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RESUMO
A hidrofobicidade de superficie de nanoparticulas poliméricas empregadas como
nanocarreadores de farmacos € uma das caracteristicas fisico-quimicas que mais influenciam as
suas performances in vitro e in vivo. No entanto, os métodos disponiveis para avaliar a
hidrofobicidade de materiais sdo de dificil aplicacdo aos sistemas nanoparticulados em meio
coloidal, tais como o0s nanocarreadores farmacéuticos do tipo nanocéapsulas oleosas e
nanoesferas poliméricas. Portanto, propomos avaliar o uso da técnica de fracionamento em
campo de fluxo assimétrico (AF4) para auxiliar na aplicacdo do método de adsorcdo do Rosa
Bengala, padrdo de ouro na caracterizacao de hidrofobicidade de superficie de nanoparticulas.
A técnica de AF4 é usada para separar macromoléculas e coloides nanométricos em suspensdo
aquosa, e mediando um conjunto de detector em série, pode ser usada, como proposto aqui,
para caracterizar as propriedades de espalhamento de luz laser (para determinar o tamanho das
nanoparticulas) em conjunto com as propriedades de absor¢do UV-Vis e de fluorescéncia das
nanoparticulas em fragBes monodispersas de tamanho. Nesse trabalho, o Rosa Bengala e outros
marcadores fluorescentes de natureza lipofilica ou anfifilica (Rodamina B, IR780, fluorosceina
e ftalocianina de cloroaluminio), foram avaliados comparando o seu comportamento fotofisico
na presenca de nanoparticulas poliméricas. Quando associado a superficie das nanoparticulas
e/ou quando em meio aquoso, o0 marcador fluorescente Rosa Bengala sofreu alteragfes quanto
a sua capacidade de absorver em comprimento de onda especifico e de emitir fluorescéncia,
ndo sendo o marcador mais adequado para ser usado em conjunto com a técnica de AF4. Por
espectrofotometria de absorcdo UV-VIS a Rodamina B é o marcador que menos sofreu
alteracbes no seu comportamento fotofisico quando associado as nanoparticulas poliméricas.
Além disso, a Rodamina B mostrou intensa fluorescéncia em meio aquoso, e, portanto, foi
escolhida para estudo de adsorcdo as nanoparticulas em meio aquoso por AF4. Entretanto ao
avaliar o marcador fluorescente Rodamina B associado as nanocapsulas oleosas e nanoesferas
por AF4 foi observada a marcagdo seletiva de uma fracdo das nanoparticulas de tamanho
reduzido dentro da amostra total. Consequentemente, esse estudo mostra o potencial da técnica
de AF4 em estudar detalhadamente a adsor¢do de marcador fluorescente a nanoparticulas
poliméricas, mas evidencia ao mesmo tempo limitacdes devidas a perda de fluorescéncia dos

marcadores em meio aquoso.

Palavras-chave: Nanoparticulas poliméricas, Rosa Bengala, marcadores fluorescentes,
Fracionamento em campo de fluxo assimétrico (AF4).



ABSTRACT

The surface hydrophobicity of polymer nanoparticles employed as drug nanocarriers is one of
the physico-chemical characteristics that most influence their in vitro and in vivo performances.
However, the methods available for assessing the hydrophobicity of materials are difficult to
apply to nanoparticulate systems in colloidal medium, such as the oil nanocapsule-type
nanocarriers and polymer nanospheres. Therefore, we propose to evaluate the use of the
asymmetric flow field fractionation technique (AF4) to aid in the application of the Rose Bengal
adsorption method, gold standard in the characterization of surface hydrophobicity of
nanoparticles. The AF4 technique is used to separate macromolecules and nanometric colloids
into aqueous suspension, and mediating a series detector array, can be used, as proposed herein,
to characterize the laser light scattering properties (to determine nanoparticle size) together with
the UV-Vis absorption and fluorescence properties of the nanoparticles in monodisperse size
fractions. In this work, Rose Bengal and other fluorescent markers of lipophilic or amphiphilic
nature (Rhodamine B, IR780, fluoroscein and chloralaluminum phthalocyanine) were evaluated
by comparing their photophysical behavior in the presence of polymer nanoparticles. When
associated with the surface of the nanoparticles and / or when in aqueous media, the fluorescent
pink marker has undergone changes in its ability to absorb at specific wavelengths and emit
fluorescence and is not the most appropriate marker to be used in conjunction with AF4
technique. By UV-VIS absorption spectrophotometry, Rhodamine B is the marker that has
undergone the least changes in its photophysical behavior when associated with polymer
nanoparticles. In addition, Rhodamine B showed intense fluorescence in aqueous medium, and,
therefore, was chosen for the study of adsorption to nanoparticles in aqueous medium by AF4.
However, when evaluating the fluorescent marker Rhodamine B associated with the oil
nanocapsules and nanospheres by AF4, the selective labeling of a fraction of the reduced size
nanoparticles within the total sample was observed. Consequently, this study shows the
potential of the AF4 technique in studying in detail the adsorption of fluorescent marker to
polymer nanoparticles, but at the same time shows limitations due to the loss of fluorescence

of the markers in agueous media.

