdo regular do meio de cultura assegurou a
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remocdo de produtos de degradacdo de polimero, enquanto que as nanoparticulas
permaneceram em contato com as células. Apos a incubacao de 72h (substitui¢do regular
do meio de cultura), ndo houve morte celular, confirmando a hipGtese de que as
nanoparticulas ndo sdo toxicas e ressaltando a influéncia dos produtos de degradacao
polimérica na morte celular. Ainda, os dados obtidos corroboram estudos anteriores, 0s
quais mostraram que o aumento da osmolalidade pode desencadear uma resposta
inflamatoria, possivelmente ativando genes relacionados ao estresse e resultando em um
aumento da producao de citocinas inflamatorias*?21%*, Nessa mesma perspectiva, Brocker
e colaboradores (2012)%2 relacionaram a hiperosmolaridade ao encolhimento das células,
a carbonilacéo de proteinas, a despolarizacdo mitocondrial, a danos do DNA e a parada
do ciclo celular, os quais tornam as células suscetiveis a apoptose.

Entretanto, através de estratégias que possibilitem o aumento da circulacdo dos
nanomateriais no sangue evitando a rapida absorcao por macrofagos, é possivel contornar
um problema relevante ap6s a administracdo sistémica, relacionado a acumulacdo de
nanomateriais no figado e no baco. Assim, estudos in vivo poderiam gerar resultados
diferentes, uma vez que, nesse caso, 0s produtos de degradacdo podem ser excretados ou
fazer parte do ciclo metab6lico!®'?® evitando a toxicidade relacionada a alta
concentracdo de nanoparticulas e/ou de seus produtos de degradagdo. Nesse sentido, um
estudo in vivo realizado por Prencipe e colaboradores (2009)'%® com diferentes tipos de
nanomateriais (nanoparticulas de ouro, nanotubos de carbono e nanocilindros de ouro),
revestidos com polietilenoglicol (PEG), avaliou a estabilidade e o tempo de circulacao
sanguinea apos injecdo intravenosa desses nanomateriais em camundongos. Os autores
afirmaram que a presenca do PEG na superficie aumentou o tempo de circulacdo
sanguinea de 5,4h para 22,1h (t12), possibilitando a diminuicdo da absorgcdo desses
nanomateriais por macréfagos e diminuindo a toxicidade, devido ao aumento do tempo

de circulagéo.
3.3.1 Biodegradacéo de polimeros

O termo "biodegradacéo” indica o predominio de atividade bioldgica no processo
de degradacdo. No entanto, é bem relatado na literatura que, na natureza, os fatores
bidticos e abidticos podem atuar sinergicamente para decompor a matéria organica'?’.

A biodegradabilidade de materiais poliméricos é definido como um processo no
qual todos os fragmentos desse material sdo consumidos por microrganismos como fonte

de energia e alimento. H& trés componentes essenciais que estabelecem a
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biodegradabilidade de um material: o material deve ser utilizado como fonte de alimento
OU energia para microrganismos; € necessario que o periodo de tempo para a
biodegradacgédo do material seja relativamente curto; no final do processo o material deve
ser totalmente consumido no meio ambiente!?®12, Entretanto, o tempo exigido para a
biodegradacdo ird depender do ambiente do descarte, que podera ser: aterro,
compostagem aerobia, digestdo anaerdbica ou ambiente marinho/aquético.

Na Figura 2 estd representado um fluxograma que ilustra o processo de

biodegradacéo de polimeros.

Micro- CH, + CO, +
Calor Luz Tensdo organismos

L l

POLIMEROS FRAG M,ENTOS Digestdo Anaerébia
” esintegracdo POLIMERICOS
BIODEGRADAVEIS <20 mm Digestéo Aerébia

Hidrélise Oxidagdo  Micro- CO, +H,0 +
organismos Biomassa + Energia

Figura 2. Esquema representativo do processo de degradacdo de polimeros
biodegradaveis. Adaptado de: Krzan et al., 2006%2,

Biomassa + Energia

Conforme pode ser visualizado no fluxograma acima, o processo de
biodegradacdo compreende duas fases principais: desintegracdo e mineralizacéo. A fase
de desintegracdo é caracterizada por modificacdes nas propriedades mecanicas
(diminuicdo de resisténcia e flexibilidade e aumento da fragilidade), fisicas (viscosidade)
e quimicas (clivagem de ligacdes e reducdo de Mw e My). Essas modificagdes podem
ocorrer através da acdo de diferentes fatores, tais como: luz, calor, tensdo, hidrolise,
oxidacdo e acdo dos microrganismos. A segunda fase, de mineralizacdo, esta associada a
conversdo dos fragmentos gerados na fase inicial em CO, agua e biomassa celular, em
condigdes aerdbias, ou, CH4 e biomassa celular no caso de condicdes anaerdbias'?.

Ainda, é importante salientar que os termos biodegradaveis, bioabsorviveis,
bioeliminaveis e bio-erosionaveis sdo frequentemente utilizados indistintamente para
descrever poliésteres utilizados em aplicacbes biomédicas, embora 0 mecanismo de
degradacéo no seja bioldgico e, na maioria dos casos, seja conduzido por hidrdlise*°.

Em um documento desenvolvido por Vert e colaboradores (2012)*°, as definicdes e
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terminologias definidas pela IUPAC foram relatadas e as diferencas entre os termos
adotados pela comunidade cientifica foram estabelecidas para serem utilizadas por todas
as areas e dominios da ciéncia. Os autores sugerem, por exemplo, que um material
biodegradavel pode ser dito degradavél, enquanto que um polimero degradavel nédo sera
necessariamente biodegradavel.

Outrossim, a IUPAC definiu que o termo "biodegradavel” refere-se a
“decomposicdo de polimeros devido a acgdes bioldgicas celulares ou in vivo "**° e néo
pode ser relacionado, por exemplo, a um estudo in vivo, no qual a degradacdo € resultante
unicamente da hidrolise da agua presente nos tecidos e 0rgaos. Nesse caso, a referéncia
correta seria hidrolise ou degradacéo hidrolitica. Em nota, nesse mesmo documento, esté
descrito que: "A biodegradacdo final é freqlientemente usada para indicar a
transformacédo completa de compostos organicos em moléculas simples totalmente
oxidadas ou reduzidas (como didxido de carbono / metano, nitrato / aménio e agua.”
Ainda, é recomendado que o termo "biodegradavel” seja utilizado apenas quando é
comprovada a ocorréncia do mecanismo bidtico (presenca de enzimas e/ou

microrganismos).
3.3.2 Degradacao de polimeros

O processo fisico-quimico de degradacdo dos polimeros é caracterizado pela perda
progressiva das propriedades dos materiais poliméricos, tais como, aparéncia, resisténcia
mecanica e integridade. Na maioria das vezes, essas modificacbes podem ndo ser
observaveis no nivel macroscopico, entretanto, no nivel molecular, o processo de
degradac&o pode ter sido iniciado®!.

A degradacdo de materais poliméricos envolve a clivagem de liga¢cdes quimicas
pela acdo do meio ambiente em que se encontra, podendo ser abiética ou bidtica®?. A
degradacdo abiotica é identificada por reacBes de degradacdo térmica, mecanica e/ou
quimica. Comumente, termos como “oxo”, “hidro”, “quimio” e “foto” degradavel
descrevem mecanismos de degradacdo abidticos (ndo-biologicos). Por outro lado, a
degradacéo biotica € um processo de degradacédo biolégico pelo qual os microorganismos
presentes no ambiente assimilam/utilizam substratos de carbono como alimento para seus
processos vitais'*3. Dentre os fatores que influenciam o processo de degradacéo, pode-se
citar: o tipo de polimero e a sua estrutura, as condigdes ambientais e o historico de

processamento do polimero.
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Degradacdo abiotica

A degradacdo abiotica é definida como o processo de degradacdo de um material
por acBes térmicas, mecanicas, termoxidativas, de fotodegradagdo ou quimicas. Essas
reagbes podem ocorrer de maneira isolada ou combinada®*3134,

O processo de degradacgdo térmica caracteriza-se como a reacdo de degradacgéo
que ocorre quando o material polimérico é submetido a temperaturas superiores aquelas
suportadas pelo material, as quais causam modificacdo na estrutura polimérical®1%, A
degradacéo termo-oxidativa ocorre através da combinacédo da acdo de calor, de luz ou do
ataque quimico. O material reage com o oxigénio, ocorrendo a formacao de produtos de
oxidacdo e de didxido de carbono. Esse tipo de degradacdo é caracterizada pela presenca
de trés etapas principais: iniciacdo, propagacao e terminagio®®’.

Uma vez que a maioria dos materiais sdo fotosensiveis, a acdo da luz no processo
de degradacao caracteriza-se como um dos fatores mais importantes. Esse processo ocorre
através da acao da energia transportada pelos fétons que pode criar estados instaveis em
varias moléculas. A transferéncia de energia pode ser realizada por fotoionizacao,
luminescéncia, fluorescéncia e radiacdo térmical?’. O mecanismo desse processo de
degradacéo ocorre mediante reacfes em cadeia via radical livre, sendo caracterizada pela
degradacédo gradativa do material exposto aos raios ultravioleta. Ainda, podem ocorrer
cisdes de cadeia, reacdes de formacao de ligaces cruzadas entre as cadeias poliméricas
e ramificagdo das cadeias®3®,

A degradacdo quimica é o processo de degradacdo no qual uma susbtancia
quimica reage com o polimero. Dentre os agentes quimicos responsaveis por esse tipo de
degradacdo, 0 oxigénio é o mais comum, uma vez que o simples contato do material com
0 ar atmosférico pode desencadear esse tipo de reacdo. Nesse sentido, o oxigénio (na
forma de O2 ou O3) ataca as liga¢Oes covalentes do polimero, produzindo radicais livres.
Os subprodutos formados atuardo como catalisadores nas etapas subsequentes e,
eventualmente pode ocorrer a cisdo de cadeia?’.

Outra maneira, pela qual os polimeros podem sofrer degradacéo quimica, é através
da hidrolise'3%-141, Para que ocorra a quebra da cadeia polimérica através da agdo da H-O,
0 polimero deve conter ligacbes covalentes hidrolisaveis como grupos éster, éter,
anidrido, amida e assim por diante. Ainda, parametros como temperatura, pH e tempo
podem influenciar o processo de hidrolise. Dessa forma, quando se deseja obter materiais
com vida util controlada, o design desses produtos depende da escolha de monémeros

especificos para obter um copolimero com as caracteristicas hidrofilicas desejadas'#?14,
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Uma vez que os processos de degradacdo oxidativo e hidrolitico ocorrem mais facilmente
em regides com estruturas moleculares desorganizadas (dominios amorfos), as estruturas
moleculares bem organizadas (maior quantidade de dominios cristalinos) evitam a

difuséo de O e H-O, limitando assim a degradacéo.

Degradacao bidtica

O processo de degradacao bidtica ocorre pela acdo de microrganismos (bactérias,
protozoarios, algas, fungos) que transformam a matéria organica em agua, dioxido de
carbono, metano, sais e biomassa'**. Os microrganismos podem atuar por meios
mecanicos, quimicos e/ou enzimaticos'*®. O desenvolvimento microbiano ¢ influenciado
pela constituicdo e pelas propriedades dos materiais poliméricos e as condi¢des
ambientais, como por exemplo, a umidade, o clima e os poluentes atmosféricos também
sdo0 parametros importantes*4®.

A degradacéo bidtica é também chamada de biodegradagéo, podendo ocorrer em

condicdes aerdbias (presenca de oxigénio) ou anaerdbias (auséncia de oxigénio)!?’,
3.3.2.1 Degradacao e Biodegradacao de poliésteres constituintes das nanoparticulas

Avancos importantes quanto a hidrolise de poliésteres alifaticos tém sido
relatados!* >4, A degradacio dos poliésteres alifaticos ocorre na presenca de agua
provocando a hidrélise das ligacdes éster. PLA, PCL, bem como, PPC (poli [propileno
carbonato]) tém uma lenta degradabilidade em condi¢des neutras e eles mostram uma
maior degradabilidade em condigBes bésicas do que em condigOes &cidas'®. Nesse
sentido, os mecanismos de hidrélise desses materiais foram extensivamente investigados
e se estabeleceu que a degradacdo ocorre em dois estagios. O primeiro estagio da hidrolise
se caracteriza pela difusdo da agua pela regido amorfa (quebra das ligacGes ésteres pela
agua que atua como nucleofilo), enquanto que o segundo estagio de degradacdo somente
se inicia quando a maior parte da regido amorfa é degradada®*”1°61%" No segundo estagio,
0 mecanismo de hidrdlise predominante € do tipo autocatalisado, uma vez que o ataque
ao grupamento éster pela dgua gera grupos terminais carboxilicos, os quais irdo atuar
como catalisadores na degradacdo do restante da cadeia polimérica.

Na Figura 3 esta representado de forma esquematica o mecanismo de hidrdlise do

poliéster alifatico - poli(e-caprolactona) (PCL), utilizada como polimero constituinte das
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LNC investigadas nesse estudo, cujo principal produto de degradacdo é o acido-6-

hidréxihexandico.

o
{TVO\N\)&W%{ —
—_— ?\’;(0\/\/\)1% + HO/\/\/%:(%—--»_.

¢]

J\/\/\/OH
= HO

Figura 3. Mecanismo de hidrolise da poli(e-caprolactona)-(PCL). Adaptado de
Hoglund et al., 2007.

Diversos autores estudaram a degradacdo de poliésteres em sua forma
macroscopica in vivor®11 in vitro%2-1%4 ¢ no meio ambiente®>%° . Nesse sentido, Pitt
e colaboradores (1981)*® investigaram a degradacio in vivo de duas diferentes formas
macroscopicas de PCL (My = 55.000 g mol™): filmes (2 cm x 1 cm x 0,01 cm) e capsulas
(~2 cm de comprimento e espessuras variaveis), as quais foram implantadas
subcutaneamente em coelhos da linhagem New Zealand. Os resultados mostraram que
ndo ocorreu perda de massa para ambas as estruturas em até 80 semanas.

Em outro estudo, Sun e colaboradores (2006)'"° também avaliaram a degradacio
de cépsulas de PCL (Mw = 66.000 g mol™), com cerca de 2,3 cm de comprimento,
implantadas em ratos da linhagem Wistar. Apds 24 meses, 0s materiais implantados
estavam intactos e ndo se verificou perda de massa. Ainda, um marcador radioativo
(Tritio) foi utilizado para investigar a absorcdo e excrecdo das céapsulas de PCL. A
presenca do marcador radioativo foi verificada no plasma somente 15 dias apos a
implantacdo dos materiais, sendo que em até 135 dias, cerca de 92% do marcador foi
detectado nas fezes e urina dos animais.

Chu (1981)*7 avaliou a resisténcia a degradacéo de suturas de PGA in vitro, em
diferentes pHs (5,24; 7,44 e 10,09) e concluiu que a taxa de degradagéo foi maior em pH
= 10,09, quando comparado aos outros dois tampdes de pH mais baixos (5,24 e 7,44).
Apbs 21 dias, nenhum vestigio das suturas foi detectado no pH = 10,09, enquanto que
cerca de 20% das estruturas ainda permaneceram nos tampdes de pH = 7,44 e 5,25.

Hoglund, Hakkarainen e Albertsson (2007)'"%, investigaram a influéncia da forma
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macroscopica da PCL (discos lineares e estrutura porosa) na cinética de degradacao in
vitro (pH=7,4; 37 °C) durante 364 dias. Foi observado uma maior taxa de degradacgéo para
os discos lineares (70% de perda de massa), quando comparada as estruturas porosas
(30% de perda de massa) para 0 mesmo periodo avaliado (364 dias).

Doi e colaboradores (1996)%® avaliaram a biodegradabilidade de amostras de
poliésteres quimiossintetizados e biossintetizados (por bactérias), a 25 °C, sob condic6es
aerdbicas em agua natural do rio Arakawa (Japao). Foram monitoradas as mudancgas na
demanda bioguimica de oxigénio (DBO), perda de massa (erosdo) dos filmes de
poliésteres e concentracdo de carbono organico dissolvido (COD). Os poliésteres
biossintetizados mostraram uma maior taxa de degradacdo quando comparados aos
quimiossintetizados, sendo que a perda de massa e a DBO da maioria dos poliésteres
biossintéticos, apds 28 dias, foram de 100% e 80% =+ 5%, respectivamente. Em contraste,
a biodegradacao dos poliésteres quimiossintetizados foi dependente da estrutura quimica
e diminuiu na seguinte ordem: poli (etileno)Succinato) > poli(e-caprolactona) >
poli(adipato de etileno) > poli(butileno) Adipato > poli(sebacato de butileno) >
poli(sebacato de etileno) = poli(butileno) Succinato = poli(succinato de hexileno) = poli(e
propiolactona). Contudo, cabe salientar que, para os filmes de PCL (Mn = 67.000 g mol
1y, a perda de massa e a DBO, ap6s 28 dias, foram de 100 e 75%, respectivamente.

Em um estudo desenvolvido por Hakkarainem e colaboradores (2000)¢, foi
comprovado que a presenca de uma cultura mista de microrganismos foi responsavel por
reduzir filmes de PLLA a um pé fino apds 5 semanas de compostagem, enquanto que, na
auséncia de fatores bidticos, mesmo ap6s 5 semanas, as amostras de PLLA permaneceram
intactas. Os autores propuseram que, devido a rapida diminuicdo da massa molar
observada para as amostras em meio bidtico, a hidrolise estaria ocorrendo nos terminais
de cadeia, enquanto que, em meio abidtico, teria ocorrido hidrolise aleatoria das ligacdes
éster, caracterizada pela menor perda de massa.

Em outro estudo, Torres e colaboradores (1996)'72, investigaram a degradacio de
moldes de PDLLA em uma cultura mista de Fusarium moniliforme e Pseudomonas
putida a 30 °C e observaram que, inicialmente, ocorreu hidrolise quimica e que 0s
microrganismos atuaram somente apds a quebra das cadeias, sendo responsaveis apenas
pela bioassimilagdo dos sub produtos formados.

Alguns autores também investigaram a degradacdo de diferentes poliésteres na
forma de microparticulas in vitro e in vivo3#163173-177 v/isscher e colaboradores (1985)7°

investigaram a influéncia do tamanho de microcépsulas de PLGA na taxa de degradacao
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in vitro e in vivo. As microcapsulas foram injetadas no musculo gastrocnémio de ratos
(linhagem Batleboro) e foram avaliadas até 70 dias. As microcapsulas de maior tamanho
(130 um) exibiram uma tendéncia ligeiramente maior de sofrer degradagdo in vivo e in
vitro em relacdo aos outros grupos (30 e 79 um). Ainda, foi observada uma resposta
minima do tecido, caracterizada por uma reacdo inflamatéria aguda local. Os autores
constataram que as microcapsulas foram absorvidas pelas células do tecido conjuntivo e
do corpo estranho com cerca de 20-30 dias apés a injecdo, sendo que apenas 0s vestigios
das microcapsulas foram encontrados apds 70 dias.

Yamaguchi e Anderson (1993)'73 avaliaram a biocompatibilidade e a degradagio
de microesferas de PLGA (lactideo/glicolideo 65/35) in vivo. Para caracterizar a resposta
do tecido aos implantes degradaveis, foram determinadas as rea¢fes no local implantado
e também os tipos de células na interface microsfera/tecido. Ao longo de um periodo de
implantacdo de 150 dias, observaram-se inflamacdes leves e cicatrizacdo sem ferimentos.
Na interface microsfera/tecido, os tipos de células observadas eram macrofagos e
fibroblastos, sendo os macréfagos predominantes nos primeiros 15 dias. Os autores
afirmaram que, ap6s 150 dias, a grande maioria das microesferas foi completamente
degradada, a resposta inflamatdria foi minima e nenhuma reacéo tecidual adversa foi
observada.

A fagocitose por macrofagos de microesferas constituidas de diferentes polimeros
(poliestireno, celulose e poliésteres) foi investigada por Tabata e colaboradores!’®18° Em
um desses estudos, Tabata e Ikada (1988)!8! avaliaram a fagocitose de microesferas (<2
um) produzidas a partir de homopolimeros de acido L-lactico, &cido DL-4cido lactico ou
acido glicdlico, com diferentes massas molares, composicdes de mondmeros e
revestimentos. A fagocitose por macréfagos peritoneais de camundongos foi investigada
a partir da marcagdo fluorescente das microesferas. Nao foi observada influéncia da
natureza quimica dos polimeros na fagocitose das microesferas. No entanto, o pré-
revestimento dessas estruturas com albumina de soro bovino e macromoléculas nédo
proteicas reduziu a fagocitose das microesferas, enquanto que o revestimento com a y-
globulina bovina, fibronectina humana, tuftsina bovina e gelatina aumentaram a
fagocitose. A observacdo microscépica indicou que as microesferas fagocitadas foram
gradualmente degradadas no interior dos macrofagos, levando a liberacdo do corante
fluorescente encapsulado. Contudo, somente a liberagdo do corante foi atribuida a

degradacéo e nenhum resultado de perda de massa foi mostrado.
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Da mesma forma, a poli(e-caprolactona) (PCL), em sua forma macroscopica,
mostrou ser biodegradavel em culturas de fungos'®>-18, compostagem?®’, lodo ativado'®’
e em diferentes tipos de solos®®19188 Nesse sentido, estudos prévios relataram que
filmes de PCL s&o biodegradaveis em culturas fuingicas puras!8® mistura de culturas
de fungos'®, de bactérias e de leveduras®®. Benedict e colaboradores (1983) realizaram
dois estudos comparando a degradacio de filmes de PCL em culturas de fungos® e em
cultura mista de bactérias e de leveduras'®. Os autores afirmaram que a bactéria gram
negativa Cryptococccus laurenti foi responsavel pelas menores taxas de degradagéo para
filmes de PCL de maior massa molar quando comparada a cultura de fungos.

Conforme descrito anteriormente, a degradacdo da PCL em sua forma
macroscopica também foi estudada in vivo, em aplicagdes biomédicasl4’ 160161,
Entretanto, apenas um estudo acerca da degradacdo in vitro de microparticulas de PCL
foi realizado'®. No item a seguir, sdo descritos estudos acerca da estabilidade quimica e

degradacéo de sistemas de liberacdo nas formas micro e nanoestruturadas.

3.3.3 Estudos de estabilidade quimica de poliésteres em sistemas de liberacédo (micro e

nanoestruturas)

No que diz respeito a estudos de estabilidade fisico-quimica e de degradacdo de
poliésteres em sistemas de liberacdo, inimeros estudos podem ser encontrados na
literatura®-° (Tabelas 1 e 2). Nesse sentido, diferentes parametros foram avaliados, tais
como: propriedades do polimero (massa molar inicial, razdo D/L-lactideo (PLA, PLGA),
proporcéo glicolato-lactato (PLGA) e condicOes de processamento e/ou armazenamento
(temperatura, pH, forca ibnica, exposicdo a radiacdo gama, secagem das formulagoes).

Blanco e colaboradores (2006)** investigaram a degradagao in vitro (37 °C; pH =
7,4) de microesferas poliméricas de PLGA e PLA, e observaram que o valor da constante
de velocidade diminuiu com o aumento da fracéo de cido latico frente ao &cido glicolico.
Os resultados de perda de massa mostraram que em até 2 meses cerca de 94% e 37% de
perda de massa ocorreu para as microesferas de PLGA 50.50 (Mw = 38.800 g mol™) e
PLGA 75.25 (Mw = 65.400 g mol™), respectivamente. Por sua vez, para as microesferas
de PLA (My = 42.600 g mol™), ndo foi observada perda de massa significativa (12%).

Spenlehauer e colaboradores (1989)% também avaliaram a influéncia da
proporcéo de lactato/glicolato e da esterilizagc&o por radiagdo gama na degradacao in vitro

(37°C; pH=7,4) e invivo de microesferas de PLA e PLGA. A maior proporcao de lactato
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em relacdo ao glicolato aumentou a estabilidade in vitro. Para as microesferas de
PLA37.5GA25 (M, = 100.000 g mol™), cerca de 80% de perda de massa foi observada
apos 12 semanas. Ainda, a esterilizagdo por radiacdo gama ocasionou cerca de 40% de
perda de massa para todos os sistemas avaliados.

Outros autores investigaram a influéncia da temperatura e do pH na estabilidade
fisico-quimica e na degradagdo in vitro de microparticulas*®%>? (Tabela 1) e de
nanoparticulas poliméricas3946-495354 (Tabela 2). Chen e colaboradores (2000)%2
avaliaram a degradacéo de microparticulas de PCL (My inicial ndo mostrado) em meio in
vitro simulado (37 °C; pH = 4,7 e 7,4 com e sem lipase), por 7 semanas. Os resultados
mostraram valores de perda de massa de 1,84% (com lipase) e 1,6% (sem lipase), em pH
= 7,4, enquanto que em pH = 4,7 a perda de massa foi de 27,6% (com lipase) e 15% (sem
lipase). Por outro lado, Zolnik e Burgess (2007)*, avaliaram a degradacéo in vitro (37
°C; 1 més) de microesferas de PLGA (M., = 25.000 g mol™), e constataram uma maior
perda de massa em pH = 2,4 (>90%) do que em pH = 7,4 (~80%).

Coffin e MCGivinity (1992)% avaliaram a estabilidade quimica de nanoparticulas
do tipo pseudolatex, de PLA e PCL (Mw = 108.000 g mol?), em meio aquoso em
diferentes temperaturas (5, 25 e 37 °C) e pH’s (1,65; 3,1 e 5,1), com o uso de surfactantes
n&o ionico e anidnico. O surfactante ndo iGnico aumentou a estabilidade das formulagdes
e, quando as dispersdes foram armazenadas durante 350 dias a 5 °C, foram observadas
poucas alteracdes na massa molar (My) de ambos os polimeros. Por outro lado, em 25 °C
os pseudolatex de PLA e PCL diminuiram seu My, para 90.000 g mol™ e 48.000 g mol™,
respectivamente (8 meses de armazenamento). Esse resultado foi considerado inédito,
uma vez que a PCL é conhecida por ser mais estavel do que o PLA em meio aquoso. Os
autores justificaram que o uso do surfactante ndo ibnico pode ter aumentado a
porcentagem de regides amorfas na PCL, fazendo com que a estabilidade fosse diminuida.
A 37 °C houve degradacédo rapida de ambos os polimeros, sendo que o My diminuiu para
77.000 g mol™ e 66.000 g mol™?, para os pseudolatex de PLA e PCL, respectivamente.
Quando os autores avaliaram a influéncia do pH na estabilidade, foi observado que nos
pHs de 3 e 5 as formulagdes foram mais estaveis (5 °C).

Belbella e colaboradores (1996)*, ao estudarem a estabilidade de nanoesferas de
PLA (Mw = 30.000 g mol™? e 85.000 g mol™), demonstraram a influéncia do pH e da
temperatura na estabilidade quimica destes sistemas em meio aquoso. Os parametros
avaliados neste estudo foram a massa molar, a quantificacdo da producgéo de acido latico

(produto de degradacdo) e o tamanho das nanoparticulas. Com base nos resultados de
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quantificacdo de &cido latico, a situacdo definida como ideal pelos autores foi o
armazenamento a 4 °C em pH neutro (5,5 a 7). Entretanto, para essa situagéo, os perfis de
distribuicdo de massa molar do PLA n&o foram mostrados.

Em outro estudo, Lemoine e colaboradores (1996)* também investigaram a
influéncia da temperatura na estabilidade quimica de nanoparticulas de PCL (Mw = 78.000
g mol™ e 29.400 g mol?), PLA (Mw = 50.000 g mol™?) e PLA37.5GA25 (Mw = 96.800 g
mol™?). O decréscimo na massa molar da PCL (M, = 78.000 g mol™) para as formulagGes
armazenadas a 4 °C ou a temperatura ambiente foi de cerca de 12% ap0s 6 meses,
enguanto que para as mesmas formulacdes armazenadas a 37 °C a taxa de degradacéo foi
de 63%. Apds 1 ano de armazenamento (temperatura ambiente), as perdas de massa para
as formulagdes de PCL, PLAS50, PLA37.5GA25 e PLA25GAS50 foram iguais a 35, 26, 67
e 100%, respectivamente. Embora esses resultados indiquem a ocorréncia de perda de
massa significativa para as formulagcdes armazenadas a temperatura ambiente, os autores
afirmaram que as formulagdes de PCL e de PLA poderiam ser mantidas por até 1 ano
nessas condigdes, ou a 4 °C.

Calvo e colaboradores (1996)*, investigaram a degradacéo de nanocapsulas (NC)
(ndcleo oleoso - Migliol®), de nanoesferas (NS) e da nanoemulséo (NE) de PCL (My =
40.000 g mol™), quando armazenadas a temperatura ambiente (ver Tabela 2). Foi
verificada a reducdo do pH em funcdo do tempo de armazenamento, sendo que o pH
inicial, com valores entre 5 e 5,5, diminuiu para valores entre 3 e 3,3, apds 180 dias. Esses
resultados foram atribuidos, inicialmente, a hidrolise dos triglicerideos que compdem o
Migliol® e dos fosfolipideos utilizados como tensoativos, 0s quais geram acidos graxos
livres em solugdo. O declinio dos valores de pH também foi atribuido a formacéao do acido
6- hidroxihexanaoico, principal produto de degradacdo da PCL. Os resultados obtidos por
cromatografia de exclusdo de tamanho corroboram os dados de pH, mostrando que, em
até 2 meses de armazenamento, nao foi observada alteracdo dos perfis de distribuicdo de
massa molar da PCL. Entretanto, valores de perda de massa ndo foram calculados.
Embora tenha ocorrido degradacéo das nanoparticulas, o didmetro médio das NC e NS
foi mantido, o que demonstra que avaliar apenas os parametros de diametro ndo é
suficiente quando se deseja investigar a estabilidade de sistemas nanoestruturados.

Nas Tabelas 1 e 2 sdo mostradas algumas das principais contribui¢des relatadas
na literatura acerca da estabilidade fisico-quimica de poliésteres em sistemas de liberacao

nas suas formas micro e nanoparticuladas.
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Tabela 1. Principais contribui¢es na literatura acerca da estabilidade fisico-quimica de poliésteres em sistemas de liberacdo em sua forma

microparticulada.

Sistema de
liberacdo/ método
de preparacéo

Polimero/outros
constituintes

Armazenamento/tempo

Técnica/analise

Resultados (perda de massa)

Referéncia

Microesferas; PLA 50 (Mw = 54.000); 37°C;pH 7,2; radiacéo ; SEC Esterilizacdo por radiacdo - 40% de Spenlehauer et
evaporacdo de solvente  PLA45.GA10 (Mw = 9 meses perda de massa para todos os polimeros; al., 1989
58.000); PLA37.5GA25 tempo necessario para que o Mw
(Mw = 72.000 e 100.000); diminuisse para 10.000: PLA50 = 7
diclorometano; meses; PLA45.GA10 = 3 meses;
metilcelulose; alcool PLA37.5GA25 (100.000) = 2 meses €
polivinilico (PVA); agua PLA37.5GA25 (72.000) = 1 més
Microesferas; dupla PLG (Mw = 16.000) e ABA 37°C;pH2,7,4e9;1més SEC, difracdo de Maior perda de massa em pH 9. Bittner et al.,
emulsdo triblocos (Mw = 26.000) laser, RMN PLG = 17% de perda de massa; ABA 1999%
(&gua/dleo/agua); (PLG + PEO); triblocos = 64% de perda de massa.
liofilizadas diclorometano; alcool
polivinilico (PVA); dgua
Microparticulas; PCL (Mw inicial ndo 37°C;pH4,7e7,4comesem SEC Perda de massaempH 7,4 =1,84% (com Chen et al.,
emulsificagdo; mostrado); diclorometano; lipase; 7 semanas lipase) e 1,6% (sem lipase). Em pH 4,7 2000%%
secas“freeze-drying” surfactante  (Tween 60); = 27,6% (com lipase) e 15% (sem lipase)
agua em 7 semanas.
Microesferas; secaspor PLA (Mw = 42.600), 37°C;pH74; SEC, DSC Perda de massa (2 meses) - PLGA 50.50 Blanco et al.,
“spray-drying” PLGA50.50 (Mw = 38.800); 2 meses = 94%; PLGA 75.25 = 37%; PLA = 2006*
PLGA75.25 (Mw = 65.400) 12%. Microesferas de PLA (5 meses)
diclorometano (25%) ndo foi considerada significativa.
Microesferas;filtradas PLGA (Mw = 25.000); 37°C;pH7,4e4,2;1més SEC, DSC Perda de massa em pH 7,4 = ~80% e em  Zolnik;
(0,45 pum) secas diclorometano; alcool pH 2,4 = >90%. Burgess,
(PVA) 20074
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Tabela 2. Principais contribui¢fes na literatura acerca da estabilidade fisico-quimica de poliésteres em sistemas de liberacdo em sua forma

nanoparticulada.

