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RESUMO

Nanocapsulas sdo carreadores submicrométricos compostos por um nucleo
lipofilico cercado por uma parede polimérica e estabilizados por tensoativos. O modelo de
organiza¢do dos componentes da nanocapsula a nivel molecular pode ser proposto somente
apos intenso estudo fisico quimico. Nanocédpsulas (NC) ligadas a sondas benzazolicas
fluorescentes foram preparadas para verificar a interagdo dos seus componentes a nivel
molecular. As sondas, benzimidazola (HBN) e benzoxazola (HBO), sdo capazes de
diferenciar o ambiente quimico (polar/apolar) através de decaimentos de fluorescéncia
diferenciados, decaimento normal e por transferéncia protonica intramolecular no estado
excitado (ESIPT), resultado da formagdo de um tautdmero (emissdo deslocada para o
vermelho). Apds 60 dias, o espectro de fluorescéncia para NC1 e NC4, preparadas com
HBN disperso ¢ com o copolimero, PMM-HBN, mostrou diferenca na intensidade da
emissdo ESIPT, variando de 875 para 750 unid. arb., em NCI1, e diminuindo de 700 para
200 unid. arb. em NC4. Para NC4, ap6s 60 dias, a banda da emissdo normal aumenta de 25
para 50 unid. arb. Adicionalmente, as formulagdes NC2 e NCS5, preparadas com sonda
HBO dispersa e respectivo copolimero, PMM-HBO, mostrou resultado similar apos
preparacdo. NC2, contendo HBO disperso na NC, demonstrou uma pequena emissao
normal e uma emissdo ESIPT predominante, enquanto que NC5 demontrou uma intensa
emissdo normal ¢ uma emissao ESIPT menos intensa. Estes resultados mostram que as
sondas quimicamente ligadas aos polimeros foram afetados pela fase aquosa na interface.
Além disso, o modelo para a interface nas NC pode ser uma parede polimérica onde o 6leo
e a agua estdo presentes. Experimentos de inchamento feitos com filmes de poli(metacrilato
de metila) e copolimero com HBN nao revelaram mudancgas no peso dos filmes durante 60
dias. Os estudos mostraram que o inchamento ou dissolu¢cdo dos polimeros nao ocorreram,
nem em 4agua nem em oOleo, durante os 60 dias a temperatura ambiente. No entanto, os
estudos de fluorescéncia sugerem que a agua interage com a parede das nanocéapsulas
preparadas com poli(metacrilato de metila). Finalmente, a permeabilidade da parede
polimérica foi determinada através da adi¢do de etanol as formulacdes de NC3 e NC6.
Todos resultados indicam que as suspensdes de NC apresentam uma interface de fase

continua composto por 6leo polimero e dgua.



ABSTRACT

Nanocapsules are submicrometric drug carriers composed by a lipophilic core
surrounded by a polymeric wall stabilized by surfactants. The model of the organization of
nanocapsule components at a molecular level can only be proposed after a full physico-
chemical study. Nanocapsules (NC) labeled with fluorescent benzazole probes were
prepared and used in order to verify the interaction of their components at a molecular
level. The probes, a benzimidazole (HBN) and a benzoxazole (HBO), are able to
differentiate the chemical environment (polar or unpolar) through different fluorescence
decays, normal and excited state intramolecular proton-transfer mechanism (ESIPT). The
ESIPT fluorescence decay (red shifted emission) is resulted from a tautomer decay. The
fluorescent spectra, after 60 days, for NC1 and NC4 prepared with the dispersed HBN and
with the copolymer, PMM-HBN, showed difference in the ESIPT emission intensity
ranging from 875 to 750 arb. units after 60 days for the former and a decreased from 700 to
200 arb. units for the latter. For NC4 a normal emission band rose from 25 to 50 arb. units
after 60 days. Additionally, NC2 and NC5 formulations prepared with dispersed HBO and
with the respective copolymer, PMM-HBO, showed the similar behaviors after preparation.
NC2, the HBO-loaded NC, showed a small normal emission band and a predominant
ESIPT band, while NC5 showed an intense normal emission and a weak ESIPT emission
band. These results showed that the probes chemically bound to the polymers were affected
by the aqueous phase at the interface. Furthermore, the model for the interface in NC
systems could be a polymeric wall where the oil and the water are present. Swelling
experiments carried out for films of poly(methyl methacrylate) and its copolymer with HBI
showed that no difference in weight was detected after 60 days. The study showed that
swelling or dissolution of the polymer did not occur either in water or in oil after 60 days at
room temperature. However, the fluorimetric study suggested that water interacts with the
wall of nanocapsules prepared with poly(methyl methacrylate). Finally, the permeability of
this polymeric wall was determined by adding ethanol to NC3 and NC6 formulations. The
overall results indicated that the NC aqueous suspensions present an interface

particle/continuous phase composed by oil, polymer and water.
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1. INTRODUCAO

Nanoparticulas poliméricas sdo carreadores de farmacos, submicrométricos
(nanométricos) geralmente classificados como nanoesferas ou nanocapsulas.' O modelo
tedrico proposto para as nanocapsulas corresponde a uma vesicula onde uma parede
polimérica envolve um nucleo oleoso.” Por sua vez, as nanoesferas sdo consideradas
matrizes poliméricas.”> As formas de associagio dos firmacos as nanocapsulas e as
nanoesferas incluem dispersio, solubilizagdo e/ou adsor¢io destes as nanoparticulas.’ Para
que se possa conhecer, aperfeigoar, planejar para obter-se estes sistemas nanoestruturados,
¢ necessario um completo estudo fisico-quimico do comportamento das estruturas em nivel
nanométrico.*” O uso de diferentes fases oleosas como niicleo das nanocapsulas influencia
nas suas caracteristicas fisico-quimicas ¢ em alguns casos o melhor modelo para
determinado nanocarreador seria uma goticula de 6leo, na qual o polimero esta dissolvido.*
Desta forma, o conhecimento da natureza fisico-quimica do sistema em nivel nanométrico ¢
de fundamental importancia para que se possa ter controle sobre o perfil de liberacdo dos
farmacos.*”

Uma técnica, amplamente empregada no estudo de sistemas micelares e emulsoes, ¢
a fluorimetria.** O emprego de sondas fluorescentes que respondem a polaridade do
ambiente tem propiciado o estabelecimento de modelos da organizagdo desses sistemas em
nivel molecular.® A familia dos benzazois ¢ bastante utilizada para esse fim, uma vez que
apresentam transferéncia protonica intramolecular no estado excitado (ESIPT), (Figura 1),
tendo como conseqiiéncia uma maior estabilidade fotoquimica.'® Através da absorgdo de
luz UV pelo conformero enol-cis E; (no estado fundamental) tem-se a formagdo de uma
espécie que no estado excitado, enol-cis (E*), apresenta aumento da acidez da hidroxila ¢
basicidade do nitrogénio dando origem ao tautomero ceto (C*) de menor energia pela
transferéncia do préton da hidroxila para o nitrogénio. O tautdmero C* emite fluorescéncia
a maiores comprimentos de onda levando a espécie tautomérica ceto (C) que retorna a

, . ~ roo. 10,11,1
espécie E; sem qualquer alteragdo fotoquimica.'®'"'®
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Figura 1. Mecanismo de ESIPT (x= O, S ¢ NH).

Os corantes benzazolicos também escolhidos para este trabalho foram recentemente

. 15,1 : r ~
descritos.'® Dependendo do meio ao qual a sonda é exposta tem-se a formacgdo de
diferentes conformeros no estado fundamental, os quais dardo origem a emissdes

L . 12,13
caracteristicas no estado excitado.

Para ambientes polares e/ou proticos prevalecem a
formac¢do dos conférmeros enol-cis aberto (Ep), (Figura 2), enol-trans (Ei;) e enol-trans
aberto (E;v) para as benzimidazolas. Estes conférmeros sdo responsaveis pela emissdo de
fluorescéncia de maior energia a menores comprimentos de onda, descrita como emissao
normal. Para ambientes apolares, mesmo que os demais conférmeros também possam estar

presentes, prevalece a formagao do conférmero enol-cis (E;), o qual é responsavel pela

[ . . 1
emissdo ESIPT a maiores comprimentos de onda.'®

Figura 2. Diferentes conférmeros estabilizados em solugao.



Através de testes de inchamento/dissolu¢ao de polimeros foi demonstrado que
nanocarreadores preparados com poli(acido latico) ou com poli(e-caprolactona) e benzoato
de benzila, como 6leo, seriam goticulas de 6leo com polimero dissolvidos, ao invés de
nocapsulas.* Quando os resultados de testes de inchamento do polimero em 6leo e em agua
demonstram que ndo ha modificagio na massa, tem-se proposto que o modelo para as
nanocépsulas seria uma parede polimérica envolvendo o nucleo oleoso.

Com o objetivo de verificar-se as propriedades nanoscopicas do polimero nas
nanocapsulas propoe-se estudar através da espectroscopia de fluorescéncia, suspensoes de
nanocapsulas preparadas com poli[metacrilato de metila-co-2-(2’-hidroxifenil)benzazola],
comparando-se os resultados com testes de inchamento dos mesmos copolimeros em 6leo e

em agua.



2. OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do projeto ¢ a avaliagdo das propriedades nanoscopicas de um
polimero usado na preparagdo de nanocéapsulas através de fluorimetria. Desta forma o
projeto caracteriza-se pela sintese e funcionalizacdo de sondas fluorescentes para sua
copolimerizagdo com metacrilato de metila, seguida da preparagdo de nanocapsulas
fluorescentes. Considerando que as sondas funcionalizadas serdo sensiveis ao meio,
emitindo em diferentes comprimentos de onda dependendo do meio ao qual serd exposto
(polar, apolar, protico ou aprdtico), a utilizagdo deste sistema propiciard estudos de
caracterizagdo fisico-quimica das nanocapsulas. Considerando que a sonda fluorescente
esta covalentemente ligada ao polimero, este sistema poderd ser estudado em nivel
molecular. Cabe salientar que o ineditismo do trabalho estd relacionado & caracterizagdo
fisico-quimica da natureza da parede polimérica de nanocapsulas. Portanto, a aplicagdo dos
resultados estard relacionada ao incremento de conhecimento necessario para controlar e

desenhar dispositivos de liberagao controlada.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Sintese de corantes benzazolicos fluorescentes.

2. Funcionalizagdo dos corantes para obtencdo de mondmeros benzazolicos
fluorescentes.

3. Copolimerizacao dos mondmeros benzazolicos fluorescentes com metacrilato de
metila.

4. Caracterizagdo fisico-quimica dos polimeros fluorescentes.

5. Preparagdo de nanocépsulas utilizando os copolimeros fluorescentes.

6. Caracterizagdo fisico-quimica das suspensdes de nanocéapsulas (pH, diametro e
distribuicao de particulas, potencial zeta e grau de incorporacao de sonda).