Key words: Polymer nanoparticles, Rose Bengal, fluorescent markers, Asymmetric flow field
fractionation (AF4).
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1.  INTRODUCAO

Nanocarreadores preparados a partir de polimeros biodegradaveis estdo sendo amplamente
utilizados como sistemas de vetorizagao de farmacos. Os polimeros usados para encapsulacéo
de farmacos sédo de carater lipofilico e ao entrarem em contato com 0 meio aquoso precipitam
e formam reservatdrios capazes de encapsular e liberar farmacos de forma controlada
(KUMARI, et al., 2010).

A composicdo quimica da superficie dos nanocarreadores influencia na sua interacdo com o
meio bioldgico, apresentando um sistema que ndo sera reconhecido pelo sistema de defesa do
organismo, atuando de forma localizada e controlada. Assim € de suma importancia determinar
as caracteristicas da superficie dos nanocarreadores, como a sua hidrofobicidade, que tem papel
primordial na interacdo com proteinas dos fluidos biologicos e células no organismo
(TRINDADE et al., 2018).

Os métodos de caracterizacdo da hidrofobicidade de superficie de nanoparticulas poliméricas
(NP) foram comparados por Xiao e Wiesner (2012). Dentre as opcdes disponiveis, 0 método de
adsorcdo do Rosa Bengala é o mais usado na area de nanocarreadores farmacéuticos para a sua
caracterizacdo em estudos pré-clinicos (GESSNER, et al., 2000, GAUMET, et al., 2009).

A técnica descrita por Gessner e colaboradores (2000) relaciona a adsor¢do do marcador
fluorescente Rosa Bengala a superficie de materiais através da determinacdo da fracdo do
marcador livre no meio aquoso, sendo o resto adsorvido na particula em suspensdo. Quanto
maior a fracdo de marcador associado a superficie da particula, mais alta estd a sua
hidrofobicidade de superficie, sendo assim possivel determinar um valor numérico para

comparar a hidrofobicidade de superficie de nanocarreadores de composicdo distintas.

No entanto uma etapa necessaria consiste na separacdo das nanoparticulas do meio de
suspensdo para quantificar o marcador presente na fase aquosa continua, geralmente pelo
método de ultracentrifugacédo. Entretanto o tamanho nanomeétrico das nanoparticulas dificulta
uma separacdo efetiva, retendo as menores particulas na fase continua (XIAO e WIESNER,
2012).

Por isso sera avaliada uma técnica alternativa de caracterizacdo da superficie de nanoparticulas
poliméricas, o fracionamento em campo de fluxo assimétrico (AF4), sem que haja a separacao

das nanoparticulas do seu meio de dispersdo. Buscando detectar a fluorescéncia das
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nanoparticulas associadas a marcadores fluorescentes e possiveis alteracdes fotofisicas dos

mesmos quando estdo em meio aquoso.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1  Nanocarreadores

Os nanocarreadores estdo sendo amplamente utilizados como uma estratégia para melhorar a
eficacia da terapia contra o cancer, atuando de forma localizada. Podem proporcionar protecdo
do farmaco a acdo do organismo e absor¢do adequada do medicamento no tecido lesado
(VIEIRA, et al., 2016).

Existem varios tipos de nanocarreadores poliméricos (NP). Dentro desses destacam-se as

nanoesferas (NS) e nanocépsulas (NC), representadas na figura 1.

As NS apresentam um nicleo polimérico macico, constituindo um sistema matricial
aprisionando o farmaco, ao passo que as NC apresentam um nucleo oleoso revestido pelo
polimero e ambos sdo estabilizados por um polimero ou surfactante hidrofilico na sua interface

com a fase externa aquosa.

Os diametros das NC podem variar de 50-300 nm e das NS menores do que 100 nm de acordo
com o preparo das NP (SCHAFFAZICK, et al., 2003), podendo ser caracterizados como

sistemas nanométricos.
Figura 1: Classificacdo das estruturas dos nanocarreadores

U

NS NC

Fonte: XIAO, RZ; et al, 2010
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A partir do preparo de NS e NC com diferentes polimeros, é importante avaliar as propriedades
de superficie desses nanocarreadores (COTY, et al., 2017), pois cada polimero apresentara
interacdo diferente com o meio biologico. Dessa forma, técnicas de caracterizacdo de
hidrofobicidade de superficie de materiais tem sido desenvolvida e estdo sendo adaptadas para
0 caso especifico dos nanomateriais (XIAO, Y; WIESNER, MR., 2012). Dentre elas a técnica
de adsorcdo do Rosa Bengala é a mais empregada para a caracterizacdo de nanocarreadores
farmacéuticos (COTY, et al., 2017).

2.2 Polimeros
Polimeros sintéticos biodegradaveis sdo amplamente utilizados como insumos farmacéuticos,
em biomateriais (implantes, suturas, proteses) e em sistemas de vetorizacéo de farmacos, devido

ao seu carater biodegradavel e a sua seguranca (SCHAFFAZICK, et al., 2003).