Sistema de Polimero/outros Armazenamento/ Técnica/anélise Resultados (perda de massa) Referéncia
liberacéo/ constituintes tempo

método de

prepararacao

Pseudolatex PCLePLA (My=108.000g 5, 25 e 37 °C; pH = SEC (My), DSC, Para as dispersdes de PLA50 e PCL em Coffin; e
(nanoparticulas); molY); cloreto de 1,65, 3,1 e 51; 12 espalhamento de luz surfactante ndo idnico — estabilidade de at¢ McGinity, 1992%
microfluidizacdo de  metila:acetato  de  etila meses dindmico (diametro 350 dias a 5 °C. As dispersdoes de PCL

emulsdo 6leo/aguae (50:50); surfactantes: nao médio), medidas de pH  diminuiram o M,, de 108.000 para 45.000 g

evaporacéao do
solvente

ibnicos (PS 20 e Pluronic
68); anidnicos (oleato de
potéssio e dodecil sulfato de
s0dio); agua

mol~ a 25 °C, enquanto que para 0 PLA, 0 My
foi de 90.000 g mol?, no mesmo periodo de
tempo analisado (8 meses).

Nanoparticulas PLA (M, = 88.000 g mol'); Diferentes pHs; 4 °C; pH; HPLC (teor do Autores  definiram estabilidade  das Rodrigues et al.,
(primaquina fosfolipidios (Epicuron 3 meses farmaco durante o nanoparticulas devido aos didmetros e 19954
encapsulada); 170); acetona; poloxamer armazenamento) encapsulacéo do farmaco serem mantidos

nanoprecipitacao (F68); 4gua

Nanoesferas; PLA (My =30.000 e 85.000 -18, 4 e 37 °C; SEC, HPLC Define como situacéo ideal de armazenamento  Belbella et al.,
precipitagdo de g molY); acetona; diferentes pHs; até 30  (quantificacdo de acido 4 °C (pH neutro). Dados de SEC e valores de 19964

polimero pré- surfactante dodecil sulfato dias em meio aquoso  latico) massa molar em funcdo do tempo, para a

formado de sddio; agua situacdo ideal (4 °C), ndo foram mostrados.

Nanoparticulas;
nanoprecipitacao

PLA (M, = 200.000 g mol

D); acetona; fosfolipidios
(lipoid S75); poloxamer
(188); 4gua

4 °C; 9 meses

Espalhamento de luz
dindmico  (didmetro),
medidas de pH e analise
morfoldgica

Medidas de estabilidade por andlises de
didmetro e pH. Estabilidade definida devido a
auséncia de agregacdo e/ou precipitacdo
(suspensdo monodispersa) em 9 meses de
armazenamento a 4 °C.

Paul et al,
19970
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Nanoparticulas PLGA, PEO-PLGA, 37°C;pH7,4 Espalhamento de luz A degradacdo completa de nanoparticulas de Zweers, et al.,
PDLLA; acetona; alcool dindmico  (didmetro), PLGA e PEO-PLGA, ocorreu em 10 e 8 2004*
polivinilico (PVA); agua HPLC (quantificacdo semanas, respectivamente. PDLLA em até 2
dos acidos formados da  anos (a partir de resultados de diametro). SEC
degradacéo); SEC utilizado para determinar perfil bimodal ou
unimodal. N&o calculou perda de massa por
Mw, somente valores de M, mostrados.
Quantificou &cidos latico e glicolico.
Nanoparticulas; PLGA50:50 (My=44.000g Degradacdo in vivo SEC; perda de massa 60% de perda de massa para ambos os tecidos Mohammad,;

evaporacéo de
solvente;
liofilizacdo

molY); diclorometano;
alcool polivinilico (PVA);
acetona; agua

(administracdo
intravenosa em ratos);
3h, 1 dia, 3 e 7 dias.

das nanoparticulas
extraidas dos tecidos de
figado, baco e pulmdes.

avaliados apés 7 dias.

Reineke, 2013

Nanoparticulas;
evaporacdo de
solvente

PCL (My = 78.000 e 29.400
g mol?); PLA 50 e
PLA37.5GA25 (Mw =
96.800 g mol?Y); acetona;
surfactante F68®; agua

-16, 4, 37 °C e
temperatura ambiente;
até 1 ano em meio
aquoso

SEC, DSC, difracéo de
laser  (diametro e
potencial zeta)

Perda de massa: PCL = 35%; PLA50 = 26%,
PLA37.5GA25=67% e PLA25.GA50 = 100%
em meio aquoso (temperatura ambiente), apos
1 ano; temperatura de armazenamento ideal
para nanoparticulas de PCL por até 1 ano = 4
°C.

Lemoine et al.,
19964

Nanoparticulas,
nanocapsulas e
nanoemulsdo;
deposicéo interfacial
e emulsificacdo

PCL (M., = 40.000 g mol%);

acetona; fosfolipidios
(lecitina  de soja e
fosfatildilcolina);  (Migliol

840); (poloxamer 188); agua

Temperatura
ambiente; 6 meses

SEC, difracdo de laser
(didmetro e potencial
zeta) e medidas de pH

Diminuicdo de pH (relacionada & hidrolise).
Resultados de SEC mostraram que em até 2
meses ndo ha modificagdes significativas nos
perfis de distribuicdo de massa molar da PCL,
porém foi observada degradagdo em 6 meses
(célculos de perda de massa ndo mostrados).

Calvo et al,
1996

Nanocépsulas
poliméricas de
nacleo lipidico
(LNC); método do
polimero pré-
formado

PCL (My= 80.000 g mol™);

4 e 25°C; 90 dias

Espalhamento de luz
dindmico (didmetro
médio); PDI; pH; cor;
HPLC (teor do farmaco
durante 0
armazenamento)

Apobs 60 dias de armazenamento (4 °C), ndo
houve alteracbes de didmetro e cor das
formulacdes; o teor residual de luteina foi de
36% em relacdo ao valor inicial. A 25 °C:
alteracfes no potencial zeta, pH e teor de
luteina.

Brum et al,
2017%
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Diante do exposto, pode ser observado que a estabilidade quimica de poliésteres
em sistemas de liberagcdo em sua forma micro e nanoestruturada foi investigada e que
diversos estudos consideraram a perda de massa desses sistemas acerca da degradacédo
dos polimeros constituintes. Porém, cabe ressaltar que muitos autores atribuiram a
estabilidade de sistemas de liberacdo apenas a pardmetros como diametro, pH e teor de
farmaco encapsulado®®47°054 (Tabela 2). Além disso, fatores como o método de
preparacdo, as propriedades do polimero (massa molar inicial, razdo D, L-lactideo (PLA,
PLGA), a proporcao glicolato-lactato (PLGA), bem como as condigdes de processamento
e/ou armazenamento (temperatura, pH, forca ibnica, exposicao a radiacdo gama, secagem
das formulag6es) podem diferir de um estudo para outro, o que dificulta a comparagéo
entre os resultados obtidos.

Outro desafio esta fundamentado no fato de ndo haver um consenso guanto a
métodos de separacdo dos polimeros para avaliacdo da cinética de degradacdo desses
sistemas, sendo que, na maioria dos estudos relatados, apenas a perda de massa
relacionada aos valores de massa molar ponderal média (Mw) foi avaliada. No caso
especifico das LNC, ndo ha estudos de estabilidade que considerem andlises de perda de
massa. Por conseguinte, a influéncia do processo de esterilizagdo, um parametro relevante
quando se deseja preservar a estabilidade de sistemas de estrutura supramolecular, ndo
foi avaliado nesses estudos. 1sso pode ser atribuido ao fato de que, para muitos sistemas
supramoleculares de estrutura complexa com presenca de polimero, a possibilidade de
esterilizacdo, sem provocar alteragdes nas caracteristicas fisico-quimicas destes sistemas,
tem sido considerada pela comunidade cientifica como algo dificil de ser realizado®®.

Nesse sentido, como principal estratégia para prevenir a degradacdo de sistemas
de liberacdo frente ao armazenamento, as técnicas de secagem tém sido amplamente
utilizadas®®%° uma vez que a possibilidade de se obter formulagdes de nanocapsulas em
meio aquoso estaveis quimicamente é considerada pela maioria dos pequisadores como
algo pouco provavel®:®2, Contudo, ao se tratar de nanocapsulas poliméricas, muitas
limitagcdes relativas a técnica de secagem dessas formulagfes sdo encontradas, sendo
necessario o uso de agentes crioprotetores ou de secagem. Dentre as limita¢Ges relatadas,
a maioria esta relacionada a alta fragilidade do involucro polimérico frente ao processo
de liofilizacd0°*%°. Como consequéncia, ja foi relatado que os produtos liofilizados
mostraram um aumento de tamanho de duas vezes apds redispersdo em agua, sugerindo

a ocorréncia de um agrupamento de nanocépsulas®®.
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Do mesmo modo, Schaffazick e colaboradores (2003)% liofilizaram nanocéapsulas
de poli(e-caprolactona) e Eudragit® apos a adic¢éo de dioxido de silicio. No entanto, tal
adicdo limita a administracdo intravenosa dos pds de nanocépsulas.

Com base no exposto, ndo € possivel estabelecer uma metodologia sistematizada
para a avaliacdo da estabilidade de nanoparticulas poliméricas, visto que os diferentes
métodos de separacdo utilizados, as diferentes técnicas de andlises, bem como as
diferentes condicbes de armazenamento, dificultam a comparagéo entre os resultados
obtidos. Além disso, cabe salientar, que até o momento, o fator esterilidade ndo foi
considerado nesses estudos, sendo necessaria a investigacao da influéncia da presenca de
microrganismos na cinética de degradacdo em meio aquoso. Assim, a hipotese de trabalho
estd fundamentada na avaliacdo da estabilidade quimica e da cinética de degradacéo de
LNC em meio aquoso (estéreis e ndo estéreis), objetivando determinar o mecanismo de

hidrolise predominante quando armazenadas a 5 °C.
3.4 Nanotecnologia e meio ambiente

O desenvolvimento exponencial da nanotecnologia estimulou, recentemente, a
pesquisa sobre novas metodologias para a compreensdo da toxicidade de nanomateriais
in vivo, bem como da sua seguranca ambiental, uma vez que essas respostas Sao
necessarias para futuras aplicacGes desses sistemas. O interesse nessa area de pesquisa,
conhecida como nanotoxicologia, pode ser explicado pela inexisténcia de informagdes
acerca da avaliacdo dos riscos associados a exposicdo aos nanomateriais, a qual ndo
acompanhou os avangos da nanotecnologia®®®°*, Segundo um documento publicado pelo
Official Journal of the European Union, essa lacuna existe porque a pesquisa cientifica
ndo produziu dados adequados para avaliar também os efeitos desses produtos com a
mesma velocidade com que avangaram as pesquisas no campo de desenvolvimento de
novos nanomateriais e de aplicaces dos mesmos®®.

Atualmente, ndo ha testes de toxicidade internacionalmente aceitos ou protocolos
validados disponiveis para avaliagdo de seguranca de nanomateriais!®2. Nesse sentido,
como uma iniciativa nessa area de conhecimento, pode-se citar o projeto NANoOREG, que
visa a regulamentacdo referente & seguranga dos nanomateriais a partir do
desenvolvimento de métodos confidveis, reprodutiveis e relevantes para testar e avaliar
os efeitos dos nanomateriais sobre saude humana e meio ambiente em um contexto

regulatério. Esse projeto foi uma colaboracdo de mais de 85 parceiros institucionais de
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Estados membros da Unido Europeia, Estados associados, a Republica da Coréia e o
Brasil e teve duragdo de 48 meses, encerrando-se em 28 de fevereiro de 2017 com um
investimento aproximado de 50 milhdes de euros'®,

O NANOREG analisou os resultados de pesquisas existentes na area de seguranca
e toxicidade de nanomateriais e assegurou quanto a necessidade de uma validacéo para
fins de regulamentacéo. Dentre as diversas finalidades que motivaram a realizagdo desse
projeto, pode-se citar: a obtencdo de instrumentos para a caracterizacao de riscos, teste de
toxicidade e medidas de exposicdo, além de propor uma metodologia eficaz e pratica do
gerenciamento de riscos com nanomateriais e produtos contendo estes materiais.

Dentre os estudos desenvolvidos pelo NANOREG, foi realizada uma anélise
cientifica para responder a um conjunto de perguntas sobre 0 uso seguro de
nanomateriais'®*. Como resultado dessa andlise, foi concluido que a maioria das lacunas
de dados estéo relacionados as diferentes caracteristicas dos nanomateriais avaliados (por
exemplo, tamanho, area superficial, quimica da superficie, solubilidade, forma), aos
diferentes métodos utilizados para determinar essas caracteristicas e as diferentes
estratégias e abordagens de avaliacao de risco, especificas para cada nanomaterial. Diante
disso, fica evidente a necessidade de pesquisas aprofundadas e relacionadas a cada tipo
de nanomaterial especifico, sendo incabivel a extrapolacao de resultados obtidos entre 0s
diferentes tipos de nanomateriais.

Nesse sentido, cabe salientar que o uso de polimeros biodegradaveis em
nanocarreadores tem impactado nas linhas de pesquisa relacionadas as respostas
ambientais. Visto que as nanocépsulas de nucleo lipidico (LNC) sdo constituidas
majoritariamente por um polimero biodegradavel (PCL), o perfil de biodegradabilidade
desses sistemas no meio ambiente é um interessante tema de pesquisa. Como previamente
discutido no inicio dessa secéo de revisdo, a poli (e-caprolactona) (PCL) em sua forma
macroscopica, mostrou-se biodegradavel em culturas de fungos!®2183:186.195.19
compostagem'® | lodo ativado®’ e em diferentes tipos de solos!®®16%18 Contudo, pode-
se afirmar que, além dos estudos de biodegradacdo do PCL em sua forma macroscopica,
a biodegradacéao de nanoparticulas constituidas por esse polimero ndo foi investigada até
0 momento.

Além disso, o conhecimento sobre nanomateriais poliméricos produzidos por
materiais biodegradaveis ainda é limitado, uma vez que sempre foram considerados
seguros. No entanto, alguns estudos foram realizados avaliando os materiais constituintes

da LNC. A biodegradabilidade dos ésteres e polissorbatos de acidos graxos de sorbitano,
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como o polissorbato 80 e o monoestearato de sorbitano, tem sido amplamente
comprovada, uma vez que também tém uso extensivo aprovado pela FDA como agentes
antiespumantes, aromatizantes sintéticos, estabilizadores e emulsificantes em alimentos
e em uma variedade de cosméticos e produtos médicos!®’. Além disso, em 2005, a
Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA) publicou um documento que
resume informacgdes sobre os ésteres e polissorbatos de acidos graxos de sorbitano, tais
como suas propriedades fisico-quimicas, efeitos toxicoldgicos, perfil de exposicao,
destino ambiental e ecotoxicidade. Sobre o destino ambiental, este documento destaca a
existéncia limitada de estudos avaliando este pardmetro para polissorbatos. Entretanto,
baseado em estudos de biodegradacdo relatados para sorbitanos (monolaurato de
sorbitano, monooleato de sorbitano e outros acidos graxos - C6-C10) que sofrem
biodegradacdo moderada no meio ambiente (60-83% em 28 dias), é afirmado que, por
analogia, seria esperado que os polissorbatos tivessem caracteristicas de biodegradacao
semelhantes®®’.

Diante disso, o estudo da biodegradacdo dos materiais da LNC nanoencapsulados
torna-se um objeto de pesquisa interessante, uma vez que as propriedades inerentes das
particulas em nanoescala tém sido confrontadas com os procedimentos tradicionais de
avaliacdo de risco ambiental que avaliam contaminantes em escala maior®. Ainda, é de
extrema importancia a abordagem dessa linha de pesquisa, diante da necessidade de

comprovacao da seguranca ambiental desses novos sistemas para as futuras aplicacdes.
3.4.1 Ecotoxicidade de Nanoparticulas

No que tange a area ambiental, a maioria dos estudos referentes a avaliagdo da
toxicidade para os niveis troficos aquaticos esta relacionada a nanoparticulas inorganicas,
destacando-se as nanoparticulas de TiO2, nanotubos de carbono, AgNP, FeO e
nanoparticulas de ouro®®2%, Contudo, podem ser encontrados alguns estudos avaliando
a ecotoxicidade de nanoparticulas poliméricas, muito embora, em menor quantidade
comparados as nanoparticulas inorganicas citadas anteriormente.

A quantidade limitada de estudos de toxicidade ambiental de nanoparticulas
poliméricas pode ser explicada pelo fato de as mesmas serem constituidas, na maioria das
vezes, de materiais biodegradaveis, sendo consideradas ndo toxicas, sem uma avaliacéo
aprofundada dos possiveis impactos ambientais. De acordo com a literatura, para

nanoparticulas poliméricas os efeitos nocivos poderiam ser observados em concentracdes
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superiores a ~ 0,5 mg L de NPs?%. No entanto, cabe ressaltar que nio é possivel
extrapolar o efeito tdxico de um organismo de substancias de certas espécies para
organismos de outras especies, nem para fazer comparacdes entre os diferentes niveis
troficos e diferentes nanomateriais®®®. Uma vez que diferentes tipos de nanoparticulas
(organicas e inorganicas) apresentam propriedades inerentes de cada material constituinte
e/ou caracteristicas peculiares por se tratarem de sistemas diferentes, a comparacgao dessas
particulas ndo pode ser considerada.

Nesse sentido, o uso de testes de toxicidade em ambientes aquaticos sao
ferramentas promissoras para avaliar os efeitos de toxicidade de substancias na agua e,
muitas vezes, para comparar diferentes substancias quimicas ou a resposta de
sensibilidade de diferentes organismos aquaticos & mesma substancia®. Recomenda-se
que o efeito toxico de uma amostra seja avaliado para mais de uma espécie representativa
da biota aquética, preferencialmente pertencendo a diferentes niveis tréficos da cadeia
alimentar®3’, Estes podem incluir espécies de algas (produtores primarios),
microcrustaceos (consumidores primarios) e peixes (consumidores secundarios)?°.

Alguns estudos que avaliaram a toxicidade para Daphnia similis utilizando AgNP
(nanoparticulas de prata) mostraram um ECso de 4,70 ug L™ (0,0047 ppm) 2% e em outro
estudo, foram obtidos resultados similares e um ECso de 6,90 ug L™ (0,0069 ppm) quando
se utilizou as mesmas particulas (AgNP) e os mesmos organismos 2%’. No que se refere a
nanoparticulas poliméricas, Besseling et al., (2014) 2% avaliaram os efeitos de
nanoparticulas de poliestireno (nano-PS) (~70 nm) no crescimento, mortalidade,
desenvolvimento de neonatos e malformacdo dos organismos de Daphnia magna. Os
resultados mostraram uma redugdo no tamanho do corpo e alteragdes na reproducao dos
organismos para concentracdes de nano-PS entre 0,22 e 103 mg L. Ainda, as
malformagdes ocorreram em concentracdes acima de 30 mg L de nano-PS.

Asharani et al. (2008)2%° avaliaram a toxicidade de nanoparticulas de prata (AgNP)
para embrides de Danio rerio e encontraram valores de LCso entre 25 e 50 mg L (25-50
ppm). Em outro estudo, Xin et al. (2015)?* avaliou a toxicidade de AgNP para embrides
de zebrafish e os resultados mostraram valores de LCso entre 4,120 mg L and 5,909 mg
L (4-6 ppm). Em relagdo a nanoparticulas poliméricas, foram investigados os efeitos
toxicos de nanoparticulas de poliestireno (55 e 110 nm) em algas (Pseudokirchneriella
subcapitata), crustaceos (Thamnocephalus platyurus; Daphnia magna), bactérias (Vibrio
fischeri) e a citotoxicidade para linhagens celulares do peixe truta arco-iris. Os resultados

mostraram um ECso de 0,54 - 5,2 mg L™ para as espécies in vivo, enquanto para os ensaios
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de citotoxicidade o ECso foi de ~ 60 - 87 mg L™ 292, Em outro estudo, Bhattacharya et al.
(2010)%%° investigaram o efeito da adsorcdo de particulas de poliestireno (20 nm) na
fotossintese de algas e os resultados mostraram que uma concentracdo de 1,8 - 6,5 mg L
! prejudicou a fotossintese da populacdo algal ocasionando reducio da populagio
avaliada.

Adicionalmente, em 2016, 0 NANOREG desenvolveu uma série de estudos que
avaliaram o efeito da acumulacao potencial, bem como da toxicidade aquética de 6 grupos
de nanomateriais. Dentre esses nanomateriais, foram avaliadas nanoparticulas de TiOa,
CeO, SiO2, ZnO e Ag e nanotubos de carbono para diferentes organismos aquaticos:
crustaceos (Daphnia magna), algas (Pseudokirchneriella subcapitata), nematoides
(Caenorhabditis elegans) e peixes (Danio rerio). Esse documento definiu e classificou a
toxicidade de acordo com diferentes faixas de concentracdes de valores de ECso: ndo
toxicas (>100 mg L), danosas (10-100 mg L), toxicas (1-10 mg L), muito toxicas (<1
mg L) e extremamente tdxicas (<0,1 mg L™?). Cabe salientar que de um modo geral, 0s
nanotubos de carbono se mostraram mais toxicos, seguido das nanoparticulas de prata.
Entretanto, para cada organismo avaliado, os resultados foram diferentes e podem ser
encontrados de maneira detalnada no documento de livre acesso fornecido pelo
NANOREG.

A respeito das LNC, um tipo especifico de nanoparticula polimérica, a toxicidade
aguda e subcronica in vivo foi intensivamente investigada por nosso grupo de pesquisa®®-
82, Ap6s a administracdo intraperitoneal e intradérmica em ratos da linhagem Wistar, os
possiveis efeitos toxicolégicos foram avaliados utilizando marcadores de dano renal, bem
como de danos teciduais e histopatologicos e os resultados mostraram a seguranca desses
sistemas para ambas as vias de administracdo?®=°. Além disso, resultados da avaliacéo da
citoxicidade e da genotoxicidade, associadas a absorcdo oral de LNC em organismos
paraquaticos Caenorhabditis elegans como modelo alternativo in vivo evidenciaram a
seguranca desses sistemas para a administracéo via oral**2. Contudo, a toxicidade desses
sistemas na &rea ambiental ainda néo foi investigada, sendo evidente que, para aplicacdes
futuras devido ao potencial promissor desses sistemas, esse parametro deverd ser
considerado. Uma vez que, € imprescindivel conhecer as concentragdes limites que
poderiam estar em contato com corpos hidricos e solos sem que nenhum efeito tdxico seja
observado. Assim, pela primeira vez, a toxicidade dessas nanoparticulas poliméricas no

meio ambiente foi avaliada.
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4. Experimental

4.1 Materiais e equipamentos
4.1.1 Reagentes, solventes e materiais de consumo

- acetona grau HPLC - Panreac® (Espanha)

- &cido borico (H3BOs3) - Sigma-Aldrich® (EUA)

- acido citrico monohidratado (CsHgO7.H20) - Sigma-Aldrich® (EUA)

- bicarbonato de sodio — (NaHCO3) - Sigma-Aldrich® (EUA)

- brometo de potéssio (KBr) - Sigma-Aldrich® (EUA)

- citrato de ferro pentahidratado (CsHsFeO7.5H20) - Sigma-Aldrich® (EUA)

- cloreto de ferro 111 hexahidratado (FeCls. 6H20) - Sigma-Aldrich® (EUA)

- cloreto de sodio (NaCl) — Merck® (Alemanha)

- cloreto de potéassio (KCI) - Merck® (Alemanha)

- cloroférmio deuterado (CDCls) - Sigma-Aldrich® (EUA)

- etanol PA — Merck® (Alemanha)

- fosfato dipotassico (K2HPOs) - Merck® (Alemanha)

- hidroxido de s6dio (NaOH) - Sigma-Aldrich® (EUA)

- meio de cultura esteril (Luria-Bertani) - Sigma-Aldrich® (EUA)

- molibdato de amonio tetrahidratado ((NH4)sM07024 . 4H20) - Sigma-Aldrich® (EUA)
- monoestearato de sorbitano, Sigma-Aldrich® (EUA)

- nitrato de célcio tetrahidratado (Ca(NOz3)2.4H.0) — Synth®

- nitrato de manganés tetrahidratado (Mn(NOs3)..4H20) - Sigma-Aldrich® (EUA)
- nitrato de potassio (KNOgz) - Merck® (Alemanha)

- poli(e—caprolactona) My = 14.000 g mol* e Mn = 10.000 g mol?, Sigma-Aldrich®
(EUA)

- poli(e—caprolactona) My = 80.000 g mol, Sigma-Aldrich® (EUA)

- polissorbato 80 (P80) - Gerbras® (Brasil)

- sulfato de célcio dihidratado (CaS04.2H20) - Sigma-Aldrich® (EUA)

- sulfato de magnésio heptahidratado (MgS0O4.7H20) - Sigma-Aldrich® (EUA)

- sulfato de ferro heptahidratado (FeSO4. 7H20) - Sigma-Aldrich® (EUA)

- sulfato de zinco heptahidratado (ZnSQO4.7H20) - Sigma-Aldrich® (EUA)
- tetraidrofurano grau HPLC - Panreac® (Espanha)
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- triglicerideos de cadeia média, Alpha Quimica® (Brasil)
- unidade filtrante Microcon® 10000 My, Millipore® (EUA)

4.1.2 Equipamentos

- agitador vortex de tubos AP56 Phoenix® (Brasil) - Lab. K204, IQ/UFRGS

- autoclave horizontal, AB42, Phoenix® (S&o Paulo, Brasil) - Lab. K204, IQ/UFRGS

- balanga analitica, Scientec® - Lab. K204, IQ/UFRGS

- bomba de alto vacuo Speedivac-2, Edwards® (Brasil) - Lab. K204, IQ/UFRGS

- camara de contagem de células Neubauer Blaubrand, Brand® - Departamento Técnico
de Controles e Ensaios, CORSAN.

- centrifuga Baby-1 mod. 206 Fanem® (Brasil) - Lab. K204, IQ/UFRGS

- centrifuga 5804R, Eppendorf® (Alemanha) - Departamento Técnico de Controles e
Ensaios, CORSAN.

- centrifuga de eppendorff 1-14, Sigma® (EUA) - Lab. K204, IQ/UFRGS

- condutivimetro Mettler Toledo 8603 - Departamento Técnico de Controles e Ensaios,
CORSAN.

- cromatdgrafo (SEC) VE 2001 com detector triplo TDA 302, Viscotek® (EUA) - Central
Analitica, IQ/UFRGS

- equipamento ZetaSizer ZS, Malvern® (Reino Unido) - Lab. 405, Faculdade de
Farmacia/lUFRGS

- equipamento Mastersizer 2000, Malvern® (Reino Unido) - Lab. 405, Faculdade de
Farmacia/lUFRGS

- equipamento NanoSight LM10, NanoSight® (Reino Unido) — Lab. K204, IQ/UFRGS

- equipamento de ressonancia magnética nuclear Varian® (Inova 300 MHz, Agilent
Technologies, CA, EUA) — IQ/UFRGS

- espectrofotémetro 640-IR, Varian® (EUA) — IQ/UFRGS

- evaporador rotatério R-114 Buchi® (Alemanha) — Lab. K204, IQ/UFRGS

- shaker MA 830, Marconi®, (Brasil) - Departamento Técnico de Controles e Ensaios,
CORSAN.

- microscopio optico Axio Lab Al, Zeiss® - Departamento Técnico de Controles e
Ensaios, CORSAN.

- microscépio éptico BX41TF, acoplado a camera fotografica e polarizador, Olympus®
(Japdo) — IQ/UFRGS

- potencidmetro UB-10 Denver® (EUA) — Lab. K204, IQ/UFRGS
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- placa de agitacdo magnética com aquecimento, lka-Werke® (Alemanha) — Lab. K204,
IQ/UFRGS
- refrigerador (modelo: CRM33, Consul®, Brasil)

4.2 Meétodos empregados para obter os resultados descritos na se¢do 5.1

4.2.1 Preparacao das formulagdes de nanocépsulas poliméricas de nucleo lipidico
(LNC), nanoesfera (NS) e nanoemulséo (NE) descritas na se¢édo 5.1

As formulacdes de nanocapsulas poliméricas de nucleo lipidico (LNC), contendo
diferentes composi¢oes de parede polimérica, foram obtidas empregando-se o método de
deposicdo interfacial de polimero pré-formado?!!. Formulacdes de nanoemulsdo - NE
(sem polimero) e nanoesfera - NS (sem triglicerideos de cadeia média) também foram
preparadas para fins de validacdo do método a ser utilizado, com o objetivo de comparar
e identificar as massas molares da mistura dos diferentes constituintes das LNC a partir
da anélise de cromatografia por exclusdo de tamanho (SEC).

Preparou-se uma fase orgénica contendo poli(e-caprolactona) (exceto para a NE)
com M predeterminada (LNC 1 PCL, M, 10.000 g mol™ 100% m/m, LNC 2 PCL, M
80.000 g mol™ e 10.000 g mol?, 9:1, m/m e LNC 3 PCL, M, 80.000 g mol 100% m/m),
127 ulL de triglicerideos de cadeia média (TCC) (exceto para a NS) e 0,038 g de
monoestearato de sorbitano (MS), dissolvidos em 27 mL de acetona, permanecendo sob
agitacdo a 40 °C. Essa fase organica foi injetada, sob agitacdo, em uma fase aquosa
contendo 0,077 g de polissorbato 80 (P80) e 53 mL de agua MilliQ® a 40 °C. Apos 10
minutos, a acetona foi removida e a suspenséo foi concentrada a 10 mL em evaporador

rotatdrio a 40 °C. A composicao das formulacdes encontra-se descrita na Tabela 3.
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Tabela 3. Composicao das formulages de nanocépsulas de nucleo lipidico com
diferentes composicdes de parede polimérica (LNC 1, 2 e 3), nanoemulsdo (NE) e

nanoesfera (NS).

Matéria-prima LNC 1 LNC 2 LNC 3 NE NS
PCL Mn 10.000 g mol* 0,10¢g 0,01g - - 0,10¢g
PCL Mn 80.000 g mol™* - 0,099 0,10 ¢ - -

MS 0,038g 0,038¢g 0,038g 0,038g 0,038¢g
TCC 127ul 127ul 127uL 127yl -

P80 0,077g 0,077¢g 0,077g 0,077g 0,077g
Acetona 27 mL 27 mL 27 mL 27 mL 27 mL
Agua MilliQ® 53 mL 53 mL 53 mL 53mL  53mL
Volume final 10 mL 10 mL 10 mL 10 mL 10 mL

Apbs a preparacdo, as formulagdes LNC 1, LNC 2 e LNC 3 foram separadas em
diferentes frascos. As amostras a serem esterilizadas foram acondicionadas em frascos de
10 mL e recravadas com septo e lacres de aluminio para posterior esterilizacdo e
eliminacdo da interferéncia microbioldgica no processo de degradacdo. As amostras
foram submetidas ao processo de esterilizacdo, sendo autoclavadas por 10 min a 134 °C,
em uma autoclave horizontal (modelo: AB42, Phoenix®), conforme metodologia descrita
e validada por nosso grupo de pesquisa®*2. As formulacdes foram denominadas LNC 1,
LNC 2 e LNC 3, conforme a massa molar de PCL utilizada.

As amostras LNC 1, LNC 2 e LNC 3 (estéril e ndo estéril) foram, entéo,
caracterizadas quanto a distribuicdo de diametro, variacGes de potencial zeta e de pH.
Igualmente, a anélise de cromatografia por exclusdo de tamanho (SEC) foi realizada antes
e apos a esterilizacdo para comprovar que esse processo nao provoca alteragcdes na massa
molar. Todas as formulacdes, estéreis e ndo estéreis, foram investigadas quanto a uma

possivel contaminacdo por fungos e/ou bactérias.
4.2.2 Cromatografia por excluséo de tamanho, SEC

A avaliacdo da cinética de degradacéo das diferentes LNC, a partir das mudancas
na massa molar das amostras, antes e apds os tempos pré-definidos de armazenamento (a

5 °C) foi realizada por cromatografia por excluséo de tamanho (SEC).
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Para isso, 1,5 mL da amostra de LNC foram transferidos para um tubo Falcon® e
4,0 mL de etanol (grau analitico) foram adicionados. A mistura foi agitada durante 2
minutos em misturador vortex (Velp®), que opera a uma velocidade constante de
vibracdo (2400 rpm). As amostras foram centrifugadas (centrifuga Baby-1 mod. 206
Fanem®, Brasil) (3600 rpm) durante 15 min. O sobrenadante foi coletado, evaporado em
rotaevaporador e armazenado em estufa (30 °C) durante 12h, enquanto que o precipitado
foi diretamente seco em estufa (30 °C) por 12h (Excellent UFE550, Memmert®) apos a
extracdo. Apo6s a secagem, todas as amostras foram dissolvidas em tetrahidrofurano
(THF) a uma faixa de concentragéo <0,1% (<10 mg mL™?) e filtradas com auxilio de um
filtro de membrana de PVDF (fluoreto de polivinilideno) de 0,45 um (Millipore®). Por
fim, as analises foram realizadas em um cromatografo por exclusdo de tamanho (SEC)
(VE 2001, Viscotek®, EUA) equipado com detector triplo (TDA 302, Viscotek®, EUA)
e coluna PS/DVB (Malvern Instruments®, Westborough, MA, EUA). Foram utilizados
padrdes de poliestireno para a calibracéo.

Para todas as amostras estudadas, tanto a massa molar ponderal média (Mw),
quanto a massa molar numérica média (M,) foram avaliadas juntamente com a
polidispersidade (Mw/Mn). Um modelo cinético para determinar a taxa de degradacao de
poliésteres alifaticos foi previamente descrito por Pitt e Gu (1987)3. As taxas de
degradacdo foram descritas por uma constante k nas Equacgdes (1) e (2). A partir das
Equacdes (1) e (2), é possivel definir se a cinética da hidrolise é do tipo autocatalisada In

(Mn) ou n&o catalisada (1/Mn)*", respectivamente.