7. Estudo fotofisico das formulagdes contendo os corantes incorporados ou ligados

quimicamente através da emissdo de fluorescéncia.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 FLUORESCENCIA

A fluorescéncia é um processo relaxativo muito rapido (10° 10° s) a partir de
moléculas no estado excitado.'” O tempo de vida relativamente curto (< 10” s) de uma
molécula no estado excitado singlete se deve ao fato de o pareamento de spins ser favoravel
a sua desativagdo para o estado singlete fundamental.'"® O diagrama de energia para as
transicdes possiveis apds a promogao dos elétrons a partir do estado fundamental ¢
mostrado na Figura 3. A distribui¢do de energias caracteristicas das transigdes do estado

excitado singlete para o estado fundamental ¢ observado na forma de espectro de

fluorescéncia.
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Figura 3. Diagrama hipotético mostrando um esquema de curvas de energia potencial para
estados eletronicos fundamental (Sy) e excitados singlete (S;) e triplete (T;), ¢ os eventos
radiativos € nao radiativos que podem ocorrer: 1. Absorcdo de radiagdo (So —*S;), 2.
Emissao de fluorescéncia (S; —*Sy), 3. Conversao interna ¢ relaxagao vibracional (S; —*S),

4. Cruzamento intersistemas (S; —T;), 5. Emissdo de fosforescéncia (T, —*Sy), 6.

Cruzamento intersistemas (T; —*So).



Exceto para moléculas pequenas (diatdmicas) e moléculas rigidas (aromaticas), a
fluorescéncia ¢ um processo dissipativo ndo muito comum. Uma condi¢do fundamental
para que ocorra a fluorescéncia ¢ uma estrutura suficientemente rigida minimizando perdas
ndo-radiativas da energia absorvida e aumentando a probabilidade de transi¢des
radiativas."” Uma ligacdo de hidrogénio intramolecular, como a existente nos heterociclos

2-(2°- hidroxifenil)benzazoélicos, proporciona uma rigidez consideravel para as moléculas.

3.1.1 Benzazbis fluorescentes

Heterociclos benzazoélicos possuem em sua estrutura um anel azolico condensado a
um anel benzénico. O anel azolico caracteriza-se por apresentar dois heterodtomos nas
posi¢des 1 e 3 de um anel de cinco membros, sendo que um deles sempre € o atomo de
nitrogénio. A introdu¢cdo de um grupamento fenila na posi¢ao 2 com uma hidroxila em
posicao orto em relagdo a esta ligagdo proporciona a formagao dos heterociclos do tipo 2-
(2’- hidroxifenil)benzazdlicos (Figura 4). Através da variagao do heteroatomo na posigao 1
(X= O, S e NH) sdo produzidos diferentes derivados, sendo eles, os benzoxazois,

benzotiaz6is e benzimidazoéis, respectivamente.

Figura 4. Estrutura dos 2(2'-hidroxifenil)benzazdis.

Os 2-(2'-hidroxifenil)benzazois caracterizam-se por apresentar propriedades
fotofisicas muito interessantes como uma intensa emissao de fluorescéncia com grande
deslocamento de Stokes, devido a um mecanismo de transferéncia protonica intramolecular

no estado eletrénico excitado (ESIPT).'*?



3.1.2 ESIPT e Deslocamento de Stokes

Muitas moléculas orgénicas sdo capazes de absorver luz na regido do visivel ou
ultravioleta, mas nem todas sdo capazes de exibir luminescéncia. Moléculas organicas que
apresentam mecanismo de ESIPT sdo capazes de absorver na regido do ultravioleta e emitir
na regido do visivel, devido ao aparecimento de uma larga separagdo entre as bandas de
absorc¢do e de emissdo de fluorescéncia. Esta separagdo entre as bandas ¢ conhecida como
deslocamento de Stokes, que ¢ definido como a diferenca entre os comprimentos de onda

dos maximos de emissao e de absor¢do da molécula (Figura 5).
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Figura 5. Deslocamento de Stokes (AAg; ).

O deslocamento de Stokes da maioria das espécies fluorescentes encontra-se na
faixa de 30 a 70 nm. Entretanto, quando a espécie envolvida sofre mudancgas estruturais no
estado excitado, como o fototautomerismo da ESIPT, assumindo uma estrutura de menor
energia antes de emitir luz, o deslocamento de Stokes podera se tornar maior, usualmente

na faixa de 100 a 250 nm.>*



3.1.3 Efeito do solvente na ESIPT

O mecanismo da ESIPT ¢é extremamente dependente da polaridade do solvente.”"

26,27 28,29

Diversos estudos experimentais e teodricos tém sido realizados para melhor
compreender a influéncia da polaridade do solvente na emissao ESIPT.

Sinha e colaboradores realizaram estudo fotofisico das rea¢des prototropicas do 2-
(2"-hidroxifenil)benzimidazol no estado fundamental e excitado utilizando solventes de
diferentes polaridades (ciclohexano, éter, acetonitrila, metanol e agua). A andlise dos
espectros de absor¢do mostrou quatro bandas caracteristicas (330, 280, 240 e 210 nm), que
se desestruturam e deslocam-se para menores comprimentos & medida que se aumenta a
polaridade e a capacidade da formagdo de ligacdo de hidrogénio do solvente. Nos espectros
de fluorescéncia, a emissdo ESIPT foi observada em todos os solventes, apresentando
deslocamento para menores comprimentos de onda com o aumento da polaridade do
solvente e diminuicdo da intensidade na presenca da agua. Em metanol e 4gua foi
observado, a menores comprimentos de onda, o aparecimento da emissao normal, que se
desloca para maiores comprimentos a medida que aumenta a capacidade de ligagdo de
hidrogénio do solvente. A diminui¢do e o deslocamento da emissdao ESIPT na agua foi
explicado pela existéncia de uma competi¢ao no estado excitado pela ligagao de hidrogénio
intramolecular da sonda com o solvente (dgua) o que leva a diminui¢cdo da formagdo da
espécie tautdmérica, responsavel pela ESIPT e a formagdo de espécies que ndo fazem
ligagdo de hidrogénio intramolecular (abertas), responsaveis pela emissdo normal a
menores comprimentos de onda. O mesmo comportamento foi observado e descrito por
outros autores utilizando a mesma sonda.'**"'*

Sarkar e colaboradores® realizaram estudos em micelas de Triton X, dodecilsulfato
de s6dio (SDS) e brometo de cetiltrimetilamoénia (CTAB) em agua, utilizando o 2-(2'-
hidroxifenil)benzimidazol como sonda. Concentracdes crescentes de tensoativo foram
adicionadas, com a sonda dispersa no meio, ¢ medidas de fluorescéncia foram realizadas
apos cada adi¢do. Os experimentos de fluorescéncia demonstraram, que abaixo da
concentragdo micelar critica (CMC), os valores de rendimento quantico, tanto para a

emissdo ESIPT quanto para a emissdo normal, permaneceram inalterados. No entanto,

proximo a CMC dos tensoativos foi verificado um aumento do rendimento quantico da



emissdo ESIPT e um deslocamento para maiores comprimentos de onda, enquanto que na
emissao normal de fluorescéncia foi observada uma diminui¢ao no rendimento quantico. Os
autores relacionaram os resultados do aumento da emissao ESIPT e diminui¢ao da emissao
normal ao processo de micelizagdo verificado pela sonda através da mudanca de polaridade
sofrida por ela no meio. Abaixo da CMC, a sonda encontra-se sob a influéncia da agua,
favorecendo a ruptura da ponte de hidrogénio intramolecular, provocando diminui¢do da
emissdo de fluorescéncia ESIPT e formacdo de espécies, que emitem em menores
comprimentos de onda. Proximo a CMC, inicia-se a formacao dos agregados micelares e a
sonda encontra-se dispersa em ambiente aprotico de menor polaridade, o qual favorece a
espécie formadora de ligacdo de hidrogénio intramolecular, que emite por ESIPT em
detrimento das demais que relaxam via emissdo normal. Baseado nos resultados das
variagdes dos rendimentos quanticos das emissdes de fluorescéncia (normal e ESIPT) em
funcdo da mudanca de polaridade do meio, os autores puderam calcular os valores das
CMC para os tensoativos e chegaram a valores bastante exatos.

Roberts e colaboradores™ realizaram estudos da transferéncia protonica inter e
intramolecular na presenga de ciclodextrinas para o 2-(2'-hidroxifenil)benzimidazol. As
ciclodextrinas geralmente sdo utilizadas para facilitar a solubilizagdo de compostos
organicos hidrofobicos, pois possuem caracteristica externa hidrofilica e uma cavidade
interna hidrofobica. Foram realizados experimentos de fluorescéncia utilizando a 3-CDy, B-
CDp e y-CDx em agua. A medida que as ciclodextrinas foram adicionadas ao meio, foi
observado o aumento nas emissdes de fluorescéncia ESIPT e meia vida (7) em relacdo a
agua. O aumento na emissao e da meia vida foi maior para a B-CDy, do que para as demais.
A explicagdo encontrada foi que os grupamentos dos alcoois secundarios nas posigoes 2 e 3
do anel glicopiranose da B-CDy e y-CDX estariam em ligagdo de hidrogénio entre eles,
resultando numa diminui¢do da solubilidade das ciclodextrinas. No caso da B-CDy um dos
hidrogénios alcodlicos (na posi¢do 2) € substituido por uma metila, tornando a cavidade
mais hidrofobica e aumentando a possibilidades de ligacdo de hidrogénio com a dgua ¢ a
sonda. Simulando a polaridade do ambiente encontrado pela sonda na cavidade da
ciclodextrina com dioxano, etanol e dgua foi proposta a formagdo de um tautdmero de

transi¢do protonica intermolecular, estabilizado por liga¢cdes de hidrogénio intermoleculares



na cavidade da B-CDp, enquanto que para a 3-CDy e y-CDX o tautdmero responsavel pela

ESIPT seria origindrio da ligagdo de hidrogénio intramolecular na sonda.

3.1.4 Polimeros fluorescentes

Nos ultimos anos, o uso de polimeros fluorescentes tem se intensificado nas mais
diversas areas da pesquisa'>'®****. A maior parte das metodologias utiliza sistemas com
sondas fluorescentes dispersas na matriz polimérica ou ligadas quimicamente a mesma.
Suas aplicagdes vdo desde o estudo das propriedades da matriz polimérica®® ou interagdo
entre matrizes,” ao desenvolvimento de novos materiais para laser de corantes,’® materiais
optico-eletronicos,’’ fotoprotetores,”™ e mais recentemente sua utilizacio como ferramenta
de pesquisa na nanotecnologia como nanosensores™ e nanocarreadores’.

A utilizagdo de polimeros fluorescentes na nanobiotecnologia como
nanocarreadores tem sido de grande valia, visto que os polimeros fluorescentes permitem a
visualizacdo do percurso realizado pelos nanocarreadores. Diversos trabalhos foram
publicados avaliando absor¢do, distribuicdo e eliminacdo destes sistemas em orgaos do

4142
corpo humano.™”

3.2 NANOPARTICULAS

3.2.1 Caracterizacao fisico-quimica

A caracterizacdo fisico-quimica das suspensdes de nanoparticulas ¢ dificultada pelo
tamanho encontrado nos sistemas (inferior a 1 pm).>>* Para facilitar a avaliagdo fisico-
quimica dos sistemas nanométricos ¢ utilizada a combinacdo de varias técnicas como
analise morfoldgica, distribuicao do tamanho de particulas, determinagao de potencial zeta,

pHe outras.’
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3.2.2 Espectroscopia de Correlacéo de fotons (PCS)

Uma das técnicas mais utilizadas para a distribui¢do do tamanho das nanoparticulas
¢ a espectroscopia de correlagdo de fotons (PCS).** Através da determinacio da intensidade
da luz espalhada a um determinado angulo em fun¢ao do tempo pode-se obter o tamanho de

particulas de 5 nm a 5 um e sua distribui¢do de tamanho.*

3.2.3 Determinagéo de pH

O monitoramento do pH de suspensdo de nanoparticulas pode fornecer informagdes
sobre o sistema como, por exemplo, indicios de degradacdo do polimero, relaxagdo das

cadeias poliméricas e ionizacdo de grupos carboxilicos funcionais, quando presentes.** ¢

3.2.4 Potencial zeta

Um método muito utilizado para a caracterizagao da superficie das nanoparticulas é
a medida do potencial zeta, que fornece uma boa aproximacao do potencial de superficie
das particulas. Geralmente para obter sistemas nanoparticulados fisicamene estaveis por

; . : . 2,45,4
periodos de tempo maiores o potencial zeta deve ser diferente de zero.>*>*

3.2.5 Proposicdo de modelos de nanocépsulas

El Samaligy*’ e colaboradores (1986) prepararam nanocapsulas de poli(cianoacrilato
de alquila) contendo doxorrubicina. Através de microscopia eletronica de varredura (MEV)
observaram que as nanocapsulas possuiam formato esférico e que o aumento da
concentragdo de mondmero aumentava a espessura da camada polimérica das
nanocapsulas.