Poliésteres biodegradaveis, tais como o polilactideo (PLA), poli(lactideo-co-glicolideo)
(PLGA) e poli(e-caprolactona) (PCL) apresentam caréater lipofilico e portanto precipitam em
meio aquoso formando um reservatorio para a encapsulacdo de farmacos lipofilicos
(D’ADDIO, et al., 2012). Os sistemas de vetorizagdo nanoparticulados a base de poliésteres
biodegradaveis, podem exercer uma liberacdo controlada do farmaco apds administracdo
(TYLER, et al., 2016).

Ja o polietileno glicol (PEG), possuem caracteristicas anfifilicas. Estes sdo usados para
estabilizar a parte hidrofébica dos nanocarreadores, permanecendo na interface entre o
reservatorio hidrofébico (poliéster) e 0 meio externo aquoso (KUMARI, et al., 2010). Dessa
forma as NP quando estdo em meio bioldgico ndo serdo eliminados pelo sistema de defesa,

podendo atuar de forma localizada e controlada.

A composicdo quimica do polimero selecionado para formar o nanocarreador pode alterar a sua
capacidade de carga, taxa de encapsulacao e a cinética de liberacdo do farmaco (KAMALY, et
al., 2016).

Além disso a hidrofobicidade de superficie dos nanocarreadores, relacionada & composicao
quimica do polimero, influéncia em sua associacdo com células, podendo alterar o seu
comportamento in vitro (GESSNER, et al., 2000; TRINDADE, et al., 2018) e in vivo
(OLIVEIRA, et al., 2017).

19



2.3 Rosa Bengala

O Rosa Bengala (RB) ¢ um marcador de xanteno com absor¢do no visivel utilizado como
fotossensibilizador, e como marcador fluorescente (MIELKE e ZIMEHL, 2001, citado por,
apud, conforme, DOKTOROVOVA, et al., 2012), representados na figura 2. Apresenta carater
anfifilico e, portanto, maior adsorcdo aos nanocarreadores conforme aumenta sua
hidrofobicidade (XIAO, Y; WIESNER, MR., 2012). Possui comprimento de onda (1) maximo
de absorcdo de 549 nm, comprimentos de onda maximos de excitagdo e emissdo de
fluorescéncia de 525 nm e 560 nm, em acetonitrila, respectivamente (valores determinados

experimentalmente no nosso laboratorio).

Figura 2: Estrutura quimica do Rosa Bengala

Fonte: Sigma-Aldrich

Métodos para determinagéo da hidrofobicidade de nanocarreadores:

2.3.1 Coeficiente de particéo

Essa técnica consiste na determinacgéo do coeficiente de particdo (Kow) das nanoparticulas entre
dois meios de particdo, o meio hidrofobico (n-octanol) e hidrofilico (agua). Materiais
hidrofobicos tendem a se acumular em maior proporg¢éo na fase n-octanol. O valor de Kow dos
nanocarreadores séo calculados a partir do acumulado em cada fase sobre a concentragdo inicial
das nanoparticulas. A técnica oferece uma medida quantitativa da hidrofobicidade dos
nanocarreadores (XIAO, Y; WIESNER, MR., 2012).
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[Concentracdo da fase oleosa]

Kow= ~
[Concentragdo da fase aquosa]

2.3.2 Angulo de contato

O angulo de contato é medido por um microscopio analisador de gota. A medida é realizada em
uma placa contendo uma fina camada de nanoparticulas previamente filtradas e liofilizadas em
meio de octanol. Deve ser adicionado a placa uma gota de 4gua para iniciar a medicdo do angulo
de contato entre o filme, a agua e o octanol, conforme a figura 3 (XIAO, Y; WIESNER, MR.,
2012).

Figura 3: Representacdo da medicdo do angulo de contato
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4
-
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Fonte: XIAO, Y; WIESNER, MR, 2012.

2.3.3 Método de adsorc¢ao

O teste de adsorcdo do Rosa Bengala é realizado incubando por 3 horas o marcador RB a
temperatura ambiente (25°C), neste o RB é adicionado em concentracao fixa a suspensdes das
NP em concentragdes crescentes (MULLER, et al., 1997). Em seguida centrifugar a suspensao
de NP contendo o RB, para que sejam removidas a partir da dispersdo. O sobrenadante obtido
corresponde a fragdo livre do RB, que indica a fragdo que ndo foi adsorvida & superficie da
particula, sendo determinados por espectrofotometria de UV-Vis em um A maximo de 549nm,
referentes a0 maximo de absorcdo do RB em meio aquoso (DOKTOROVOVA, et al., 2012).
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Foram realizados métodos modificados exemplificados por Doktorovova (2012):

2.3.4 Método AeB

O processo de incubacdo do método A seguiu 0 mesmo do método descrito anteriormente. Para
0 método B o tempo de incubacdo foi de 2 horas com uma alta concentracdo de RB. A
centrifugacdo foi realizada apenas no método B. O sobrenadante em B foi quantificado por
espectrofotometria do UV-Vis em A de 549 nm e a absorbancia refere-se a fracao livre do
marcador. A quantificacdo em A € realizada pela diferenca da absorbancia das NP incubadas
com o RB pelas NP brancas (sem marcador associado). (DOKTOROVOVA, et al., 2012).