In(M,,) = In(Mp,) — kst (1)

1 1
M——m+k4t(2)

n

onde Mno é a massa molar numérica media inicial de cada amostra e M, é a massa molar
numérica média em cada tempo de armazenamento (t).

Partindo-se das equacdes (1) e (2), foram plotados In(Mn) e 1/Mn como fungdes
do tempo de degradacdo e foi tragada uma linha de tendéncia para ajustar os dados. A
equagdo em que foi obtido o melhor ajuste (ou seja, 0 maior R?), indica 0 mecanismo

dominante (autocatalisado ou ndo catalisado)"*.
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A massa molar numérica média (M,) também foi utilizada para determinar a
fracdo de cadeias clivadas (f) nas LNC ap6s o armazenamento (Equacéo 3), a partir de
um modelo cinético descrito anteriormente por Caceres & Canevarolo (2008)?%3 para

determinar a fracdo de cadeias clivadas do poliestireno.

f=32-10)

nt

onde f descreve a fragdo de cadeias clivadas, Mno € a massa molar numerica media inicial
de cada amostra e Mnp € a massa molar numérica média em cada tempo de
armazenamento.

As mudangas na massa molar e as taxas de degradacdo considerando a massa

molar ponderal média (AM,,%) nas LNC foram determinadas a partir da Equac&o (4).

Myo — Myt

AM,,% = ( ) x 100 (4)

wo

onde Mwo € a massa ponderal media inicial de cada amostra e Mwt € a massa ponderal

média em cada tempo de armazenamento para cada amostra.

4.2.3 Estudo da estabilidade quimica e da cinética de degradacédo das LNC por

cromatografia de exclusdo de tamanho (SEC)

Apbs o preparo das formulacdes e a esterilizacdo (ou ndo), as amostras LNC 1,
LNC 2 e LNC 3 (estéreis e ndo estéreis) foram armazenadas em frascos de vidro (h = 100
mm; = =5 mm; v = 10 mL) e recravadas com septo e lacres de aluminio, permanecendo
a 5 °C em refrigerador (modelo: CRM33, Consul®, Brasil), sob abrigo da luz. A
temperatura foi medida com um termometro (Fisherbrand™) periodicamente (2 vezes por
semana).

Aliquotas foram retiradas em tempos previamente definidos (10, 15, 30 e 60 dias)
e separadas para analises de pH, de diametro e de potencial zeta. Também foram avaliadas
possiveis mudancas da massa molar por SEC (amostras previamente extraidas conforme
descrito de maneira detalhada no item 4.2.2). Todas as analises foram realizadas em

triplicata (de lote e de medidas).
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4.2.4 Difracgao de raios x (DRX)

A cristalinidade das amostras de PCL comercial (M, = 10.000 g mol?; My =
80.000 g mol™*; 9:1 m/m PCL M, = 80.000 e 10.000 g mol™) e das formulagdes de LNC,
antes e apos a esterilizacdo, foi determinada através da técnica de difracdo de raios-x
(DRX) em um difratdmetro (modelo: D-500 Rigaku, Siemens®) equipado com fendas
Soller no feixe incidente, fenda de divergéncia de 1°, fenda de entrada de 0,15 mm e um
monocromador de grafite no feixe secundario.

Os filmes das amostras de PCL foram preparados usando acetona como solvente.
A solucéo de PCL (10 mg mL™?) e as formulagdes de LNC (1,0 mL de formulagdo ~ 10
mg de PCL) foram depositadas em uma placa de vidro (comprimento de 50 mm, 2,5 mm
de largura) e secas a vacuo sob temperatura ambiente durante 24h. Os dados foram
coletados com radiagdo CuKa , na faixa angular de 2° a 40° (20), com velocidade de
varredura de 0,05° s & temperatura ambiente.

O método de Segall et al., (1995)%* foi utilizado para calcular o indice de

cristalinidade (IC) das amostras (Equacdo 5).

IC = (feztam) 100 (5)

Ipo2

onde IC é o indice de cristalinidade (%); lam € a intensidade de difragdo que representa
somente o0 material amorfo (20 = 18°); loo2 € a intensidade méxima do principal pico de

difracdo que representa o material cristalino e amorfo.
4.2.5 Espectroscopia na regido do infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

As andlises de infravermelho foram realizadas empregando-se um
espectrofotometro (Varian® 640-IR, Agilent Technologies, CA, USA). As amostras
foram depositadas sobre pastilhas de KBr previamente preparadas e foram analisadas de

4000 a 400 cm™*, com 32 acumulages de resolugdo de 8 cm™.
4.2.6 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de *H (*H-RMN)

Os espectros de RMN de H foram obtidos em um espectrémetro Varian® (Inova
300 MHz, Agilent Technologies, CA, USA) na temperatura de 25 °C. Cloroférmio
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deuterado (CDCIs) foi utilizado como solvente e o sinal do CHCIz residual (7,27 ppm) foi

usado como referéncia.
4.2.7 Determinacdo de indice de acidez

O procedimento de titulacdo para determinar o indice de acidez em amostras de
trés lotes diferentes de monoestearato de sorbitano (MS), foi executado através do método
adaptado do Instituto Adolfo Lutz (2008)?%°, realizado em triplicata. Esse método consiste
em utilizar uma solucéo de NaOH (0,1 mol L) para titular o acido graxo livre na amostra.
Para isso, pesou-se 0,038 g de MS em baldo e, em seguida, foram adicionados 25 mL de
etanol. A mistura foi aquecida a 37 °C sob agitacdo magnética por 30 min. Apos
dissolucdo, a titulagdo com solugdo aquosa de NaOH foi realizada, utilizando-se como
indicador a fenolftaleina.

O célculo de acidez foi determinado pela Equacéo 6.

Ac = fox% (6)

onde Ac = indice de acidez; f = fator de correcdo da solucdo de NaOH; V = volume de
NaOH para titular a amostra; 5,61 = equivalente grama do KOH; P = quantidade de

amostra (em gramas).
4.2.8 Determinacédo de contaminacdo bacteriana ou fungica nas formulacdes

A determinacdo de contaminacdo bacteriana ou fungica nas formulacdes foi
realizada por duas técnicas complementares: esgotamento em placas de agar sangue e
Sabouraud e andlise da turbidimetria. As amostras das formulages (LNC 1, LNC 2 e
LNC 3) foram analisadas antes e apés a esterilizagdo. Com o0 auxilio de um suabe, as
formulacdes foram transferidas para as placas (1 mL), até que as mesmas se encontrassem
completamente preenchidas. As placas de &gar sangue, que permitem a identificagdo de
bactérias, foram colocadas em estufa a temperatura controlada (37 + 1 °C) e analisadas
visualmente apos 48h. O mesmo procedimento foi realizado para as placas de agar

Sabouraud, que permitem a identificacdo de fungos, mantendo-as a 35 + 1 °C.
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4.2.8.1 Identificacdo de bactérias Gram-positiva e Gram-negativa

Um isolado de bactéria de cada placa (LNC 1, LNC 2 e LNC 3, ndo estéreis) foi
selecionado e fixado em uma lamina de microscépio. Em seguida, foi feita a aplicacdo do
corante cristal violeta em ambas as laminas e as mesmas foram coradas com lugol. Por
fim, as l&minas foram descoloradas com acetona/alcool e adicionou-se o corante de
contraste fucsina, com o objetivo de visualizar as bactérias Gram-negativas em

microscopio.
4.2.8.2 ldentificacao da presenca de fungos filamentosos e leveduras

A fim de identificar a presenca de fungos e leveduras nas amostras nao estéreis
(positivas no teste de contaminacao), um isolado de fungos de cada placa foi selecionado
e fixado em uma lamina de microscépio. A visualizacdo em microscépio (1000x)
permitiu identificar fungos filamentosos e/ou leveduras, que diferem de acordo com a sua

morfologia.
4.2.8.3 Anélises de microrganismos através da técnica de turbidimetria

Diferentes propor¢des volumétricas das formulagfes (1 puL, 5 uL e 10 pL) foram
adicionadas em 1 mL de meio de cultura estéril LB (Luria-Bertani), rico em nutrientes
necessarios para o crescimento de microrganismos, mantido a 37 = 1 °C durante 48h.
Como controles, determinou-se a absorbancia das formulages (LNC 1, LNC 2 e LNC
3), em contato com o meio de cultura estéril LB, porém sem incubacdo. Os experimentos
foram realizados em triplicata, e os valores de absorbancia foram medidos por
espectrometria de absorcdo (Spectramax® M2e — SoftMax Pro Software Interface 5,
Sunnyvale, CA, EUA) em A= 370 nm.

4.2.8.4 Andlise estatistica dos dados

A andlise de variancia (ANOVA) para um ou dois fatores: Anova “One-way” e
Anova “Two-way”, respectivamente, foram empregadas para a andlise dos resultados.
Dessa forma, para os resultados obtidos antes e apds a esterilizagéo, visto que somente o
fator "esterilidade" estaria sendo avaliado, utilizou-se a analise de variancia (ANOVA)
"One-way", seguida pelo teste post-hoc de Tukey (p<0,05). Para esse tratamento, foi

utilizado o software OriginPro® 8.
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Por sua vez, para os resultados referentes a cinética de degradagdo, nos quais 0s
fatores condicdo (estéril e ndo estéril) e tempo (0, 10, 15, 30 e 60 dias) foram avaliados,
utilizou-se a andlise de variancia (ANOVA) com dois fatores, via modelos lineares
generalizados, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni (p<0,05) para multiplos fatores.
O programa de tratamento de dados utilizado para a andlise estatistica dos resultados foi
0 SPSS® 18.

4.3 Meétodos empregados para obter os resultados descritos na sec¢éo 5.2

4.3.1 Preparacao das formulacGes de nanocapsulas poliméricas de nucleo lipidico

(LNC) utilizadas nos estudos de ecotoxicidade e de biodegradag&o em solos

As formulagdes de nanocépsulas poliméricas de ndcleo lipidico (LNC) foram
obtidas empregando-se o método de deposicdo interfacial de polimero pré-formado?*
conforme a metodologia descrita previamente na se¢do 4.2.1. Para isso, preparou-se uma
fase organica contendo poli(e-caprolactona) (Mn 10.000 g mol™?), 127 uL de triglicerideos
de cadeia média (TCC) e 0,038 g de monoestearato de sorbitano (MS), dissolvidos em 27
mL de acetona, permanecendo sob agitacédo a 40 °C. Essa fase organica foi injetada, sob
agitacdo, em uma fase aquosa contendo 0,077 g de polissorbato 80 (P80) e 53 mL de &gua
MilliQ® a 40 °C produzindo uma solugdo turva esbranquicada. Apos 10 minutos, a
acetona foi removida e a suspensao foi concentrada a 10 mL em evaporador rotatério a
40 °C. As formulagdes, denominadas LNC, foram preparadas em triplicata (n=3) e
acondicionadas em frascos de vidro de 10 mL, recravados com septo e lacres de aluminio.
As formulacdes foram mantidas em refrigerador (modelo: CRM33, Consul®, Brasil), sob
abrigo da luz e a 5 °C até o seu uso.

As amostras foram, entdo, caracterizadas quanto a distribuicdo de didmetro,
variagOes de potencial zeta e de pH. Adicionalmente, para os ensaios de ecotoxicidade

em meio aquoso, analises de concentracdo de particulas por mL também foram realizadas.

41



4.3.2 Ensaios de avaliagdo da ecotoxicidade das LNC para organismos aquaticos de
diferentes niveis troficos

4.3.2.1 Avaliacgdo da toxicidade crbnica atraves do método de ensaio com algas

Pseudokirchneriella subcaptata (Selenastrum capricornutum)

O protocolo utilizado para a realizacdo do ensaio de ecotoxicidade com algas
seguiu as determinagdes da normativa NBR 1264821, Esse método consiste na exposicao
de uma cultura de algas (organismo-teste) a diferentes concentragdes de amostra por um
periodo de exposicéo de 72h e posterior avaliacdo da inibigcdo de crescimento da cultura
algacea nas populacdes expostas ao agente toxico. O organismo-teste utilizado neste
método é Pseudokirchneriella subcaptata (Selenastrum capricornutum), espécie de alga
mantida em meio L.C. Oligo.

Preparacdo do meio L.C.Oligo

A preparacdo do meio L.C. Oligo seguiu os protocolos padronizados pela norma
NBR 12648%%. O protocolo consiste na mistura de 1 mL das solugbes 1, 2, 3, 4 e 7 (Tabela
4) e 0,5 mL das solucdes 5 e 6 (Tabela 4), seguida da adicdo de agua purificada até
completar um litro de solucdo.

Tabela 4. Composicgéo das solucdes utilizadas no preparo do meio L.C. Oligo.

Solucbes estoque do Volume final
meio L.C. Oligo Substancia Quimica  Massa (g) da solucéo
(mL)
1 Ca(NO3)2 . 4H20 4,0 100
2 KNO3 10,0 100
3 MgSOs . 7H20 3,0 100
4 K2HPO4 4,0 100
CUSO; . 5H20 0,030
(NH4)6M07024 . 4H.0 0,060
ZnS0; . 7TH20 0,060
Mn(NOg)2 . 4H20 0,060
> CeHzO7 . Hz0 0,060 1000
H3BO3 0,060
CsHsFeO7 . 5H.0 1,625
6 FeSO4 . 7TH20 0,625
FeCls . 6Hz0 0,625 1000
7 NaHCO3 15,0 1000
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A solucdo obtida (meio L.C. Oligo) foi agitada por uma hora e foi armazenada em
recipientes de borossilicato e autoclavada a 121 °C por 15 min.

Toda a vidraria utilizada nos testes foi previamente lavada com detergente neutro,
agua da torneira, acetona, solucdo de acido cloridrico a 10% (v/v) e agua destilada. Em
seguida, todo o material de vidro foi autoclavado (AV-50, Phoenix Ltda) a 121 °C por 15

min.

Preparacdo do inéculo algaceo

Trés a sete dias antes do inicio do ensaio a cultura de algas foi repicada em meio
L.C Oligo esterilizado previamente e mantida em incubacdo a 25 °C, 4500 lux de
luminosidade e agitacdo de 100 rpm. A nova cultura obtida foi centrifugada (1700 rpm)
em recipientes esterilizados durante 15 min. O sobrenadante foi descartado e as algas
ressuspendidas no meio de cultura.

A suspensdo de células resultante foi analisada por contagem da densidade de
células de algas, utilizando-se camaras Neubauer para contagem celular e microscopio
optico. O volume de indéculo algal adicionado nas concentragdes teste foi de 1,0 mL, de

maneira que a concentracio inicial estivesse entre 10* células mL* e 10° células mL™.

Ensaio de exposicio

O ensaio de exposi¢édo foi realizado em 5 diluicdes de amostra (em triplicata),
além do controle, por um periodo de 72h. O controle foi constituido de 50 mL de meio
L.C. Oligo e 1 mL do inéculo de algas (auséncia de amostra).

As solucdes teste foram obtidas a partir da mistura do L.C. Meio Oligo e da
formulacdo LNC em diferentes concentragbes de acordo com a Tabela 5. As
concentracdes foram calculadas em umol Lt e mg L™, utilizando o nimero de particulas
por mL presentes na formulacéo (resultado obtido pela técnica NTA) e a fragdo massica
(%m/m) da LNC presente na dispersdo aquosa, respectivamente. Adicionalmente, a
concentracéo de cada constituinte em mg L™ utilizando a fragdo massica (%m/m) presente

na disperséo aquosa também foi calculada (Tabela 1A em Anexos).
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Tabela 5. Volume e concentracdo de formulacdo utilizados nos ensaios de algas
Pseudokirchneriella subcaptata (Selenastrum capricornutum).

Volume de _ N N
B Meio LC Concentracdo de Concentracéo de
formulagdo LNC _ ; ]
Oligo (mL) nanocapsulas (umol L™1) nanocapsulas (mg L™1)

(nL)

- 50 -

2,5 50 5,15 x 10 1,84
5 50 2,06 x 1078 3,68
10 50 8,22 x 108 7,36
25 50 5,15 x 107 18,4
50 50 2,06 x 107 36,8

Por fim, 1 mL do inéculo de algas foi adicionado a cada uma das dilui¢Ges, 0s

frascos foram tapados e colocados num agitador shaker (MA 830, Marconi).

4.3.2.2 Avaliacdo da toxicidade aguda através do método de ensaio com

microcrustaceos Daphnia similis

O protocolo utilizado para a realizacdo dos testes de ecotoxicidade com
microcrustaceos seguiu as determinagdes da normativa NBR 127132Y. Esse método
consiste na exposicdo de microcrustaceos (organismo-teste) a diferentes concentracdes
de amostra por um periodo de exposicdo de 48h e posterior avaliacdo da imobilidade dos
organismos expostos ao agente toxico. Os organismos — teste utilizados neste método
foram organismos jovens da classe Daphnia similis, os quais tinham entre 6h e 24h de
idade, obtidos por partenogénese, a partir da segunda postura de fémeas com idade entre
7 e 28 dias.

O ensaio de exposicdo dos organismos jovens de Daphnia similis foi realizado em
4 diluigdes de amostra (em triplicata), além do controle, por um periodo de 48h. As
solugdes teste foram obtidas a partir da mistura da &gua de diluicdo e da formulagdo LNC
em diferentes concentracbes no inicio do ensaio, de acordo com a Tabela 6. As

concentragdes foram calculadas em umol Lt e mg L2, utilizando o nimero de particulas
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por mL presentes na formulacdo (resultado obtido pela técnica NTA) e a fragdo méssica
(%m/m) da LNC presente na dispersdo aquosa, respectivamente. Adicionalmente, a
concentragéo de cada constituinte em mg L™ utilizando a fragdo massica (%m/m) presente

na dispersdo aquosa também foi calculada (Tabela 2A em Anexos).

Tabela 6. Volume e concentracdo de formulacdo utilizados no ensaio com Daphnia

similis.
Volume de Agua de Concentracéo de Concentracéo de
formulacdo (uL) diluicéo nanocapsulas nanocapsulas (mg L™1)
(mL) (umol L™1)
- 200 -
100 200 2,06 x 10°% 18
200 200 8,22 x 10 37
200 100 1,64 x 10 74
400 100 6,06 x 10% 147

Os organismos foram transferidos aleatoriamente para recipientes-teste (béqueres
de vidro) contendo 25 mL das solucBes preparadas previamente e descritas na Tabela 6.
O ensaio foi realizado em triplicata, com 7 organismos em cada réplica. Os recipientes-
teste foram mantidos em uma sala climatizada com temperatura entre 18 °C e 22 °C por
48h, ao abrigo da luz e sem alimentacdo aos organismos. Apos 48h, o numero de

organismos maveis e imoveis foi registrado.

4.3.2.3 Avaliacdo da toxicidade aguda através do método de ensaio com peixes
Pimephales promelas

O protocolo utilizado para a realizagdo dos testes de ecotoxicidade com peixes
seguiu as determinaces da normativa NBR 15088218, Esse método consiste na exposicio
de peixes (organismo-teste) a diferentes concentracbes de amostra por um periodo de
exposicao de 48h e posterior avaliacdo da mortalidade dos organismos expostos ao agente

toxico. Os organismos — teste utilizados neste método foram organismos jovens da classe
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Phimephales promelas com idades de 1 a 14 dias e com uma diferenca méxima de 24h
entre os organismos utilizados no mesmo ensaio.

O ensaio de exposicdo de organismos jovens de Pimephales promelas foi
realizado em 6 dilui¢cGes de amostra (em triplicata), além do controle, por um periodo de
48h. As solucdes testes foram preparadas no momento de inicio do ensaio e obtidas a
partir da mistura de 4gua de diluicdo e formulacdo em diferentes concentracdes de acordo
com a Tabela 7. As concentragdes foram calculadas em umol L™ e mg L™, utilizando o
numero de particulas por mL presentes na formulacdo (resultado obtido pela técnica
NTA) e a fracdo massica (%m/m) da LNC presente na dispersao aquosa, respectivamente.
Adicionalmente, a concentracio de cada constituinte em mg L™ utilizando a fragdo
massica (%om/m) presente na dispersdo aquosa também foi calculada (Tabela 3A em
Anexos).

Tabela 7. Volume e concentracdo de formulacdo utilizados no ensaio com Pimephales

promelas.
Volumede  Agua de diluicio Concentracéo de Concentracgéao de
formulacdo (mL) nanocépsulas nanocapsulas (mg L™1)
(nL) (umol L)
- 200 -
1.250 200 3,20x10* 230
2.500 200 1,30x10°3 460
5.000 200 5,15x1073 920
10.000 200 2,06x102 1.840
20.000 200 8,22x1072 3.680
40.000 200 3,28x101 7.360

O ensaio foi realizado em duplicata, com 10 organismos em cada réplica, mantidos
entre 23 °C e 27 °C por 48h, com fotoperiodo de 16h de luz, sem alimentacdo dos

organismos. Apds 48h, o nimero de organismos mortos foi registrado. Ao final do ensaio,
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foi calculada a porcentagem de letalidade para cada concentracdo em relagdo ao nimero
total de organismos utilizados.

4.3.2.4 Preparacdo da agua de diluicdo utilizada nos ensaios com Daphnia similis e

com Pimephales promelas

A 4gua de diluicdo das formulages utilizada nos ensaios com Daphnia similis e
Pimephales promelas foi preparada de acordo com as Normas NBR 150882 ¢ NBR
12713%7, Para isso, a agua a ser utilizada foi reconstituida para atender as seguintes
caracteristicas: dureza total de 40 a 48 mg CaCOs L™ e pH entre 7,0 a 7,6. A preparago
foi realizada adicionando 20 mL de solugédo (1) e 10 mL da solucéo (2) em 970 mL de
agua ultrapura. As solugdes (1) e (2) foram preparadas e nomeadas de acordo com a
Tabela 8.

Tabela 8. Composicdo da dgua de diluic¢do utilizada nos ensaios com Daphnia similis e

Pimephales promelas.

Solugéo Reagentes Massa (mg) Volume da solucéo final
(mL)
1 CaS04.2H-.0 1.500 1000
KCI 0,030
2 NaHCO3 0,060 1000

MgSOs.7H,O0 0,060

A 4gua foi aerada para a solubilizacdo total dos sais, saturacdo do oxigénio
dissolvido e estabilizacdo do pH durante 12h antes da sua utilizacdo. A qualidade da agua
de diluicdo foi comprovada através do controle realizado junto aos ensaios com as
formulacGes. Para isso, o controle é aceitavel se a porcentagem de imobilidade, para
Daphnias similis, ou mortalidade para Pimephales promelas nao exceder 10 %.

Para todos os ensaios, dos trés niveis troficos, foram determinadas as
concentracdes que causavam efeito agudo em 50% da populacdo exposta, utilizando o

método estatistico Trimmed Spearman-Karber 1.5%%°,
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4.3.3 Anélise de rastreamento do movimento das particulas (Nanosight®)

A técnica de andlise de rastreamento de nanoparticulas (NTA) foi utilizada para
determinar a densidade do nimero de particulas (particulas por mL) nas formulac6es de
LNC. As andlises foram realizadas empregando-se um equipamento NanoSight LM10
(NanoSight, Amesbury, UK) equipado com camara porta-amostra acoplada a um laser de
640 nm.

As amostras foram diluidas 5000 vezes em agua ultrapura (Milli-Q®; Merck
KGaA, Darmstadt, Alemanha) e injetadas na cAmara da amostra usando seringa (5 mL).

A luz espalhada por cada particula que se move sob movimento browniano é
registrada por esta técnica. Os dados foram capturados atraves de cAmera de video e
analisados com o programa de tratamento de dados NTA 2.5 (NanoSight Ltd.). Cada

videoclipe foi capturado ao longo de 60 s.
4.4 Métodos empregados para obter os resultados descritos na se¢édo 5.3

4.4.1 Determinacédo do perfil de biodegradacao da LNC em solos pelo método do

ensaio respiromeétrico

O perfil de biodegradacdo das formulacdes de LNC em solo foi investigado
usando um método adaptado de acordo com as normas ASTM D 5338-98%2° e D60032%
para escala laboratorial (Figura 4). A partir da mineralizagdo do carbono constituinte do
polimero pelo metabolismo das espécies vivas presentes no solo, o nivel de

biodegradacéo pode ser estimado pela producio de CO,%%2.

NaOH 0.25 M
20 mL

Perlite
39

_ Perlite

{ -\‘ by 13 >
: l : 3g

Figura 4. Aparato experimental empregado nos ensaios respirometricos.
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A célula respirométrica foi constituida de um frasco Erlenmeyer (capacidade de
250 mL) e de um tubo falcon previamente furado e acoplado na boca do frasco reacional.
No frasco Erlenmeyer foi colocado um substrato multicamadas. O substrato
multicamadas foi composto por uma mistura de 60 g de solo de jardinagem e a amostra a
ser investigada (50 mL de LNC). Essa mistura (solo + amostra) foi colocada entre duas
camadas de 3 g de perlita (Figura 4).

A capacidade de biodegradacdo foi avaliada através da quantificacdo do CO:
produzido durante a biodegradacao. Para isso, um tubo falcon com orificios contendo 20
mL de solugdo de NaOH (0,25 M) foi acoplado ao Erlenmeyer, conforme descrito
anteriormente. Esta solucédo foi substituida a cada 7 dias e titulada com uma solugéo de
0,1 M de HCI. A camara respirométrica foi mantida a 60 °C +/- 2 °C e aberta a cada 7 dias
para a titulacdo da solucdo de NaOH. Depois que a solucdo de NaOH foi resfriada, uma
aliqguota de 10 mL foi retirada e transferida para um frasco Erlenmeyer para o
procedimento de titulagéo e o restante foi descartado. Adicionou-se 1 mL de solucédo de
BaCl2 0,25 M (Synth) a aliquota de NaOH (10 mL) e a titulag&o foi realizada com solucao
de HCI 0,1 M. A quantidade de dioxido de carbono produzida durante o periodo de
incubacdo foi determinada como uma percentagem da quantidade tedrica de CO:
produzido pelos ensaios controle (misturas de solo sem qualquer outra fonte de carbono
- isenta da amostra) durante 0 mesmo periodo de incubacéo.

Adicionalmente, para fins de comparacdo, testou-se um controle positivo
(biodegradavel) consistindo em 0,5 g de papel de filtro cortado em pedacos de 2x1cm e
um controle negativo (ndo biodegradavel) consistindo em 0,5 g de pellets de
polipropileno (Braskem) comercial. Todas as amostras foram analisadas em triplicata.

Baseado na quantidade indicada pelas normas ASTM D 5338-982%° e D6003?%,
que recomenda o uso de 0,5 g de polimero, a escolha de 50 mL de LNC foi baseada na

quantidade de PCL presente em 50 mL de formulagéo (0,5 g).
4.4.1.1 Determinacgao da quantidade de CO> produzida

A determinacdo da quantidade de didxido de carbono (CO.) gerado a partir do
metabolismo das espécies vivas presentes no meio foi calculado de acordo com o método
descrito na ISO 17556/2003 e previamente utilizado em estudos de biodegradacdo de
polietileno??2. Em contato com a solugdo bésica alocada dentro da célula respirométrica

(tubo falcon) o CO; reage para formar um carbonato instavel (Na.COs3), que é precipitado
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com uma solucéo de BaCl,, formando BaCOs (p6 branco) de acordo com as reacdes (1)
e (2):

CO; + 2NaOH —NaCO3 + H20 (1)
Na;COs3 + BaCl, — BaCOs + 2NaCl (2)

A quantidade de NaOH que néo reage com o produto gasoso (CO2) reage com 0

HCI da solugéo &cida na titulagdo, de acordo com a reacéo (3):

NaOH + HCI — NaCl + H20 (3)

A diferenga entre o numero de mols inicial do NaOH da solugéo bésica e do HCI
consumido na titulagdo fornece a quantidade de CO: liberada na metabolizacdo das
amostras pelos microrganismos e, assim, a taxa de biodegradacdo pode ser obtida de

acordo com a Equacao 7.

MCOZ =

[(ZXCSXVSO) (VAXVST
CA VSZ

)] x CS x 22 (7)

onde MCO; é a massa de CO: liberada no teste de biodegradacdo (mg); CA é a
concentragéo da solugdo de HCI (0,1 mol L); CS é a concentragio da solucéo de NaOH
(0,25 mol LY); VSO é o volume da solugdo de NaOH no inicio do teste (20 mL); VST é
o0 volume da solucdo de NaOH antes da titulacdo (20 mL); VSZ é o volume da aliquota
da solucdo de NaOH utilizada na titulacdo (10 mL); VA é o volume de solu¢do de HCI

utilizado para a titulacdo (mL) e 22 é a metade da massa molecular do COx.
4.5 Métodos gerais
4.5.1 Espalhamento de luz dindmico

As formulacdes foram avaliadas por espalhamento de luz dindmico (DLS) -
espectroscopia de correlagdo de fotons (PCS), empregando-se um equipamento
ZetaSizer® ZS (Malvern, UK). As amostras foram diluidas em agua MilliQ®
previamente filtrada (0,45 pum Millipore®) em baldo volumétrico (10 mL) para

transferéncia diretamente nas cubetas oOpticas. As funcdes de correlacdo foram
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determinadas por detecgdo da luz espalhada em um angulo de 173° (a 25 °C). Cada
correlograma foi tratado pelo método de cumulantes para a obtencdo da distribuicdo de
diametros e do diametro médio (Z-average). O indice de polidisperséo (PDI) foi calculado

utilizando-se a Equacéo 8.
u
PDI = 2 (8)

onde I'e po representam a taxa de decaimento médio e sua variancia, respectivamente.
Os correlogramas foram também tratados pelo algoritmo CONTIN para a
determinacdo do didametro médio de cada populacdo presente na amostra.

4.5.2 Difracdo de laser

As formulagdes foram avaliadas quanto a distribuicdo de tamanho de particulas,
ao didmetro médio de esfera equivalente (D4,3) e a polidisperséo (Span) (Equagéo 9) por
difracdo de laser, empregando o equipamento Mastersizer® 2000 (Malvern, UK).

O meio dispersante foi a &gua (100 — 150 mL) inserida na unidade Hydro 2000SM
- AWMZ2002, (Malvern, UK). Na falta do valor de indice de refracdo da PCL, os indices
de refracdo das fases externa e interna, respectivamente, 1.33 (&4gua) e 1.59 (poliestireno),

foram utilizados.

Span — d0.9_d0.1 (9)
dos

onde do.g, dos e do.1sd0 0s diametros cumulativos em volume nos percentis 90, 50 e 10

sob a curva de distribui¢do de didmetros, respectivamente.
4.5.3 Andlise do potencial zeta

Um parametro relacionado diretamente a superficie das nanocapsulas é o potencial
zeta, o qual corresponde ao potencial elétrico na interface estabelecida entre 0 meio
externo e a camada estacionaria de fluido ao redor da particula. A caracterizacdo das
nanoparticulas quanto ao potencial zeta foi realizada utilizando a técnica de
microeletroforese (Equacgédo 10), empregando-se o equipamento ZetaSizer® ZS (Malvern,
UK). As medidas foram realizadas apos a diluicdo das formulacdes (500 vezes, v/v) em
solugédo de NaCl 10 mM, previamente filtrada através de membrana 0,45 pum.
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__ 2ezf (ka)
Up = =272 (10)
onde Ue é a mobilidade eletroforética, € é a constante dielétrica, z é o potencial zeta, 7 é
a viscosidade do solvente e f(ka) é a funcéo de Henry.
4.5.4 Potenciometria

A determinacdo do valor de pH das dispersdes aquosas de LNC foi realizada em
potenciémetro (UB-10 Denver®), previamente calibrado com solugdes tampao (pH 4,0 e
7,0). As medidas foram realizadas diretamente nas formulages e todas as analises foram

realizadas em triplicata de lote.
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5. Resultados e discussao

Para maior clareza, a secao de resultados foi dividida em trés partes. A primeira
parte (segdo 5.1) descreve o estudo da estabilidade das LNC em meio aquoso. Para isso,
distintas propor¢des de PCL com diferentes massas molares foram utilizadas para
preparar nanocapsulas de nicleo lipidico (LNC 1 PCL, M, 10.000 g mol™? 100% m/m,
LNC 2 PCL, Mn 80.000 g mol* e 10.000 g mol™, 9:1, m/m e LNC 3 PCL, M, 80.000 g
mol™* 100% m/m) com o intuito de se estabelecer uma correlago entre as caracteristicas
da parede polimérica e os parametros de estabilidade e cinética de degradacdo das
nanocapsulas. Além disso, as formulagdes foram submetidas a um processo de
esterilizacdo, a fim de investigar a influéncia da presenca ou ndo de microorganismos na
manutencdo das caracteristicas e da estabilidade quimica das nanocapsulas. A selecdo das
formulagbes LNC 1 e LNC 2 foi motivada pelas suas propriedades bioldgicas
previamente apresentadas?®?232%, De forma a investigar a influéncia da presenca de
cadeias menores na formulacdo LNC 2, foi proposta a comparacdo com uma formulacgéo
preparada nas mesmas condigdes, mas com 100% de PCL Mn 80.000 g mol™? (LNC 3).