Nanocapsulas contendo Miglyol 812° como nucleo oleoso e poli(cianoacrilato de
ISo-butila) como polimero foram submetidas a criofratura e analisadas por microscopia
eletronica de transmissao (MET). Foi observada uma parede polimérica fina (cerca de 5,0

- . 48 - 49
nm) e irregular ao redor do nucleo oleoso.” No entanto, Al Khouri e colaboradores
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analisando a espessura da parede polimérica de nanocapsulas de poli(cianoacrilato de iSo-
butila) por MET, encontraram o valor de 3,0 nm e, por MEV uma morfologia na qual o
involucro das nanocapsulas era liso e uniforme. Adicionalmente, Guinebretiére e
colaboradores™ estimaram, através de MET, a espessura da parede polimérica para
nanocapsulas de poli(e-caprolactona) e Miglyol 812° na presenga de farmaco com valores
entre 1,5 ¢ 2,0 nm.

Em 1993, através da medida comparativa do potencial zeta de suspensdes de
nanocapsulas de poli(e-caprolactona) ¢ de nanoemulsdes (auséncia de polimero na
formulagdo), foi proposto por Losa e colaboradores’ que o polimero que reveste a gota de
6leo (Miglyol 840®) ¢ uma parede descontinua e que a natureza do nucleo oleoso & o
principal fator determinante do potencial de superficie das nanocapsulas. Pelo mesmo

2 em 1996, observaram o efeito dos diferentes

método, Calvo e colaboradores,’
componentes dos nanocarreadores de poli(e-caprolactona), em nanocapsulas, nanoesferas
(auséncia de nucleo oleoso) e nanoemulsdo nos valores de potencial zeta. Verificaram que a
presenca da fase oleosa (Miglyol 840®) nas nanocépsulas e nanoemulsdes provocou um
aumento em modulo do potencial zeta, ocasionando valores mais negativos, em relacdo a
formulagdo de nanoesferas que nao possui o 6leo. O fato dos resultados de potencial zeta
encontrados para nanocéapsulas e nanoesferas serem proximos levou os autores a concluir
que nas nanocdpsulas a parede polimérica, formada ao redor da goticula de dleo, ndo seria
uma parede consistente, mas um fino filme polimérico.

Em 2000, Mosqueira e colaboradores™ avaliaram a influéncia de diferentes 6leos
(Miglyol 810%, Miglyol 812%, Miglyol 829, Miglyol 840, oleato de etila, 6leo de soja,
0leo mineral e dodecano) nas propriedades fisico-quimicas de nanocéapsulas de poli(acido
lactico). Foi constatado que ndo houve variagdo significativa do potencial zeta em fungdo
da natureza do nucleo oleoso, sugerindo que o d6leo ndo esta localizado na interface, mas
completamente encapsulado pelo polimero. Foi analisada também a influéncia da massa
molar do polimero sobre o potencial zeta, com e sem tensoativo (lecitina). Foi constatado
que com a auséncia do tensoativo, o potencial zeta diminuia em modulo a medida que
aumentava-se a massa molar do polimero, enquanto que na presenga do tensoativo nao
houve variacdo significativa do potencial zeta em fun¢do da variacdo da massa molar do

polimero. Com isso os autores concluiram que a lecitina (um fosfolipidio) estaria
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envolvendo o polimero e que seus grupamentos fosfato determinaram o potencial zeta das
nanocapsulas.

Em 2001, Miller e colaboradores’ examinaram através de experimentos de
calorimetria diferéncial exploratoria (DSC), o comportamento dos surfactantes
(monoestearato de sobitano e polissorbato 80) nas formulagdes de nanocapsulas e
nanoesferas de PCL frente a secagem por aspersao. O desaparecimento do pico de fusdo do
monoestearato de sorbitano nas formulagdes de nanocipsulas secas por aspersdo, € a
diminui¢io em 7°C do ponto de fusio do Miglyol®, indicaram que o monoestearato estaria
dissolvido no nucleo oleoso das nanocéapsulas. Enquanto que nas nanoesferas, que nao
possuem Oleo, foi observado a presenga do pico do monoestearato de sobitano no
termograma.

Em 2002 Pohlmann e colaboradores,™ através de espalhamento luz dindmico,
realizaram medidas do coeficiente de difusdo aparente (kp) em nanocapsulas e nanoesferas
de PCL. As medidas de coeficiente de difusdo relacionam a intera¢do da nanoparticula com
a agua através da medida do raio hidrodindmico a 90°. Quanto mais positivo o valore
encontrado para o Kp, maior a interagdo do sistema com a agua, enquanto que, quanto mais
negativo, menor sera a interagdo. Para as NC e NS os valores de kp encontrados, -19 ¢ -14,
demonstraram uma baixa interacdo com a agua. Entretanto, as medidas de kp realizadas
com fins comparativos em NS sem monoesterarato (MO), tensoativo lipofilico, e
nanodispersdao (ND), auséncia de polimero e 6leo, revelaram valores positivos, +28 e +87,
respectivamente. Segundo os autores a interagdo da agua com as NS sem MO e a ND
ocorre pela presenga do polissorbato 80 (tensoativo hidrofilico) na formulagao que estaria
disperso na particula (polimero ou MO, respectivamente) promovendo a absor¢dao de
moléculas de agua e inchando a particula resultando em valores de kp positivos. A pouca
interagdo ocorrida com as NC e NS com a dgua, foi atribuida a presenca do MO disperso no
polimero, que evitou o inchamento mesmo com a presenga do polissorbato 80.

Mayer e colaboradores’ avaliaram a aplicabilidade da espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio na andlise estrutural de nanocéapsulas de
poli(cianoacrilato de n-butila), contendo Mygliol 812%. A anélise foi realizada apés a
formagao das nanocapsulas, mas antes da evaporacdo do solvente organico (etanol). O

modelo proposto foi definido como sendo uma fase externa contendo agua, etanol e
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tensoativo, separada da fase interna por uma parede de poli(cianoacrilato de n-butila) com o
triglicerideo (Miglyol 812%) e o tensoativo adsorvidos. A fase interna contém triglicerideo e
etanol.

Em 2003 Cauchetier e colaboradores®® calcularam a espessura da parede polimérica
de nanocédpsulas contendo atovaquona, preparadas com benzoato de benzila e trés
diferentes polimeros: poli(acido latico) (PLA), poli(e-caprolactona) (PCL) ou poli(acido
latico-co-acido glicélico) (PLGA). Os valores teoricos para a espessura da parede
polimérica foram determinados baseados na hipdtese de que o polimero € o tnico
componente da parede das nanocapsulas. A aproximagdo matematica forneceu um valor
proximo a 20 nm para os trés polimeros. Entretanto, em um trabalho realizado por Guterres
e colaboradores’, foi demonstrado que o benzoato de benzila ndo ¢ apropriado para
formular nanocépsulas de PCL ou PLA, pois através de testes de inchamento/dissolugdo de
filmes destes polimeros foi comprovado que o benzoato de benzila ¢ capaz de dissolver

ambos os polimeros.
3.2.6 Nanoparticulas fluorescentes

Kim e colaboradores,”’ através do método de dialise, formularam nanoparticulas
utilizando o copolimero de poli(etilenoglicol) ligado covalentemente a biontina (PEGBI0),
e o acido trans-retindico como modelo de farmaco. Um estudo da concentragdo de
associagdo critica (CAC) durante a formagdo das nanoparticulas foi realizado através de
espectroscopia de fluorescéncia pela analise dos espectros de emissao e excitacdo do
pireno. Antes da formagdo das nanoparticulas uma mesma quantidade de pireno foi
dispersa na presenga de diferentes concentracdes de PEGBio em agua, e os respectivos
espectros de fluorescéncia analisados. Como o pireno apresenta uma emissdo de
fluorescéncia de baixa intensidade em ambientes polares, que aumenta a medida que
diminui a polaridade do meio, com o aumento da concentracdo de PEGBio aumentava-se a
intensidade da emissdo de fluorescéncia e o espectro de excitagdo apresenta deslocamento
para menores comprimentos de onda (vermelho). Estes resultados indicam a formacao de
nanoparticulas no meio, o que ¢ demonstrado pela interagdo do pireno com os dominios

hidrofobicos emergentes das mesmas através dos estudos de fluorescéncia. A partir da

14



comparagdo entre as bandas do espectro de excitagdo e a razdo de intensidade I337/1334, que
demonstram a presenca do pireno no meio polar (dgua) ou apolar (inteiramente nos
dominios hidrofébicos), pode ser calculado a concentragdo de PEGBio para a CAC.

Kang e colaboradores’” através do método de diafiltragio formularam
nanoparticulas fluorescentes contendo pireno utilizando copolimeros enxertados, como o
metacriloil-poli(N-isopropilacrilamida-co-N,N-dimetilacrilamida (MNDT) e os telomeros
de metacriloil-sulfametoxipiridazina (MSPT), sensiveis a variagdo de pH e temperatura,
respectivamente. As nanoparticulas foram formuladas sob duas condi¢des de diafiltracao,
(I) apH 7 e 35°C e (II) a pH 8 e 45°C. Analisando os resultados de transmitancia optica e a
razao de intensidades das bandas de emissao de fluorescéncia ls37/l334 das nanoparticulas os
autores determinaram a provavel organizagao do copolimero na nanoestrutura. Observou-se
que os aumentos da razdo lj37/l334 eram diferentes de acordo com a metodologia
empregada, (I) ou (II), supondo a existéncia de duas estruturas. Constatou-se que quando
era utilizado a condicdo (I) as razdes de intensidades de fluorescéncia eram menores que na
condi¢dao (II), o que levou a conclusdo de que o nucleo da nanoestrutura em (II) era
composto de MNDT, mais hidrofobico, enquanto que na (I) o nucleo seria formado de
MSPT mais hidrofilico. Desta forma, pela selecio do método empregado, os autores
puderam selecionar as caracteristicas do nucleo e da parede das nanoparticulas a serem
produzidas, mais hidrofébicas ou mais hidrofilicas.