As modificacbes dos métodos foram para observar o comportamento do marcador quando
foram realizadas centrifugacdo ou ndo. E a escolha de adicionar elevadas concentracfes de
marcador foi uma condicdo forgada na qual as NP precipitariam, facilitando a remocéo do meio
de dispersdo. Entretanto esse método ndo é adequado para NC, apenas para nanoparticulas

lipidicas solidas catidnicas.

2.3.5 Fracionamento em Fluxo de Campo de Fluxo Assimétrico (AF4)

Técnica utilizada para determinacdo do tamanho de particulas, distribuicdo de tamanho e
morfologia de nanocarreadores. E a Unica técnica acoplada a deteccdo de fluorescéncia
disponivel para a verificacdo da associa¢do do marcador fluorescente &s nanoparticulas em meio

coloidal sem etapas adicionais de separacao ou preparo de amostra (MILLER, et al., 2012).

O AF4 é acoplado a quatro detectores em série, sendo eles: Absorcdo UV, fluorescéncia (FLD),
espalhamento de luz dindmica (DLS) e espalhamento de luz estatica (MALS), exemplificados
na figura 4. Os raios hidrodindmicos e de giracdo sdo determinados a partir do sinal de DLS e
MALS, respectivamente, a partir das quais por meio de célculo se determina o fator de forma
dos nanocarreadores (ZATTONI, et al., 2014).

Figura 4: Esquema representativo do fracionamento em campo de fluxo assimétrico
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Fonte: Postnova

Disponivel em: <http://www.postnova.com/overview_759.html>. Acesso em: 10 Out 2018.
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3. JUSTIFICATIVA

Nanoparticulas poliméricas desempenham um papel de suma importancia para sistema de
vetorizacdo de farmacos, por apresentarem carater biodegradavel e seguranca bioldgica. Diante
dessa atuacdo é de suma importdncia avaliar a hidrofobicidade da superficie desses
nanocarreadores em meio bioldgico, para que exer¢cam um papel localizado e ndo sejam
eliminados pelo sistema de defesa (VIEIRA, et al., 2016).

O metodo descrito na literatura para a determinacdo de hidrofobicidade de superficie de
nanocarreadores é o método de adsorcdo do Rose Bengal, porém, nesse método convencional
é necessario quantificar a fracdo de marcador adsorvido na particula em relacéo a fragéo livre.
E essencial para reprodutibilidade do método separar as nanoparticulas poliméricas do seu meio
de dispersdo, onde se usa em geral a ultracentrifugacdo. Entretanto, suspensdes aquosas de
nanocapsulas oleosas apresentam densidade muito préxima ao seu meio de dispersdo aquoso,
sendo que a centrifugacao ndo leva a formacéo de pellet para realizar a sua separacdo do meio
de dispersdo (DOKTOROVOVA, et al., 2012).

Diante desta dificuldade técnica de separacdo pelas técnicas tradicionais, este trabalho
avaliou uma alternativa ao método de adsor¢cdo do Rose Bengal para caracterizar a
hidrofobicidade de superficie de nanocapsulas poliméricas. Com isso suspensdes coloidais
foram submetidas a uma separacdo do meio aquoso usando a técnica de fracionamento em
campo de fluxo assimétrico (AF4) visando caracterizar a adsorcdo de marcador fluorescente na
particula em meio coloidal. A técnica de separacdo AF4 permite, em um Unico experimento
sem a necessidade previa de preparo da amostra, determinar o tamanho e distribuicdo de
tamanhos, morfologia dos nanocarreadores e quantificar a fluorescéncia associada a particula

em meio coloidal.

As fragdes eluidas do sistema de AF4 sdo caracterizadas por detectores de espalhamento de
luz estatica (MALS) e dindmica (DLS), para a determinacdo de tamanho, e de fluorescéncia

(FLD) para a deteccdo de marcador fluorescente associado as nanoparticulas.

Pelo conjunto das técnicas AF4-DLS-MALS-FLD consequentemente visamos
complementar o método do Rose Bengal ja descrito na literatura para a caracterizacdo da
hidrofobicidade da superficie de nanoparticulas com a caracterizagdo direta do marcador

adsorvido nas nanoparticulas sem preparo anterior da amostra.
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4. OBJETIVO GERAL

Avaliar o usa da técnica de fracionamento em campo de fluxo assimétrico (AF4) com detecgéo
de fluorescéncia na caracterizacdo da hidrofobicidade de superficie de nanoparticulas

poliméricas.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Preparar e caracterizar nanoparticulas poliméricas (NP) a partir de polimeros
biodegradaveis com grau de hidrofobicidade distintas PCL, PLA, PLGA, PEG-PLA;

» Aplicar o0 método de adsorcdo do marcador fluorescente Rosa Bengala convencional
para caracterizar a hidrofobicidade de superficie das nanoparticulas;

» Auvaliar o efeito da adsorcdo do marcador Rosa Bengala nas NP nas propriedades
fotofisicas do marcador em meio aquoso;

» Avaliar o comportamento fotofisico de marcadores fluorescentes, como a, Rodamina B,
IR780, Fluorosceina, Ftalocianina de cloro e aluminio quando adsorvidos a superficie
de nanoparticulas poliméricas.