A segunda parte (secdo 5.2) trata da avaliacdo da ecotoxicidade das LNC para
organismos aquaticos de diferentes niveis troficos, enquanto que na terceira parte (secao
5.3), foi investigado o perfil de biodegradacdo das LNC em ensaios respirométricos de

solo simulado.
5.1 Avaliacao da estabilidade quimica e da cinética de degradacao das LNC

5.1.1 Preparacéo das dispersdes aquosas de LNC com distintas proporcdes de PCL

com diferentes massas molares

As formulacdes LNC 1, LNC 2 e LNC 3, esterilizadas ou ndo, foram obtidas como
liguidos macroscopicamente homogéneos e esbranquicados com efeito Tyndall. A
distribuicdo de diametros de particula por difracdo de laser mostrou perfil de populacgdes
unimodais para todas as formulagdes. Os dados de didmetros médios, didmetros nos
percentis 10, 50 e 90 sob as curvas de distribuigéo, por volume e por nimero de particulas,

foram plotados em graficos radar (Figura 5).
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(@) 1 =@~ LNC 1 - ndo-estéril (b) 1 ~B-LNC 2 - ndo - estéril
400 —aA—LNC 1 - estéril —a—LNC 2 - estéril

2

(© 1 —@-LNC 3 - ndo-estéril

400 II ==L NC 3 - estéril

Figura 5. Distribuicdo de tamanho de particula (nm) por percentual de volume e
numero das formulacGes preparadas com diferentes propor¢des de parede polimérica —
(@) LNC 1 PCL, Mn 10.000 g mol-1 100% m/m; (b) LNC 2 PCL, Mn 80.000 g mol-1 e
10.000 g mol-1, 9:1, m/m; (c) LNC 3 PCL, M, 80.000 g mol* 100% m/m), antes e apds

esterilizacdo. Técnica: difracdo de laser (meio dispersante: 4gua). (n=3), analise de
variancia (ANOVA) seguida pelo teste post-hoc de Tukey (p<0,05). [eixos: 1 - diametro
de esfera equivalente, por volume, d[4,3]v; 2 - diametro cumulativo em volume de 10%
da populacdo total, d[0,1]v; 3 - didmetro cumulativo em volume de 50% da populacéo
total, d[0,5]v; 4 - diametro cumulativo em volume de 90% da populacdo total, d[0,9]v; 5
- didmetro de esfera equivalente, por nimero, d[4,3]n; 6 - didmetro cumulativo em
numero de 10% da populacao total, d[0,1]n; 7 - didmetro cumulativo em nimero de
50% da populacdo total, d[0,5]n; 8 - diametro cumulativo em namero de 90% da

populacdo total, d[0,9]n.

Todas as formulacBes apresentaram tragados similares nos graficos radares e um
perfil caracteristico de nanocapsulas de ntcleo lipidico??®. Considerando os valores de
didmetros, para as formulagdes LNC 1, LNC 2 e LNC 3, antes e ap0s a esterilizagdo, foi
possivel afirmar que ndo houve varia¢do nos diametros de esfera equivalente (d4.3), em
percentual de volume (p>0,05). Para a formulacdo LNC 1, estéril e ndo estéril os valores
de d4.3 obtidos foram de 192 + 18 nm e 192 + 12 nm, respectivamente. Para as
formulagdes LNC 2 e LNC 3, os valores de d4.3 foram de 225 + 22 nm (LNC 2 - ndo
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estéril) e 225 £ 13 nm (LNC 2 - estéril); 197 £ 22 nm (LNC 3 - ndo estéril) e 192 + 20
nm (LNC 3 - estéril). A polidisperséo, expressa em valores de Span, foi inferior a 1,5.

Cabe salientar que todas as formulacbes estudadas apresentaram diametros
cumulativos em nimero de 50% da populacgéo total (d0.5), aproximadamente na mesma
faixa de tamanho: 68 = 4 nm (LNC 1 - ndo estéril) e 66 + 6 nm (LNC 1 - estéril); 67 + 9
nm (LNC 2 - ndo esteéril) e 69 + 6 nm (LNC 2 - estéril); 69 + 3 nm (LNC 3 - ndo estéril)
e 66 + 6 nm (LNC 3 - estéril). Complementarmente, os perfis originais obtidos pela
analise de difracdo de laser, por volume (%) e por nimero (%), sdéo mostrados em Anexos
(Figura 1A).

O conjunto de dados permitiu verificar a reprodutibilidade do processo de
esterilizacdo para as formulagdes LNC 1, LNC 2 e LNC 3, seguindo o protocolo
previamente estabelecido por Paese e colaboradores (2017)?'? para uma formulacio de
LNC preparada com PCL Mn 80.000 g mol?. Conforme ja observado por Paese e
colaboradores (2017), esses resultados comprovam que os perfis de distribuicdo de
didametro sdo mantidos apds o processo de esterilizacdo, demonstrando a estabilidade do
sistema. As formulacdes também foram avaliadas por espalhamento de luz dindmico
(Figura 6) para melhor caracterizar suas populacBes nanométricas®?’. A técnica de
espalhamento de luz dindmico, também conhecido como espectroscopia de correlagdo de
fotons, € baseada no principio da esfera equivalente, onde o raio hidrodindmico da
particula pode ser determinado por sua interacio com a luz??8. Uma vez que a presenca
de agregados aumenta o tamanho médio, esta técnica torna-se interessante para

determinar o estado de agregagdo das nanoparticulas em suspenséo.
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Figura 6. Distribuicdo de diametros de particula das formulacGes preparadas com
diferentes proporc¢des de parede polimérica, antes e apds esterilizacdo: (a) LNC 1 ndo
estéril, (b) LNC 1 estéril, (c) LNC 2 ndo estéril, (d) LNC 2 estéril, (€) LNC 3 néo estéril,
(f) LNC 3 estéril, por espalhamento de luz dindmico (meio dispersante: agua). Cada
distribuicdo corresponde a média de trés lotes. Ao lado de cada grafico de distribuicdo
de didmetro é mostrada a respectiva média das fun¢des de auto correlacdo temporal

(G(x)) referentes a trés lotes.

Os valores de diametros medios calculados pelo método dos cumulantes e pelo
algoritmo CONTIN estdo descritos na Tabela 9. A faixa de valores de diametros
hidrodinamicos para ambos 0s métodos variaram respectivamente de 184 a 217 nm e de
203 a 248 nm, com indices de polidispersédo (PDI) de 0,09 a 0,14 e largura de pico a meia-
altura da curva de distribuicéo de 57 a 102 nm.
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Tabela 9. Caracterizacdo das formulagdes de nanocépsulas, antes e apos esterilizagéo, a
partir de espalhamento de luz dindmico (DLS). (n=3), anélise de variancia (ANOVA).

DLS DLS
) (método dos cumulantes) (algoritmo CONTIN)
Formulacgéo
dn (Z-ave) ) Largura do
PDI (adim.) dn (nm) )
(nm) pico(nm)

LNC 1 - ndo

. 190+ 2 0,13 +0,03 209+ 3 84+4
estéril
LNC 1 - estéril 187+1 0,12+ 0,04 203+ 2 67+7
LNC 2 - ndo

o 217 +2 0,13+ 0,04 248 + 4 102+ 6
estéril
LNC 2 - estéril 216 + 10 0,14 + 0,02 248+ 6 102 +7
LNC 3 - ndo

. 203+ 10 0,12 + 0,02 213+ 2 71+8
estéril
LNC 3 - estéril 184 +9 0,09 +£0,01 205+ 8 57+6

dh= diametro hidrodinamico
PDI = indice de polidispersao

Os resultados indicaram que as formulacdes de LNC apresentam populacdes
nanomeétricas unimodais com baixa polidispersdo. Adicionalmente, comparando-se as
formulacBes, antes e apOs a esterilizagdo, pode-se afirmar que os diametros
permaneceram significativamente similares (p>0,05). Considerando os resultados, as
formulagbes LNC 1, LNC 2 e LNC 3 foram submetidas a testes para detecgédo e
identificacdo de contaminagdo por microrganismos, visto que a hidrélise dos materiais
ndo estéreis, no armazenamento, poderia ser resultante de biodegradacdo (degradacao

biotica).
5.1.2 Determinacao de contaminacao bacteriana e fungica nas formulactes

A esterilidade das formulagbes foi comprovada atraves de ensaios de
contaminagdo microbioldgica (Figura 7). Por sua vez, foi possivel verificar a presenca de
um precipitado branco para as formulagbes ndo estéreis, indicando crescimento

microbiano (Figura 8).
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Figura 7. Formulacdes estéreis de LNC 1 (a) e (b), LNC 2 (c) e (d) e LNC 3 (e) e (f),
apos 48 horas de incubacdo em placas de agar sangue (37 °C + 1) e agar Sabouraud (35
°C £1).

Figura 8. Formulacdes ndo estéreis de LNC 1 (a) e (b), LNC 2 (b) e (c) e LNC 3 (e) e
(), apds 48 horas de incubagdo em placas de agar sangue (37 °C + 1) e 4gar Sabouraud
(35°C £ 1).
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Apos o cultivo de todas as placas contendo as formulagdes ndo estereis, foi
possivel verificar que as formulagcfes apresentaram crescimento tanto de bactérias como
de fungos. O resultado demonstra que o processo de autoclavagem das formulacdes foi
efetivo, conforme anteriormente proposto por Paese e colaboradores (2017)?'? para uma

formulagéo de LNC preparada com PCL (Mn 80.000 g mol™).
5.1.2.1 Identificacdo de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas

O método de coloracdo de Gram para identificacdo das bactérias Gram-positivas
(Gram+) e Gram-negativas (Gram-) é baseado em diferencas na estrutura da parede
bacteriana destes dois grupos??. Bactérias Gram+ sdo fundamentalmente compostas por
uma espessa camada de peptideoglicano em sua composicdo e, assim, sdo capazes de
formar um complexo roxo a partir da reagdo com os corantes cristal violeta e lugol que
permanece apos protocolo de coloragdo?°. Por outro lado, bactérias Gram-, possuem uma
fina camada de peptideoglicano recoberta por uma membrana externa. Desta forma, ndo
ha formacdo de complexo com os corantes empregados no protocolo de coloragdo e as
bactérias sdo coradas de rosa pelo uso de fucsina, que é utilizado para a melhor
visualizacdo de bactérias Gram-negativas.

As formulagbes LNC 1, LNC 2 e LNC 3 (ndo estéreis) apresentaram
contaminacéo de bactérias Gram+ e Gram- (Figura 9 a.1, b.1 e c.1).

5.1.2.2 Identificacdo de fungos filamentosos ou leveduriformes

O método de identificacdo e de classificacdo de fungos filamentosos ou
leveduriformes é realizado a partir da analise de caracteristicas morfoldgicas, tanto
macroscopicas (cor, aspecto, textura da coldnia), quanto microscopicas (forma e cor da
hifa, presenca ou ndo de septos, tipo e arranjo de esporos)?3:.

A fotomicrografia da lamina, observada por microscopia, mostrou a presenca de

fungos leveduriformes nas formulagdes nédo estéreis (Figura 9 a.2, b.2 e c.2).
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Figura 9. Fotomicrografia das [aminas das formulagbes nédo estereis a partir das
respectivas placas de agar sangue (bactérias) LNC 1 (a.1), LNC 2 (b.1) e LNC 3 (c.1) e
de &gar Sabouraud (fungos leveduriformes) LNC 1 (a.2), LNC 2 (b.2) e LNC 3 (c.2),

visualizadas em microscopio (aumento de 1000x).

5.1.2.3 Identificacdo da contaminacdo bacteriana e fungica através de turbidimetria

A contaminacao por microrganismos nas formulacGes LNC 1, LNC 2 e LNC 3,
estéreis e ndo estéreis, foi realizada complementarmente pela técnica de turbidimetria. A
técnica é baseada na determinacgdo de mudancas na absor¢éo de radiacdo na regido de 370
nm de comprimento de onda em um meio de cultura decorrente da contaminagao
microbiana?®2. Os resultados obtidos estdo representados na Tabela 10. As concentracdes
foram calculadas a partir dos diferentes volumes de formulacgéo (1, 5 e 10 uL) adicionados
ao meio de cultura estéril LB (1 mL). Os controles foram obtidos a partir da analise da

formulacdo de LNC em contato com o meio de cultura estéril LB, sem incubagdo.
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Tabela 10. Analise de turbidimetria para todas as formulag6es avaliadas juntamente

com seus respectivos controles (A=370 nm).

Formulagéo 1pL mL? 5uL mL? 10 uL mL*?
LNC 1 - néo estéril 0,80 £ 0,04* 0,88 £ 0,01* 0,93 +0,01*
LNC 1 - néo estéril 0,22 £0,01 0,36 £ 0,02 0,57 £ 0,02
controle

LNC 2 — néo estéril 0,35 £ 0,02* 0,72 £0,01* 0,92 £ 0,01*
LNC 2 — néo estéril 0,32 £0,01 0,68 £ 0,01 0,86 £ 0,01
controle

LNC 3 — ndo estéril 0,36 £ 0,02* 0,75+ 0,01* 0,94 £ 0,01*
LNC 3 — ndo estéril 0,32 £ 0,02 0,69 £ 0,02 0,89 £0,01
controle

LNC 1 — estéril 0,18 £ 0,01 0,33 £ 0,00 0,56 £ 0,01
LNC 1 —estéril controle 0,19+0,01 0,34 £ 0,02 0,56 + 0,01
LNC 2 - estéril 0,21 £ 0,00 0,62 £ 0,02 0,80 £ 0,02
LNC 2 —estéril controle 0,24 + 0,00 0,65 £ 0,02 0,80 £ 0,02
LNC 3 — estéril 0,24 £ 0,00 0,65 £ 0,02 0,83 £0,02
LNC 3 —estéril controle 0,23+0,01 0,63 £ 0,02 0,87 £ 0,01

*Diferenca significativa (p<0,05) comparado ao respectivo controle. Analise de variancia
(ANOVA). Médias + desvio padrao (n=3).

A partir dos resultados obtidos pode-se afirmar que as formulacfes estéreis
apresentaram valores de absorvancia similares ao seus respectivos controles (p>0,05). Por
outro lado, para as formulacGes nao estéreis os valores da absorvancia foram maiores para
todas as quantidades de formulacdo adicionadas ao meio, quando comparados aos seus
respectivos controles (p<0,05), indicando, mesmo que em baixas quantidades a presenca
de contaminantes nas amostras. Somado a isso, também foi verificado que as formulagdes
ndo estéreis em questdo apresentaram mudanca de coloragdo quando comparadas aos seus
respectivos controles.

Temperaturas baixas sdo utilizadas para inibir o crescimento de
microrganismos?®. Contudo, bactérias do tipo Gram-positivas continuam seu
crescimento mesmo em baixas temperaturas, sendo classificadas como microrganismos

psicotroficos?®*. De acordo com as normas da International Dairy Federation (1976)%%°
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microrganismos psicotréficos sdo definidos como sendo aqueles que conseguem crescer
e manter sua atividade a 7 °C ou abaixo desta temperatura, independentemente de sua
temperatura Otima de crescimento (25 - 30 °C). Neste contexto, as bactérias Gram-
positivas, apesar de apresentarem uma temperatura 6tima de crescimento entre 35 e 37°C,
conseguem crescer em ambientes com temperaturas entre 3 e 46 °CZ%627
Adicionalmente, esses microrganismos sao resistentes e sobrevivem durante periodos
prolongados quando armazenadas a temperaturas inferiores a -20 °C?%, Diante disso e
com a constatacdo da presenca de bactérias Gram-negativas, Gram-positivas e fungos
leveduriformes nas formulages ndo estéreis estudadas, torna-se indispensavel investigar
a influéncia desses microrganismos na cinética de degradacdo das LNC, mesmo quando
armazenadas a 5 °C, temperatura descrita previamente na literatura como a ideal para
armazenar nanocépsulas poliméricas de PCL sem alterar sua estabilidade quimica*.
Neste sentido, as LNC estéreis poderiam sofrer hidrolise quimica (abidtica) e as
LNC ndo estéreis poderiam sofrer um processo de hidrdlise quimica catalisada por
enzimas— (bidtica). Assim, o objetivo desta investigacao foi estabelecer os mecanismos

de hidrdlise destas formulacdes.

5.1.2.4 Determinag&o e validacao da metodologia analitica utilizada - Cromatografia

por excluséo de tamanho, SEC

Apds o armazenamento das formulacBes, 0 método de extracdo da amostra
utilizado neste estudo foi adaptado do método descrito previamente por Paese e
colaboradores (2017)?!2. Observages prévias®® descritas por nosso grupo de pesquisa
para sistemas similares demonstraram que ao se adicionar etanol a dispersao aquosa de
nanocapsulas (1:100, v/v), seguido de centrifugacdo, o sedimento (precipitado) é
composto exclusivamente de polimero (PCL) e o sobrenadante contém os demais
materiais das nanocapsulas. Considerando que oligbmeros podem ser formados durante
0 armazenamento decorrentes da degradacdo da PCL, a etapa de sucessivas lavagens
descrita no protocolo proposto por Paese e colaboradores (2017)%2 foi omitida no
presente estudo, sendo esta a principal modificacdo do método de extracdo. Desta forma,
tanto o sobrenadante quanto o precipitado foram analisados neste estudo de tese com o
objetivo de se obter informacdes acerca da perda de massa de todos 0s constituintes.

Para a validagdo do método, inicialmente, foi necessario conhecer a contribuicéo

de cada componente na soma total da massa do sistema LNC analisado por cromatografia
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por excluséo de tamanho (SEC). Considerando-se que todas as formulagdes (LNC 1, LNC

2 e LNC 3) sdo constituidas quimicamente pelos mesmos componentes, sendo suas

diferencas baseadas apenas na proporc¢do de PCL com diferentes massa molares (LNC 1
PCL, M, 10.000 g mol™ 100% m/m, LNC 2 PCL, M, 80.000 g mol* e 10.000 g mol™?,
9:1, m/me LNC 3 PCL, M, 80.000 g mol™ 100% m/m), analisou-se uma amostra de cada

material, isoladamente, por SEC (Figura 10 (a) e (b) e Tabela 11).
(@) (b)

-

A&O Mistura (9:1) PCL Mn = 80.000:10.000 g. mol~!

PCL Mn =80.000 g.mol!

e

20 25 30 35 40 20 25 30

j\&c
PCL Mn =10.000 g.mol~!
R — Ry
T

Volume de retengdo (mL) Volume de retengdo (mL)

Figura 10. Perfis de distribuicdo de massa molar obtidos por cromatografia por

exclusdo de tamanho (SEC). (a) Polisorbato 80 (P80), monoestearato de sorbitano (MS)

e triglicerideo de &cidos caprico e caprilico (TCC); (b) poli(e-caprolactona) - PCL de

diferentes massas molares constituintes das formulagdes LNC 1 (M, 10.000 g mol™),

LNC 2 (M 80.000 g mol™?) e LNC 3 (mistura 9:1 M, 80.000:10.000 g mol™).

Tabela 11. Volume de retencdo (mL), massa molar numérica média (Mn), massa molar

ponderal média (Mw) e dispersidade (D), de cada material constituinte das LNC, obtidos

por cromatografia por exclusdo de tamanho (SEC).

Volume de retencéo

Material Mn Mw b
(mL)
TCC 38,90 677 690 1,02
MS ~ 37,14 - 38,70 867 1.022 1,18
P80 35,98 1.796 2.226 1,24
PCL Mn 10.000 g mol* 30,62 11.319 17.770 1,57
PCL Mn 80.000 e Mn
~26, 28 — 30,34 37.163 95.867 2,58
10.000 g mol (9:1, m/m)

PCL Mn 80.000 g mol* 26,53 52.072 106.612 2,05
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Os resultados de massa molar obtidos por SEC, nas condigdes experimentais deste
estudo, mostraram valores proximos aos valores tedricos para todos os constituintes da
LNC. Foi possivel notar um perfil de distribuicdo de massa molar do tipo polidisperso
monomodal, com exce¢cdo do monoestearato de sorbitano (MS), que apresenta
caracteristica polidispersa multimodal. Para ambos os constituintes, triglicerideo de
acidos céprico e caprilico (TCC) e polissorbato 80 (P80), os valores experimentais
obtidos (Tabela 11), corroboram com os valores tedricos, uma vez que para o TCC o valor
tedrico esta entre 630 a 714 g mol, dependendo da composicio e proporcdo de cadeias
C8 ou C10, e para 0 P80 o valor da massa molar tedrica é de 1.310 g mol™. Por sua vez,
para 0 monoestearato de sorbitano (MS), o valor experimental obtido (867 g mol™ — Mn
e 1.022 g molt — Mw), apresentou variagdes se comparado ao valor tedrico para este
componente (430 g mol™).

Sabe-se que a composicdo qualitativa e quantitativa do monoestearato de
sorbitano pode variar conforme o método de esterificacdo. Geralmente, a quantidade de
sorbitano é constante, mas a quantidade linear de sorbitol e isosorbida pode variar
conforme o fabricante®®°. Neste sentido, podemos inferir que as principais alteragdes entre
resultados tedricos e experimentais podem estar relacionadas com os seguintes fatores:
lotes diferentes de produto; técnicas e padrdo utilizados; equipamentos de analise;
condicdes analiticas e curvas de calibracdo. Ainda, cabe salientar que a técnica de SEC
fornece valores relativos a massa molar do padrdo utilizado (poliestireno), e que pode
apresentar erros de exatiddo (concordancia com o valor verdadeiro)®*!. A estrutura

quimica do MS esta representada na Figura 11.

L
Y on

HO OH

Figura 11. Estrutura quimica do monoestearato de sorbitano (MS).

A fim de avaliar se a variacdo na massa molar do monoestearato de sorbitano
estaria relacionada a alguma alteracdo de lote do produto utilizado ou, ainda, se seria
devido a uma caracteristica intrinseca do produto fornecido pelo fabricante, foi
investigada a identidade fisico-quimica da matéria- prima. Para isso, trés lotes distintos

de MS (do mesmo fabricante — Sigma-Aldrich®) foram avaliados e caracterizados
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quimicamente segundo andlises de espectroscopia de absorcdo na regido do
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio (*H-NMR) e cromatografia por exclusdo de tamanho (SEC). Os resultados
encontram-se em Anexos (Figuras 2A, 3A e 4A). As amostras dos trés lotes analisados
foram nomeadas: MS 1 (lote: MKBQ 3766V1), MS 2 (lote: 060M0142V1) e MS 3 (lote:
035Vv08163).

A analise dos trés lotes de monoestearato de sorbitano por espectroscopia na
regido do infravermelho apresentou espectros com caracteristicas idénticas para as trés
amostras analisadas (ver Figura 2A em Anexos). Verifica-se a presenca de uma banda
larga e pronunciada com maximo em 3412 cm, referente ao estiramento dos grupos OH.
Bandas também foram visualizadas em 2957 — 2916 cm™ (estiramento de C-H de C sp®)
e em 1738 cm referente ao estiramento de C=0 (éster). A banda tipica de estiramento
C-H para o CHCIs, utilizado como solvente, também pode ser observada no espectro
(3083 cm™).

O resultado obtido por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (*H-NMR)
para a amostra de MS mostrou espectro idéntico ao espectro fornecido pelo fabricante
para esta matéria-prima (ver Figura 3A em Anexos). Deste modo, considera-se que 0s
resultados obtidos estdo de acordo com dados do controle de qualidade fornecidos pelo
fabricante, e que ndo ha impurezas no produto em questao.

Adicionalmente, foram avaliados os perfis de distribuicdo de massa molar para 0s
trés lotes diferentes de monoestearato de sorbitano (Figura 4A em Anexos). Os resultados
de distribuicdo de massa molar obtidos por SEC para os trés lotes analisados variaram de
775 g mol™ (MS 1) a 867 g mol (MS 3) para os valores de My e de 971 g mol? (MS 1)
a1.022 g mol™ (MS 3) para os valores de My (ver Tabela 4A em Anexos). Esses resultados
estdo de acordo com a caracterizacao fisico-quimica previamente descrita (Figuras 2A e
3A), ou seja, independente do lote de amostra utilizado, ndo ha alteracdo nas propriedades
fisico-quimicas do reagente em questéo.

Entretanto, a partir do conjunto de resultados obtidos, ndo foi possivel afirmar se
a mistura de picos observada estaria relacionada a identidade do monoesterato de
sorbitano ou a formacgdo de compostos de baixa massa molar oriundos da degradagéo
desse éster graxo. Dessa forma, sabendo-se que a degradacdo deste componente esta
diretamente relacionada ao indice de acidez, foram realizadas analises para a

determinacdo de acidez dos trés lotes de MS.
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O procedimento de titulagdo para a determinacdo do indice de acidez foi
executado pelo método adaptado do Instituto Adolfo Lutz?'® conforme descrito na secio
4.2.7. Os valores do indice de acidez obtidos para os trés lotes da matéria-prima analisada
variaram de 234 + 2 mg KOH g (lote: MKBQ 3766V1), 252 + 12 mg KOH g* (lote:
060M0142V1) e 258 + 4 mg KOH g (lote: 035V08163). Considerando-se que 0
fabricante fornece como valor padrdo um indice de acidez de 200 - 215 mg KOH g*
(Sigma-Aldrich®), pode-se concluir que as amostras de matéria-prima dos lotes
analisados podem ter iniciado um processo de degradacdo, visto que 0S mesmos
apresentaram acréscimos de 8 a 19% no indice de acidez, se comparados aos valores
fornecidos pelo fabricante. Isso, possivelmente, também esta associado ao aparecimento
da mistura de picos para este componente quando analisado por SEC. Entretanto, esse
resultado era previsivel, uma vez que ésteres graxos sdo extremamente sensiveis a fatores
como tempo de armazenamento, aquecimento e incidéncia de luz, o que provoca a
formacao de acidos graxos livres em maior ou menor proporgio?®>.

Conforme evidenciado na Tabela 11, é possivel observar que os constituintes
TCC, MS e P80 da LNC apresentam volumes de retencdo muito préximos, o que pode
ocasionar a elui¢do da coluna cromatogréafica no mesmo tempo de retencdo. Essa hipdtese
estd fundamentada no fato de que, quando componentes com volume de retencdo muito
préximos estdo sendo analisados e, além disso, apresentam algum tipo de afinidade
quimica, é possivel que ndo sejam separados totalmente durante uma corrida
cromatografica.

Considerando-se o0 exposto, foi proposto avaliar o perfil de SEC para os materiais
constituintes da LNC combinados entre si. Para isso, foram preparadas e analisadas
formulacGes de nanoesferas (NS) (auséncia de TCC) e nanoemulsdo (NE) (auséncia da
PCL), com o objetivo de compara-las com a formulacdo LNC (Figura 12 e Tabela 12).
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Figura 12. Perfis de distribui¢do de massa molar das nanodispersdes por cromatografia
por exclusao de tamanho (SEC). *LNC - pico (1) = TCC; pico (2) = mistura de P80 +
MS; pico (3) = PCL; NS - pico (1) = ausente; pico (2) = mistura de P80 + MS; pico (3)
= PCL; NE — pico (1) = TCC,; pico (2) = mistura dos componentes moleculares da LNC
(P80 + MS); pico (3) = ausente.

Tabela 12. Volume de retencao (mL), massa molar numérica média (Mn), massa molar
ponderal média (Mw) e dispersidade (D), das nanodispersdes obtidas a partir da mistura
dos constituintes das LNC por cromatografia por exclusao de tamanho (SEC).

Picos obtidos Volume de

Formulacéo Mn Mw b
por SEC retencdo (mL)
Q) 38,09 579 661 1,07
LNC 2 37,28 1.647 1.779 1,08
(3) 30,36 32987  48.475 1,46
NS (2) 37,28 1.214 1.505 1,24
(3) 30,36 31.890  48.050 1,51
NE Q) 38,09 533 572 1,07
(2 37,28 1.212 1.446 1,19

Para a NS foi possivel observar a presenca de um pico bem definido, com volume
de retencdo em 30,36 mL (referente @ PCL) e um pico ndo tdo intenso, com volume de
retencdo em 37,28 (referente a mistura P80 + MS) (Figura 12 e Tabela 12). Ainda, 0s
valores de massa molar para os picos identificados como sendo da PCL (pico 3) e da
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mistura P80 + MS (pico 2) foram de 31.890 g mol™* — Mn; 48.050 g mol™* — Mw e 1.214
g mol™* — Mn; 1.505 g mol* — Mw, respectivamente (Tabela 12). Complementarmente, o
valor de dispersidade (D) obtido para o pico (2) da NS (referente a mistura de P80 + MS)
foi de 1,24, comprovando a presenca de dois componentes no pico avaliado.

Quando se analisa o perfil de distribuicdo referente & NE, o qual é obtido quando
todos os componentes moleculares da LNC sdo misturados, € possivel assegurar que esses
constituintes (P80, MS e TCC) sdo eluidos da coluna cromatografica com volumes de
retencdo entre 37,28 e 38,09 mL. Entretanto, foi observada a presenca de um pico
adicional com volume de retencdo em 38,09 mL, o qual ndo foi detectado para a
formulacdo NS. Dessa forma, é possivel assegurar que este pico é, de fato, referente ao
TCC. Além disso, a distribuicdo de massa molar referente a este pico apresentou valores
de 579 g molt — Mn e 661 g mol™* — Mw, os quais convergem para o resultado exposto
anteriormente quando esse componente é analisado isoladamente por SEC (Figura 9a).
Por sua vez, os resultados de distribuicdo de massa molar obtidos a partir da integracao
da mistura de picos referente ao MS + P80, apresentam valores de 1.212 g mol* —Mn e
1.446 g mol™ — Mw, os quais corroboram os resultados mostrados para o pico (2) da NS.

Por fim, os resultados do perfil de distribuicdo de massa molar obtidos por SEC
para a LNC, mostraram a presenca de trés picos principais (Figura 12). Esses picos
apresentaram volumes de retencédo de 30,36 mL (referente a PCL), de 37,28 mL (referente
a mistura MS + P80) e de 38,09 mL (referente ao TCC). As massas molares e 0s volumes
de retencdo obtidos para cada componente estdo descritos na Tabela 12. Diante dos
resultados provenientes das comparacdes, foi considerado que a mistura dos dois picos se
refere aos componentes moleculares (P80 e MS), que sdo eluidos no mesmo tempo de

retencao.
5.1.2.5 Compatibilidade do método de separacao escolhido para a analise das LNC

Complementarmente foi avaliada a compatibilidade do método de separacéo
escolhido para anélise das LNC. Para tanto, foram analisados os perfis de distribuicéo de
massa molar para as amostras obtidas a partir de dois diferentes métodos de isolamento:
separagdo por centrifugacdo e por evaporacdo de solvente. Os resultados dos métodos
testados para a separacao das LNC (e posterior analise por SEC) encontram-se na Figura
13. Além disso, € importante destacar que, para 0 metodo de separacéo por centrifugacao,

os perfis de ambos (sobrenadante e precipitado) estdo representados.
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Por outro lado, como no sobrenadante estdo presentes apenas os constituintes

secundérios da LNC (ndo hd PCL), os picos foram integrados em conjunto. Em

contrapartida, pode ser afirmado que, no precipitado, estdo presentes a PCL e parte dos

componentes que tém maior afinidade com a parede das nanocapsulas, uma vez que 0s

componentes hidrofébicos presentes no nicleo das nanocépsulas (TCC e MS) podem

estar interagindo entre si e/ou com a PCL, tanto por ligac6es de hidrogénio quanto de van

der Waals. Baseando-se nessa hipoOtese, para as analises cinéticas realizadas durante o

tempo de armazenamento, todos 0s picos que estiverem presentes no sobrenadante seréo

integrados em conjunto, a fim de predizer a perda de massa total do sistema LNC.
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Figura 13. Perfis de massa molar para as LNC a partir de diferentes técnicas de

isolamento, obtidos por cromatografia por exclusdo de tamanho (SEC). (a):

rotaevaporado; (b) sobrenadante extraido; (c) precipitado extraido.
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Tabela 13. Volume de retencéo (mL), massa molar numérica média (Mn), massa molar
ponderal média (Mw) e dispersidade (D) das formula¢des de nanocépsulas separadas
por dois diferentes métodos de isolamento, a partir de cromatografia por excluséo de

tamanho (SEC). Inicialmente, os picos (1), (2) e (3) sdo equivalentes a massa molar do

TCC, da mistura dos constituintes secundarios MS e P80 e da PCL, respectivamente.

(n=3).
Picos Volume de
Formulacgéo obtidos por retengéo Mn Mw b
SEC (mL)
1) 38,09 594 688 1,16
LNC 1-
(2) 37,28 1.688 1.809 1,07
rotaevaporado
(3) 30,36 32.899 48.199 1,47
LNC1-
~ 36,13 -
sobrenadante 1) 759  1.400 1,84
) 38,09
extraido
LNC1- 1) 38,09 580 672 1,16
precipitado (2) 37,28 1.685 1.744 1,04
extraido (3) 30,36 32,914 48.201 1,46

A partir dos resultados obtidos, demonstrou-se que os dois métodos de isolamento
(centrifugacdo e rotaevaporacdo) podem ser utilizados com sucesso. Para ambos os
métodos testados, pode-se inferir que ndo ocorrem mudancas nos perfis de massa molar
dos constituintes da LNC, bem como no volume de retencdo, independente do
procedimento de isolamento utilizado (Tabela 13).