Lo e colaboradores™ prepararam formulagdes de nanoparticulas utilizando
copolimeros enxertados de poli(acido latico) (PLA) com poli(N-isopropilacrilamida-co-
acido metacrilico) [(P(NIPAm-co-MMA)] biodegradavel e sensivel ao ambiente. O
P(NIPAm) ¢ um polimero hidrofilico, soluvel em agua abaixo da temperatura critica de
solucdo (LCST), e que acima da LCST apresenta uma transi¢do com agregacdo e
diminuicdo da solubilidade, adquirindo caracteristicas hidrofobicas. A introdugdo
randomica de pequenas propor¢des do MMA (até 7%) nos copolimeros de P(NIPAm)
aumenta a sua LCST, e o torna sensivel a variagdo do pH, o que faz com que possa ser
aplicado em sistemas de liberacdo a nivel intracelular. A partir destes copolimeros,
nanoparticulas foram preparadas através do método de diélise utilizando 5-fluorouracila (5-
FU) como farmaco e pireno como sonda. A estrutura das nanoparticulas foi avaliada em

diferentes intervalos de tempo, ap6s incubagdo em células de carcinoma hepatico (HA22T),
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através dos espectros de excitacdo de fluorescéncia em 340 nm e emissdo de fluorescéncia
em 370-500 nm (l,/15). A variacao nas intensidades das bandas Iy/15, utilizadas como indice
de polaridade, mostraram que as nanoparticulas no pH 7,4 sao mais hidrofébicas que no pH
5, abaixo da LCST. Isto ocorre, segundo os autores, porque em meio acido temos a
diminui¢do da transi¢do de fase/temperatura das nanoparticulas, devido a diminui¢do das
ligagcdes de hidrogénio que ocorrem entre os grupos acido do MMA-COOH e amida do
NIPAm-CONH. Os resultados das razdes das intensidades de fluorescéncia, apds a
incubacdo das nanoparticulas a 37 °C nas células de carcinoma hepdatico, demonstraram as
primeiras alteragcdes apds 90 minutos, tempo estimado para que as nanoparticulas
penetrassem nas células. Neste tempo a razdo lyls indica que o pireno encontra-se
localizado em uma regido hidrofobica das nanoparticulas, o nucleo de PLA. Com o passar
do tempo, aos 150 min de incubagdo, temos uma alteragdo na razdo de intensidade que
chega ao maximo nos 180 minutos. A altera¢do na razdo indica que o ambiente sondado
pelo pireno na nanoparticula mudou de hidrofébico para hidrofilico. A explicacdo dada
pelos autores € a de que a exposi¢ao ao meio acido intracelular causou uma deformacao na
nanoparticula expondo o pireno ao meio aquoso. O experimento de liberagdo da 5-FU, feito
em pH acido, demonstrou uma liberag¢do significativa de mais de 25 % do farmaco em 1

hora, concordando com os resultados de emissao de fluorescéncia fornecidos pelo pireno.
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4. EXPERIMENTAL
4.1 SINTESE DAS BENZAZOLAS

4.1.1 Sintese da 2-(5’-amino-2’-hidroxifenil)benzimidazol™

Uma solucdo de acido polifosforico (19 mL) e acido 5-amino-2-hidroxibenzoico
(1,46g; 9,54 mmol) foi mantida sob agitagdo magnética e temperatura de 50 °C até a
solubilizagdo completa. Em seguida, adicionou-se 0-aminofenol (2,00 g; 18,51 mmol). O
sistema foi fechado com um “trap” secante contendo cloreto de célcio e aquecido a 200°C.
ApoOs 4 horas, o meio reacional foi resfriado e a solu¢do vertida em agua gelada, o
precipitado foi neutralizado com Na,CO; (10%) e posteriormente filtrado. O produto foi
seco a temperatura ambiente e purificado por cromatografia em coluna, utilizando-se o

cloroféormio como eluente. Rendimento: 53 %, Pf. : 190-192 °C.

4.1.2 Sintese da 2-(4'-amino-2'-hidroxifenil)benzoxazol®

Uma solugdo contendo acido polifosforico (15 mL), acido 4-aminosalicilico (1,00 g;
6,54 mmol) e 0-amino-fenol ( 0,70 g; 6,43 mmol) foi mantida a 180°C por 5 horas com
agitacdo magnética sob atmosfera de N,. A mistura reacional foi vertida em gelo picado,
neutralizada com Na,COs (10%) e filtrada. O precipitado, produto bruto, foi seco a
temperatura ambiente e purificado por cromatografia em coluna utilizando diclorometano

como eluente. Rendimento: 61 %, Pf. : 226-228 °C
4.2 SINTESE DOS MONOMEROS FLUORESCENTES
4.2.1 Sintese do 2-(5’-N-dietilmetilenomanolato-2’-hidroxifenil)benzimidazol (1)*

O 2-(5’-amino-2’hidroxifenil)benzimidazol (1,69 g; 7,51 mmol) foi solubilizado em
etanol (45 mL). Em seguida adicionou-se 1,52 mL (7,53 mmol) de pB-
etoximetilenomalonato de dietila e a solugdo foi aquecida sob agitacdo magnética a

temperatura de refluxo. Apds 4 horas, o produto precipitou no meio reacional e foi filtrado,

lavado com etanol a quente e seco a temperatura ambiente. O produto bruto foi purificado
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por cromatografia em coluna, utilizando diclorometano como eluente. Rendimento: 54 %,

Pf. : 218-220 °C

4.2.2 Sintese do 2-(4’-N-acriloilamida-2’-hidroxifenil)benzoxazol (2)™*°

Apos a solubilizagdo de 0,50 g (2,21 mmol) de 2-(4-amino-2'-
hidroxifenil)benzoxazol em 10 mL de cloroférmio, o meio foi resfriado a 5 °C. Em seguida,
adicionou-se a solucdo 0,169 g (2,21 mmol) de cloreto de acriloila. A solugdo foi aquecida
sob agitagdo magnética a temperatura de refluxo. Apds 24 horas, o produto precipitado foi
filtrado, lavado com etanol a quente e seco a temperatura ambiente. O produto bruto foi
purificado por cromatografia em coluna, utilizando-se diclorometano como eluente.

Rendimento: 44 %, Pf. : 255-257° C

4.2.3 Sintese do 2-(4-N-dietilmetilenomalonato-2-hidroxifenil)benzoxazol (3)*°

Ap6s solubilizacdo do 2-(4'-amino-2'-hidroxifenil)benzoxazol (0,35 g; 1,53 mmol)
em etanol (10 mL) o PB-etoximetileno malonato de dietila (0,33 g; 1,53 mmol) foi
adicionado a solu¢@o. O meio reacional foi aquecido sob agitagdo magnética a temperatura
de refluxo. Apos 24 horas, o produto precipitado, foi filtrado, lavado com etanol a quente e
seco a temperatura ambiente. O produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna

utilizando cloroféormio como eluente. Rendimento: 80 %, Pf. : 176-178 °C

4.3 COPOLIMERIZACAO

Cada mondmero fluorescente (1), (2) ou (3) foi dissolvido em metacrilato de metila
(MMA), seguido da adicao de iniciador radicalar, azobisisobutironitrila (AIBN), (Tabela
1). As misturas reacionais foram mantidas na estufa a temperatura de 60 °C por 4 horas.

Apo0s polimerizacao, os copolimeros foram retirados da estufa e dissolvidos em 100 mL de

* Este produto foi gentilmente cedido por Fabiano S. Rodembusch do Laboratério de Novos
Materiais organicos (LMNO), coordenado pelo professor Valter Stefani.
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cloroférmio e precipitados em 300 mL de éter de petroleo. O procedimento foi repetido até
que apo6s purificacdo nao fosse detectada fluorescéncia no filtrado.

Paralelamente foi preparado o poli(metacrilato de metila) (PMMA) na auséncia de
monodémero fluorescente, empregando-se AIBN (0,085 mmol) e MMA (49 mmol). O

esquema da obtengdo dos copolimeros e seus rendimentos sdo mostrados na Figura 6.

Tabela 1. Composi¢do de mondmero fluorescente, iniciador radicalar e metacrilato de

metila para a sintese dos copolimeros fluorescentes.

Mondmero fluorescente

Copolimero o(mmol) AIBN g(mmol) MMA mL(mmol)
“ (1) 0,0025 g (5.10” mmol) 0,0146 g (9.10” mmol) 5 mL (49 mmol)
®) (1) 0,0029 g (10> mmol) 0,0145 g (9.10” mmol) 5 mL (49 mmol)
(6) (1) 0,0033 g (8.10” mmol) 0,0149 g (9.10” mmol) 5 mL (49 mmol)
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Figura 6. Esquema da obtengao dos copolimeros, (4), (5) e (6), PMMA e seus rendimentos.

44 PREPARACAO DAS FORMULACOES DE NANOCAPSULAS E
NANOEMULSAO

As nanocapsulas foram preparadas por deposi¢do interfacial de polimero pré-

formado e a nanoemulsdo por emulsificacdo espontanea utilizando-se do método de
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nanoprecipitacio.” A fase aquosa foi preparada da mesma maneira para todas as
formulagdes de nanocépsulas e nanoemulsdo, dissolvendo-se o polisorbato 80 (P80) (0,076
g) em agua destilada (53 mL). A fase oleosa varia de acordo com a formulacado,
nanocapsulas (NC) ou nanoemulsdo (NE). Para as NC foram preparadas seis fases oleosas
diferentes. Trés delas contendo os copolimeros, (4), (5) e (6), foram chamadas
respectivamente de NC4, NC5 e NC6, enquanto que as outras trés contendo PMMA e as
sondas dispersas, (1), (2) e (3), foram chamadas de NC1, NC2 e NC3. Para a preparagdo de
cada fase oleosa das NC os copolimeros e/ou as sondas com o PMMA (Tabela 2) foram
dissolvidos em acetona (27 mL), acrescidos de monoestearato de sorbitano (MO) (0,076 g)
e triglicerideos do acido caprico e caprilico (TGC) (0,33 mL). A fase organica da
formulagcdo de NE foi preparada sem a utilizagdo de PMMA ou de copolimeros, com a
presenga de quantidades proporcionais da sonda (2) dispersa (Tabela 2) e chamada de NE2.

Ap6s dissolucdo dos componentes, a fase organica foi vertida na fase aquosa. A
mistura foi mantida sob agitagdo por 10 minutos e, em seguida, evaporou-se a acetona e
parte da dgua, concentrando-se a suspensdo a volume final de 10 mL, ajustado em baldo

volumétrico. Um esquema da preparagdo das nanoparticulas ¢ mostrado na Figura 7.

Tabela 2. Composi¢do quali-quantitativa das diferentes fases orgéanicas utilizadas na
preparacdo das nanocapsulas e da nanoemulsao.

Formulacéo PMMA (g) Copolimero S:;c::irgzcr’c? ((;‘:)" Mondmero Qua dqgs:?;d(g T?gég; ero
NC1 0,032 _ _ (1) 24,0
NC2 0,030 3 3 2) 15,5
NC3 0,031 _ _ (3) 12,0
NC4 _ (4) 0,029 _ _
NC5 _ (5) 0,032 _ -
NC6 _ (6) 0,031 _ —
NE2 (2) 15,5
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Figura 7. Esquema de preparag@o das nanocapsulas e nanoemulsdes.