» Auvaliar o usa da técnica de AF4 para determinar a quantidade do marcador fluorescente

associado a superficie das nanoparticulas.
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5.  CAPITULO 1: ESTUDO PRELIMINAR DE ADSORCAO DO ROSA
BENGALA AS NANOCAPSULAS PELO METODO CONVENCIONAL E
POR FRACIONAMENTO EM CAMPO DE FLUXO ASSIMETRICO.

51 Metodologia

5.1.1 Preparo de nanoesferas e nanocapsulas

Nanoesferas e nanocapsulas poliméricas foram preparadas pelo método de nanoprecipitacdo de
polimeros (FESSI, et al., 1989), sendo esses o poli(lactideo-co-glicolideo) (PLGA), polilactideo
(PLA), poli(e-caprolactona) (PCL), polilactideo (PLA), Poli(lactideo)-bloco-poli(etilenoglicol)
(PEG-PLA), pré-selecionados, como indicados na Figura 5.

Figura 5: Preparo de nanoparticulas poliméricas pelo método de nanoprecipitagéo.
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Para o preparo das NS, o polimero pré-selecionado foi pesado em uma balanc¢a analitica (20
mg), solubilizado em um vial com acetona (4 mL). Apds solubilizacdo, vertido com o auxilio
de uma seringa de pléastico em um bal&o de fundo redondo (50 mL) contendo agua ultrapura (8
mL) e um agitador magnético, sendo mantido sob agitacdo (360 rpm) durante 10 minutos. A
suspensdo foi concentrada sob pressédo reduzida em um rotavapor para evaporar a acetona (117
mbar) e parte da dgua (9 mbar) mantendo-se o baldo a 25°C, até um volume final de suspenséo
coloidal de 2 mL.

Para o preparo de NC foi pesada a lecitina de sédio (Lipoid S75; 15 mg) e o polimero pré-
selecionado (16 mg) em uma balanca analitica. Eles foram solubilizados em um vial contendo
acetona (2 mL) sob agitacdo magnética (300 rpm) a 70°C e em acetona (2 mL) a temperatura
ambiente, respectivamente. A solucdo de Lipoid foi vertida a solucdo de polimero, o Miglyol

(50 pL) foi adicionado e mantidos sob agitagcdo por 5 minutos para homogeneizagdo. Com 0

25



auxilio de uma seringa de plastico a mistura foi vertida em um bal&o de fundo redondo (50 mL)
contendo agua ultrapura (10 mL) e uma barra magnética e mantida sob agitagéo (360 rpm) por
10 minutos. A suspensdo foi concentrada sob pressdo reduzida em um rotavapor para
evaporacdo completa da acetona (117 mbar) e parte da agua (9 mbar) mantendo-se o baldo a

35°C, até um volume final de suspens&o coloidal de 2,0 mL.

5.1.2 Caracterizacao de tamanho dos nanocarreadores

A distribuicdo de tamanho dos nanocarreadores foi determinada pela técnica de fracionamento
em campo de fluxo assimétrico (AF4) acoplado a quatro detectores em série, de absorcdo UV,
fluorescéncia (FLD), espalhamento de luz dinamica (DLS) e espalhamento de luz estatica
(MALS).

As amostras foram preparadas em vials de cromatografia contendo insert de 250 pL, onde
foram adicionados volumes crescentes de nanoparticulas (0, 27, 54, 80 uL) contendo RB
adsorvido e completados para 240 uL com NaCl aquoso (10 mM).

As amostras foram adicionadas ao amostrador automatico do equipamento de AF4, que foi
mantido a temperatura de 37°C sem alterar as condi¢Bes necessarias para a analise das amostras,
conforme descrito em Pound-Lana e colaboradores (2018). Os detectores de fluorescéncia
foram ajustados para os parametros de analise em Aexcitagio: 527 nm € Aemissio: 572 nM, alta
sensitividade e ganho x16. Também foi acoplada a cubeta de fluxo do AF4 ao DLS para a

leitura completa das amostras em sequéncia.

5.3 Avaliacao da hidrofobicidade de superficie dos nanocarreadores pelo método do Rosa
Bengala convencional

O método de adsorcdo do RB foi incubado as nanoparticulas em concentracdes crescentes em
uma solucdo de Rosa Bengala em uma concentracdo fixa de 20 pg/mL, por 3 horas a
temperatura ambiente. Apos incubag&o, as suspensdes foram ultrafiltradas (Filtro Amicon™ 50
kDa) e centrifugadas de forma a remover as nanoparticulas da fase continua aquosa e
quantificado o RB no sobrenadante, ou seja, 0 marcador na sua forma livre, como demonstrado

na Figura 6.