Entretanto, pode-se observar uma diminuicdo da intensidade do pico relativo a
PCL (cujo volume de retencdo estd em 30,36 mL) quando a amostra rotaevaporada é
analisada sem realizar-se a separacdo dos componentes de maior e menor massa molar
(precipitado e sobrenadante, respectivamente). Isso pode estar relacionado ao fato de que,
quando se realiza a separagdo do precipitado e do sobrenadante pelo metodo da
centrifugacdo, hd um aumento da sensibilidade da analise em ambos os meios, visto que
ndo ocorre a interferéncia das cadeias maiores no sobrenadante e das cadeias menores no

precipitado.
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Ainda, como 0 objetivo deste trabalho estd fundamentado em uma analise
aprofundada da cinética de degradacdo, considerou-se a separagdo entre precipitado e
sobrenadante, a fim de tornar os valores das massas molares mais precisos. A escolha
pelo método da centrifugacdo também se deve a facil reprodutibilidade e acessibilidade
do processo, uma vez que, ao contrario da rotaevaporacao, ndo é necessario considerar 0s
fatores tempo e temperatura no preparo das amostras.

Adicionalmente, foi avaliada a integridade da amostra quando a mesma é
submetida a secagem apos o isolamento. Para tanto, dois métodos de secagem foram
avaliados: em dessecador (temperatura ambiente) e em estufa (a 30 °C), ambos durante
24 h. Os resultados dos perfis de distribui¢do de massa molar obtidos por SEC para ambas

as amostras, encontram-se na Figura 14.

O
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Figura 14. Perfis de distribuigdo de massa molar para a LNC a partir de diferentes
técnicas de secagem apds o isolamento da amostra, obtidos por cromatografia por

exclusdo de tamanho (SEC). (a) estufa (30 °C); (b) dessecador (temperatura ambiente).
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Tabela 14. Volume de retencdo (mL), massa molar numérica média (Mn), massa molar
ponderal média (Mw) e dispersidade (D), das formulaces de nanocépsulas obtidos a
partir de diferentes métodos de secagem da amostra. Técnica: cromatografia por
exclusdo de tamanho (SEC). Os picos (1), (2) e (3) séo equivalentes a massa molar do
TCC, a mistura de MS + P80 e a PCL, respectivamente. (n=3).

Picos obtidos Volume de

Formulagéo N Mn Mw b
por SEC retencdo (mL)

(1) 38,09 589 685 1,16
LNC — estufa (2 37,28 1.679 1.760 1,05

(3) 30,36 32.658 48.099 1,47

(1) 38,09 593 690 1,16
LNC -

(2) 37,28 1.702 1.805 1,06
dessecador

(3) 30,39 32.865 48.395 1,47

A partir dos resultados de distribuicdo de massa molar obtidos por SEC e
apresentados na Figura 14 e Tabela 14, foi possivel inferir que ambos os métodos de
secagem da amostra sdo indicados, uma vez que, ao analisar o perfil de distribuicdo de
massa molar, bem como os volumes de retencdo e os respectivos valores de Mn, Mw e
dispersidade (b), ndo é observada nenhuma modificacéo referente a massa molar desses

sistemas quando se compara ambos 0s métodos.

5.1.2.6 Determinacdo da distribuicdo de massa molar das LNC antes e apos a

esterilizacéo

Apos conhecer o perfil de distribuicdo de massa molar de cada constituinte da
LNC natécnica escolhida e validar a metodologia de isolamento e de secagem da amostra,
foi necessario determinar a distribuicdo de massa molar das LNC antes e ap6s a
esterilizacdo. O objetivo desta anélise detalhada foi verificar se o processo de esterilizagao
ndo causa alteracdes de perda de massa em nenhum dos constituintes das formulacdes
avaliadas. Os resultados estdo apresentados quanto aos valores obtidos para o precipitado

e 0 sobrenadante das LNC, apds o processo de extragdo (Figura 15).
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Figura 15. Perfis de distribuicdo de massa molar para as LNC, antes e apds a
esterilizacdo: 1) precipitado e 2) sobrenadante, obtidos por cromatografia por excluséo
de tamanho (SEC). Em ambos os perfis, (a) = LNC 1 ndo estéril; (b) = LNC 1 estéril;
(c) = LNC 2 néo estéril; (d) = LNC 2 estéril; (¢) = LNC 3 ndo estéril; (f) = LNC 3
estéril. Em (1), os picos (1), (2) e (3) sdo equivalentes a massa molar do TCC, MS +

P80 e PCL, respectivamente.

A partir da visualizacdo dos picos (1), (2) e (3), referentes a massa molar do TCC,
MS + P80 e PCL (precipitado), e dos picos (1) e (2) (sobrenadante), foi possivel observar
que, aparentemente, ndo ha alteracdo entre os perfis de distribuicdo antes e apos a
esterilizacdo (Figura 15 (1) e (2)). Além disso, para comprovar que nao houve perda de
massa para nenhum dos constituintes da LNC, foi realizada uma andlise detalhada da
massa molar referente a cada pico (Tabela 15). O objetivo desta analise foi comprovar
que, além da estabilidade quimica relativa a PCL (Mn = 80.000 g mol?) apos a
esterilizacdo (ja relatada anteriormente por nosso grupo de pesquisa®'?), os outros
constituintes (TCC, MS e P80) avaliados neste trabalho, também néo seriam afetados pelo

processo de esterilizag&o.
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Tabela 15.VVolume de retengdo (mL), massa molar numérica média (Mn), massa molar

ponderal média (Mw) e dispersidade (D) das LNC (precipitado), antes e apds

esterilizacdo, a partir de cromatografia por exclusdo de tamanho (SEC). Os picos (1), (2)

e (3) sdo equivalentes a massa molar do TCC, MS + P80 e PCL, respectivamente. (n=3),
andlise de variancia (ANOVA).

Picos Volume de
Formulacéo obtidos por  retencdo (mL) Mn Mw b

SEC
LNC 1 -ndo

- ) 37.28 1647  1.779 1,08

esteéril

(3) 30,36 32.899 48.199 1,52

(1) 38,09 576 631 109
LNC 1- ) 37,28 1645 1.843 1,12
estéril

(3) 30,36 32.030 47.630 1,48

) 38,09 637 731 1,15
LNC 2 -nao @) 37,28 1557  1.633 1,05
estéril

3) 26,94 72.660 153.100 2,10

(1) 38,09 688 725 1,05
LNC 2- ) 37.28 1710  1.730 1,01
esteéril

(3) 26,94 71590 150.900 2,11
LNC 3= nao @) 36,50 1712 2010 1,17
estéril

3) 26,61 67.000 158.400 2,36

(1) 38,11 649 715 110
LNC 3 - @) 36,50 1740 2.030 1,17
estéril

3) 26,61 65.800 155.900 2,31

Para as formulagdes LNC 1, LNC 2 e LNC 3 foi possivel observar que os valores

de massa molar obtidos para os picos (1), (2) e (3) se mantiveram inalterados, antes e ap0s
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a esterilizacdo (Tabela 15). A partir desses resultados, pode-se afirmar que ndo houve
reducdo significativa (p>0,05) da massa molar referente aos picos (1) e (2), bem como
para o pico (3), referente a PCL. Esses resultados indicam que o processo de esterilizacao
pode ser realizado com seguranca para este tipo de estrutura nanoparticulada e que a
identidade quimica de todos os constituintes e do polimero sd&o mantidas.
Complementarmente, o sobrenadante foi coletado e avaliado por SEC. Os resultados

obtidos encontram-se na Figura 15 (2) e Tabela 16.

Tabela 16. Volume de retencao (mL), massa molar numérica média (Mn), massa molar
ponderal média (Mw) e dispersidade (D) das LNC (sobrenadante) preparadas com
diferentes proporc¢des de parede polimérica, antes e ap0s esterilizagdo, a partir de
cromatografia por exclusdo de tamanho (SEC). Inicialmente, os picos (1) e (2) sdo

equivalentes a massa molar do TCC e MS + P80, respectivamente. (n=3), analise de

variancia (ANOVA) seguida pelo teste post-hoc de Tukey (p<0,05).

Picos Volume de retencéo
Formulacdo obtidos por (mL) Mn Mw b

SEC
LNC 1 - 1) 38,09 490 661 1,10
nao etéril 2 37,28 2.020 1.779 1,08
LNC1- 1) 38,09 574 631 1,16
estéril (2 37,28 1.685 1.843 1,09
LNC 2 - 1) 38,09 657 723 1,10
nao estéril 2 37,28 1.653 1.832 1,11
LNC 2 - 1) 38,09 688 725 1,05
estéril 2 37,28 1.710 1.930 1,13
LNC 3 - 1) 38,11 678 905 1,33
nao estéril 2 36,50 1.690 2.000 1,18
LNC 3 - 1) 38,11 656 902 1,37
estéril (2) 36,50 1.740 1.980 1,14

A partir da analise dos resultados obtidos para os sobrenadantes avaliados, foi
possivel observar que, apos a esterilizacdo de ambas as amostras de LNC (constituidas

pelas diferentes propor¢des de PCL), ndo houve perda de massa significativa (p>0,05),
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referente aos constituintes de menor massa molar. Esses dados corroboram os resultados
obtidos para os respectivos precipitados, mostrados anteriormente.

Esses resultados podem ser considerados altamente promissores, pois permitem
assegurar que nanocapsulas poliméricas constituidas tanto de PCL Mn 10.000 g mol™,
quanto da mistura PCL Mn 80.000 e Mn 10.000 g mol? (9:1, m/m) podem ser
esterilizadas, permanecendo estaveis quimicamente. Em uma mesma perspectiva, esses
resultados somam-se aqueles obtidos e relatados por Paese e colaboradores (2017)?*2, os
quais avaliaram a estabilidade quimica da PCL Mn 80.000 g mol* diante do mesmo
processo de esterilizacdo. Ainda, é possivel afirmar que, além da estabilidade quimica
relacionada a parede polimérica, a qual foi avaliada previamente por Paese e
colaboradores (2017)?*2, os outros constituintes também n&o sofrem alteracbes de massa

apos o processo de esterilizagcdo, conforme demonstrado no presente estudo.

5.1.2.7 Determinagéo do grau de cristalinidade dos materiais constituintes das LNC e

das formulacgdes, antes e apos a esterilizacéo

A Figura 16 mostra os difratogramas da raios-x e a Tabela 17 os resultados de
cristalinidade obtidos por difracdo de raios-x (DRX), conforme descrito no item 4.2.4. O
objetivo desta andlise foi o de investigar a relacdo entre o grau de cristalinidade e as
diferentes massas molares da PCL comercial constituinte da parede polimérica das
formulacGes de LNC, bem como das formulagfes LNC 1, LNC 2 e LNC 3, antes e apds

a esterilizacao.

() (b)

PCL M, = 80.000:10.000 g mol_l I

——— PCL M, = 80.000 g mol * .
s LNC 3 - estéril

—— PCL M, =10.000 g mol >

e LNC 3 - ndo esteril
S LNC2 - estéril

LNC 2 - néo estéril

SV LNC 1 - estéril

ANtk

LNC 1 - ndo estéril

10 15 20 25 30 35 40 10 15 20 25 30 35 40

Figura 16. Difracdo de raios—x (a) PCL de diferentes massas molares constituintes das
formulagdes LNC 1 (Mn 10.000 g mol™?), LNC 2 (M 80.000 g mol™?) e LNC 3 (mistura
9:1 Mn 80.000:10.000 g mol™?). (b) FormulagGes de LNC, estéreis e ndo estéreis.
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Tabela 17. indice de cristalinidade das amostras de PCL comercial de diferentes massas
molares e das formulacdes de LNC, antes e ap0s a esterilizagéo.

Amostra/material indice de cristalinidade (%)
LNC 1 — ndo estéril 65,9
LNC 1 — estéril 65,6
LNC 2 — ndo estéril 59,2
LNC 2 — estéril 59,6
LNC 3 — ndo estéril 62,8
LNC 3 — estéril 63,4
PCL 1* 83,1
PCL 2** 78,9
PCL 3*** 64,1

*PCL 1 = M, 10.000 g mol*
** PCL 2 = M, 80.000 g mol™*
*** PCL 3 = mistura 9:1 M, 80.000:10.000 g mol*

A Figura 16 mostra os espectros de difracdo de raios-x para as amostras de PCL
comercial (a) e para as formulacfes de LNC, antes e ap0s a esterilizacdo (b). Observa-se
que a PCL apresenta um padréo de raios-X com dois picos de reflexdo cristalina a 20 =
21-22° e 23 - 24°, os quais correspondem a (110) e (220) dos planos cristalograficos na
forma ortorrbmbica, respectivamente. Adicionalmente, pode-se observar que apds o
processo de esterilizacdo os picos ndo foram deslocados para angulos menores e a
distancia entre os cristalitos ndo foi modificada. Quando comparados os resultados dos
indices de cristalinidade para as amostras LNC 2 e LNC 3, pode-se observar um menor
indice de cristalinidade paraa LNC 2 (59,2%) com relacdo a LNC 3 (62,5%) (Tabela 17).
Esse resultado esta de acordo com o fendmeno de plastificacdo que foi relatado
previamente na literatura®¥224%, mostrando que a presenca da PCL de menor massa molar
(Mn = 10.000 g mol™?) junto a PCL de maior massa molar (Mn= 80.000 g mol™) na LNC
2, atuou como plastificante, diminuindo a cristalinidade da amostra. Além disso, a
diminuicdo do indice de cristalinidade para as formulacdes de nanocéapsulas (Figura 16
(b)) quando comparadas com as amostras de PCL comercial (Figura 16 (a)), também

poderia ser explicada pela ocorréncia do fenémeno de plastificacdo, uma vez que 0s
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constituintes de menor massa molar presentes nas LNC estariam atuando como agentes

plastificantes.

5.1.2.8 Avaliacéo da estabilidade quimica e da cinética de degradacéo das LNC

(estéreis e ndo estéreis), armazenadas a 5 °C

Anédlises de perda de massa foram realizadas a fim de avaliar a influéncia das
condicBes de armazenamento na estabilidade quimica e na cinética de degradacdo das
LNC (estéreis e nao estéreis, com diferentes composic¢des de parede polimérica - LNC 1,
LNC 2 e LNC 3). As analises foram realizadas pela técnica da cromatografia por excluséo
de tamanho (SEC).

Os resultados dos perfis de distribuicdo de massa molar para as formulagdes
(precipitado), LNC 1 — ndo estéril (a) e estéril (b); LNC 2 — ndo estéril (c) e estéril (d) e
LNC 3 — nao estéril (e) e estéril (f), armazenadas a 5 °C e avaliadas durante 0, 10, 15, 30

e 60 dias, encontram-se na Figura 17.
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Figura 17. Perfis de distribuicdo de massa molar para as formulagées LNC 1, LNC 2 e
LNC 3, ndo estéreis (a, c e e) e estéreis (b, d e f), armazenadas a 5 °C, durante 60 dias.
Resultados obtidos por cromatografia por excluséo de tamanho (SEC) para o
precipitado extraido. Inicialmente, os picos (1), (2) e (3) sdo equivalentes a massa molar
do TCC, MS + P80 e PCL, respectivamente. n=3.

Pode-se afirmar que todas as formulacBes ndo estéreis avaliadas apresentaram
maiores modificacfes nos perfis de distribuicdo de massa molar, se comparadas as
respectivas formulacdes estéreis. Sabendo-se que os picos (1) e (2) séo referentes aos

constituintes TCC (pico 1) e a mistura MS + P80 (pico 2), pode-se sugerir que apds 30 e

79



60 dias esses constituintes estariam iniciando um processo de degradagdo. No entanto,
essa hipotese so pode ser confirmada apds a analise cinética detalhada dos resultados de
massa molar obtidos por SEC. Cabe salientar, que o surgimento desse pico de baixa massa
molar, pode estar relacionado a degradacdo do TCC, ou ainda, a degradacgéo das cadeias
de PCL acompanhada da formacao de oligdmeros e/ou mondmeros que estariam sendo
eluidos em alto volume de retencdo (> 40 mL).

Considerando que o objetivo do presente estudo é avaliar a estabilidade quimica
do sistema LNC integralmente, os picos (1), (2) e (3) presentes no precipitado foram
integrados separadamente e os resultados sdo referentes a cada pico isolado a fim de
elucidar quanto a cinética de degradacdo da parede polimérica, bem como dos outros
constituintes da LNC. Para isso, os resultados de massa molar foram examinados atraves
de equac0es de analise cinética, avaliando-se parametros de taxa de degradacgéo (AM,, %),
de dispersidade (P) e de modifica¢fes das massas molares (massa molar numérica média
(Mn) e massa molar ponderal média (Mw)).

Na Figura 18, sdo apresentados os resultados da taxa de degradagdao (AMw%),
obtidos a partir da Equacéo 4, descrita no item 4.2.2 deste trabalho, para a PCL (pico 3),
MS + P80 (pico 2) e TCC (pico 1).

80



100 ] —=&— LNC 1 - n&o estéril - pico 3 100 ] ——LNC1-ndo esn?r?l - pico 1
90 - o 90 —— LNC 1 - ndo estéril - pico 2
80 | -=-8-- LNC 1 - esteril - pico 3 80 | ---@--- LNC 1 - estéril - pico 1
20 ] 70 ] ---a--- LNC 1 - estéril - pico 2
= 50 - s 50
>
S 40 - £ 40
30 - 30 1
20 20| e
10 1 10 g
Om T T T T 0 —— == . :
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
Tempo (dias Tempo (dias)
(©) o (dias) (d)
100 ] & LNC 2 - ndo estéril - pico 3 100 ] —e—LNC2- na:lo estér?l - pico 1
90 - 90 - —&— LNC 2 - n&o estéril - pico 2
] ---8--- LNC 2 - estéril - pico 3 ] ---©--- LNC 2 - estéril - pico 1
80 1 38 b ---A--- LNC 2 - estéril - pico 2
§ ]
3
=
<
Tempo (dias)
€
()100 r (0 100 o
9 | —=— LNC 3 - ndo estéril - pico 3 90 | —@— LNC 3 - nfio estéril - pico 1
L L —4— LNC 3 - n&o estéril - pico 2
80 | -=&-- LNC 3 - estéril - pico 3 80 - ---8--- LNC 3 - estéril - pico 1
[ 70 ---a--- LNC 3 - estéril - pico 2
z <
= =
< =]
Tempo (dias) Tempo (dias)

Figura 18. Perfis de perda de massa (AMy%) para as formula¢des de nanocapsulas, ndo
estéreis e estéreis, armazenadas a 5 °C durante 60 dias (n = 3). Resultados obtidos por
cromatografia por exclusdo de tamanho (SEC). Pico (1) = TCC; Pico (2) = mistura de

P80 + MS; Pico (3) = PCL.

Na Figura 19, sdo mostradas as mudancas na massa molar numérica média (Mn) e
de dispersidade (P), para a PCL (pico 3). Do mesmo modo, na Figura 20, pode-se
visualizar as mudancas na massa molar numérica média (M) para os picos 1 e 2,

referentes ao TCC (pico 1) e a mistura P80 + MS (pico 2).
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Figura 19. Mudancas na massa molar numérica média (M) e de dispersidade (), para
o0 pico 3, referente a PCL, das formulacGes de nanocapsulas ndo estéreis e estéreis,
armazenadas a 5 °C durante 60 dias (n = 3). Resultados obtidos por cromatografia por

excluséo de tamanho (SEC).
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Figura 20. Mudancas na massa molar numérica média (Mn) para os picos 1 e 2,
referentes ao TCC (pico 1) e a mistura P80 + MS (pico 2), das formulacGes de
nanocapsulas ndo estéreis e estéreis, armazenadas a 5 °C durante 60 dias (n = 3).

Resultados obtidos por cromatografia por exclusdo de tamanho (SEC).

Os resultados obtidos e mostrados nas Figuras 18, 19 e 20 foram tratados
estatisticamente pela analise de variancia (ANOVA) com dois fatores, via modelos
lineares generalizados, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni (p<0,05). Essa escolha
estd fundamentada no fato de que quando se analisa mais de um fator e além disso, deseja-
se saber se ha a interacdo entre os fatores avaliados, deve-se fazer o uso de ferramentas
estatisticas especificas, nesse caso, a ANOVA multifatoral®**?%, Visto que a andlise de
variancia (ANOVA) via modelos lineares generalizados mostrou interacdo entre 0s
fatores "condicdo™ (estéril e ndo estéril) e "tempo"”, para todas as variaveis analisadas
(perda de massa, dispersidade (P), Mn e Mw) foi possivel comparar os resultados obtidos
nos diferentes tempos e condicGes. Nas Tabelas 5A e 6A (ver Anexos), sdo apresentados
os valores de perda de massa (AMw%), indice de polidispersidade (D), My € My com
tratamento de andlise estatistica para todos os picos avaliados.

Dessa forma, foram realizadas duas anélises distintas: na primeira, avaliou-se as
diferencas estatisticas para cada LNC ao longo do tempo (0, 10, 15, 30 e 60 dias);
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enquanto que, na segunda, foi realizada a comparacao entre as LNC estéreis e ndo estéreis
nos diferentes tempos de armazenamento (ver Anexos — Tabela 5A e 6A). A discussao
dos resultados referentes as Figuras 18, 19 e 20 foi realizada com base nas diferencas
estatisticas que se encontram descritas em Anexos (Tabelas 5A e 6A).

Como pode ser visualizado nas Figuras 18, 19 e 20, a estabilidade das formulagtes
foi influenciada pela composi¢do da parede polimérica da LNC. Nesse contexto, obteve-
se 0 maior valor de perda de massa (AMy%) para a formulagéo constituida da PCL de
menor massa molar (LNC 1 nédo estéril) (Figura 18). Além disso, foi possivel notar
claramente que o processo de esterilizagéo retardou o processo de degradacédo de todas as
formulagdes, nas condigdes avaliadas.

A Figura 18 também compara a perda de massa (AMw%) de todos os constituintes
(pico 1, 2 e 3) das formulagdes nao estéreis e estéreis durante o armazenamento (60 dias)
a5°C. O pico 1daLNC 1 ndo estéril e da LNC 1 estéril (Figura 18 (a)), apresentou uma
perda de massa significativa (p<0,05) ap6s 30 dias (LNC 1 — ndo estéril = 41%; LNC 1 -
estéril = 18%), aumentando esses valores apds 60 dias (LNC 1 — ndo estéril = 54%) (LNC
1 — estéril = 24%). Para o pico 2 da LNC 1 — ndo estéril observou-se uma perda de massa
significativa ap6s 30 dias (p<0,05) (41%), totalizando 46% apos 60 dias, enquanto que
para a formulacdo LNC 1 - estéril, apenas apds 60 dias foi observado perda de massa
significativa (14%) (Figura 18 (b) - Tabela 5A — ver Anexos). Por sua vez, o pico 3
mostrou uma perda de massa significativa (p<0,05) ap6s 30 dias (LNC 1 — ndo estéril =
29%; LNC 1 — estéril = 18%), aumentando esses valores para 43% (LNC 1 — ndo estéril)
e 29% (LNC 1 - estéril), ap6s 60 dias (Figura 18 (b) - Tabela 5A — ver Anexos). Além
disso, os valores de dispersidade (D) (Figura 19 (b)) para o pico 3 dessa formulacéo
apresentaram aumento significativo (p<0,05), de 1,47 para 1,78, apds 30 dias de
armazenamento, o que é um indicativo da degradacédo do sistema LNC 1 ndo estéril.

Os valores de My para o pico 3 (PCL) da formulacdo LNC 1 ndo estéril e estéril
(Figura 19 (a) e Tabela 6A em Anexos), apresentaram diminuicdo significativa apos 30
dias de armazenamento (p<0,05) (LNC 1 ndo estéril - My = 42%; LNC 1 estéril — M, =
20%). Do mesmo modo, para o pico 2 (Figura 20 (a) e Tabela 6A em Anexos), observou-
se que apds 30 dias ocorreu uma variacao significativa dos valores de M, obtidos
(p<0,05), representando uma diminuicdo de 39% e 26%, para as formula¢Ges LNC 1 nao
estéril e LNC 1 estéril, respectivamente. Por outro lado, para o pico 1 da LNC 1 ndo estéril
(Figura 19 (a) e Tabela 6A em Anexos) foi possivel observar que ja nos primeiros 15 dias

ocorreu uma diminuicdo significativa (p<0,05) de cerca de 13% dos valores de M

84



permanecendo constante até 30 dias (p>0,05). Por sua vez, para a mesma formulagao
estéril, somente apds 30 dias observou-se reducdo significativa nos valores de Mn (12%).

Paraa LNC 2, nos primeiros 10 dias de armazenamento, 0 pico 3 apresentou uma
perda de massa significativa (p<0,05) (14%), enquanto que para a mesma formulacao
estéril, somente ap6s 30 dias ocorreu uma perda de massa significativa para 0 mesmo
pico (15%). Apo6s 60 dias, esses valores foram de 32% e 20%, para as formulacGes LNC
2 nao estéril e estéril, respectivamente (Figura 18 (c) - Tabela 5A — ver Anexos). Por sua
vez, 0s picos 1 e 2 apresentaram uma perda de massa significativa apds 30 dias para ambas
as formulagdes. Apds 60 dias, a perda de massa para o pico 1 variou de 34 e 50% para as
formulagdes de LNC 2, estéril e ndo estéril, respectivamente, enquanto que para o pico 2
os valores de perda de massa variaram de 26 a 36% (Figura 18 (d) - Tabela 5A — ver
Anexos).

Os resultados de My para a formulacdo LNC 2 estéo representados nas Figuras 19
e 20. Pode-se observar que para a formulacdo LNC 2 n&o estéril, o pico 3 (Figura 19 (c)
e Tabela 6A em Anexos), apresentou uma diminuicéo significativa (p<0,05) de 28% apds
30 dias. Por outro lado, para a mesma formulacéo esteril, os valores de M, apresentaram
uma reducdo de seus valores de 9%. Ainda, para o pico 2 (Figura 20 (b) e Tabela 6A em
Anexos) pode-se observar uma diminuicdo de cerca de 38% e 22% para as formulagdes,
LNC 2 ndo estéril e LNC 2 estéril, respectivamente apds 60 dias. Com relacdo ao pico 1
da formulacdo LNC 2, pode-se observar que para a formulacdo néo estéril ocorreu uma
diminuicdo de cerca de 56% ap6s 30 dias (p<0,05), mantendo-se constante até 60 dias
(p>0,05). Contrariamente, para a formulagdo estéril observou-se que, somente ap6s 60
dias, os valores de M, para o pico 1 diminuiram significativamente (p<0,05), totalizando
uma reducdo de cerca de 41% ao final de 60 dias de armazenamento.

A formulacéo constituida da PCL de maior massa molar (LNC 3) mostrou uma
maior estabilidade quanto aos picos 1 e 2, uma vez que para a formulacdo LNC 3 ndo
estéril pode-se observar que somente o0 pico 1 apresentou perda de massa significativa
apos 30 dias de armazenamento, enquanto que 0 pico 2 ndo apresentou perda de massa
significativa para o periodo avaliado (p>0,05) (Figura 18 (f) - Tabela 5A — ver Anexos).
Ainda, para a formulacdo estéril, as massas molares de ambos os picos, 1 e 2,
permaneceram inalteradas ap6s 60 dias de armazenamento (p>0,05). Muito embora a
formulacdo nédo esteril tenha apresentado uma pequena redugdo no valor de perda de
massa para 0 pico 1, destaca-se o fato de que 80% da massa molar inicial do pico 1

manteve-se inalterada apos 60 dias de armazenamento. Corroborando esses dados, pode-
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se observar que o pico referente a PCL (pico 3) para a formulacdo ndo estéril apresentou
uma perda de massa significativa (p<0,05) nos primeiros 10 dias de armazenamento
(16%), enquanto que para a mesma formulacéo estéril somente apds 30 dias foi observada
uma perda de massa significativa (p<0,05) (12,5%). Ainda, ap6s 60 dias, os valores de
perda de massa variaram de 28 a 18% para a formulacdo LNC 3 ndo estéril e estéril,
respectivamente (Figura 18 (e) - Tabela 5A — ver Anexos).

Ao observar os valores de M, para o pico 3 (PCL) da formulacdo LNC 3 (Figura
19 (e) - Tabela 6A — ver Anexos), nota-se que ao contrario das formulacées LNC 1 e LNC
2, ja nos primeiros 10 dias ocorreu uma diminuicéo significativa (14%) (p<0,05) da massa
molar para a PCL (pico 3). No entanto, cabe salientar, que ap6s essa reducdo inicial, esses
resultados permaneceram constantes até 60 dias, para ambas as formulacdes (p>0,05).
Nesse sentido, os valores de M, para o pico 3 da formulacdo néo estéril reduziram cerca
de 14%, enquanto que para a formulag&o estéril a reducdo foi de 5% ao final de 60 dias
de armazenamento. Adicionalmente, ao observar-se os resultados de My para os picos 1
e 2 (Figura 20 (c) - Tabela 6A — ver Anexos), nota-se que os valores de Mn para o pico 2
permaneceram inalterados durante o periodo avaliado (p>0,05) para ambas as
formulacdes. Por sua vez, o pico 1 para a formulagdo ndo estéril apresentou reducéao
significativa dos valores de My nos primeiros 15 dias (p<0,05) de cerca de 17%, enquanto
que os valores de My para o pico 1 da formulacdo estéril permaneceram inalterados
durante todo o periodo avaliado (p>0,05).

Em resumo, a estabilidade das formulac6es foi influenciada pela composicéo da
parede polimérica da LNC. Nesse contexto, obteve-se o maior valor de perda de massa
para a formulacdo constituida da PCL de menor massa molar (LNC 1). Além disso, foi
possivel notar claramente que o processo de esterilizacdo retardou o processo de
degradacéo de todas as formulac6es nas condicdes avaliadas.

Com base nos resultados obtidos, pode-se afirmar que a maior perda de massa
observada para as formulacdes de LNC néo estéreis poderia ser explicada pelo fato de
que a hidrolise estaria ocorrendo nos terminais da cadeia, enquanto que em meio abidtico
(LNC estéril), estaria ocorrendo uma hidrélise aleatéria das ligacdes esteres. Além disso,
a maior estabilidade das formulagdes estéreis pode ser atribuida a auséncia de fatores
bidticos que poderiam auxiliar na degradacgéo através da hidrolise passiva das ligacdes
ésteres, uma vez que é sabido que os fatores bidticos influenciam na degradagdo de
poliésteres alifaticos66172246-2%0 g egpecificamente, na degradacio da PCL186:196.251-254

Nesse sentido, cabe salientar que, até a publicacdo dos dados apresentados neste trabalho,
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a influéncia exercida por fatores bi6ticos e abioticos no armazenamento de nanoparticulas
poliméricas ainda ndo havia sido investigada.

Adicionalmente, os resultados da perda de massa também indicam uma forte
influéncia da parede polimérica (pico 3) na estabilidade das formulacdes de LNC. Nesse
sentido, foi verificado que nos primeiros dias de hidrdlise (15 dias), as formula¢ées LNC
2 e LNC 3 apresentaram maior perda de massa quando comparadas a formulagcdo LNC 1.
De fato, isso pode ser atribuido ao maior grau de cristalinidade da PCL constituinte da
formulacdo LNC 1 (Figura 16), a qual seria responsavel por evitar a degradacao inicial
da amostra, uma vez que os dominios cristalinos sdo menos permeaveis a penetracéo da
agua, protegendo as regides amorfas, mais suscetiveis a hidrolise622%2%6  Além disso,
apos o periodo inicial de hidrélise (15 dias), a perda de massa referente ao pico 3 (PCL)
foi mais rapida paraa LNC 1 quando comparadaa LNC 2 e a LNC 3. Esse comportamento
pode ser explicado pela presenca de um maior nimero de terminagdes de cadeia
(hidroxilas) na parede das nanocapsulas preparadas com a PCL My = 10.000 g mol™ (LNC
1), contribuindo para uma maior disponibilidade desses grupos e consequentemente,
aumentando a probabilidade de ocorrer cisdo de cadeia.

Com o objetivo de obter respostas acerca do que estaria ocorrendo com as cadeias
de menor massa molar, o sobrenadante foi coletado e avaliado por SEC e os perfis de
distribuicdo de massa molar dos sobrenadantes para as formulacfes LNC 1 e LNC 2
foram obtidos (Figura 5A (a) e (b), LNC 1 ndo estéril e estéril, (c) e (d), LNC 2 ndo estéril
e estéril, (e) e (f), LNC 3 ndo estéril e estéril - ver Anexos).

A partir da visualizagdo do perfil de distribuicho de massa molar dos
sobrenadantes referentes as formulagfes LNC 1, LNC 2 e LNC 3, ndo estéreis e estéreis,
pode-se observar variagdes antes e apds o0 armazenamento (Figura 5A,ver Anexos). Com
0 objetivo de investigar a cinética de degradacdo associada aos constituintes de menor
massa molar das LNC, presentes no sobrenadante, os resultados de massa molar foram
examinados através dos célculos de perda de massa (AM,,%) e da avaliacdo das massas
molares (Mn e Mw). Considerando-se que as espécies moleculares presentes no
sobrenadante possuem massa molar muito préximas, ou seja, ndo ha uma polidispersao
significativa entre as espécies, ndo foram mostrados os resultados de dispersidade (D).