4.5 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

4.5.1 Caracterizacdo fotofisica dos mondmeros e copolimeros

Quantidades conhecidas dos mondmeros foram pesadas e dissolvidas em acetato de
etila. Para os copolimeros foram pesados com exatidao cerca de 0,030 g dos copolimeros e
posteriormente dissolvidos em 3 mL de acetato de etila. Para a obtencdo dos espectros de
absor¢cdo dos mondmeros e dos copolimeros foi utilizada cubeta de quartzo, 10 mm, tipo
101-S (Suprazil) e espectrofotometro Shimadzu (UV-1601 PC). Para a analise fotofisica
dos mondmeros e copolimeros, os passos anteriores foram repetidos utilizando-se cubeta de

quartzo, tipo 100-S (Suprazil) e um espectrofluorimetro Hitachi (F-4500).
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4.5.2 Caracterizacéo fotofisica das nanocapsulas e nanoemulsao

Com o objetivo de minimizar o espalhamento encontrado em amostras turbidas,
como suspensdes, as analises de emissdo de fluorescéncia das nanocapsulas e nanoemulsdo
foram realizadas vertendo-se as amostras diretamente na cubeta triangular de quartzo
(Hellma). As medidas de fluorescéncia foram realizadas em espectrofluorimetro Hitachi (F-

4500).

4.5.3 Caracterizacéao fotofisica das nanocéapsulas com adicéo de etanol

Os espectros de emissao de fluorescéncia apds as adi¢des de etanol foram realizados
conforme item 4.5.2.

Primeiramente foi realizado um espectro de fluorescéncia, com 1 mL de suspensado
de nanocépsula na auséncia do etanol. Apos o espectro inicial, 100 uL de suspensdo de
nanocapsulas foram retirados da cubeta e 100 pL de etanol foram adicionados em seu lugar,
mantendo o volume final de 1 mL. As proporcdes subseqiientes de etanol/suspensdo foram
preparadas da mesma forma a partir da suspensdo original, retirando-se respectivamente
200, 300, 400, 500, 600, 700, 800 uL de suspensdo, para cada aliquota, e acrescentadas de

mesmo volume de etanol, mantendo-se o volume final de 1 mL.

4.5.4 Teste de inchamento

Para preparacdo dos filmes do copolimero (4) ¢ de PMMA os mesmos foram
dissolvidos em cloroférmio. Posteriormente, evaporou-se o solvente até massa constante.
Para as analises, foram pesadas 6 amostras de filmes de cada polimero. Para o copolimero
(4) as massas dos filmes foram 0,4066 g, 0,6091 g, 0,4734 g, 0,2069 g, 0,5716 g ¢ 0,2970 g
e para o PMMA as massas foram 0,2800 g, 0,2871 g, 0,2534 g, 0,3001 g, 0,3734 g ¢ 0,2809
g. As amostras foram divididas em duas baterias de triplicatas, sendo uma coberta com
dgua e a outra com o6leo (TGC). Os frascos foram fechados e deixados a temperatura

ambiente. Diariamente, na primeira semana, as amostras foram secas com lengo de papel e
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pesadas. Apos a segunda semana, as amostras foram pesadas semanalmente até¢ 60 dias de

armazenamento.

4.5.5 Espalhamento de luz dindmico

Uma aliquota de 50 uL de cada formulagdo foi diluida em baldo volumétrico (25
mL) utilizando como solvente 4dgua MilliQ®, filtrada em filtro de 0,45 pm (MilIipore®).
Aproximadamente 10 mL de cada solucdo foi transferida para cubetas de analise para
medida do tamanho de particula em angulo fixo de 90°. Utilizou-se um equipamento
Brokhaven (gonidmetro BI-200 M, correlacionador digital BI-9000 AT e sistema de
detec¢dao BI-9863) com fonte laser Spectra-Physics He-Ne, modelo 127, A = 632,8 nm e 35

mW de poténcia.

4.5.6 Medida do diametro das nanocapsulas apos adi¢do de quantidades crescentes de
etanol.

A medida do didmetro das nanocapsulas, apds adicdo de volumes crescentes de
etanol, foi acompanhada por PCS, conforme descrito no item 4.5.5.

Foi medido inicialmente o didmetro das NC antes da adi¢do de etanol, através da
diluicao de 50 puL da suspensdo até o volume de 25 mL com agua. Foi adicionado, entdo, na
mesma solu¢do (5,0 mL), volumes crescentes de etanol (0,5 mL até 10 mL), sendo que,
apods cada adi¢do, o didmetro efetivo de particula foi novamente medido. As medidas foram

realizadas em triplicata.
4.5.7 Medida de pH das suspensdes de nanoparticulas
O pH foi medido vertendo-se as suspensdes em béquer de 15 mL. Para realizacao

das medidas utilizou-se potencidometro Micronal B-474, previamente calibrado com

solucdes tampao Digimed® pH 4,00 ¢ 6,02.
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4.5.8 Potencial zeta

O potencial zeta das suspensdes de nanoparticulas foi determinado através de
Zetasizer®nano-ZS modelo ZEN 3600 (Malven, EUA). As determinagdes foram realizadas
de 15 em 15 dias pelo periodo de 60 dias. As amostras foram preparadas diluindo-se 3
gotas das suspensdes NC1 ou NC4 em 15 mL de solugdo NaCl (1 mM). As dilui¢cdes foram

feitas em triplicata para cada medida durante os 60 dias de analise.

4.5.9 Preparacdo das solu¢bes de DMSO/agua

As solugdes de DMSO/agua nas proporgdes 90:10, 80:20 e 60:40 foram preparadas
a partir de uma solu¢do padrao de DMSO com sonda benzimidazol na concentragao de 360
pg/mL. Aliquotas de 24 pg, proporcional a concentracdo de sonda ligada ao copolimero na
NC4, foram dissolvidos em baldo de 10 mL na presenga das propor¢des de DMSO citadas e
completados com agua MilliQ®. A concentragio final das solugdes foi de 2,4 pg/mL (6,1 x

10° M ) de sonda benzimidazol.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO FOTOFISICA DOS MONOMEROS E COPOLIMEROS

Os monomeros (1), (2) e (3) foram copolimerizados com metacrilato de metila em
presenga de AIBN (Figura 8). Apods purificagdo, os copolimeros (4), (5) e (6) foram
obtidos com rendimentos de 66, 58, 55 %, respectivamente. A porcentagem de
incorporacdao das sondas fluorescentes e as massas molares médias dos copolimeros siao
mostrados na Tabela 3. A determinacdo dos percentuais de incorpora¢do dos mondmeros
nos copolimeros e as respectivas quantidades de mol de sonda por mol de polimero foram
realizados a partir dos valores de absorbancia de cada amostra, considerando os
coeficientes de absortividade molar (en:x) dos corantes funcionalizados em acetato de etila
(Tabela 4). Na Tabela 4 também sdo descritos 0s Anix de absor¢do no UV e de emissdo no
visivel dos mondmeros e dos copolimeros. Os espectros de absor¢do no UV e de emissdo
de fluorescéncia dos mondmeros e dos copolimeros estdo normalizados € sdo mostrados na
Figura 9. O espectro de absor¢do de UV-Vis do copolimero (4) comparado com o do
mondmero (1) (Figura 9a)" nio apresentou deslocamento significativo do comprimento de
onda do maximo de absor¢ao (Tabela 4). Quanto ao espectro de emissao de fluorescéncia,
foi observado uma emissao ESIPT proveniente do conformero (E;) no estado fundamental,
tanto para o mondmero quanto para o copolimero com maximos de emissao muito
proximos. A auséncia da emissdo normal de fluorescéncia, em menores comprimentos de
onda, evidencia que o equilibrio conformacional estd deslocado para a forma Ej,
majoritariamente presente na solugdo. Por outro lado, os copolimeros (5) e (6) (Figura 9 b
e C) apresentaram modificagdes em relacdo aos mondmeros respectivos, (2) € (3). Ambos
apresentaram deslocamento no comprimento de onda do maximo de absor¢do apds a
copolimerizacdo. Esses resultados estdo de acordo com resultados anteriores descritos para
estes mondmeros na literatura,'® indicando que os mondmeros fluorescentes (4), (5) e (6)
devem estar covalentemente ligados as matrizes poliméricas. Quanto aos espectros de
emissdo de fluorescéncia dos mondmeros (2) e (3) e de seus respectivos copolimeros, (5) e
(6) (Figura 9 b e c), ¢ observado que além de apresentarem emissdo ESIPT, todos

apresentam emissdo normal de fluorescéncia, a menores comprimentos de onda. Esses
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deslocamentos estdo relacionados a presenca dos conformeros Ej e Epy no estado

fundamental.'®

HO

N

CrS
N H
\H N

H/ \ COOEt
(l) EtOOC

(2)
C[N\>—©7N>=<cooa
o \H

3)

MMA

—_—
AIBN

MMA
—_—

AIBN

MMA
—_—

AIBN

CH, CO,Et

e Eamy

CO,Me CO,Et NH

(4) £ ~OH
A

HN N

CH,

—E—CHz—la’—ECHZ—CH}l—

R

CO,Me (1720

NH
(5)

OH

07 X

CH, CO Et
S
i

CO,Me  CO,Et NH

(6)

Figura 8. Esquema das reagdes de copolimerizagio.

27



Tabela 3. Mn obtido por GPC, polidispersao e porcentagem de incorporagdo (I) do

mondmero fluorescente e quantidade de monomero na cadeia polimérica.

Amostra  Mn x 10°(g/mol) Mw x 10°(g/mol) Mw/Mn I1(%)  mol de sonda/mol de polimero

Copolimero (4) 195 624 3,2 85 0,39

Copolimero (5) 162 890 5,2 67 0,28

Copolimero (6) 290 725 2,5 51 0,29
PMMA 170 595 3,5 0 0

Tabela 4. Maximos de absor¢do, emissdo e absortividade molar dos mondmeros e

copolimeros.

Amostra Ao Aem ESIPT AAg ESIPT Aem Normal AdgNormal g (Lmol'em™)
mondmero (1) 327 504 177 _ _ 3,20x 10*
copolimero (4) 326 503 177 _ _ _
mondmero (2) 337 472 135 380 43 3,81x 10*
copolimero (5) 331 473 142 370 39 _
monémero (3) 357 468 111 394 37 721x 10*
copolimero (6) 360 469 109 392 32 _

Considera-se que para a existéncia de conformeros (Ep), (Em) e (Erv) em equilibrio
no estado fundamental com enol-cis (E;), as energias de solvatacdo devem favorecer a
interconversio entre os conformeros.'>'>*"** Considerando que o conférmero (Eyy) provém
de (E;) pelo rompimento da ligacdo de hidrogénio intramolecular entre o nitrogénio azdlico
e o hidrogénio fenolico a estabilidade relativa da ligacdo de hidrogénio nas sondas (1) e (4)
provavelmente ¢ maior que a estabilidade relativa das ligagdes de hidrogénio nas sondas
(2), (5), (3) e (6), pois estas sondas apresentaram emissdes normais em solu¢ao de acetato

de etila.
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52 CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DAS NANOCAPSULAS E
NANOEMULSAO

5.2.1 Espalhamento de luz dinamico

Os diametros efetivos e a polidispersdao das nanocéapsulas e da nanoemulsao obtidos

através de espalhamento de luz dindmico sdo mostrados na Tabela 5.

Tabela 5. Diametro efetivo ¢ desvio padrdo das nanoparticulas.

Formulacao Diametro efetivo (Polidispersdo)
NCl1 234 (0,128)
NC2 245 (0,087)
NC3 210 (0,160)
NC4 215 (0,090)
NC5 224 (0,085)
NCo6 220 (0,122)
NE2 260 (0,093)

Todas as formulagdes apresentaram didmetro de particulas menores que 260 nm e

polidispersao menor que 0,16.