A quantificacdo foi realizada por espectrofotometria UV-Vis, em que através do volume do

sobrenadante (50 a 100 pL) foi adicionada acetonitrila: agua (90:10) para a obtencao do volume
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final de 2 mL. A solucdo foi vertida na cubeta de quartzo e iniciada a leitura, como descrito em
Trindade e colaboradores (2018).

A quantidade de marcador associado as nanoparticulas foi assim calculado como a diferencia
da absorbancia do total de marcador na suspensdo e a absorbancia da fracdo livre na fase

continua.

Adsorc¢éo de Rosa Bengala = Fluorescéncia total — fluorescéncia no ultrafiltrado

Figura 6: Método do Rosa Bengala convencional
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5.4 Resultados e discussao
As NC foram avaliadas pelas técnicas de espectrofotometria de fluorescéncia e AF4 para avaliar

a influéncia da concentracdo de Rosa Bengala no sinal de fluorescéncia.

Pela técnica de AF4 as NC contendo o marcador adsorvido em concentragdes crescentes (0 a
20 pg/mL) em passos de 4 pg/mL de marcador. Como pode ser visto na figura 7 (A) a
intensidade do sinal (LS 92° - MALS), foram obtidos didmetros de particulas que variaram de

30 a 150 nm. E a presenca do marcador RB associado as NC néo alterou o tamanho das mesmas.

Obteve-se também um sinal de fluorescéncia com Aexcitagio 527 nm e de Aemissio 572 NM,

associados as NC, indicando que o RB esta adsorvido a superficie das particulas. Como também

indicados, a intensidade da fluorescéncia aumentou com o aumento da concentracdo de RB na

suspenséo indicado na figura 7 (B).

Figura 7: Fractogramas do Rosa Bengala adsorvido a superficie de NC por fracionamento em campo de fluxo
assimétrico
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Em A, concentragdes de 0 a 20 pug/mL em passos de 4 pg / m, e em B, o aumento da intensidade do sinal de
fluorescéncia aumenta com o aumento da concentragcdo de Rosa Bengala quando associados as nanocapsulas

oleosas.

A avaliacao do estudo do metodo convencional de adsorcdo do Rosa Bengala foi publicada
em Trindade e colaboradores (2018).

Onde pode-se observar que quanto maior a concentragdo de NC incubada com o marcador,
menor a quantidade de RB livre presente no ultrafiltrado, independente do polimero utilizado.
O grafico relacionando o coeficiente de particdo em fungdo da area superficial total das NC
(TRINDADE 2018) representado na figura 8, resultou em uma linha reta. A inclinagéo da reta

nas concentragdes mais baixas é usada para comparar a hidrofobicidade das particulas (com o

28



aumento da concentragdo de NC, o RB livre tende a ficar escasso ou esgotado no meio). Os
valores obtidos aumentaram na ordem de PEG-PLA < PLGA ~ PCL < PLA, indicando que ndo
seguiu a ordem de hidrofobicidade dos polimeros baseados no seu Log P (PEG-PLA < PLGA
< PLA < PCL), apresentando porem diferencas pequenas entre os coeficientes de parti¢do para

as NC de diferentes polimeros.

Figura 8: Estudo de adsorcdo de Rosa Bengala (RB)
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A funcdo da area de superficie foi de 167, 203, 177 e 148m™ para nanocapsulas de PCL, PLA, PLGA e PEG-PLA,

respectivamente.

Diante dos resultados obtidos pode-se concluir que a técnica de AF4 apresenta um potencial na
determinacdo de marcador adsorvido na superficie de NP por ser capaz de identificar a
associacdo do marcador as NP e observar um aumento na fluorescéncia associadas as NP em
funcdo da concentracdo do marcador presente no meio. Entretanto quando o marcador RB esta
em meio aquoso e/ou quando esta associado a superficie das NP ele altera suas caracteristicas
fotofisicas, o que reduz muito a intensidade de fluorescéncia. Dessa forma acredita-se que a
escolha de outros marcadores fluorescentes que ndo sofram alteragdes nas propriedades

fotofisicas de fluorescéncia seja necessaria para caracterizar a hidrofobicidade das NP.

Por meio do método convencional do Rose Bengal, pelas NC foram observadas diferencas na
ordem de hidrofobicidade das NC e os coeficientes de particdo para as NC de diferentes
polimeros, sendo assim, este ndo pode ser representativo para caracterizar a hidrofobicidade

das NC.
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6. CAPITULO 2: ESTUDO DA ADSORCAO DE MARCADORES
FLUORESCENTES A SUPERFICIE DE NANOPARTICULAS POR
ESPECTROFOTOMETRIA UV-Vis

No contexto de estudos de determinacdo da lipofilicidade de superficie de nanocarreadores
poliméricos, buscou-se determinar a quantidade de marcador Rose Bengal adsorvido a
superficie de NP em meio aquoso. O presente estudo é precedido de trabalho preliminar por
espectroscopia UV-VIS para avaliar variacdes no comportamento fotofisico do Rose Bengal e

de outros fluorocromos em meio aquoso relacionadas a presenca de NP.