Na Figura 21 encontram-se os resultados de perda de massa ((AM,,%) para as
formulacGes ndo estéreis e estéreis, LNC 1 (a), LNC 2 (b) e LNC 3 (c), obtidos a partir
da Equacdo 4 (descrita no item 4.2.2 deste trabalho). Os valores descritos foram

calculados a partir da integracdo da regido de baixa massa molar (30 a 42 mL - volume
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de retencdo), para os sobrenadantes coletados. As amostras foram denominadas com o

prefixo “SOB” seguida do nome da respectiva formulagao.

(@)

100

—&— SOB LNC 1 - néo estéril
---@--SOB LNC 1 - estéril

(b)

100 [
9 |

—&— SOB LNC 2 - ndo estéril
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9 [
r 80 |
70 |
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o+
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Tempo (dias)

(%)

=

AM
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(©)

100
9 |

—— SOB LNC 3 - ndo estéril
---@--SOB LNC 3 - estéril

AM,, (%)

Tempo (dias)

Figura 21. Perfis de perda de massa para o sobrenadante coletado das formulacdes LNC
1 (a), LNC 2 (b) e LNC 3 (c), ndo estéreis e estéereis, armazenadas a 5 °C, durante 60

dias. Resultados obtidos por cromatografia por exclusdo de tamanho (SEC). n=3.

Na Figura 22, estdo os resultados de Mn (a), (c) e (e) e de Mw (b), (d) e (f) para os
sobrenadantes das formulagBes LNC 1((a) e (b)), LNC 2 ((c) e (d)) e LNC 3 ((e) e (f)),
respectivamente.
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Figura 22. Mudancas na massa molar numérica média (Mn) ((a), (c), (e)) e massa molar

ponderal média (Mw) ((b), (d), (f)), para o sobrenadante coletado das formulagdes LNC

1 ndo estéril e esteril (a) e (b), LNC 2 ndo esteril e estéril (b) e (c) e LNC 3 ndo estéril e

estéril (e) e (), armazenadas a 5 °C, durante 60 dias. Resultados obtidos por

cromatografia por excluséo de tamanho (SEC). n=3.

Todos os resultados obtidos, representados nas Figuras 21 e 22 foram tratados

estatisticamente pela anélise de variancia (ANOVA) com dois fatores via modelos

lineares generalizados, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni (p<0,05). Visto que a

andlise de variancia (ANOVA) via modelos lineares generalizados mostrou interagdo

entre os fatores "condicdo" (esteril e ndo estéril) e "tempo”, para todas as variaveis
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analisadas (perda de massa, Ms e My) foi possivel comparar os resultados obtidos nos
diferentes tempos e condicoes.

Dessa forma, foram realizadas duas andlises distintas: na primeira, avaliou-se as
diferencas estatisticas para cada LNC ao longo do tempo (0, 10, 15, 30 e 60 dias);
enquanto que, na segunda, foi realizada a comparacao entre as LNC estéreis e ndo estéreis
nos diferentes tempos de armazenamento (Tabela 6A e 7A - ver Anexos).

Como pode ser visualizado na Figura 21, os sobrenadantes das formula¢ées LNC
1 (estéril e ndo estéril (a)) e LNC 2 (estéril e ndo estéril (b)) apresentaram perfis similares
de perda de massa e, consequentemente, a mesma semelhanca pode ser observada para o
perfil de diminui¢do das massas molares relacionadas ao My e ao My (Figura 22).

Ao observar os dados de perda de massa obtidos para o sobrenadante das
formulagGes LNC 1 ndo estéril e estéril (Tabela 6A - ver Anexos), pode-se observar cerca
de 58% e 58,8% de perda de massa ao final de 60 dias de armazenamento,
respectivamente. Igualmente, para a formulagdo LNC 2 ndo estéril e estéril, observou-se
uma perda de massa de cerca de 60% e 59%, respectivamente, apos 60 dias (Tabela 6A -
ver Anexos). Ao comparar a condicdo estéril com a condicdo ndo estéril, para as duas
formulagdes (LNC 1 e LNC 2), ndo houve diferenca significativa entre os valores de perda
de massa (p>0,05 - Bonferroni). Por sua vez, para a formulacdo LNC 3 ndo esteéril foi
possivel observar uma perda de massa de 37% ao final de 60 dias, enquanto que para a
mesma formulacdo estéril, esses valores foram da ordem de 25%. Além disso, para o
tempo de 60 dias houve diferenca significativa nos valores de perda de massa (p<0,05 -
Bonferroni), comparando-se as condicdes estéril e ndo estéril (Tabela 6A - ver Anexos).

Ao analisar os resultados de My para as formulacdes LNC 1 esteéril e ndo estéril, a
mesma tendéncia observada para os resultados de perda de massa pode ser notada (Figura
22 e Tabela 7A - ver Anexos). Para ambas as formula¢des observou-se que somente apds
60 dias ocorreu uma diminuigéo significativa (p<0,05) nos valores de My, totalizando
cerca de 46,6% e 48,7% para as formulagcbes LNC 1 ndo estéril e LNC 1 estéril,
respectivamente (p>0,05 - Bonferroni) (Tabela 7A - ver Anexos). Da mesma forma, para
a formulagdo LNC 2, os resultados mostraram que somente ap6s 60 dias ocorreu uma
diminuicdo significativa (p<0,05) nos valores de My, totalizando cerca de 57,8% e 54,3%
para as formulagfes LNC 2 ndo estéril e LNC 2 esteéril, respectivamente (Figura 22 e
Tabela 7A - ver Anexos). Ao comparar a condicdo estéril com a condigdo néo estéril, ndo
houve diferenca significativa entre os valores de M, e My para as duas formulacGes

(p>0,05 - Bonferroni) (Tabela 7A - ver Anexos). Por sua vez, para a formulacdo LNC 3
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observou-se que apds 60 dias ocorreu a diminuicdo dos valores de My foi de 46,7% e
40,7% para as formulagdes LNC 3 ndo estéril e LNC 3 estéril, respectivamente (Figura
22 e Tabela 7A - ver Anexos), ndo sendo observada diferenca significativa para as duas
formulac@es (p>0,05 - Bonferroni).

Os resultados obtidos permitem afirmar que o perfil cinético dos sobrenadantes
avaliados independe da condi¢éo de esterilidade da formulag&o (estéril ou ndo estéril), j&
que os valores obtidos para essas duas condi¢des ndo apresentaram diferenca significativa
(p>0,05), ao final de 60 dias de armazenamento para as formulacdes LNC 1 e LNC 2.
Complementarmente, pode-se afirmar que esses resultados estariam relacionados a
formag&o de mondmeros oriundos da quebra das cadeias de maior massa molar da PCL,
bem como da degradacéo dos constituintes moleculares (tensoativos e 6leo), que estariam
migrando do precipitado para o sobrenadante, fazendo com que ocorra um aumento do
namero de cadeias de menor massa molar no sobrenadante. Dessa forma, pode-se afirmar
que a analise dos sobrenadantes fornece informacdes complementares aquelas obtidas a
partir da analise do precipitado, uma vez que, os resultados corroboram os dados de perda

de massa do precipitado.
5.1.2.8.1 Fracao de cadeias clivadas na LNC

O célculo de fragdo de cadeias clivadas (f) que permite obter informac6es acerca
das cisbes de cadeia que estariam ocorrendo nas formulagdes, foi obtido a partir da
Equacdo 3 (descrita no item 4.2.2).

Na Figura 23 ((1), (2) e (3)), esta representada a fracdo de cadeias clivadas (f) para
as formulagdes LNC 1, LNC 2 e LNC 3, respectivamente, em funcdo do tempo de

armazenamento.
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Figura 23. Fracdo de cadeias clivadas (f) para as LNC com diferentes proporcdes de

parede polimérica (LNC 1, LNC 2 e LNC 3), estéreis e ndo estéreis, avaliadas durante

60 dias de armazenamento, a 5 °C. Resultados obtidos a partir de cromatografia por

exclusdo de tamanho (SEC). Os valores sdo representados como a média de trés

experimentos independentes (n=3). *¢4 letras mintsculas correspondem & analise

realizada entre os diferentes tempos para cada formulacdo independente (estéril e ndo

estéril); A,B letras mailsculas correspondem a analise realizada comparando a condicéo

(estéril e ndo estéril) nos diferentes tempos; *letras iguais significa equivaléncia

estatistica para os dados (ANOVA via dois fatores, com pds-teste de Bonferroni e

p<0,05).

Como pode ser visualizado na Figura 23, a maior clivagem de cadeia para os trés

picos avaliados foi observada para as formulagbes LNC 1 néo estéril e LNC 2 ndo estéril.

Além disso, os resultados de fracdo de cadeias clivadas para as formulagdes nao estéreis

foram notoriamente maiores daqueles obtidos para as respectivas formulagdes estereis.
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Ao analisar os valores de cisdo de cadeia para o pico 1 da formulagédo LNC 1 nédo
estéril é possivel observar que somente ap6s 30 dias ocorreu um aumento significativo na
fracdo de cadeias clivadas (f=0,58) (p<0,05), o qual tornou a aumentar apds 60 dias
(f=1,39), indicando diferenca significativa entre 30 e 60 dias (p<0,05). Da mesma forma,
para 0s pico 2 e 3, nos primeiros 15 dias de armazenamento, os valores de cisdo de cadeia
ndo tiveram variacdo significativa quando comparados ao tempo zero (p>0,05). Para o
pico 2 e para o pico 3, apos 30 dias, ocorreu um aumento significativo dos valores de f
(p<0,05), totalizando 0,818 e 0,711, respectivamente, 0s quais se mantiveram constantes
até 60 dias (p>0,05). Por outro lado, para o pico 1 da formulacao estéril, somente apds 60
dias de armazenamento foi observado uma variagdo significativa nos valores referentes a
fracdo de cadeias clivadas (p<0,05) (f=0,79). Entretanto, para os picos 2 e 3, ap06s 30 dias
de armazenamento ocorreu um aumento significativo desses valores (p<0,05), totalizando
f=0,446 e f= 0,352, respectivamente. Ainda, esses valores se mantiveram constantes até
60 dias, ndo sendo observada diferenca significativa entre 30 e 60 dias (p>0,05). Através
do teste de comparacdes multiplas de Bonferroni, foi possivel concluir que, somente nos
tempos de 30 e 60 dias, os resultados de cisdo de cadeia obtidos para as formulacdes LNC
1 estéril e ndo estéril foram significativamente diferentes (p<0,05) para os picos 2 e 3.
Por outro lado, para o pico 1, ap6s 15 dias pode ser observada diferenca significativa
(p<0,05) quando comparadas as condicdes estéril e ndo estéril.

Para os picos 1 e 2 da formulacdo LNC 2 ndo estéril, ndo foram observadas
alteraces significativas (p>0,05) nos valores de fracdo de cadeias clivadas (f) até o 15°
dia de armazenamento. Entretanto, para o pico 1, ap6s 30 dias, o valor de f foi igual 1,26
(p<0,05), tornando a aumentar significativamente (p<0,05) apds 60 dias (f=1,72). Por sua
vez, para 0 pico 2, os resultados de fracdo de cadeias clivadas aumentaram
significativamente apds 30 dias (f=0,638) (p<0,05), mantendo-se constantes até 60 dias
(p>0,05). Para o pico 3, ap6s 10 dias, foi observada uma variacdo significativa nos valores
de cadeias clivadas (p<0,05) (f =0,122), os quais mantiveram-se constantes até 15 dias
(p>0,05), tornando a aumentar ap6s 30 (f=1,26) e 60 dias (f=1,72), com diferenca
significativa entre esses tempos (p<0,05). Para os trés picos avaliados da formulacao
estéril, foi possivel observar mudancgas significativas nos valores de fracdo de cadeias
clivadas (f) (p<0,05) somente apds 30 dias. Para o pico 1, os valores de f ap6s 30 e 60
dias foram iguais a 0,094 e 0,69, respectivamente, com diferencga significativa (p<0,05)
entre eles. Da mesma forma, para o pico 2, os valores de f apds 30 e 60 dias foram iguais

a 0,277 e 0,52, respectivamente, com diferenca significativa (p<0,05) entre eles. Para o
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pico 3, os valores de f apds 30 e 60 dias foram iguais a 0,185 e 0,37, respectivamente,
com diferenga significativa (p<0,05) entre eles. Ainda, foi possivel concluir que, ao
comparar-se as condicdes estéril e ndo estéril, houve diferenca significativa entre os
valores de fracdo de cadeias clivadas nos tempos de 10, 15, 30 e 60 dias de
armazenamento (p<0,05 - Bonferroni) para o pico 3. Por sua vez, 0 pico 2 mostrou
diferenca significativa entre as condi¢es estéril e ndo estéril, nos tempos de 30 e 60 dias,
enguanto que para o pico 1 pode ser observada diferenca significativa nos tempos de 15,
30 e 60 dias.

Para a formulagdo LNC 3 n&o estéril, a varia¢do dos valores de fracdo de cadeias
clivadas para o pico 1 foi significativa a partir do tempo de 15 dias (p<0,05) (f=0,203).
Da mesma forma, ocorreu um aumento significativo desses valores (p<0,05) no tempo de
30 dias (f=0,397), o qual se manteve constante até 60 dias (p>0,05). Por outro lado, para
0 pico 2, ndo houve variagéo significativa dos valores de fracdo de cadeias clivadas, os
quais se mantiveram constantes em todos os tempos avaliados (p>0,05). Para o pico 3 foi
possivel observar que no tempo de 10 dias ocorreu um aumento dos valores de fracdo de
cadeias clivadas (p<0,05), entretanto, apds 15, 30 e 60 dias esse valor se manteve
constante (f=0,243) (p>0,05) até o final do periodo de armazenamento ndo sendo
observada diferenca significativa entre os tempos de 10, 15, 30 e 60 dias. Para os picos 1
e 3 da formulacdo LNC 3 estéril, foram observadas altera¢des significativas (p<0,05) nos
valores de fracdo de cadeias clivadas somente a partir de 30 dias, 0s quais se mantiveram
constantes até 60 dias (p>0,05), totalizando f=0,178 e f=0,15, para os picos 1 e 3,
respectivamente. Por outro lado, para o pico 2, ndo houve variacdo significativa dos
valores de fracdo de cadeias clivadas, 0s quais se mantiveram constantes em todos 0s
tempos avaliados (p>0,05). Através do teste de comparacGes multiplas de Bonferroni, foi
possivel concluir que, para o pico 1, os resultados de cisdo de cadeia obtidos para as
formulacBes LNC 3 estéril e ndo estéril diferiram significativamente (p<0,05) em todos
os tempos avaliados, enquanto que para o pico 3, houve diferenca significativa a partir do
tempo de 10 dias quando se comparou as condi¢des estéril e ndo estéril. Por outro lado,
para o pico 2 ndo houve variagéo significativa (p>0,05) entre todos os tempos avaliados
quando se comparou as duas condicdes.

Em resumo, esse conjunto de resultados corroborou os dados mostrados
anteriormente de perda de massa e diminui¢do de My, uma vez que, a formulagéo LNC 3,
se mostrou mais estavel se comparada as outras duas formulagdes avaliadas (LNC 1 e

LNC 2). Ainda, esses resultados evidenciam que a parede polimeérica composta por 100%
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de PCL Mn = 80.000 g mol?! da formulacdo LNC 3, estaria protegendo 0s outros
constituintes presentes nas nanocapsulas, uma vez que a degradacdo e consequentemente,
as fracOes de cadeias clivadas, foram menores para os picos 1 e 2 na formulacdo LNC 3.

As diferencas entre a estabilidade das formulagées LNC 2 e LNC 3 podem ser
explicadas pelo fendbmeno de plastificagdo que ocorre para a LNC 2. Este fendbmeno é
obtido pela combinacdo de um polimero com baixa massa molar & outro de maior massa
molar. Essa combinacao implica em uma reducao da cristalinidade e em um aumento da
flexibilidade das cadeias poliméricas. Cabe salientar que esse fenémeno ja foi relatado na
literatura para misturas de polimeros de diferente massa molar?*3%7, bem como para
sistemas de liberacdo constituidos dessa mistura?®®2°, Por fim, os resultados da cisdo da
cadeia atestam novamente as diferencas entre as condi¢des estéreis e nao estéreis, 0s quais
mostraram a ocorréncia de um numero de cisdes de cadeia mais elevado para as

formulagdes ndo estéreis.
5.1.2.8.2 Hidrolise autocatalisada e hidrélise ndo catalisada

Com o objetivo de elucidar o tipo de hidrdlise que ocorre nas LNC (autocatalisada
ou ndo catalisada), quando armazenadas a 5 °C, durante 60 dias, foram empregadas as
expressdes descritas pelas Equactes (1) e (2) (secdo materiais e métodos) para a andlise
cinética de todas as formulagdes avaliadas. A partir das Equacgdes (1) e (2) (segdo 4.2.2
de materiais e métodos), In(My) e 1/M, foram plotadas em funcéo do tempo de degradacéo
e uma linha de tendéncia foi usada para ajustar os pontos dos dados. A equacdo que
fornece o melhor ajuste linear, maiores valores de r?, indica 0 mecanismo dominante

(auto-catalisado ou ndo-catalisado)!’. Os valores de r? estdo representados na Tabela 18.
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Tabela 18. Valores de r? para as formulagGes de LNC estéreis e ndo estéreis, em funcéo
do tempo de armazenamento (60 dias), descritos pelos mecasnismos de hidrolise auto-

catalisado e ndo-catalisado.

) Pico LNC1 LNC2- LNC 3

Mecanismo LNC1- LNC2 LNC3-
S obtido - néo ] -
de hidrdlise nao estéril - estéril  ndo estéril
por SEC estéril  estéril estéril

Auto- Q) 0,9715 0,9046 0,8488 0,8867 0,7205 0,3570
catalisado  (2) 0,7595 0,7947 0,7676 0,9325 10,0018 0,2312
(In(Mp) — 3) 0,8373 0,9698 0,8488 0,9790 0,6048 0,8411
r2
Nao- 1) 0,9708 0,8842 0,8800 0,8690 0,7337 0,3593
catalisado (2) 0,7633 0,8028 0,7685 0,9427 0,0019 0,2365
(/M) — r? 3) 0,8451 0,9751 0,8653 0,9796 0,6305 0,8547

Ao analisar os valores de r> mostrados na Tabela 18, é possivel observar que para
0s picos 2 e 3 de todas as formulacBes, 0 mecanismo predominante foi do tipo nédo
catalisado, uma vez que os valores de r? foram maiores para essa reacdo quando
comparados aos valores de r? para 0 mecanismo auto-catalisado. Por sua vez, para o pico
1 (TCC) da LNC 1 estéril e ndo estéril e da LNC 2 néo estéril, 0 mecanismo predominante
foi do tipo auto-catalisado. 1sso pode ser atribuido ao efeito autocatalitico das cadeias
carboxilicas do constituinte triglicerideo.

Ainda, ao comparar-se os resultados da Tabela 18, pode-se afirmar que a maior
taxa de hidrélise ocorreu para os constituintes da formulacdo LNC 1, seguida da
formulagdo LNC 2. A formulagio LNC 3 apresentou os menores valores de r? para todos
0s picos avaliados. Além disso, todas as formulacBes ndo estéreis apresentaram uma
cinética mais rapida se comparada aquela das formulacGes estéreis, para ambos os
mecanismos (autocatalisado e nédo catalisado). Adicionalmente, os dados da cinética de
degradacdo das formulacdes LNC 1 e LNC 2 ndo estéreis corroboram os resultados
anteriores, 0s quais mostraram maiores taxas de perda de massa e de ciséo de cadeia
quando comparadas a formulagdo LNC 3 ndo estéril. Esses resultados confirmam a
hipétese de que a presenca da PCL de menor massa molar (Mx=10.000 g mol™) na LNC

2 estaria influenciando o perfil de hidrélise, sendo esta preferencialmente hidrolisada.
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Esses resultados demonstram que 0 mecanismo de hidrélise do tipo ndo catalisado
é a predominante na maioria das LNC estudadas. Esse tipo de hidrdlise ja foi observada
para poliésteres alifaticos em sua forma macromolecular47171.260261 ‘nara microparticulas
de PCL'® e para nanoparticulas da mistura de copolimeros de PLGA/PDLLA/PEQ*.

Os primeiros relatos referentes ao processo de degradacdo em poliésteres
alifaticos foram realizados pelo grupo de Pitt e colaboradores'41531%8.260 'Esses estudos
sugeriram que o processo de hidrdlise inicia com a absorcdo de dgua pelo material, que
atua como um nucleofilo atacando o carbono do grupo éster e originando produtos de
degradacdo na forma de mondmeros e oligdmeros. Apds essa etapa inicial, tem inicio o
mecanismo de autocatalise, no qual os produtos de degradacdo, geralmente grupos
carboxilicos terminais (formados a partir das cises de cadeia que ocorrem no processo
ndo catalisado), irdo atuar como catalisadores acelerando a segunda etapa do processo de
degradacéo.

Cabe salientar, que na primeira etapa da degradagé@o, conhecida como erosao
superficial, somente os terminais de cadeia sdo clivados. Nesse estagio, € comum ser
observado que os valores da massa total diminuem enquanto que os valores de My
permanecem constantes, ou diminuem mais lentamente quando comparados aos valores
de Mn. Ainda, no segundo estagio (autocatalisado), tera inicio o processo “random”,
caracterizado pela probabilidade de clivagem de toda a cadeia aleatoriamente, levando a
diminuigdo dos valores de My. Contudo, este estagio so ird ocorrer quando grande parte
das menores cadeias e da parte amorfa do polimero tiver sido hidrolisadaZ?.
Adicionalmente, quando na presenca de microrganismos a degradacao ird prosseguir por
processos biologicamente ativos (meio bidtico), ou ainda pela clivagem hidrolitica
passiva. Entretanto, segundo Lam e colaboradores (2008)?%!, a degradacdo bidtica de
poliésteres alifaticos de alta massa molar, sé tera inicio quando o Mx<5000 KDa.

Mais especificamente, estudos referentes a degradacdo de nanoparticulas
poliméricas, propuseram que o mecanismo de degradagéo ocorre inicialmente com a ciséo
de terminais de cadeia seguida da erosdo desses sistemas?®. Nesse sentido, Vezin e
Florence (1980)%2, propuseram que a taxa de degradacdo, k, para nanoparticulas de
polialquilcianoacrilatos (PACA), com massa molar na faixa de 103<M,<10* , em tamp&o
pH 7,88, seria proporcional a relacdo 1/M. Isto foi atribuido ao fato de que existe uma
relacdo inversamente proporcional entre o nimero de cadeias na superficie das

nanoparticulas e 0 M (Equacgéo 11), e que a partir disso, seria possivel determinar o k.
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Mn = 22E4(11)

onde, Mi= a massa total do sistema polimérico e nj = numero total de moléculas do
sistema.

Dessa forma, 0 mecanismo de erosdo da superficie estaria relacionado com uma
diminuicdo do tamanho de particula?®®-2%%, No entanto, ha também uma chance de que as
particulas aumentem de tamanho por mecanismos de floculacéo/agregacao, ou ainda por
causa do fendbmeno de inchamento causado pela absorcdo de &gua na estrutura

supramolecular destes sistemas?*0:266:267,

5.1.2.9 Determinacao da distribui¢do de diametros de LNC estéreis e ndo estéreis em

funcdo do tempo de armazenamento

Com relagdo ao fendmeno de inchamento, diversos estudos relataram a
observacdo do aumento dos didmetros para outros tipos de nanoparticulas poliméricas.
Cabe salientar, que nanoparticulas de PLGA mostraram uma tendéncia ao aumento dos
seus diametros quando avaliadas frente a degradacdo in vitro, a qual foi atribuida ao
fendmeno de inchamento devido & absorcéo de agua*®?%®, Em outro estudo?’, o mesmo
fendmeno foi explicado pelo fato de que as diferencas de concentracdo i6nica através de
uma membrana semipermeavel (parede polimérica) provocaria um gradiente de pressdo
osmotica, resultando em uma forca expansiva capaz de inchar o sistema até que a forca
interna seja equilibrada pela forca elastica da rede polimérica.

A fim de investigar a hip6tese da ocorréncia do fenébmeno de inchamento ou de
erosdo superficial para as formulacdes estudadas, os didmetros médios das LNC, ap6s o
armazenamento, foram avaliados por anélise de difracdo de laser. Os resultados de
distribuicdo de tamanho para ambas as formulagdes de LNC ndo estéreis (LNC 1, LNC 2
e LNC 3) e estéreis (LNCS 1, LNCS 2 e LNCS 3), antes e ap0s o armazenamento, sdo

mostrados na Figura 24.
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(a) —a—LNC1-0d (b) —e—LNCS 1-0d
1 —A—|NC 1 - 60d 1 —0—LNCS 1 - 60d

(e) —8-LNC 3-0d (f) —e—LNCS 3-0d
500 —a—LNC 3 - 60d 1 —0—LNCS 3-60d

Figura 24. Distribuicdo de tamanho de particula por percentual de volume e nimero das
formulacBes preparadas com diferentes propor¢des de parede polimérica, ndo estéreis
(LNC 1 (a), LNC 2 (c) e LNC 3 (e) antes e ap0s 60 dias e estéreis (LNCS 1 (b), LNCS 2
(d) e LNCS 3 (f) antes e ap0s 60 dias. Técnica: difracdo de laser (meio dispersante:
agua). n = 3. [eixos: 1- diametro de esfera equivalente, por volume, d[4,3]v; 2- didmetro
cumulativo em volume de 10% da populacéo total, d[0,1]v; 3- didmetro cumulativo em
volume de 50% da populacdo total, d[0,5]v; 4- didmetro cumulativo em volume de 90
% da populagdo total, d[0,9]v; 5- didmetro de esfera equivalente, por nimero, d[4,3]n;
6- diametro cumulativo em nimero de 10% da populagdo total, d[0,1]n; 7- didmetro
cumulativo em numero de 50% da populagéo total, d[0,5]n; 8- diametro cumulativo em

numero de 90% da populacao total, d[0,9]n.

Ao visualizar a Figura 24, observa-se que todas as formulacgdes avaliadas (estéreis

e ndo estéreis), apds 60 dias de armazenamento, apresentaram apenas uma populacéo
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nanométrica. Embora possa ser observado um alargamento no perfil de gréfico radar para

as LNC ndo estéreis apos 60 dias, esses aumentos ndo foram considerados significativos

(p>0,05). Adicionalmente, na Tabela 9A (ver Anexos), estdo descritas detalhadamente as

variacdes nos respectivos diametros calculados e obtidos a partir de difracdo de laser.

As formulagbes também foram avaliadas através de espalhamento de luz

dindmico, com o objetivo de aumentar a exatiddo para a deteccdo de populagdes

submicrométricas, bem como das modificacdes relacionadas ao diametro hidrodindmico

das particulas. Os resultados obtidos para as formulagdes LNC 1, LNC 2 e LNC 3, estéreis

e ndo estéreis, antes e apds 60 dias de armazenamento, estdo representados na Tabela 19.

Tabela 19. Caracterizacdo das formulagdes de nanocapsulas preparadas com diferentes

proporcOes de parede polimérica, antes e apds esterilizacdo, a partir de espalhamento de

luz dindmico (DLS). (n=3), analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste post-hoc

de Tukey (p<0,05).
DLS DLS
) Tempo  (método dos cumulantes) (algoritmo CONTIN)
Formulagéo )
(dias) dn (Z-ave) _ Largura do
PDI (adim.)  dx (r.nm) ]
(nm) pico(r.nm)

LNC 1 -nédo 0 198+ 10 0,10 £ 0,03 221 +12 65+ 8
estéril 60 213+4 0,11+ 0,02 238 £2 69+5

0 200+ 3 0,11 +£0,04 222+ 4 65+ 13
LNC 1 - estéril

60 205+ 16 0,10 £ 0,03 221 +16 67+ 14
LNC 2 - ndo 0 207 +£9 0,10+ 0,03 231 +15 65+ 11
esteril 60 211+3 0114001 235+11 7244

0 202 +5 0,13+0,01 229+ 11 72+5
LNC 2 — estéril

60 218+2 0,13 +0,03 240+ 9 78+ 3
LNC 3 - ndo 0 202 +9 0,12+0,01 224 £2 71+8
estéril 60 211+14 0,11 £ 0,02 234 +£ 17 70+ 11

0 185+2 0,09 £ 0,00 2001 56+ 2
LNC 3 - estéril

60 184 +3 0,10+0,01 204 £ 6 58 + 10

dh= diametro hidrodindmico; PDI = indice de polidispersao

A andlise da luz espalhada para a formulagdo LNC 1, aplicando-se o método dos

cumulantes, resultou em valores de diametro (Z-average) similares para todas as
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formulacdes avaliadas, antes e apds 60 dias. O algoritmo CONTIN forneceu resultados
de diametro ligeiramente maiores quando comparados ao (Z-average), com largura de
pico inferiores a 78 nm (Tabela 19). Importante ressaltar que embora tenham sido
observados valores de diametro (Z-average) ligeiramente maiores para todas as LNC apés
60 dias de armazenamento, as analises estatisticas permitiram concluir que essas
varia¢des ndo foram significativas (p>0,05).

Merece destaque o fato de que apds 60 dias de armazenamento, para todas as
formulacGes estudadas, foi observada somente a presenca de populacdes nanomeétricas.
Isso pode ser relacionado com o fato de que devido as nossas LNC estarem revestidas
com um tensoativo estabilizante de superficie (polissorbato 80), os fendmenos fisico-
quimicos de agregacdo em “clusters” que poderiam ocorrer quando a repulsdo
Couldmbica diminui, estariam exercendo pouca influéncia na estabilidade fisico-quimica
destes sistemas. Esses resultados estéo de acordo com resultados observados previamente
por Calvo e colaboradores (1996)*, para nanocapsulas de PCL (nlcleo lipidico de
Migliol 840), os quais mostraram que ap0s 3 meses de armazenamento ndo houve
alteracdo dos diametros para as formulacbes armazenadas a temperatura ambiente.
Embora tenha ocorrido degradacdo das nanoparticulas, o didametro médio das NC e NS se
mantiveram constantes, demonstrando que apenas a caracterizacdo de didmetros ndo é

suficiente para acessar fenémenos de interface/superficie.
5.1.3 Analises de pH e de potencial zeta

Anélises de pH e de potencial zeta foram realizadas para avaliar como as
caracteristicas de fisico-quimica de superficie das LNC (estéreis e ndo estéreis) estariam
sendo afetadas durante o armazenamento a 5 °C (Figura 25).

Todos os resultados obtidos, mostrados na Figura 25, foram tratados
estatisticamente pela analise de variancia (ANOVA) com dois fatores via modelos
lineares generalizados, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni (p<0,05). Visto que a
andlise de variancia (ANOVA) via modelos lineares generalizados ndo mostrou interagéo
entre os fatores condicdo (estéril e ndo estéril) e tempo para as variaveis analisadas (pH e
potencial zeta), os resultados foram tratados como sendo independentes, ndo sendo
possivel comparar os resultados entre as diferentes condi¢cdes nos diferentes tempos.
Dessa forma, foram avaliadas as diferencas entre os dias (0, 10, 15, 30 e 60 dias) para
cada grupo independente de LNC.
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Figura 25. Variagao do potencial zeta e do pH em fungéo do tempo de armazenamento
para as formulacdes LNC 1 nao estéril (a) e estéril (b), LNC 2 ndo estéril (c) e estéril (d)
e LNC 3 ndo estéril (e) e estéril (f). n=3. #¢4¢ |etras mintsculas correspondem a anélise

realizada entre os diferentes tempos para cada formulacédo independente (estéril e ndo
estéril); *letras iguais significa equivaléncia estatistica para os dados (ANOVA via dois

fatores, com pos-teste de Bonferroni e p<0,05).

Os resultados de potencial zeta e de pH, antes e apo6s a esterilizagdo, ndo
apresentaram modificagédo significativa para todas as formulagdes avaliadas (p>0,05).
Esses resultados corroboram aqueles mostrados anteriormente por Paese e colaboradores

(2017)?*2, os quais esterilizaram LNC constituidas de PCL Mn = 80.000 g mol™ e nio
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verificaram modificacbes nos valores de potencial zeta. Os autores sugeriram que 0
equilibrio de adsorcdo/dessorcao do surfactante ndo iénico na superficie da nanoparticula
ndo foi afetado pelo processo de autoclavagem das formulacGes. Ainda, é relatado que
formulac@es coloidais contendo tensoativos ndo idnicos, tal como o polissorbato 80 na
interface particula/agua, terdo uma maior influéncia de impedimento estérico do que uma
repulsdo eletrostatica, como mecanismo fisico de estabilizacdo®.

Ao visualizar a Figura 25, os resultados de pH e de potencial zeta, obtidos em
funcdo do tempo de armazenamento, permitem observar que as formulacdes nao estéreis
(@), (c) e (e) apresentam um perfil tipico de uma reagdo irreversivel de consumo, no qual
0 ponto de interseccdo entre as curvas de pH e de potencial zeta seria 0 ponto de equilibrio
reacional, caracterizado pelo fim da reacdo de consumo de reagentes e transformacdo em
produtos. Por sua vez, as formulaces estéreis (b), (d) e (f), mostraram um perfil tipico de
uma reacdo em equilibrio, podendo ser observada a tendéncia a estabilizacdo dos
resultados tanto de pH quanto de potencial zeta. Além disso, as analises estatisticas
comprovam essa tendéncia, visto que poucas mudancas significativas (p>0,05) referentes
aos valores de pH e potencial zeta podem ser observadas.