5.2.2 Medidas de pH

Os resultados das medidas de pH apds preparacao das formulagdes de nanocapsulas

e da formulagdo de nanoemulsdo sdo mostrados na Tabela 6.
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Tabela 6. Resultados das medidas de pH para as nanocapsulas e para a

nanoemulsao.
Formulagao pH Desvio padrao
NC1 6,25 10,04
NC2 6,16 +0,13
NC3 5,98 +0,09
NC4 6,06 +0,19
NC5 6,31 + 0,06
NC6 6,03 10,05
NE2 5,55 +0,12

Os resultados de pH para as formulagdes de nanocépsulas encontraram-se entre 6,25
e 5,98 com o maior desvio padrdo de 0,13. A formulagdo de nanoemulsdo apresentou um

pH de 5,55 e desvio padrao de 0,12.

5.2.4 Estudo fotofisico das nanoparticulas
5.2.4.1 NC1 e NC4

Para melhor compreensdo dos sistemas, um esquema das formulagdes NC1 e NC4 ¢
mostrado na figura 10.

Os espectros de emissdo de fluorescéncia das formulagdes NC1 e NC4 e do
mondmero (1) disperso no 6leo (Figura 11) mostram 0s Ay, de emissdo de fluorescéncia
em 504 nm, indicando que em todos os sistemas a emissdao ESIPT ¢ preferencial. Além
disso, para a formulacdo NC4 pode-se verificar, em torno de 406 nm, a emissdo normal de

baixa intensidade, indicando a presen¢a de conformeros Ey;, Eyy e/ou Ejy nesse meio.
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Figura 10. Representagao esquematica das formulagdes NC1 e NC4.

CH, CO,Et
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CO,Me  CO,Et NH

VY
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T T T
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Figura 11. Espectros de emissdo de fluorescéncia das nanocapsulas e do monémero

(1) em TGC.

As emissoes das formulagdes NC1 e NC4 em fungdo do tempo (Figura 12) foram
determinadas. Pode-se verificar que a intensidade da emissdo normal da NC4 aumenta

(Figura 12b) em fun¢do do tempo, enquanto que a intensidade da emissdo ESIPT diminui.
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Por outro lado a formulagao NC1 ndo apresentou emissdo normal (Figura 12b) ¢ a variagdo
na intensidades da emissdo ESIPT em funcdo do tempo nao foi significativa, quando
comparado a NC4. Este resultado mostra que a sonda incorporada fisicamente a NC1 esta
preferencialmente localizada em ambiente que ndo sofre interferéncia do meio externo, e
ainda, que a emissdo ESIPT apresenta area constante em 60 dias. A Tabela 7 mostra as

razOes de area das emissoes ESIPT e normal da NC4.

900 900
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Figura 12. Espectros de emissao de fluorescéncia (a: NC1; b: NC4), obtidos apos

excitacdo em 327 nm.

Tabela 7. Area, Amax de emissdo e razdo de areas das emissoes da NC4.

Area da emissdo Area da emissdo

max max Razao das areas
Tempo normal A normal (nm) ESIPT Aem ESIPT (nm) ESIPT/normal
0 dia 1326 402 49437 506 37
15 dias 2019 404 42104 504 21
30 dias 2062 404 37563 503 18
45 dias 2457 403 32102 499 13
60 dias 3236 401 20181 496 6

Apesar da area da emissao de fluorescéncia da ESIPT manter-se superior a area da

emissdo de fluorescéncia normal (Figura 12b), a diminui¢ao da razao da area do ESIPT em
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relacdo a area da emissdo normal em fungdo do tempo para NC4 ¢ um indicio da presenca
da agua na interface polimero/dgua, levando a ruptura da ligagdo de hidrogénio
intramolecular e conseqiiente formacdo de conformeros que emitem fluorescéncia em
menores comprimentos de onda, (Erv) e (Ep), pela formacdo de ligagdes de hidrogénio
intermolecular com a 4gua. A formagao dos conformeros (Ej) e (Eyv) leva a diminuigao da
forma (E;), no estado fundamental, responsavel pela emissao ESIPT. No caso de NC4, esse
equilibrio ocorre entre a forma (E;) e a forma (Ey) ou entre (E;) e (Ery) devido a presenga
do ponto de isoemissdo em 470 nm (Figura 12b). Essa interpretacdo esta de acordo com
relatos anteriores que definem que a presenca de um ponto de isoemissdo indica o
equilibrio dindmico entre duas espécies.®*® Apesar dos dados da literatura indicarem
principalmente a formac¢do do conférmero Ej; na presenca de solventes proéticos e polares, o
que indicaria um equilibrio entre E; e Ejj, a possibilidade da isoemissdo partir do equilibrio
entre E; e Ery ndo pode ser descartada.

Percebe-se também, tanto para NCI quanto para NC4, que a interacdo do
copolimero formador da nanocapsula com a dgua ndo ¢ estatica, aumentando em funcao do
tempo. Sua dinamica ¢ facilmente demonstrada em NC4 pela diminui¢do da razdo entre a
emissdo ESIPT e a normal, mas também pode ser percebida por NC1 através de pequenas
variagdes nas intensidades da emissdo ESIPT. Em NCI1 ¢ observado uma diminui¢do da
emissao ESIPT nos primeiros 15 dias seguida de posterior recuperagdao apds 30 dias
(Figura 13). Isto pode ser explicado pela presenca de sonda dispersa na parede polimérica
que acaba por softer a influéncia da d4gua. A medida que a 4gua difunde através da parede
polimérica, e encontra a sonda dispersa, ocorre a interacdo da mesma com a agua fazendo
com que a intensidade diminua nos primeiros 15 a 30 dias (de 1 para 0,80). Como a sonda ¢
de natureza hidrofébica (insoluvel em 4gua) e ndo estd ligada covalentemente ao polimero,
como em NC4, encontrando-se dispersa, acaba por difundir para o dleo, provocando o
aumento nas intensidades de fluorescéncia observado apods 30 dias (de 0,80 para 0,95). Por
outro lado, para a sonda em NC4, ligada covalentemente ao polimero, as intensidades da
emissdo ESIPT diminuem bruscamente em 60 dias (de 1 para 0,30), enquanto que as
intensidades da emissdo normal aumentam (de 1 para 1,90). A proporcionalidade dos
valores relativos da diminui¢ao da emissdo ESIPT e aumento da emissdo normal podem ser

um indicativo de que grande parte dos conformeros que sdo responsaveis pelo aumento da
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emissdo normal (Ey), (Ery) e, principalmente, (Ej) provem da diminui¢do do conférmero

(E)) responsével pela emissao ESIPT.

o NC1gsipr
1.75 4 m NC4gspr
A NC4normaI

-
6]
|

1.25 -

0.75 -

I
)

0.25 -

Intensidade relativa de fluorescéncia

Dias

Figura 13. Variagdo da intensidade relativa das emissdes de fluorescéncia ESIPT

(NCI1 e NC4) e emissao normal (NC4).

Para verificar se a interagdo da agua esta aumentando e que a diminui¢do da emissao
ESIPT ndo ¢ decorrente de degradacdo quimica ou fotoquimica, mas sim desta interacao,
uma aliquota de 1 mL da suspensdo NC4 de 60 dias foi extraida na presenca de 1 mL de

CHCIl; e submetida a analise por emissdo de fluorescéncia.
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Figura 14. Espectro de emissdo de fluorescéncia de NC4 60 dias ¢ da extragdo de
NC4 60 dias com CHCI;

Ap0s a extracdo, foi observado (Figura 14) o desaparecimento da emissdo normal ¢
a recuperagdo na intensidade da emissao de fluorescéncia ESIPT, demonstrando que a
sonda mantém-se estdvel durante o periodo de andlise e que a diminuicdo da emissdo
ESIPT provém da interacdo da sonda com a 4gua.

Outra observacdo relevante foi o deslocamento no maximo de emissdo de
fluorescéncia ESIPT, observado em NC4 quando comparado a NC1 (Figura 15). Enquanto
que para NC1 o maximo da emissdo ESIPT manteve-se em torno de 506 nm durante os 60
dias (Figura 15 a), para NC4 foi observado um deslocamento de 10 nanometros no
maximo da ESIPT, de 506 para 496 nm (Figura 15 b). O comportamento descrito para
NC4, com o deslocamento do maximo de emissdo de fluorescéncia para menores
comprimentos de onda, se deve ao aumento da polaridade na parede polimérica causado

pela presenca da dgua durante os 60 dias.
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Figura 15. Deslocamento dos maximos da emissdo de fluorescéncia ESIPT. (a) NC1 e (b)
NCA4.

Para simular o comportamento da sonda na presenca da 4gua na parede polimérica
foram realizados experimentos com a sonda (1) dispersa em DMSO/agua (Figura 16). Foi
observado um comportamento similar ao da sonda (1) ligada covalentemente ao polimero
na formulacao NC4.

1,02
3000 | 7 ’ —&— DMSO
a - 3328/- _ % DMSO/agua 90:10 b
—k— agua 90:10 ] . : 10
— A DMSOfagua 80:20 A— DMSO/agua 80:20 nm
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S
©
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Figura 16. Espectros de emissao de fluorescéncia da sonda (1) dispersa em DMSO seguido
da adi¢do de agua: (a) Variagdo da intensidade em funcdo da adicdo de agua (b)

deslocamento da emissdo ESIPT em fung¢do da adi¢do de agua. (6,1 x 10° M)
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Pode-se observar que a medida que aumenta a quantidade de agua tem-se uma
diminuig¢do na intensidade ¢ um deslocamento da emissdo de fluorescéncia ESIPT (Figura
16 a). Nota-se que o deslocamento apresentado pela sonda dispersa em DMSO na presenga
das adig¢oes de agua (Figura 16 b) foi similar ao deslocamento descrito para NC4 nos 60
dias (Figura 15 b), o que indica a interacdo da parede polimérica na presenca da agua. O
ndo aparecimento da emissao normal, para a mistura DMSO/agua e (1) pode ser devido a
baixa solubilidade da sonda em 4gua e a continua adi¢do de dgua faz com que ela precipite
no meio, fazendo com que a emissao normal ndo possa ser evidenciada.

Com o objetivo de monitorar a estabilidade das suspensdes de nanoparticlas NC1 e
NC4 ao longo dos 60 dias foram realizadas caracterizagdes fisico-quimicas
complementares, como medidas da variacdo do diametro efetivo, potencial zeta e pH.

A Figura 17 mostra a variacdo dos diametros efetivos das formulagdes de

nanoparticulas NC1 e NC4 durante o periodo de 60 dias.
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Figura 17. Diametro efetivo em fungdo do tempo para NC1 ¢ NC4.
Nao foi verificada variagdo significativa no tamanho de particula durante os 60 dias
demonstrando que as suspensdes mantiveram-se fisicamente estaveis durante este periodo.

Os resultados das medidas de potencial zeta para as formulagdes de suspensdes NC1

e NC4 durante os 45 dias sdo mostrados na Figura 18.
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Figura 18. Variagao do poténcial zeta das formulagdes NC1 e NC4.

O potencial zeta manteve-se constante durante os 45 dias. Os valores de potencial
zeta encontrados para NC1 variaram de -17,69 mV a -17,55 mV, e em NC4 de -19 mV a
-17 mV.

Os resultados da variagdo do pH das formulagdes de suspensdes NC1 e NC4

avaliados durante os 60 dias sdo mostrados na Figura 19.