6.2 Metodologia

Concentrages crescentes de nanoparticulas foram adicionadas a uma solugdo de marcador em
meio aquoso e foram realizadas medidas de absorbancia por espectroscopia no UV-Vis. Foi
determinado o comprimento de onda maximo de absorcao do marcador fluorescente verificando
a ocorréncia ou ndo de deslocamento devido a presenca das NP, e o valor de absorbancia nesse

comprimento de onda, em funcdo da concentracdo em nanoparticulas.

Para isso suspensGes de nanocapsulas oleosas (NC) foram preparadas pelo método de
nanoprecipitacdo, utilizando PCL (Mn=27100 g/mol, B = 2,6) e PLGA (Mn=22100 g/mol, B
=1,83), concentracdo de 8 mg de polimero/mL de formulagdo, conforme descrito por Trindade
e colaboradores (2018).

O marcador fluorescente RB foi solubilizado em etanol a uma concentracdo de 5 mg/mL para
o0 preparo de uma solucdo estoque, posteriormente diluida em &gua de forma a se obter uma
absorbancia em torno de 0,9. A essa solucdo de RB foram adicionadas suspensdes de NC por
passos de 20 pL a um volume inicial de 2 mL na cubeta (adicdo de 40 pug/mL de polimero a
cada passo, 8 leituras no total) e determinando a absorbancia, como indicado na figura 9. O
mesmo processo foi realizado para a aquisicdo dos espectros das NP sem marcador,

adicionando-se as NC a 2 mL de agua ultrapura.

Foram adquiridos os espectros na regido do maximo de absor¢do do marcador em um A 549 nm
para verificar o valor de absorbancia da NC branca, RB livre e RB com a maior concentracao
de NC.
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Foi subtraido o valor de absorbancia das NP sem marcador ao valor de absorbancia do marcador
em cada concentracdo testada para levar em consideracao a interferéncia das NC e elaborar um

gréfico relacionando a absorbancia a concentracdo de polimero na cubeta (ug/mL).

Absorbancia final = Absorbancia do marcador adsorvido a NC — Absorbancia NC brancas

Figura 9: Esquema representativo das leituras das absorbancias por espectrofotometria UV-Vis
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6.3 Resultados e discusséo
Estudos de caracterizagdo dessas NC foram realizados por espalhamento de luz dindmica

(DLS), microeletroforese acoplada a anemometria de laser Doppler e espectrofluorimetria,
indicados na tabela 1:

Tabela 1: Resultados obtidos de NC de PCL e PLGA por espalhamento de luz dindmica, microeletroforese
acoplada a anemometria de laser Doppler e espectrofluorimetria.

Polimero Diametro Iindice de polidisperséo Potencial Zeta
hidrodinamico
PCL 183 +0,76 0,145 -37,8 £ 1,03.
PLGA 142 + 0,68 0,220 -354,7+231

O valor de absorbancia do RB foi de 0,757 em uma concentracéo de 20 pg/mL em agua.

O espectro de absor¢do do marcador RB em meio aquoso (20 pg/mL) apresenta um maximo de
absorcdo no comprimento de onda de 549 nm (Figura 10A). As NC brancas em meio aquoso
apresentaram baixa ou nenhuma absor¢do (Figura 10B), e quando associadas ao RB em

concentracdo méxima de 320 pg/mL h& absor¢do com um deslocamento do comprimento de
onda maximo (Figura 10C).

Figura 10: Estudo de absorcéo da luz visivel do Rosa Bengala na presenca de nanocapsulas oleosas
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Espectros de absor¢do do RB em meio aquoso (A), das NC brancas em suspenséo aquosa (B) e do RB a NC na
concentra¢do méaxima de 320 pg/mL (C).

A partir da leitura de todas as amostras, organizou-se os dados em uma tabela, tabela 2,

possibilitando a construcdo do gréafico de Absorbancia x concentragdo de polimero (ug/mL),
como indicado no gréfico 4.
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Tabela 2: Absorbancias obtidas a partir de espectrofotometria UV-Vis do aumento da concentracdo de
nanocapsulas oleosas com solucdo de Rose Bengal em meio aquoso

Vial Volume de NC  Concentracdo Absorbanciado  Absorbanciada  Absorbancia
de NC RB com NC a NC branca a final
(ng/mL) 549nm 549nm

0 0 0 0,757 0 0,757
1 10 40 0,66 0,042 0,618
2 20 80 0,631 0,073 0,558
3 30 120 0,607 0,113 0,494
4 40 160 0,523 0,108 0,415
5 50 200 0,534 0,144 0,39
6 60 240 0,551 0,179 0,372
7 70 280 0,529 0,246 0,283
8 80 320 0,538 0,28 0,258

Gréfico 1: Absorcdo do marcador Rosa Bengala associados a nanocapsulas oleosas por espectrofotometria UV-