Para a formulagdo LNC 1 ndo estéril, observou-se uma diminuicéo significativa
dos valores de potencial zeta (em mddulo) (p<0,05) apds 30 e 60 dias, 0s quais variaram
de-13,70+ 0,70 para-9,11+ 0,22 ¢ -8,65 + 0,47. Os resultados de pH também diminuiram
significativamente apds 30 e 60 dias (p<0,05), variando de 5,78 + 0,37 para 4,49 = 0,03
e 4,12 £ 0,03, respectivamente. Para a mesma formulagdo estéril, pode ser observada uma
infima diminuicao dos valores absolutos de potencial zeta apds 15 dias (p<0,05), variando
de -13,93 + 0,75 para-11,27 + 0,65, 0s quais se mantiveram constantes ap0s esse periodo
(p>0,05). Por outro lado, os valores de pH se mantiveram inalterados (p>0,05) até 30 dias,
diminuindo significativamente (p<0,05) de 5,88 + 0,04 para 5,30 £ 0,07 apos 60 dias de
armazenamento.

Para a formulagdo LNC 2 ndo estéril, observou-se uma diminuicdo significativa
dos valores de potencial zeta (em mddulo) (p<0,05) somente ap6s 60 dias, 0s quais
variaram de -8,93 + 1,36 (inicio), para -7,40 £ 0,80 (60 dias). Os resultados de pH
diminuiram significativamente ap6s 10 dias (p<0,05), sendo mantido constantes até 15
dias, variando de 5,87 £+ 0,10 (inicio) para 5,40 = 0,06. Apos 30 dias, uma diminuigéo
significativa foi observada (p<0,05) (4,80 £ 0,21), sendo mantida constante até 60 dias
(p>0,05). Por outro lado, para a formulacdo LNC 2 estéril, os valores de pH e de potencial

zeta se mantiveram inalterados durante todo o periodo avaliado (p>0,05).
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Por sua vez, para a formulacdo LNC 3, estéril e ndo estéril, os valores de potencial
zeta se mantiveram inalterados para ambas as formulagfes (p>0,05). Para a formulagéo
LNC 3 ndo estéril, os valores de pH diminuiram significativamente (p<0,05) nos tempos
de 15,30 e 60 dias, variando de 5,87 + 2,20 (pH inicial) para 4,51 + 1,41, ap6s 60 dias.
Por outro lado, para a mesma formulagdo estéril, observa-se que somente apds 30 dias
ocorreu uma diminuicdo significativa (p<0,05), a qual variou de 5,89 + 0,08 para 5,31 =
0,14.

A partir do conjunto de dados obtidos, pode-se observar que, de um modo geral,
0 pH e os valores de potencial zeta (em modulo) das formulagdes diminuiram durante o
armazenamento. Este declinio pode ser explicado pela ocorréncia da hidrdlise da PCL, a
qual estaria gerando &cido 6-hidroxyhexandico como principal produto de degradacéo
que, por sua vez seria responsavel pela diminuicdo do pH das formulacGes. Além disso,
pode ser inferido que as formulagfes de LNC ndo estéreis estariam sofrendo um
mecanismo de degradacgé@o acelerada, caracterizado pelos menores valores de pH e de
potencial zeta, quando comparados as respectivas formulacdes estéreis.

Esses resultados corroboram os resultados obtidos por Calvo e colaboradores
(1996)*8, que, ao estudarem a estabilidade de nanocéapsulas de PCL (Mw = 40 kg mol™)
frente a0 armazenamento em temperatura ambiente, observaram a reducdo dos valores
tanto de pH quanto de potencial zeta (em mddulo) para as formula¢6es armazenadas. Foi
verificado reducdo do pH com valores iniciais entre 5 e 5,5 para valores entre 3 e 3,3,
apos 180 dias. lgualmente, os valores de potencial zeta diminuiram (em moédulo) de -60
mV para -30 mV, apds 6 meses de armazenamento. No entando, os autores afirmaram
que esse decréscimo ndo seria suficiente para ocasionar a coalescéncia das formulagdes.
Esses resultados foram atribuidos, inicialmente, a hidrélise dos triglicerideos que
compdem o Migliol® 840 e dos fosfolipideos utilizados como tensoativos, 0s quais geram
acidos graxos livres em solucdo. O declinio dos valores de pH também foi atribuido a
formagéo do acido 6- hidroxihexanoico, principal produto de degradacdo da PCL. Os
resultados obtidos por cromatografia por exclusdo de tamanho corroboram os dados de
pH, mostrando que, em até 2 meses de armazenamento, ndo foi observada alteracdo dos
perfis de distribuicdo de massa molar da PCL, enquanto que, apés 6 meses de
armazenamento, a analise visual dos perfis de distribuicdo de massa molar da PCL
indicaram a ocorréncia de degradagdo para as formulagdes avaliadas. Contudo, a perda

de massa ndo foi calculada naquele estudo.
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Adicionalmente, Lemoine e colaboradores (1996)*° avaliaram a estabilidade
quimica de nanoparticulas poliméricas de PCL (Mw= 78.000 e 29.400), PLA (Mw =
50.000) e PLA37.5GA25 (Mw = 96.8000), armazenadas (meio aquoso) em diferentes
temperaturas. Foi observado uma diminuicdo do pH quando essas formulacdes foram
armazenadas em temperatura ambiente. Os valores de pH, para as formulagdes de PCL
(Mw = 78.000), PLA50, PLA37.5GA25 e PLA25GA50, armazenadas em temperatura
ambiente, ap6s 1 ano, foram iguais a 1,37, 0,70, 1,94 e 1,31, respectivamente. Para a
mesma condicdo (temperatura ambiente) e tempo de armazenamento (1 ano), as perdas
de massa para as formulacGes de PCL, PLA50, PLA37.5GA25 e PLA25GA50 foram
iguais a 35, 26, 67 e 100%, respectivamente. O decréscimo na massa molar da PCL (Mw
= 78.000) para as formulacdes armazenadas a 4 °C foi de cerca de 12% apds 6 meses,
enguanto que para as mesmas formulacdes armazenadas a 37 °C a taxa de degradacéo foi
de 63%. Embora esses resultados indiquem a ocorréncia de perda de massa para as
formulacGes armazenadas em temperatura ambiente, os autores afirmaram que as
formulacGes de PCL e de PLA poderiam ser mantidas por até 1 ano nessas condicdes
(temperatura ambiente ou a 4 °C). No entanto, os autores sugeriram que a degradacao
destes poliésteres alifaticos seria dependente de muitos fatores e que a extrapolagdo
dessas conclusdes a nanoparticulas preparadas por diferentes métodos e constituidas de
diferentes polimeros (massa molar inicial, razdo D, L-lactideos (PLA, PLAGA), relacdo
glicolato-lactato) e armazenadas em diferentes condicdes (temperatura, pH, forca idnica,
exposicao a radiagdo gama) deveria ser cautelosa.

Diante do exposto, acredita-se que a diferenca acerca da estabilidade observada
ao comparar os resultados descritos por Calvo e colaboradores®, Lemoine e
colaboradores®® e os resultados obtidos no presente estudo, estaria relacionada aos
diferentes procedimentos de analise utilizados em cada estudo. Nesse sentido, as analises
cinéticas considerando resultados de cisdo de cadeia (baseados nos valores de Mn),
permitiram predizer respostas relacionadas ao periodo inicial de hidrolise, as quais ndo
podem ser observadas quando se realiza somente analises de Mw, que é o caso dos estudos
citados. Além disso, em nosso estudo, o método de andlise proporcionou que as
nanoparticulas fossem avaliadas integralmente e ndo apenas quanto as modificacOes da
parede polimérica.

Nesse sentido, resultados similares, também foram observados para a PCL em sua
forma macromolecular'’®, bem como para nanoparticulas de PCL3. Previamente,

Hoglund, Hakkarainen e Albertsson (2007)'"%, investigaram a influéncia da forma
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macroscopica da PCL (discos lineares e estrutura porosa), na cinética de degradacéo (37
°C e pH 7,4). Os resultados obtidos mostraram comportamentos diferentes para os valores
de Mw e Mn. Ao avaliar a perda de massa relacionada ao Mw, observou-se uma
diminuicdo da massa molar (relativa ao Mw) de cerca de 16% apds 364 dias, enquanto
que os resultados de Mn mostraram uma diminuicdo de cerca de 70% para a mesma
estrutura avaliada (discos lineares), nas mesmas condigdes. Interessantemente, Coffin e
McGivinitty (1992)%, ao avaliarem a estabilidade de nanoparticulas de PCL e PLA, do
tipo pseudolatex, em meio aquoso a 5 °C, observaram um aumento dos valores de Mw
nos primeiros 28 dias de armazenamento, sendo que ao final de 350 dias, pequenas
mudangas nos valores de Mw ocorreram. Os autores sugeriram que esse aumento inicial
observado para os valores de Mw estaria relacionado a uma maior taxa de degradacéo das
menores cadeias quando comparada a taxa de degradacdo das cadeias de maior massa
molar. Isso fortalece a necessidade da avaliacdo da modificacdo dos valores de Mn, além
do Mw quando se deseja acessar respostas dos periodos iniciais da cinética de degradacéao
de sistemas poliméricos.

Ainda, outra explicacdo estaria baseada nas caracteristicas de cada sistema
avaliado. Visto que as nanoparticulas estudadas por Lemoine e colaboradores (1996)*°
eram do tipo nanoesferas, constituidas somente por parede polimérica e tensoativos e que
nas LNC o polimero, constituinte da parede polimérica, estaria embebido numa interface
nucleo-agua (6leo do ndcleo lipidico e a 4gua da fase externa)?"2%2, poderia ser esperado
que a cinética de degradacdo fosse afetada por essas caracteristicas, ndo sendo possivel
comparar o comportamento desse sistema especifico (LNC) com outros ja estudados.

No que diz respeito aos resultados de perda de massa obtidos para as formulacdes
estudadas, pode-se afirmar que o comportamento frente ao armazenamento, observado
para as formulacdes LNC 1 e LNC 3 era esperado, uma vez que os polimeros apresentam
comportamento assintético. Esse comportamento prediz que maiores alteracbes nas
propriedades do material polimérico ocorrem em moléculas de menor massa molar,
qguando comparadas com a influéncia das alteragdes em moléculas de maior massa
molar?™, 1sso se fundamenta no fato de que quanto maior a massa molar, maior é o
entrelacamento das cadeias (aleatério) e conseqiientemente maior serd a resultante do
somatorio das forcas intermoleculares (Forcas de London) que atuam no material
polimérico. Além disso, a rigidez das cadeias poliméricas em polimeros semicristalinos
esta relacionada diretamente & atracdo entre mondmeros ndo ligados quimicamente?’.

Desse modo, como a PCL de maior massa molar (Mn = 80 kg mol™?) apresenta um
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somatdério de maior nuimero de regides cristalinas e, consequentemente, maior
entrelacamento de cadeias, sua taxa de degradagdo serd menor quando comparada a taxa
de degradacao do mesmo polimero constituido de distribuicdo de cadeias de menor massa
molar (PCL Mn = 10 kg mol™?). Somado-se a isto, um maior nimero de terminacdes de
cadeia (hidroxilas) esta presente na parede de nanocépsulas preparadas com a PCL de Mn
= 10 kg mol?, contribuindo para uma maior disponibilidade desses grupos e
consequentemente, aumentando a probabilidade de ocorrer cisdo de cadeia.

Conforme ja mencionado anteriormente, as diferencas entre a estabilidade das
formulagGes LNC 2 e LNC 3 podem ser explicadas pelo fendmeno de plastificacdo que
estaria ocorrendo para a LNC 2. Este fendbmeno é bem conhecido e reportado pela
comunidade cientifica, o qual indica que a presenca de oligbmeros e/ou monémeros junto
a polimeros de maior massa molar pode atuar como plastificante, fazendo com que as
propriedades mecanicas e térmicas sejam modificadas®*>%’. Dessa forma, a hipdtese de
que a LNC constituida da mistura de PCL de menor massa molar (LNC 2) tivesse sua
taxa de degradacdo aumentada quando comparada com a LNC 3 foi comprovada.

Nesse sentido, estudos também exploraram essas propriedades em sistemas de
liberagdo?°22272 Cai e colaboradores (2002) investigaram a cinética de liberagdo do
quimioterapico 5-fluorouracil (5-FU) em blendas compostas de PLA, PLGA e PCL em
diferentes proporcdes. Os resultados obtidos mostraram que a liberacdo foi proporcional
a fracdo de lactidil/glicolidil presente, obedecendo a seguinte ordem: (PLGA
50/50>PLGA 70/30> PLGA 90/10). A maior proporc¢éo de lactato em relagéo ao glicolato
aumentou a estabilidade frente a liberagdo, uma vez que o é&cido latico é menos
hidrofilico, absorvendo menos agua e diminuindo a taxa de degradaco?®®.

Outra evidéncia acerca da influéncia da mistura de polimeros de diferente massa
molar na composicdo de "pellets” utilizados como sistemas de liberacdo também foram
relatadas por Bodmeier e colaboradores (1989)%¢. Os autores avaliaram a adicdo de
oligdbmeros de PLA a um PLA de maior massa molar na composicao de "pellets” frente a
liberacdo de um farmaco. Foi observado que ocorreu um aumento da permeabilidade da
matriz polimérica para o sistema constituido da mistura de PLA, acarretando em uma
maior liberagcdo do farmaco. Isso foi associado ao fato de que no PLA de menor massa
molar, haveria um maior nimero de grupos carboxila e terminais de cadeia, 0s quais
favoreceriam & hidrolise.

Recentemente, Gamba (2013)%”, estudou a degradacdo in vitro (tamp&o fosfato,

pH = 7,4) de filmes de PDLLA/PLLA para utilizacdo em engenharia de tecidos,
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mostrando que quando maiores quantidades de PLLA de baixa massa molar foram
adicionadas aum PDLLA de alta massa molar, uma maior taxa de degradacdo polimérica
foi observada. Segundo o autor, isto estaria relacionado a degradacdo preferencial das
menores cadeias, e consequentemente a uma maior acessibilidade do meio aquoso as
cadeias de maior massa molar.

A partir dos resultados obtidos para as formulagdes estéreis e ndo estéreis, foi
possivel afirmar que para as formulagdes ndo estéreis, além da hidrdlise quimica abidtica
(clivagem das ligacOes ésteres), estaria ocorrendo uma catalise enzimatica pela presenca
de microrganismos (bidtica). Ainda, merece destaque o fato de que para a formulagédo
LNC 1 ndo estéril foram detectadas bactérias Gram positivas, Gram negativas e fungos
leveduriformes, enquanto que para as formulacées LNC 2 e LNC 3, somente bactérias
Gram positivas e Gram negativas foram detectadas. Por outro lado, quando as mesmas
formulacdes sdo esterilizadas e armazenadas, a taxa de degradacdo é menor, uma vez que
para esta Ultima, ndo foram detectados a presenca dos fatores bidticos que poderiam
auxiliar na degradacdo através da hidrolise passiva das ligacdes ésteres. Cabe salientar
que, até o momento da publicacdo dos dados apresentados nessa tese, a hipoOtese da
influéncia exercida por fatores bioticos e abidticos no armazenamento de nanocépsulas
ainda ndo havia sido investigada na avaliacdo da estabilidade quimica de nanoparticulas
poliméricas quando armazenadas.

Nesse sentido, estudos acerca da influéncia de fatores bidticos na degradacdo de
poliésteres alifaticos!06172:246:248.249274 o (g PCL em sua forma macromolecular ja foram
relatados!8>186:251-254275 ' Em um estudo desenvolvido por Hakkarainem e colaboradores
(2000)%, foi comprovado que a presenca de uma cultura mista de microrganismos foi
responsavel por reduzir filmes de PLLA a um po fino apds 5 semanas de compostagem,
enguanto que, na auséncia de fatores bidticos, as amostras de PLLA permaneceram
intactas. Os autores propuseram que, devido a rapida diminuicdo da massa molar
observada para as amostras em meio bidtico, a hidrolise estaria ocorrendo nos terminais
de cadeia, enquanto que, em meio abidtico, teria ocorrido hidrolise aleatoria das ligacdes
éster, caracterizada pela menor perda de massa. Em outro estudo, Torres e colaboradores
(1996)7?, investigaram a degradagdo de moldes de PDLLA em uma cultura mista de
Fusarium moniliforme e Pseudomonas putida a 30 °C e observaram que, inicialmente,
ocorreu hidrolise quimica e que 0s microrganismos atuaram somente ap6s a quebra das

cadeias, sendo responsaveis apenas pela bioassimilagdo dos sub produtos formados.
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Estudos prévios relataram que filmes de PCL sdo biodegradaveis em culturas
fangicas puras'®184 mistura de culturas de fungos'®, de bactérias e de leveduras®®®.

Benedict e colaboradores (1983) realizou dois estudos comparando a degradacdo de

185 186

filmes de PCL em culturas de fungos*° e em cultura mista de bactérias e de leveduras™®.
Os autores afirmaram que a bactéria gram negativa Cryptococccus laurenti foi
responsavel pelas menores taxas de degradacéo para filmes de PCL de maior massa molar
quando comparada a cultura de fungos.

Com base nessas afirmacdes, além do fator massa molar da PCL, as maiores taxas
de degradacéo para a formulacdo LNC 1 ndo estéril quando comparada a LNC 2 e LNC
3 ndo estéreis, poderia ser explicada pela deteccdo da presenca de leveduras, além de
bactérias Gram negativas e Gram positivas. Em resumo, pode-se estabelecer que dois

mecanismos atuaram na degradacdo das LNC durante o seu armazenamento a 5 °C:

i) Hidrdlise guimica (abidtica)

- observada para as LNC estéreis e caracterizada pela quebra aleatdria das ligacdes
ésteres da PCL (superficie das LNC), a partir do contato da regido amorfa com o0 meio
aquoso. A agua atua como nucleofilo atacando o carbono ligado ao grupamento éster e
gerando grupos terminais carboxilicos;

- 0s resultados de perda de massa para as formulacdes estéreis comprovaram que
a hidrolise predominante no periodo avaliado estaria ocorrendo pela quebra aleatoria das
ligagBes ésteres (caracterizada pela menor perda de massa);

- 0 mecanismo de hidrélise do tipo ndo catalisado prevaleceu para a formulagao
estéril;

- 0s grupos terminais carboxilicos gerados no estagio inicial da hidrolise (quebra
aleatdria das ligacdes ésteres) somente atuariam como catalisadores do mecanismo de
degradacdo no segundo estagio de hidrolise (autocatalisado). Assim, ndo foi verificado a
ocorréncia desse estagio para as formulagdes estereis no periodo do estudo realizado.

ii) Hidrolise quimica (abi6tica) combinada a hidrélise bidtica

- esse mecanismo foi observado para as LNC ndo estéreis, no qual a hidrélise
quimica (explicada no item i)), atuou em conjunto a uma hidroélise biotica catalisada por
microrganismos. Bactérias Gram negativas e Gram positivas (LNC 1, LNC 2e LNC 3) e
leveduras (LNC 1) foram detectadas, mostrando atividade mesmo a baixa temperatura (5

°C) de armazenamento;
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- a hidrolise combinada (abitdtica e bidtica) foi responsavel pela taxa de
degradacdo consideravelmente maior quando comparado aos resultados das LNC
estéreis;

- arapida diminuicdo da massa molar observada para as amostras em meio bidtico
seria explicada pelo fato de que a hidrolise estaria ocorrendo nos terminais de cadeia,
enquanto que, em meio abidtico, teria ocorrido hidrdlise aleatdria das ligagdes éster. Essa
afirmacéo é comprovada pelos resultados de cisdo de cadeia obtidos, 0s quais mostraram
a ocorréncia de um maior nimero de cisdes de cadeia para as formulacdes ndo estéreis;

- embora os resultados tenham sido muito proximos, o mecanismo de hidrélise
ndo catalisado foi predominante na formulagdo ndo estéril, no periodo avaliado;

- 0 &cido 6-hidroxyhexandico gerado como principal produto da degradacdo da
PCL, acarretou na diminuicdo do pH, e, teoricamente, sera responsavel pelo mecanismo
de autocatélise, o qual dara prosseguimento ao processo de hidrolise sendo responsavel
por degradar as regifes mais internas das nanocépsulas.

A partir do exposto, nossos resultados podem ser considerados altamente
promissores, uma vez que foi possivel estabelecer uma metodologia sistematizada para a
avaliacdo da estabilidade quimica de nanoparticulas poliméricas, contribuindo para um
melhor entendimento acerca dos parametros que devem ser avaliados quando se deseja
investigar a estabilidade quimica desses sistemas.

Além disso, cabe salientar, que até 0 momento, o fator esterilidade ndo havia sido
considerado em estudos de estabilidade quimica de sistemas de liberacdo frente ao
armazenamento. Dessa forma estes dados esclarecem aspectos acerca do tipo de hidrolise
que ocorre quando estes sistemas sdo armazenados, mostrando que somente baixa
temperatura ndo é suficiente para prevenir a degradacéo desses sistemas em meio aquoso.

Adicionalmente, foi possivel comprovar que € possivel obter formulag6es estaveis
em meio aquoso por até 60 dias, quando as mesmas sdo esterilizadas. Isso reforca o
potencial destes sistemas como uma plataforma adequada para a administracdo
intravenosa, bem como para a administragdo oral e ocular, sem que seja necessaria a
utilizacdo de métodos de secagem.

Combinando esse conjunto de resultados, acreditamos que esses dados possam ser
utilizados para elucidar quanto as condicdes ideais de armazenamento desses complexos
sistemas supramoleculares dispersos em &gua, uma vez que a fabricacdo de produtos
liquidos injetaveis compostos por nanoparticulas poliméricas ainda € um desafio.

Formulacgdes estéreis podem ser, de fato, uma escolha melhor para garantir a integridade
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de todos os constituintes das LNC, uma vez que o0s resultados mostraram que o
armazenamento a baixas temperaturas (5 °C), sem esterilizacdo, ndo garante a
estabilidade quimica das nanocapsulas poliméricas preparadas com materiais
biodegradaveis. Além disso, visto que as caracteristicas fisico-quimicas da parede
polimérica e as interagdes moleculares dos componentes da LNC influenciam a resposta
bioldgica, os resultados sobre a estabilidade quimica das LNC dispersas em meio aquoso

podem contribuir para explicar futuras respostas quanto a aplicacao desses sistemas.
5.2 Avaliacao da ecotoxicidade das LNC em meio aquatico

5.2.1 Preparacao e caracterizacdo das formulacdes de nanocapsulas poliméricas de
nacleo lipidico (LNC) utilizadas nos estudos de ecotoxicidade e de biodegradagdo em

solos

As formulacdes foram obtidas como liquidos macroscopicamente homogéneos e
esbranquicados com efeito Tyndall. As analises de difracdo de laser mostraram perfis de
diametros de esfera equivalente (d4.3), em percentual de volume, com valores entre 185
+ 25 nm e baixa polidispersdo (Tabela 20). Os didmetros cumulativos em ndmero de 50%
da populagéo total (d0.5) apresentou valores menores que 100 nm (Tabela 20). A faixa
de valores dos diametros hidrodindmicos, determinados pela técnica de espalhamento de
luz dindmico (DLS) foram préximos a 200 nm (Tabela 20), com indices de polidispersao
(PDI) de 0.10 + 0.04.

Por sua vez, os valores do potencial zeta foram ligeiramente negativos (-9,6 + 2
mV) e o pH levemente acido (4,9 £ 0,3) (Tabela 20). Os resultados do NTA mostraram

valores de didmetro médio de 125 + 58 nm. (Tabela 20).
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Tabela 20. Caracterizacdo fisico-quimica das formulagdes de LNC por difracdo de
laser, espalhamento de luz dindmico (DLS), microeletroforese, potenciometria e

rastreamento de nanoparticulas (NTA). (n=3). (Média * desvio padréo).

Método e parametro analisado Resultado

Difragéo de laser

d[4,3]v (hm) 185 + 25
Span 15+0,1
d(0.5)n (nm) 66 £ 2,5
Espalhamento de luz dindmico

(DLS)

z-Average diameter (nm) 183 + 17
PDI 0,10 £ 0,04
Microeletroforese

Potencial zeta (mV) -96+2

Potenciometria
pH 49+0,3

Rastreamento de
nanoparticulas (NTA)

Diametro médio nm 125 + 58
D(0.5) nm 112 + 60
Concentracéo de particulas na (6,4 +0,2)x 10%3

formulacéo (particles mL™1)

As densidades de numero de particulas obtidas por NTA foram préximas a
6,0x10'% particulas por mL e este valor foi utilizado para calcular a concentracio
micromolar de nanocapsulas nas formulag6es liquidas. Os resultados mostraram uma
concentragéo de 4,11x10 2 umol de nanocépsulas por litro de formulagao. A concentragio
baseada no numero de moles de nanocépsulas por litro foi utilizada para calcular a dose
de cada formulag&o aplicada nos ensaios de ecotoxicidade da LNC nos diferentes niveis

tréficos.
5.2.2 Ensaios de ecotoxicidade em diferentes niveis troficos

5.2.2.1 Ecotoxicidade para algas — Pseudokirchneriella subcaptata
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A inibicdo de crescimento das algas foi avaliada apds 72h de exposicdo para
determinar a toxicidade do nanocarreador (LNC) para esse nivel tréfico (Figura 26).
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Figura 26. Inibicdo do crescimento algal em funcdo da concentracdo de LNC durante

72h de exposicdo. Os dados representam a média (n=3) + desvio padréo.

A partir da analise dos resultados da Figura 26 é possivel notar que as menores
concentragdes de LNC testadas (5,15x10° e 2,06x10® umol L) afetaram o crescimento
da populacéo algal em 24%. Ainda, o ICso (concentracdo que inibe o crescimento de 50%
das células algais) foi de 6,34x10® umol L, equivalente a 6,24 mg L™ de formulaco.
No entanto, este resultado ndo pode ser atribuido como sendo um efeito téxico das LNC
para 0s organismos, uma vez que possa estar ocorrendo a interferéncia na passagem de
luz pela turbidez caracteristica das LNC em meio aquoso.

Nesse sentido, estudos anteriores afirmam que o uso de amostras coloridas e/ou
turvas pode afetar os estudos de toxicidade de algas, uma vez que, nesses casos, € dificil
afirmar se o crescimento populacional de algas foi realmente afetado pela interagéo da
amostra ou se foi afetada porque parte da luz foi absorvida pela amostra®’. Bhattacharya
et al. (2010)1 investigaram o efeito da adsorcdo de particulas de poliestireno (tamanho
de 20 nm) na fotossintese de algas. Os resultados mostraram que uma concentracéo de
1,8-6,5 mg L* prejudicou a fotossintese de algas e estimulou a producgdo de Espécies
Reativas de Oxigénio (ROS), os quais foram relacionados a reducdo da intensidade da luz
ocasionada pelas nanoparticulas poliméricas. Devido a isso, os resultados obtidos nesse
estudo podem ser atribuidos a turbidez inerente da LNC em meio aquoso. Ainda, pode-

se afirmar que para as LNC é imprescindivel que outros niveis tréficos sejam avaliados a
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fim de elucidar quanto as concentrag0es seguras que podem estar em contato com o meio
aquético durante eventuais contaminagfes ambientais.

De acordo com o documento publicado pelo NANOREG em 2016%%, o qual
avaliou a ecotoxicidade de diferentes grupos de nanoparticulas para algas
Pseudokirchneriella subcaptata, foi possivel observar que os diferentes laboratdrios
colaboradores obtiveram variabilidade nos dados de ecotoxicidade gerados para esse
nivel trofico. Nesse sentido, o grupo laboratorial, GNano/IFSC-USP, obteve um
IC50=0,25 mg L para AgNPs, enquanto que os resultados de outro laboratorio (NMBU),
mostraram um ECs0=0,008 mg L™ e o laboratério SINTEF relatou um 1Cso de 0,01 mg L
! para dois ensaios realizados com esse mesmo nivel tréfico com nanoparticulas de prata
(AgNPs).

Ensaios realizados pelo grupo GNano/IFSC-USP para nanoparticulas de ZnO
mostraram um I1Cs0=0,07 mg L™, enquanto que para nanoparticulas de TiO2 0 mesmo
grupo relatou um valor de ECs50=50,57 mg L*. Nesse sentido, os ensaios realizados pelo
laboratério colaborador, IK4-Tekniker, mostraram um ECs0=0,27 mg L, enquanto que
o laboratério SINTEF relatou ECs0=11,34-18,77 mg L* para as mesmas nanoparticulas
de TiO». Para nanoparticulas de CeO., o laboratério colaborador, 1K4-Tekniker, obteve
um resultado de ICs0=1,24 mg L. Dessa forma, este documento classificou as NPs
avaliadas em ordem de toxicidade decrescente: AgNPs>ZnONPs>CeO>NPs~TiO2NPs.
Analisando os resultados relatados pelo documento NANOREG, para este nivel trofico, é
possivel concluir que, apesar de uma metodologia padrdo comum, a obtencdo de dados
de ecotoxicidade reprodutiveis em diferentes laboratorios mostra-se como um desafio,
uma vez que, 0s mesmos tipos de particulas mostraram resultados consideravelmente
diferentes nos valores de toxicidade. Dessa forma, cabe ressaltar que a comparacao entre

diferentes tipos de particulas ainda é arriscada.
5.2.2.2 Ecotoxicidade para microcrustaceos — Daphnia simillis

A imobilidade dos microcrustaceos, Daphnia simillis, foi avaliada apds 48h de
exposicdo e os resultados mostraram que as formulag6es de LNC ocasionaram 5% de
imobilidade nos organismos-teste na menor concentragéo avaliada (2,06x10° pmol L)

para esse nivel trofico (Figura 27).
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Figura 27. Imobilizacdo dos microcrustaceos, Daphnia simillis, em funcédo da
concentracdo de LNC durante 48h de exposicao. Os dados representam a media (n=3)

* desvio padréo.

Os resultados mostraram que o ECso para esse nivel trofico foi de 1,3x10° umol
L, equivalente a 65,65 mg L de formulagio.

Ao comparar esses resultados com outros estudos utilizando esses mesmos
organismos e outro tipos de nanoparticulas é possivel sugerir que as LNC apresentam
seguranca ambiental. Nesse sentido, alguns estudos que avaliaram a toxicidade para
Daphnia similis utilizando AgNP (nanoparticulas de prata) mostraram um ECso de 4,70
ug L (0,0047 ppm) 2%% e em outro estudo, foram obtidos resultados similares e um ECso
de 6,90 pug L (0,0069 ppm) quando se utilizou as mesmas particulas (AgNP) e os
mesmos organismos 27,

O 6rgdo NANoREG!®® publicou em 2016 um documento com resultados obtidos
por diferentes laboratdrios colaboradores de estudos que investigaram a toxicidade de
alguns tipos de nanoparticulas utilizando microcrustaceos Daphnia magna.

Para nanoparticulas de prata (AgNPs), o GNano/IFSC-USP e o 1K4-Tekniker,
dois laboratorios colaboradores, relataram um ECso de cerca de 0,076 mg L™ e 0,028 mg
L1, respectivamente. Da mesma forma, o grupo UOS encontrou um ECso de cerca de
0,019 a 0,032 mg L™, apds exposicdes de 48 e 72 horas.

Ensaios realizados pelo grupo GNano/IFSC-USP para nanoparticulas de ZnO
mostraram um ECso=1,44 mg L, enquanto que para nanoparticulas de TiO, 0 mesmo
grupo relatou um valor de ECs0=131,14 mg L, definido como néo toxico. Da mesma

forma, o laboratdrio UOS, encontrou valores de ECso maiores que 100 mg L para NPs
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de TiO2. Ainda, os estudos realizados pelo grupo 1K4-Tekniker mostraram valores de
ECso =2,05mg L™ para SiO, NPs e 33,84 mg L"* para NPs de CeO. Por fim, o documento
publicado pelo NANOREG classificou as nanoparticulas analisadas em ordem
decrescente de toxicidade: AgNPs>ZnONPs>SiO2NPs>CeO,NPs>TiO2NPs. Assim,
quando comparados nossos resultados de ECso (65,65 mg L) obtidos para Daphnia
similis com a definicdo publicada pelo NANOREG para esta faixa de concentragdo
(EC50> 0,1 mg L), é recomendada a realizagio dos ensaios para o 3° nivel tréfico
(vertebrados).

No que se refere a nanoparticulas poliméricas, Besseling et al., (2014)%%®
avaliaram os efeitos de nanoparticulas de poliestireno (nano-PS) (~70 nm) no
crescimento, mortalidade, desenvolvimento de neonatos e malformacéo dos organismos
de Daphnia magna. Os resultados mostraram uma reducdo no tamanho do corpo e
alteracdes na reproducdo dos organismos para concentrac@es de nano-PS entre 0,22 e 103
mg L. Ainda, as malformagGes ocorreram em concentragdes acima de 30 mg L™ de
nano-PS.