39



10 -

—e—NC2
| ~m- NC4
6,25
T
oY - ]
4- 5,01 481 4,70 4,65

0 T T T 1
0 15 30 45 60
Dias

Figura 19. Variagdo do pH das formula¢des NC1 e NC4 em fung@o do tempo.

Os resultados encontrados demonstram uma diminui¢ao do pH para as formulagdes
em 15 dias, NC1 que passa de 6,06 para 5,01 e NC4 6,16 para 5,02. Apos 15 dias a
varia¢do do pH ndo ¢ estatisticamente significativa (p<0,05) e observa-se a formacdo de um
platd. A diminui¢do do pH ocorrida nos primeiros 15 dias pode ser atribuida a um processo
de relaxacio das cadeias poliméricas, uma vez que Lopes e colaboradores® explicaram a
diminui¢io do pH de uma suspensdo de nanocapsulas de Eudragit S90® devido 4
mobilidade das cadeias poliméricas, através do aumento da concentracdo de hidronio,
originado pela dissocia¢do dos grupos carboxilicos presentes na superficie polimero/agua.
Neste caso para as amostras NC1 ¢ NC4 uma pequena taxa de hidrolise pode ter sido
acompanhada por uma relaxacao de grupos pendentes da cadeia dos polimeros.

Relacionando o pH com o potencial zeta, seria esperado que com a queda no pH
durante os 60 dias ocorresse, também, uma diminuicdo do potencial zeta ao longo do
tempo. Entretanto, essa diminuicdo ndo foi observada, e o potencial zeta manteve-se
constante durante os 60 dias. Este fato pode ser explicado pela diferenca entre os valores de
pH do meio e da superficie das nanoparticulas, conforme anteriormente relatado para

o 1. . . , - J . A . 64
nanoelmulsdes de triglicérideos de cadeia média estabilizados por tensoativo catidnico.

40



Os resultados dos testes de inchamento realizados com os filmes do copolimero (4)

e do PMMA a fim de verificar possiveis interagdes destes filmes com a agua ou com o 6leo

durante os 60 dias sdo mostrados na Figura 20 ¢ Figura 21, respectivamente.
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Figura 20. Varia¢ao das massas dos filmes de copolimero (4) em fungdo do tempo: (a) em

agua e (b) em oleo.

a © Amostra 1 b & Amostra 1
® Amostra 2 0.5000 = Amostra 2
0,5000 A Amostra 3 , q A Amostra 3
~ 0,4000 > 0,4000 -
2 g sy = -8 g g -E-—— (]
© ©
@ 7]
2] %]
< 0,3000 soNS o — e e — 4 —@————— .
= $=-=-9=-=8=-=-F-=-8--p-----3 EO’SOOO}M e Ghubfupuls el Sl S A
© A s — — A — A — A — k- ———— Y 0
=] o
3 02000 10,2000 4
O AT
8 o
3 ks
> 0,1000 80,1000 -
> ’
0,0000 ~ T T T 1 0,0000 T T T 1
0 15 30 45 60 0 15 30 45 60
Dias Dias

Figura 21. Varia¢ao das massas dos filmes de PMMA em fun¢ao do tempo: (a) em agua e
(b) em oleo.

Os resultados demonstram que as massas de todas as amostras sdo constantes
durante os 60 dias de armazenagem a temperatura ambiente. Os dados dos testes de
inchamento podem servir para a escolha do sistema 6leo-polimero para a preparacdo de
nanocépsulas. No entanto, na escala nanoscopica ndo se tem sensibilidade para detectar as

interagdes de superficie, polimero-agua ou polimero-6leo. Por outro lado, em nivel
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nanoscopico a utilizagdo do copolimero (4) mostrou-se eficaz para a deteccdo das

interacdes intermoleculares na interface das nanocapsulas.
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5.4.2.2NC2,NC5 e NE2

O emprego da sonda (1) mostrou que a interagdo da agua com a parede polimérica
aumenta em fun¢do do tempo, € que a presenga da discreta emissdo normal no tempo zero é
um indicio de que a agua estd presente na parede polimérica logo apds a preparagdo.
Levando em conta esses resultados, foram preparados sistemas similares contendo a sonda
(2). A benzazola (2) apresenta uma ligagdo de hidrogénio intramolecular menos intensa que
na sonda (1),”” o que facilita a observagio dos conformeros que decaem emitindo
fluorescéncia normal. Portanto, pela presenca dos diferentes conformeros da sonda (2) em
equilibrios conformacionais, respondendo ao ambiente, espera-se verificar a presenca da
dgua na parede polimérica logo apds formulagdo. Vislumbra-se, também, verificar
possiveis interagdes da parede polimérica com o 6leo.

Para que se possa verificar a possibilidade das interagdes descritas, o
comportamento das emissdes de fluorescéncia da sonda (2) foi analisado.

Os espectros de emissdao de fluorescéncia do polimero (5) e da sonda (2) dispersa

em TGC (5 X 10° M) sio mostrados na Figura 22.

Polimero (5)
sonda (2) em TGC

Fluorescéncia normalizada

0,0 : : : : N

T T T T T
350 400 450 500 550 600 650

A nm

Figura 22. Espectros de emissdo de fluorescéncia do polimero (5) e da sonda (2) em

triglicerideos dos acidos caprico e caprilico (TGC).
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Com a analise dos espectros, pode ser observado que a presenga da emissdao de
fluorescéncia ESIPT, em torno de 470 nm (Tabela 8) ¢ predominante, tanto no TGC

quanto no polimero.

Tabela 8. Intensidades da emissdo normal e ESITP da sonda (2) no copolimero ¢ no TGC.

Intensidade da max Intensidade da max
Amostra emissdo normal e mormal emissdo ESIPT Aen ESIPT
Copolimero 0,06 380 1 468
TGC 0,36 382 1 472

A presenga da emissdo normal da sonda (2) no 6leo em comprimento de onda
maximo em 382 nm demonstra que o equilibrio conformacional estd deslocado em relagao
ao que apresentava a sonda (1) no 6leo. A andlise do polimero mostra a emissdao ESIPT e
uma discreta emissdo normal com comprimento de onda maximo em 380 nm.
Considerando a natureza dos meios e levando em conta a semelhanga dos espectros, a
presenga da emissdo normal mais intensa da sonda no 6leo ¢ um indicativo de que este é
um ambiente de maior polaridade do que o polimero puro.

O comportamento da sonda (2), demonstrada pelos espectros de fluorescéncia do
polimero e da solugdo em TGC, componentes utilizados na formulagdo das nanoparticulas,
evidenciou caracteristicas de ambientes de baixa polaridade para esses componentes. A
Figura 23 demonstra o comportamento da sonda na presenga do meio aquoso. Devido a
insolubilidade da sonda (2) em 4gua o espectro de emissdo de fluorescéncia foi realizado na

presenca do dimetilsulfoxido.
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Figura 23. Espectros de emissdo de fluorescéncia da sonda (2) em DMSO ¢ DMSO
e dgua (1:1). 5 X 10° M.

A andlise dos espectros de emissdo de fluorescéncia da sonda (2) nos meios polar e
polar/prético demonstra um comportamento oposto ao observado nos espectros de emissao
nos meios apolares. A emissao de fluorescéncia ESIPT, predominante nos meios de menor
polaridade, diminui e a emissdo de fluorescéncia normal aumenta proporcionando uma
inversdo nos maximos de emissdo de fluorescéncia. O espectro de emissdo de fluorescéncia
da sonda em DMSO apresentou uma emissdo normal com um comprimento de onda
maximo em 382 nm e uma emissdao ESIPT menos intensa com um comprimento de onda
maximo em 468 nm (Tabela 9).

A sonda em DMSO/dgua (1:1) apresentou uma emissdo normal com um
comprimento de onda maximo em 384 nm e uma diminui¢do e deslocamento da emissdo
ESIPT (12 nm) para menores comprimentos de onda, quando comparado com o DMSO,
com um comprimento de onda madximo em 456 nm. Este comportamento apresentado pela
sonda no DMSO\agua (1:1), aumento e deslocamento da emissdo normal para maiores
comprimentos de onda e diminuicdo e deslocamento da emissdo ESIPT para menores
comprimentos ¢ esperado e bastante relatado na literatura para benzazolas em presenca de
agua.*?"133 Na presenca de solventes proticos e polares é comum a competi¢io do

solvente pela ligacdo de hidrogénio intramolecular da sonda da espécie E; no estado
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excitado levando a ruptura da ligagao de hidrogénio intramolecular e formacao de espécies

que emitem em menores comprimentos de onda.

Tabela 9. Intensidades e A maximo das emissdes em DMSO ¢ DMSO/agua (1:1)

Intensidade da max Intensidade da max
Amostra emissdo normal Aen’ mormal emissdo ESIPT Aen  ESIPT
(2) em DMSO 1 382 0,47 468
(2) em DMSO e agua (1:1) 1 384 0,35 456

Para avaliar-se o comportamento da sonda ligada quimicamente ao polimero,
formulou-se NCS5 e, paralelamente, preparou-se duas formulagdes nas quais a sonda (2) esta
fisicamente incorporada, NC2, na qual o PMMA foi empregado, NE2, disperso no TGC na
qual o PMMA esta ausente. O esquema das formulagdes NC2, NC5 ¢ NE2 ¢ mostrado na
Figura 24. Os espectros de emissdo de fluorescéncia das formulagdes NC2, NC5, NE2 sdo

mostrados na Figura 25.
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Figura 24. Esquema das formulagdes NC5, NE2 e NC2.
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Figura 25. Espectro de emissdo de fluorescéncia das formulagdes de

nanoparticulas.(5 X 10° M)

O espectro de emissao da NC2 apresentou um comportamento similar ao espectro
da sonda (2) quando dispersa na NE2, corroborando com os resultados obtidos para NC1.
No espectro da NC2 foi observado duas bandas principais com comprimento de onda
maximo de emissdo em 382 nm (Tabela 10), correspondente a emissdo normal, € outro em
472 nm, relativo a emissao ESIPT. NE2 apresentou um espectro de fluorescéncia com um

maximo da emissdo normal em 381 nm € um maximo da emissdo ESIPT em 471 nm.

Tabela 10. Intensidades e A maximo das emissdes das formulagcdes de nanocéapsulas e

nanoemulsao.
o ey el
NC2 0,26 382 1 472
NC5 1 380 0,51 491
NE2 0,24 381 1 471
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Os resultados das emissdes de fluorescéncia em NC2 e NE2 (Tabela 10)
demonstram a similaridade dos ambientes e indicam que a sonda encontra-se em ambiente
de baixa polaridade. No entanto, a inversdo dos maximos de emissdo no espectro de
fluorescéncia da formulagdo NCS5, indica que a sonda ligada quimicamente ao polimero
esta exposta a um ambiente diferente que o da sonda (2) dispersa em NC2 e NE2.

O resultado apresentado para a emissdo de fluorescéncia em NC5 demonstra um
comportamento diferenciado dos demais sistemas nanoparticulados e caracteristico de
ambientes polares (Figura 23). O comportamento diferenciado apresentado por NC5
também foi evidenciado para NC4 em presencga de 4gua, mas em menor propor¢do. Quanto
as caracteristicas espectrais de NCS5, pode ser observado uma inversdo dos maximos de
emissdo nas bandas normal e ESIPT, com aumento da banda originaria da emissdo normal
(maximo em 378 nm) e diminuicdo e deslocamento da banda responsavel pela emissao
ESIPT (491 nm).