Sabendo que 0s microcrustaceos sdo considerados um “organismo chave” para
estudos de avaliacdo da ecotoxicidade aquética devido a alta sensibilidade dos mesmos a
contaminantes ambientais, esses resultados podem ser considerados promissores. Cabe
salientar que em uma concentragio de nanocapsulas de 2,06x10° pmol L foi observada
uma baixa imobilidade (5%) para os organismos de Daphnia similis se comparado a
estudos com outros tipos de nanoparticulas. Além disso, esses organismos representam
uma ligacdo entre os produtores primarios e consumidores secundarios, visto que se
alimentam de algas e servem de alimento para peixes. Complementarmente, alguns
autores indicam que o ensaio com microcrustaceos poderia ser considerada a primeira
escolha para estudos ecotoxicoldgicos utilizando nanomateriais?’®?’’. Pela primeira vez,

esse importante parametro ambiental foi avaliado para LNC.
5.2.2.3 Ecotoxicidade para peixes — Pimephales promelas

A mortalidade para os peixes Pimephales promelas, foi avaliada ap6s 24 e 48h de
exposicéo dos organismos as diferentes concentracdes de LNC (Figura 28A e B).
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Figura 28. Mortalidade (%) de peixes Pimephales promelas, em funcéo da
concentracdo de LNC durante 24h (A) e 48h (B) de exposicdo. Os dados representam a
média (n=3) £ desvio padréo.

A partir da anélise dos resultados da Figura 28, é possivel afirmar que nas primeiras
24 horas ndo pode ser observada toxicidade para concentracdes menores do que 8,22x10°
2 umol L (Figura 28A). Apos 48h, a dose letal mediana (DLso) foi proxima as doses
mais elevadas de LNC testadas (5,81x10° umol L) (Figura 28B) e esse valor foi
equivalente a 986,02 mg L™ de formulagao.

Alguns estudos que avaliaram a toxicidade de nanoparticulas inorganicas para este
nivel tréfico (peixes) mostraram diferentes resultados de DLso. Nesse sentido, Asharani
et al. (2008)?% avaliaram a toxicidade do AgNP para embrides de Danio rerio e relataram
valores de CLso=25 e 50 mg L. Xin et al. (2015)** avaliaram a toxicidade de AgNPs
para embrides de peixe-zebra (zebrafish) e os resultados mostraram valores de CLsg=4,12
mgLte591 mgL™

Ainda, o documento publicado pelo NANoREG!® em 2016, avaliou a toxicidade
de diferentes nanoparticulas para o nivel trofico dos vertebrados, utilizando a espécie
Danio rerio. Os ensaios realizados pelo grupo GNano/IFSC-USP para AgNPs mostraram
um EC50=1 mg L*, enquanto que outro laboratério colaborador, o UOS, obteve um
ECs0=0,59 mg L*. Para NPs de TiO;, o laboratério GNano/IFSC-USP obteve valores de
ECso acima de 100 mg L™ e concluiu que as nanoparticulas de TiO, ndo sdo toxicas para
o nivel tréfico avaliado (D. rerio). Da mesma forma, a Embrapa Meio Ambiente avaliou
a toxicidade de nanoparticulas de ZnO e observou que nas doses maximas testadas (100

mg L) ndo foram observados efeitos letais ou subletais nos peixes da espécie Danio
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rerio. Para nanoparticulas de SiO, o grupo UOS relatou baixa toxicidade para o nivel
tréfico avaliado e os valores de ECso foram acima de 100 mg L.

Assim, quando comparado 0 nosso resultado de ECso (986,02 mg L) com a
definicdo publicada pelo NANOREG em 2016, a qual classificou como néo toxica a faixa
de concentragdo de EC50>100 mg L, é possivel afirmar que as LNC s&o classificadas
como ndo tdxicas para os organismos desse nivel trofico.

Adicionalmente, foram realizadas andlises fisico-quimicas da agua de diluicéo
utilizada nos estudos de peixes ap6s a adicdo das diferentes concentracdes de LNC
(Tabela 21).

Tabela 21. Parametros fisico-quimicos da dgua de diluicdo utilizada no ensaios de

toxicidade com peixes Pimephales promelas. (n = 3)

Concentragdo  Oxigénio

] ] . Dureza
de Dissolvido Condutividade Temperatura
nanocapsulas (mg L Scmt PH (°C) (mg L~

H CaCO0g)
(umol L™1) 02)

- 8,6 191 75 23 41
3,20x10* 8,5 190 7,5 23 41
1,30x10°3 8,4 187 7,5 23 41
5,15x10°3 8,4 185 7,5 23 41
2,06x10°2 8,1 184 7,5 23 41
8,22x10° 8,0 172 7,4 23 41
3,28x101 7,7 160 7,1 23 41

Os resultados das analises da agua de diluicdo utilizada nos ensaios com peixes
mostraram que os valores dos parametros fisico-quimicos tais como oxigénio dissolvido
(OD, 7,7 mg L), pH (7,1) e condutividade (160 uS cm™) permaneceram constantes e de
acordo com a legislacéo vigente mesmo para a maior concentracdo de LNC utilizada. A
legislacdo 357 do CONAMA estabelece valores de pH entre 5 e 9 para os lancamentos

em corpos hidricos?’®

. Ainda, para os valores de OD, essa mesma legislacao prevé que os
mesmos ndo sejam inferiores a 6 mg L para aguas da Classe 1 (destinada ao
abastecimento)?7°.

Esses resultados permitem afirmar que a realizagéo de testes de toxicidade torna-

se imprescindivel na caracterizagdo e no controle de efluentes, uma vez que as anélises
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usuais ndo mostraram alteragdes mesmo quando as maiores concentragdes de amostra
foram adicionadas a agua.

Os resultados dos ensaios de ecotoxicidade permitem concluir que as LNC podem
ser consideradas um sistema seguro de liberacdo de farmacos para os niveis tréficos
avaliados e utilizando as condicGes descritas pelas normatizacGes especificas. O presente
estudo, também possibilita definir as concentragdes seguras quando esses sistemas
nanoparticulados forem descartados em efluentes. Adicionalmente, pode-se afirmar que
esses ensaios podem ser utilizados como bons indicadores para a avaliagdo da toxicidade
de outros tipos de nanocarreadores em estudos futuros.

Complementarmente, os presentes resultados confirmam resultados anteriores de
nosso grupo de pesquisa que avaliaram a toxicidade in vivo desses sistemas. Uma vez que
qguando avaliou-se a toxicidade aguda e subcrénica in vivo usando modelos animais, ndo
foi observada toxicidade da LNC?°31280 Assim, estas descobertas combinadas podem

confirmar a seguranga tanto in vivo quanto ambiental do sistema LNC.
5.3 PERFIL DE BIODEGRACAO DAS LNC EM SOLOS

A Figura 29 mostra as emissdes cumulativas de CO, detectadas apds 90 dias. A
geracdo de CO2 em funcdo do tempo de incubacdo foi detectada para as diferentes
amostras de polipropileno (PP) (controle negativo), papel filtro (controle positivo) e

formulacdo LNC.
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Figura 29. Geracdo de dioxido de carbono (CO2) apds exposi¢do das amostras de LNC,
controle positivo (celulose) e controle negativo (polipropileno) em ensaio de solo

simulado durante 90 dias. *letras iguais significa equivaléncia estatistica para os dados (anélise de
variancia unidirecional (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Os resultados mostraram uma quantidade maior de CO> liberado como produto
metabolizado das amostras de LNC e de papel de filtro (controle positivo) em comparacao
com o controle negativo (polipropileno) (Figura 29). Esses resultados podem indicar a
presenca de um ambiente favoravel ao desenvolvimento e nutricdo dos microrganismos
presentes nas amostras de solo. Portanto, isso garante a confiabilidade desse ensaios de
biodegradacdo em solo simulado?®,

Observou-se um aumento significativo da producédo de CO; para a formulacdo LNC,
a partir do 30° dia (p<0,05). Ainda, a curva de biodegradacdo referente a LNC néo
apresenta tendéncia a estabilizagdo (p<0,05), o que significa que a degradacdo bidtica
desse material continuara se a amostra for submetida a periodos mais longos de
incubacdo. No entanto, ndo € esperado que 100% do carbono presente na amostra seja
convertido em CO2, uma vez que uma parte da cadeia polimérica & convertida em
substancias organicas e biomassa pelos microrganismos!2®,

Esses resultados encontram-se de acordo com estudos anteriores que utilizaram o
mesmo sistema de ensaios de biodegradagio em solo simulado?283, No estudo realizado
por Montagna et al., (2014)?% que investigou a biodegradacdo de polipropileno com
aditivos pro degradantes, as amostras com o aditivo ndo mostraram tendéncia a
estabilizacdo até o periodo avaliado (100 dias). Porém, cabe salientar que a producéo de
CO2 no estudo realizado com o polipropileno foi de cerca de 20 mg. Assim, como poderia
ser esperado, observa-se 0 maior potencial de biodegradabilidade da PCL em relacdo ao
polipropileno modificado. Uma vez que o inicio do processo de biodegradacdo depende
do ataque dos microrganismos na superficie polimérica, preferencialmente hidrofilica, e
que o polipropileno é composto somente de grupamentos CH> (hidrofdbicos), sua baixa
biodegradabilidade é bem reportada na literatura. Por outro lado, conforme ja mencionado
anteriormente, os poliésteres alifaticos sdo conhecidos pela facilidade da hidrdlise das
ligaces éster'®.

Como mencionado na secdo de introducdo, podem ser encontrados alguns estudos
acerca da biodegradabilidade da PCL em meios como a compostagem®®’, o lodo
ativado'® e em diferentes tipos de solos!®16°18 Cape salientar que, embora a
biodegradacao da PCL em sua forma macroscépica tenha sido avaliada, a biodegradacao
deste polimero em nanoparticulas ainda ndo havia sido investigada.

Além disso, embora as nanoparticulas poliméricas (LNC) investigadas na presente
tese, sejam constituidas majoritariamente por PCL, h4 também a presenca de outros

materiais biodegradaveis, como os triglicerideos dos acidos caprico e caprilico (TCC), e
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o0s tensoativos, polisorbato 80 (P80) e monoestearato de sorbitano (MS). Nesse sentido, é
possivel encontrar alguns estudos que foram realizados avaliando a biodegradacdo e a
seguranca desses materiais. A biodegradabilidade de ésteres e polissorbatos de acidos
graxos de sorbitano, como o polissorbato 80 e monoestearato de sorbitano, tem sido
amplamente comprovada, uma vez que eles também possuem usos extensivos aprovados
pela FDA (Food and Drug Administration), como agentes antiespumantes, aromatizantes
sintéticos, estabilizadores e emulsificantes em alimentos e em uma variedade de
cosméticos e produtos medicinais®®. Além disso, em 2005, a Agéncia de Protecio
Ambiental dos Estados Unidos (EPA) publicou um documento®®® que resume
informacdes sobre os ésteres e polissorbatos de acidos graxos de sorbitano, tais como suas
propriedades fisico-quimicas, efeitos toxicologicos, perfil de exposicdo e destino
ambiental e ecotoxicidade. Em relacdo ao destino ambiental, este documento destaca a
existéncia limitada de estudos que avaliem esse parametro para os polissorbatos. Com
base em estudos de biodegradacéo relatados para sorbitanos (monolaurato de sorbitano,
monooleato de sorbitano e outros acidos graxos), que sofrem biodegradacdo moderada
no meio ambiente (60-83% em 28 dias), este documento ressalta a possibilidade de ser
afirmado que, por analogia, pode ser esperado que os polissorbatos tenham caracteristicas
semelhantes no ambiente?®,

Diante disso, os resultados obtidos quanto a biodegradacédo das LNC em solo, refutam
a hipétese de que a estrutura supramolecular dos materiais na LNC nédo afetou sua
biodegradabilidade. Adicionalmente, pela primeira vez, a biodegradacdo de LNC foi
avaliada usando um teste respirométrico adaptado baseado em protocolos padronizados
sob as diretrizes ASTM D 5338-982%° ¢ D6003%2,
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6. Conclusoes

A partir do conjunto de resultados obtidos pode-se afirmar que, ao contrario do
que foi previamente relatado, o armazenamento em temperaturas baixas (5 °C), sem
esterilizacdo, ndo garante a estabilidade quimica de nanocapsulas poliméricas preparadas
com materiais biodegradaveis. No entanto, quando se esteriliza as formulacbes de LNC,
os sistemas coloidais permanecem fisico-quimicamente estaveis por 60 dias, sem que
mudancas significativas de perda de massa sejam observadas por SEC apds extracdo dos
materiais. Esses resultados demonstram que produtos liquidos contendo dispersdo aquosa
de LNC sdo quimicamente estaveis apds esterilizacdo e armazenamento a 5 °C por 60
dias, demonstrando potencial aplicacdo para seu uso por via intravenosa, oral e/ou ocular.

Complementarmente, conclui-se que a composicdo da parede polimérica afetou
significativamente a taxa de degradacdo das LNC por hidrélise. Assim, pode ser afirmado
que a escolha da parede polimérica constituida de 100% da PCL Mn=80 00 g mol (LNC
3) é indicada quando se deseja aumentar a estabilidade desses sistemas.

A deteccdo de microrganismos (bactérias e fungos leviduriformes) nas
formulacdes ndo estéreis, permitiu concluir que a hidrdlise quimica (abiotica) atuou em
conjunto a uma hidrdlise biética catalisada por microrganismos. Adicionalmente, as
maiores taxas de degradacdo das formulacBes ndo estéreis comprovam que 0S
microrganismos mostraram atividade mesmo a baixa temperatura (5 °C) de
armazenamento.

No periodo de tempo avaliado, o mecanismo de hidrolise ndo catalisado
prevaleceu para ambas as formulacdes, estéreis e nao estéreis. A formacdo do acido 6-
hidroxyhexandico, gerado como principal produto da degradacdo da PCL, acarretou na
diminuicdo do pH e dos valores de potencial zeta (em maédulo).

Além disso, a técnica de SEC, bastante difundida na &rea de polimeros, mas ainda
pouco utilizada em estudos para avaliar a estabilidade quimica de estruturas
supramoleculares, mostrou ter alto potencial para a avaliacdo de todos os constituintes
das nanocépsulas e ndo apenas da parede polimerica. Dessa forma, foi possivel
estabelecer uma metodologia sistematizada para a avaliacdo da estabilidade quimica de
nanocapsulas poliméricas, contribuindo para um melhor entendimento acerca dos
pardmetros que devem ser avaliados quando se deseja investigar a cinética de degradagao

desses sistemas.
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Os ensaios de ecotoxicidade aquética permitiram estabelecer uma concentracdo
de seguranca (nivel de exposicao) referente a formulagdo (LNC) que pode estar presente
no ambiente aquéatico em diferentes niveis troficos (algas, micro crustaceos e peixes) sem
causar efeitos nocivos. Assim, 0 presente estudo serve como suporte para a harmonizacgéo
e uniformidade das metodologias utilizadas para futuras padronizacfes de testes de
ecotoxicidade de nanoparticulas em meio aquético.

Alem disso, o teor de geragdo de CO: da formulagdo (LNC) em ensaio de
biodegradacao em solo simulado foi considerado satisfatorio ao comparar com o teor de
geracdo dos controles positivo (celulose) e negativo (polipropileno). Os resultados
permitem afirmar a alta biodegradabilidade desses sistemas. Em conclusdo, a estrutura
supramolecular dos materiais constituintes da LNC, ndo afetou sua biodegradabilidade.

Por conseguinte, o resultado global desse trabalho consistiu ndo somente em uma
importante contribuicdo no estabelecimento dos mecanismos envolvidos na hidrdlise de
nanocapsulas dispersas em dgua, mas também em resultados bastante promissores acerca
da sistematizacdo de uma metodologia de analise que permitiu avaliar esses sistemas de
maneira integral. Adicionalmente, esses resultados contribuirdo para o desenvolvimento
de uma avaliacdo de risco de nanoparticulas poliméricas, uma vez que essas informacgdes
sdo cruciais para melhorar os padrdes de testes de bioensaios e estabelecer diretrizes
guanto a seguranca ambiental desses sistemas em aplicacdes futuras devido a inexisténcia
de uma legislacdo vigente quanto ao impacto de sistemas nanoparticulados no meio

ambiente.
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7. Perspectivas futuras

- Analisar e identificar os microrganismos presentes nos ensaios de solo simulado,
responsaveis pela biodegradacdo das LNC;

- Avaliar o perfil de biodegradagdo das nanocépsulas poliméricas de nucleo lipidico
(LNC) em meio aquoso através da proposta de um sistema que possibilite o
monitoramento da geracdo de CO- (similar ao utilizado nos ensaios em solo simulado) e,
além disso, de uma metodologia que permita avaliar a perda de massa das nanocapsulas
ao final do periodo de exposicéo;

- Investigar o perfil de biodegradacdo em solos das nanocépsulas poliméricas de nucleo
lipidico (LNC) carregadas com farmacos, bem como funcionalizadas em sua superficie;

- Investigar o perfil de biodegradacdo em solos das nanocapsulas poliméricas de ndcleo
lipidico (LNC) constituidas com diferentes paredes poliméricas (LNC 2 e LNC 3);

- Avaliar a ecotoxicidade das nanocapsulas poliméricas de nucleo lipidico (LNC)
carregadas com farmacos, bem como funcionalizadas em sua superficie, a fim de propor
uma tabela com as concentragcfes de lancamento em corpos hidricos que ndo causem

efeitos nocivos aos niveis troficos aquaticos.
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Figura 1A. Distribuicdo de tamanho de particula, por volume (%) e nimero (%), das
formulacdes preparadas com diferentes propor¢des de parede polimérica, antes (LNC) e
apos esterilizacdo (LNCS). Teécnica: difragdo de laser (meio dispersante: agua). Cada

distribuicdo corresponde a média de trés lotes.
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Figura 2A. Espectros na regido do infravermelho para o monoestearato de sorbitano

obtidos a partir de trés lotes diferentes (MS 1, MS 2 and MS 3).
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Figura 3A. Espectro de RMN de *H de (a) de monoestearato de sorbitano (MS 1) e (b)

reproduzido das especificagdes do fabricante. Solvente: cloroformio deuterado (CDClIs).

O hidrogénio residual do solvente foi empregado como referéncia. (400 MHz, 25 °C).
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Figura 4A. Distribuicdo de massa molar obtidas por SEC para os trés lotes de

monoestearato de sorbitano (MS 1, MS 2 e MS 3).

Tabela 1A. Concentracdo dos constituintes presentes na formulacdo LNC utilizada nos

ensaios de ecotoxicidade para algas Pseudokirchneriella subcaptata.

Constituinte da
LNC

PCL

MS

TCC

Volume de formulagdo Meio LC Oligo (mL) Concentracao

(nL)
2,5
5
10
25
50
2,5
5
10
25
50

2,5

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50

(mgL™%)
0,5
1

2

5

10
0,19
0,38
0,76
19
38

0,8
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Constituinte da
LNC

P80

Volume de formulagdo Meio LC Oligo (mL) Concentracao

(nL)
5

10
25
50
2,5
5

10
25

50

50

50

50

50

50

50

50

50

50

(mg LY
1,6

3.2

8

16

0,35

07

1,4

3,5

Tabela 2A. Concentracdo dos constituintes presentes na formulacdo LNC utilizada nos

ensaios de ecotoxicidade para microcrustaceos Daphnia similis.

Constituinte da Volume de formulacdo Agua de diluicdo (mL) Concentracdo
(mg L™7)

LNC

PCL

Span 60

TCM

(nL)
100
200
200
400
100
200
200
400
100
200
200

200
200
200
200
200
200
200
200
200
200
200

5
10
20
40
2
4
8
15
8
16
32
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Constituinte da Volume de formulacio Agua de diluicdo (mL) Concentrag&o

LNC

P80

(nL)
400
100
200
200
400

200
200
200
200
200

(mg LY
64

4

7

14

28

Tabela 3A. Concentracdo dos constituintes presentes na formulacdo LNC utilizada nos

ensaios de ecotoxicidade para peixes Pimephales promelas.

Constituinte da Volume de formulagio Agua de diluicdo Concentracéo

LNC

PCL

Span 60

TCM

(nL)
1.250

2.500
5.000
10.000
20.000
40.000
1.250
2.500
5.000
10.000
20.000
40.000
1.250
2.500

5.000

(mL)

200

200

200

200

200

200

200

200

200

200

200

200

200

200

200

(mg L™1)

62,5
125
250
500
1,000
2,000
23,75
47,5
95
190
380
760
100
200

400
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Constituinte da Volume de formulagio Agua de diluigdo Concentrag&o

LNC (1L) (mL) (mg L™%)
10.000 200 800
20.000 200 1,600
40.000 200 3,200
1.250 200 43,75
2.500 200 87,5
5.000 200 175

P80
10.000 200 350
20.000 200 700
40.000 200 1,400

Tabela 4A. Volume de retencdo (mL), massa molar numérica média (Mn), massa molar
ponderal média (Mw) e dispersidade (b = Mw/Mn), de cada um dos trés lotes diferentes
de monoestearato de sorbitano, obtidos por cromatografia por exclusdo de tamanho
(SEC).

Volume de retengéo Dispersidade
Amostra/Lote Mn Mw
(ml) (B = Mw/Mn)
MS 1 ~ 37,14 - 38,70 775 971 1,25
MS 2 ~ 37,14 - 38,70 777 985 1,26
MS 3 ~ 37,14 - 38,70 790 984 1,24
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Tabela 5A. Analise estatistica dos dados de perda de massa e de dispersidade, para as formulacgdes (precipitado) nao estéreis (LNC) e estéreis
(LNCS), avaliadas durante o armazenamento (60 dias) a 5 °C, por cromatografia por exclusdo de tamanho (SEC). (n=3). Os picos (1), (2) e

(3) séo equivalentes ao TCC, a mistura MS + P80 e a PCL, respectivamente.

Tempo Pico Perda de massa (AMw %) Dispersidade (b = Mw/Mn)
(dias) (SEC) LNC1 LNCS1 LNC2 LNCS2 LNC3 LNCS3| LNC1 LNCS1 LNC2 LNCS2 LNC3 LNCS3
(1) A2 A2 A2 A2 A2 A2 A1,200 A117d Al18 A127 A1,08° A1,08?
0 (2) AD? AD? Ap? AD? Ap? AD? ALA7E ALITR A1230 A1260 A1222 A1,222
3) A0 A0 A0 A0 A0 A0 ALAT:  ALATY A229°  A2.08*  A225* A2 07
(1) AD? AD? A,22 A1,52 A1,42 A2, 52 A1,178  A1,18° A1198 A121F AL07R A1,22P
10 (2) AD? AD? A0,82 A0,92 A7,62 A8,5% A1,16%  A120° A1200  A1200  A115° A1,182
(3) AQ? AQ? A13,6° B35 A160°  B507 A1,54%  A1528  A221P  A2208  AD 182 A2,278
(1) A7 42 A0,22 A3,92 Aq 42 A141° B2 42 A1,278  B116° A1,200 A1L200  A1,122 A1,102
15 2) AD? AD? AB,5% A8,12 AB,5% A7,12 AL172 A123F A1217 A115% AL16° A1,162

(3) A3,82 A3,28  A138> Bpgr  A172d  Bg2a A1,58  A1518  A237°  A231F A215° A2,25%
(1)  ~40,7° B184> “4p,7° B182° A186°>  B51° A1,13¢  A1,10°0  A141 Brist A123P A1,15°
30 (2) A14°  B13*  A351°  Blag9b  A412 A5,22 A1,128  A115%  A129%  Bl40b A116° A1,11°
(3) A29,3* B1g3d  A285¢ Bi50°  A243° Bi25 | A178°  B150%  A246°  B2202 A2 07P B2,232
(1) As42° B213° A500° B33 8c  A204°  B1(Q? A1,33° A135°  A161°P B13s®  A123b A1,27°
60 (2) Ae6,1° B137°  A35 7P Bp55¢ A QR A7,92 A1,05%  B120®  A132°  A135° A113b A1,13°
(3) M3,0° B289° A31,7¢ B198® A284° B1g2d | A155F  A1522  A247b  A241°  A201P B2,14°

abed Jetras mindsculas correspondem a analise realizada por coluna (entre os diferentes tempos para cada formulago);
A,B letras maitsculas correspondem a analise realizada por linhas (comparando a condicéo — estéril e ndo estéril nos diferentes tempos);

*letras iguais significa equivaléncia estatistica para os dados (ANOVA via dois fatores, com pos-teste de Bonferroni e p<0,05).
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Tabela 6A. Anélise estatistica dos dados de massa molar numérica média (M) e ponderal média (Mw) para as formulacGes (precipitado) ndo
estéreis (LNC) e estéreis (LNCS), avaliadas durante o armazenamento (60 dias) a 5 °C, por cromatografia por exclusdo de tamanho (SEC).

(n=3). Os picos (1), (2) e (3) sdo equivalentes ao TCC, a mistura MS + P80 e a PCL, respectivamente.

Tempo Pico Mhn Muw
(dias) (SEC) LNC1 LNCS1 LNC2 LNCS2 [LNC3 LNCS3 | LNC1 LNCS1 LNC2 LNCS2 LNC3 LNCS3
(1)  A1.024* A1.031% | A1.047% A1.045* @ A6522 AB55% | A1.228% A1.203%  A1.231F  A1.320° A706° AT102
0 (2)  A2.777%  A2.799% | A3.010° A3.065% | A1.7997  A1.798% | A3.240° A3.280*° A3.703*  A3.870°  A2.187%  A2.193?
(3) A32.987° A32.478% | A75300% A75.658% @ A71.000% A70.200% | A48.475° A47.778% A173.681° A185.076° A159.790° A159.300°
(1)  A1.019% A1.014°% | A1.024* A1.045% | “649° A579% | A1.195° A1.2000  A1.216%  A1.265° A695° A680°
10 (2)  A2.769% A2.798% | A3.015% A3.042% | A1.7578  AL750° | A3.220° A3.300° A3.646%  A3.670°  A2.020°  A2.075°
(3) A31.377° A31.338% | A69.600° A75.505% | A60.900° “A67.000° | A48.400° A47.545° A161.379° B178.330% ~132.875° B152.280?
(1) AB96°  B1.026% | AQ90°  A1.044% | AB42P A6243 | A1.138° A1.2000  A1.185*  A1.257° ABO5P A689?
15 (2)  A2.760% A2.795% | A2.887% A3.033% | A1.764%  A1.748% | A3.238% A3.500° A3.489%  A3.411°  A2.044%  A2.031°
(3) A29.453% A30.590% | A67.030° B75.515% | A60.213° “A65.000° | A46.615% A46.550° A161.000° B180.280% ~129.600° B146.178?
(1)  Ae47Pc  Bgo7P A463° Bg552 A4BTP A5g52 AT29P Bog3P AB55P B1.080? A575P ABT722
30 (2) A1.687° B2.082° | A1.860° B2.400° | A1.820°  A1.940° | A1.898° B3.240*°  A2.405°  B3200%0  A2.105%° @ A2.145
(3) ~19.278° B25935Y | A54.300° B68.550° @ A57.952° A62.490° | A34.068° B38.995" A133.608° B157.300° “119.870° B139.350°
(1) A427° B573P A386° B617° A4BTP A5532 A562° Bo4gP AB15P Bg35° A573P B700?
60 (2) A1.659° B2.010° | A1.838° A2.020° & A1.765%  A1.839% | A1.748° B2.830° A2.380°  A2.729°  A2.000° @ A2.085%
(3) ~18.140° B22.450 | A52.415° B59.350° @ A56.850° “61.000° | A27.615° B33.975" A127.500° B143.000° ~114.500° ©130.500P

abcd Jetras mindsculas correspondem a anélise realizada por coluna (entre os diferentes tempos para cada formulagio independente);

A,B letras maitsculas correspondem a analise realizada por linhas (comparando a condicdo — estéril e ndo estéril nos diferentes tempos);

*letras iguais significa equivaléncia estatistica para os dados (ANOVA via dois fatores, com pds-teste de Bonferroni e p<0,05).
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Figura 5A. Perfis de distribuicdo de massa molar para as formula¢ées LNC 1 — néo estéril
(@) e estéril (b), LNC 2 — ndo estéril (c) e estéril (d) e LNC 3 — ndo estéril (e) e estéril (f),

armazenadas sob 5 °C durante 60 dias. Resultados obtidos por cromatografia por exclusdo

de tamanho (SEC) para o sobrenadante coletado. Os picos foram integrados como sendo

um dnico pico. n=3.
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Tabela 7A. Andlise estatistica dos dados de perda de massa para o sobrenadante das formulagdes, LNC 1 e LNC 2, estéreis e ndo estéreis ,
avaliadas durante o armazenamento por 60 dias a 5 °C, a partir de cromatografia por excluséo de tamanho (SEC). (n=3). Anélise de variancia

(ANOVA) via dois fatores, seguida pelo pos-teste de Bonferroni (p<0,05).

Perda de massa (%)

Tempo (dias) LNC 1 ndo estéril  LNC 1estéril  LNC 2 ndo estéril  LNC 2 estéril  LNC 3 ndo estéril LNC 3 estéril
0 Aoa Aoa Aoa Aoa Aoa Aoa

10 A3 03 Bp 32 AT Qb Ag 1P Ag 6P Ag,3P

15 AQ,22 AQ,42 Ag b Bg, 9P A10,2° A7 9P

30 A12,7° Bg gb A3 5a Ag AP A15,1¢ A14,4°

60 A5g 1¢ A5g 8¢ A60,0¢ A9 Q¢ A37,1d B24 od

abcd Jetras mintsculas correspondem a analise realizada por coluna (entre os diferentes tempos para cada formulagio independente);
A,B letras maitsculas correspondem a analise realizada por linhas (comparando a condicéo — estéril e ndo estéril nos diferentes tempos);

*letras iguais significa equivaléncia estatistica para os dados (ANOVA via dois fatores, com pos-teste de Bonferroni e p<0,05).
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Tabela 8A. Andlise estatistica dos dados de massa molar numérica média (Mx) e ponderal média (Mw), para o sobrenadante das formulagdes,

LNC 1 e LNC 2, estéreis e ndo estéreis, avaliadas durante o armazenamento por 60 dias a 5 °C, a partir de cromatografia por exclusao de

tamanho (SEC). (n=3). Analise de variancia (ANOVA) via dois fatores, seguida pelo pos-teste de Bonferroni (p<0,05).

Mn Mw
Tempo LNC1 LNC1 LNC2 LNC2 LNC3 LNC3| LNC1 LNC 1 LNC 2 LNC2 LNC3 LNC3
(dias) ndo estéril ndo estéril nado estéril ndo estéril nédo estéril ndo estéril
estéril estéril estéril estéril estéril estéril
0 A236°  A244%  A3200  A320° A325° A205% | A1027¢  A1020%0  A1126%  A1199°  A1087°  A1030°
10 A2682  A2358  A2607  A287R A2642 A2832 A9962 A9972 A1047¢  A1,126°  A983? A9442
15 A3100  A270°  A370°  A290° A262° A2558 | A1025%  A1016°  A1059*  A1128°  A976° A9492
30 A264%  A277%  A270°  A266°  A252%  A264% | AB97P Ag29®  A1087%  A1135%  AQ23*  Aggad
60 A126°  A125P  A13sb Al46°  A173° A175P | A430° A420°  A450°  A491°  Aegad BT3P

abcd Jetras mintsculas correspondem a andlise realizada por coluna (entre os diferentes tempos para cada formulagio independente);

A,B letras mailsculas correspondem a analise realizada por linhas (comparando a condicéo — estéril e ndo estéril nos diferentes tempos);

*|etras iguais significa equivaléncia estatistica para os dados (ANOVA via dois fatores, com pds-teste de Bonferroni e p<0,05).
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Tabela 9A. Distribuicdo de tamanho das nanocapsulas com diferentes proporcGes de
parede polimérica, estéreis e ndo estéreis, antes e apds 60 dias de armazenamento,
determinada por difracdo de laser (n = 3). Diferencas significativas foram avaliadas entre
os dias 0 e 60 para cada grupo de amostra independente (por coluna), pela analise de

variancia unidirecional (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey (p<0,05).

Tempo Span
Formulacéo ) ds.3 (um) do.o (um) dos (um) do.1 (um) )
(dias) (adim.)
0 0,200 + 0,363 + 0,172 + 008+ 16+
LNC 1 0,02 0,01 0,01 0,01 0,1
nio estéril 60 0,225 + 0,413 + 0,193 + 009+  1,7%
0,05 0,09 0,03 0,08 0,2
0 0,192 + 0,350 + 0,159 + 007+ 16+
LNC 1 - 0,03 0,02 0,01 0,06 0,1
estéril 60 0,231 + 0,420 + 0,224 + 0,10+ 1,6+
0,01 0,02 0,08 0,01 0,1
0,185 + 0,415 + 0,181 + 008+ 16+
LNC 2 - 0 0,03 0,03 0,02 0,05 0,1
naoesteril g 0,193 + 0,420 + 0192+ 010+ 17+
0,03 0,02 0,01 0,06 0,1
0 0,183 + 0,415 + 0,194 + 008+  15%
LNC 2- 0,02 0,02 0,09 0,01 0,1
estéril 60 0,210 + 0,420 + 0,200 + 0,10+ 1,6+
0,04 0,03 0,01 0,01 0,1
0,180 + 0,345 + 0,153 + 008+ 16z
LNC 3 - 0 0,03 0,03 0,04 0,05 0,1
ndoesteril g 0,199 + 0,410 + 0210+ 010+ 17+
0,03 0,02 0,01 0,06 0,1
0 0,183 + 0,415 + 0,184 + 008+  15%
LNC 3- 0,02 0,02 0,09 0,01 0,1
estéril 60 0,210 £ 0,420 £ 0,190 £ 0,19 + 16+
0,04 0,03 0,01 0,01 0,1
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