O experimento realizado com a sonda (2) dispersa em DMSO e DMSO/agua, meio
polar ¢ polar-prético (Figura 23), para demonstrar o comportamento da sonda em relagio a
meios aquosos e estabelecer uma comparagao com o comportamento de NCS, revela que o
os comprimentos de onda maximos dos espectros de emissao de fluorescéncia das emissdes
ESIPT em NC5 apresentam-se deslocados em relagdo aos valores no DMSO e DMSO/4gua
(Tabelas 10 e 9). NC5 apresenta um deslocamento batocromico do maximo da emissdo
ESIPT de 23 nm, quando comparado com a sonda dispersa em DMSO, e 35 nm quando
dispersa em DMSO/4gua (1:1), enquanto que a emissdo normal manteve-se proxima a 380
nm para todos os sistemas (Tabela 9 e 10). O aumento da emissdo normal para NC5
(Tabela 10) e a diminui¢do na intensidade da emissdo de fluorescéncia ESIPT sao
contribui¢cdes decorrentes da presenga da dgua na parede polimérica das nanocapsulas. No
entanto, a manuten¢do da intensidade da emissdo ESIPT, principalmente quando
comparados com os ambientes polares aproticos e proticos (Tabela 9), e principalmente o
deslocamento batocromico observado na emissao de fluorescéncia ESIPT para NC5, sao
resultados tipicos de interagcdes com ambientes de menor polaridade. Estes indicativos na
emissdo de fluorescéncia ESIPT sugerem que a parede polimérica estd sujeita ao ambiente

do polimero e do 6leo, ambos de baixa polaridade.
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5.4.2.2.1 MODELO DE PAREDE POLIMERICA

Considerando os resultados de fluorescéncia em NCS5, que indicam que a parede
polimérica esta exposta a ambientes de polaridade oposta, um modelo de parede polimérica
pode ser proposto. Desta forma, o modelo proposto ¢ um modelo de parede polimérica
sendo uma interface composta por 6leo, polimero e agua (Figura 26). O modelo teorico
considera que o polimero ¢ insolivel em 6leo e em agua (Figura 26 a), no entanto o
presente estudo indica que o melhor modelo ¢ considerar a interface 6leo-polimero-agua

como uma das pseudofases do sistema (Figura 26 b).

Nucleo oleoso

Ndcleo oleoso
(MS e TGC)

Parede polimérica

Agua

Interface 6leo/polimero/dgua

Figura 26. Esquema de modelos em nivel molecular de uma nanocapsula: (a)

conceito tedrico de nanocapsulas (b) modelo proposto.
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5.4.2.3 NC3 e NC6

Mayer e colaboradores® ¢ Pohlmann e colaboradores® comprovaram que a parede
polimérica de NC ¢é permeavel ao etanol. O experimento foi repetido para a formulagdo de

nanocapsulas NC6, Figura 27.

700 -
600 - 3 + NC6
—_ s
£ $ %5
< 500 - * (2 3
S - $
3 400 3 _
()
° 3001 § S S
3]
£ 200%
a
100 -
0 T T T T 1
0 2 4 6 8 10
Volume de etanol adicionado (mL)

Figura 27. Variagao do didmetro efetivo com a adi¢@o de etanol.

Pode-se observar, através das adicdes consecutivas de 0,5 mL de etanol, um
aumento no didmetro efetivo de NC6, de 220 + 15 nm para 570 + 17 nm, apds adicao de 3,0
mL de etanol, seguido de um decréscimo até 301 + 7 nm. O aumento ocorrido ¢ explicado
pela difusdo do etanol através de parede polimérica da nanocapsula, enquanto que
diminuigdo esta relacionado com a difusao do etanol da fase interna para a fase externa.
Quando temos a mesma concentragdo de etanol dentro e fora da nanocépsula (= 5SmL,
Figura 27), com uma propor¢ao de etanol ¢ agua 1:1 (v/v), a fase interna pode difundir
para o meio externo ocasionando a diminui¢do do tamanho da nanocapsula em cada adigdo
de solvente, devido a afinidade da fase interna pelo solvente.

Com o intuito de verificar se as analises por fluorescéncia corroborariam com o0s
resultados anteriores, a sonda (3) foi dispersa em NC3 e ligada covalentemente em NC6. A

sonda (3) possui um comportamento diferenciado na presenga do etanol,” apresentando
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Fluorescéncia normalizada

uma emissdo ESIPT consideravel

nanoparticulas.

Fluorescéncia normalizada

0,8

0,6

0,44

0,2 1

——NC3
—— NC6
sonda (3) em etanol

0,0

A (nm)

T T T T T T T
400 450 500 550

T
600

650

(Figura 28) quando comparado a sonda nas

Figura 28. Espectros de emissdo de fluorescéncia das formulagdes NC3, NC6 e da

sonda (3) disperso em etanol (10 M).

O experimento consiste na adicdo de quantidades crescentes de etanol as

formulagdes de nanocapsulas NC3 e NC6, mantendo o volume final constante de 1 mL

(Figura 29).

0,6 4
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—&— 0 microlitros
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—w— 300 microlitros
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—%— 700 microlitros

Fluorescéncia normalizada
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—&— 0 microlitros
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—w— 300 microlitros
—&— 400 microlitros
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T
400

T T T
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Figura 29. Espectros de emissdo de fluorescéncia das nanocapsulas apds adigdo de cada

aliquota de 100 pL de etanol (a: NC3; b: NC6) Aex = 360 nm.
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O aumento da emissdo ESIPT em 470 nm para ambos os sistemas (Figura 29)
demonstra a mudanca de ambiente das sondas. Observa-se pelos espectros que sua
interacdo ¢ diferenciada. Na NC3 (Figura 29 a) é observado que apos a adi¢do de 500 uL
de etanol ocorrem mudancas nos espectro de emissao de fluorescéncia, normal e ESIPT,
que se intensificam com as adig¢des subseqiientes. Por outro lado nos espectros da NC6,
para a mesma diluigdo, as emissdes, principalmente a normal, ndo se alteram
significativamente. A diferenca de comportamento se deve ao fato de que na NC3 a sonda
encontra-se dispersa na nanocapsula podendo facilmente difundir para o etanol, adquirindo
nova conformagdo exigida pela sua presenga no meio (Figura 30). Por outro lado, a sonda
ligada covalentemente na NC6, apesar de demonstrar a presenga do etanol na parede pelo
aumento da emissdo ESIPT, essa apresenta dificuldade para interagir com o novo ambiente
(menor grau de liberdade), tendo em vista a indiferenca apresentada pela emissdo normal
em relagdo ao espectro de NC3. Este fato demonstra que a parede polimérica continua
estruturada, enquanto o etanol ¢ adicionado e mostra que esse solvente permeia pelas
pseudo fases do sistema através do polimero na interface, concordando com os estudos ja
realizados anteriormente. Para diluigdes superiores a 700 puL, ambos sistemas apresentaram
a presenga de precipitado indicando a desestruturacdo das nanocapsulas, comportamento

observado também através das emissdes de fluorescéncia (Figura 30).

—=— NC3
—8— NC6
—&— monémero (3)

Fluorescencia normalizada

0,0

T T T T T T T T
400 450 500 550 600 650
A (nm)

Figura 30. Espectros de emissdo de fluorescéncia da sonda (3) em etanol e das

nanoparticulas apos adi¢do de 800 pL de etanol.( Aex = 360 nm).
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6. CONCLUSAO

Apesar dos estudos de inchamento durante 60 dias ndo apresentarem sensibilidade
para demonstrar a interagdo do polimero com a agua e o 6leo, os resultados de emissao de
fluorescéncia apresentados por ambas as sondas, (1) e (2), ligadas covalentemente a parede
polimérica de PMMA nas nanocapsulas, NC4 e NC5 demonstraram que estes encontram-se
sob influencia tanto da dgua quanto do nucleo oleoso. Além disso, os dados obtidos com
estudos de estabilidade para NC1 e NC4 indicam que para esses sistemas por um periodo
de analise de 60 dias, a parede polimérica das nanocéapsulas estaria sendo inchada pela
agua. A emissdo ESIPT diminui ap6s os 60 dias, ndo se extinguindo o que pode indicar que
parte do corante mantém-se solvatada pelo o6leo. Estes resultados indicam que as
propriedades do filme macroscopico ndo estdo correlacionadas com suas propriedades
nanoscopicas, para um mesmo periodo de observagdo (60 dias). Desta forma, os dados dos
testes de inchamento podem servir para a escolha de um sistema polimero-6leo que ird
compor a nanocapsula, mas ndo fornecerdo informacdo quanto as interagdes desses
componentes em nivel molecular.

O modelo proposto para as nanocapsulas estudadas, considerando os resultados
desse trabalho, seria um nucleo lipofilico, revestido por uma parede polimérica, que
interage com ambos os ambientes, nicleo e agua (fase continua).

Finalmente, os resultados do estudo de adi¢do de etanol as suspensoes de NC (NC3
e NC6) mostraram que o filme polimérico é permeavel ao etanol, corroborando com

estudos anteriores do grupo e independentes.
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8. ANEXOS

Valores e variagao das massas dos filmes de copolimero

(4) em fun¢do do tempo em agua e em Oleo.

Dias Massa 1 (g) Masa 2 (9) Massa 3 (g)

0 0,4066 0,6091 0,4734
2 0,4090 0,6116 0,4741
3 0,4080 0,6109 0,4740
4 0,4085 0,6115 0,4738
A 5 0,4078 0,6111 0,4737
G 7 0,4070 0,6120 0,4740
u 15 0,4083 0,6094 0,4737
A 2 0,4100 0,6087 0,4709
30 0,4075 0,6087 0,4709
38 0,4094 0,6041 0,4700
45 0,4066 0,6050 0,4690
60 0,4062 0,6047 0,4699
0 0,2069 0,5716 0,2970
2 0,2324 0,5745 0,3012
3 0,2302 0,5753 0,3022
4 0,2287 0,5761 0,3062
O 5 0,2241 0,5785 0,3058
L 7 0,2270 0,5790 0,3070
E 15 0,2365 0,5803 0,3085
o 2 0,2264 0,5745 0,3070
30 0,2302 0,5792 0,3100
38 0,2330 0,5683 0,2688
45 0,2344 0,5640 0,3220

60 0,2350 0,5645 0,3230




Valores e variacao das massas dos filmes de PMMA em fung¢ao

>C O >

Omr O

do tempo em agua e em 6leo.

Dias Massal(g) Masa?2(Q) Massa 3 (g)
0 0,2800 0,2871 0,2534
2 0,2809 0,2885 0,2560
3 0,2803 0,2882 0,2556
4 0,2839 0,2883 0,2549
5 0,2812 0,2885 0,2579
7 0,2810 0,2890 0,2541
15 0,2801 0,2887 0,2582
22 0,2798 0,2866 0,2571
30 0,2805 0,2871 0,2565
38 0,2800 0,2850 0,2540
45 0,2787 0,2832 0,2527
60 0,2801 0,2843 0,2520
0 0,3001 0,3734 0,2809
2 0,3065 0,3760 0,2840
3 0,3070 0,3753 0,2832
4 0,3030 0,3770 0,2837
5 0,3057 0,3769 0,2836
7 0,3032 0,3730 0,2860
15 0,3010 0,3747 0,2870
22 0,3029 0,3749 0,2870
30 0,3001 0,3722 0,2868
38 0,3010 0,3719 0,2880
45 0,3015 0,3728 0,2847
60 0,3056 0,3756 0,2872
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