VIS
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Ao observar os resultados conclui-se que 0 marcador apresenta 0 pico maximo em A de 549 nm,
entretanto ao adicionar concentragdes crescentes de NC essa absorbancia tende a diminuir
gradativamente. Podendo inferir que o marcador n&o fica adsorvido a superficie da particula ou

perde sua capacidade de absor¢do quando esta no meio aquoso.
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Dessa forma, estudos com outros marcadores podem ser realizados a fim de comparar as
absorbancias em seus comprimentos de onda méaximo pré-selecionados quando estéo livres e
quando estao adsorvidos a superficie das nanoparticulas. E por fim determinar qual o marcador

mais indicado para realizacdo desse estudo.
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7. CAPITULO 3: ESTUDO COMPLEMENTAR DA ADSORCAO DE
MARCADORES FLUORESCENTES A SUPERFICIE DE
NANOPARTICULAS UTILIZANDO ESPECTROFOTOMETRIA UV-Vis

Buscando complementar o estudo de Rosa Bengala de determinagdo da hidrofobicidade de
superficie de nanocarreadores poliméricos, experimentos foram realizados por
espectrofotometria UV-Vis com quatro marcadores diferentes, Rodamina B, IR780,
Fluoresceina e Ftalocianina de cloro e aluminio, indicados na figura 11, a fim de determinar o
comprimento de onda maximo de absorcdo, o comportamento fotofisico de cada um em meio

aquoso, e quando associados a NP.

Figura 11: Estrutura quimica dos marcadores fluorescentes

Rodamina B em A, IR780 em B, Fluorosceina em C e Ftalocianina de cloro e aluminio em D

Fonte: Sigma-Aldrich

7.1 Metodologia
Foram utilizadas nanocépsulas oleosas (NC) e nanoesferas polimeéricas (NS) diluidas,

adicionadas em concentracOes crescentes as solucdes de marcadores observando a ocorréncia

35



ou ndo do deslocamento do comprimento de onda na presenca dessas NP, determinando os
valores de absorbancia de cada amostra.

Suspensdes de nanoesferas (NS) e de nanocapsulas (NC) foram preparadas pelo método de
nanoprecipitacdo a partir do polimero PEGskPLA20k (Mn=23200 g/mol, B = 1,33), com
concentracdo de 10 mg polimero/mL para NS e 8 mg de polimero/mL de formulagdo, para NC.

Realizou-se o primeiro experimento com o marcador Rodamina B solubilizado em &gua
ultrapura a uma concentracdo de 0,05 mg/mL para o preparo da solucdo estoque, diluido
posteriormente para se obter como no procedimento do RB um valor de absorbancia em torno
de 0,9.

Seguidos de IR780 solubilizado em etanol a uma concentragdo de 0,05 mg/mL, diluido para
uma concentracdo de 25 pg/mL A Fluoresceina solubilizada em &agua ultrapura com
concentracdo inicial de 0,0834 mg/mL, diluida para uma concentracdo de 7,5 pg/mL. A
Ftalocianina de concentracdo de 1,0 mg/mL solubilizada em etanol, diluida para uma
concentragéo final de 1,25 pg/mL.

Preparadas as diluicbes em meio aquoso, de cada marcador foram adicionadas crescentes de
NS e NC (NP diluidas 10 vezes, ao passo de 20 pL no total de 15 amostras) para um volume
final de 2 mL. A fim de retirar quaisquer interferentes vindos das NP, as amostras de NS e NC
brancas foram lidas nas mesmas condicdes anteriores e as absorbancias obtidas subtraidas dos

valores obtidos pelos marcadores associados as NP.
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7.2  Resultados e discusséo
Foram caracterizadas por Espalhamento de luz dinamica (DLS), DLS acoplado a
microeletroforese acoplada a anemometria de laser Doppler e espectrofluorimetria, indicados

na tabela 3:

Tabela 3: Resultados obtidos de NS e NC de PEGskPLA20k por espalhamento de luz dindmica, microeletroforese

acoplada a anemometria de laser Doppler e espectrofluorimetria.

Nanoparticulas Diametro Indice de polidisperséo Potencial Zeta
poliméricas hidrodinamico
NS 58,1+ 0,23 0,2 -20,7+£13,4
NC 207+ 2,6 0,274 -51,8 £ 0,173

A partir das leituras por espectrofotometro UV-Vis as absorbancias da Rodamina B a um A de
554 nm em meio aquoso, foi de 0,847. O IR780 em meio aquoso com A de 780 nm a 0,699. A
Fluorosceina no A de 489 nm a 0,833. E a Ftalocianina de cloro e aluminio com A de 672, a

0,747

Espectros de absorcdo foram obtidos de cada marcador, em que a Rodamina B a 4 pg/mL
(Figura 12A), IR780 a 25 pg/mL (Figura 12B), Fluoresceina a 7,5 pg/mL (Figura 12C) e
leituras com a Ftalocianina de cloro e aluminio a 1,25 pg/mL foram realizadas em etanol e meio
aquoso, a fim de comparar o seu comportamento fotofisico, e pode-se observar que em meio

aquoso sua absorbancia diminui drasticamente (Figura 12D em etanol, E em meio aquoso).

Foram obtidos também os espectros de absorcdo de RB adsorvido a superficie de NS e NC em
suas concentracdes maximas de 320 pg/mL, e espectros de NS e NC brancas, indicadas na
figura 13.
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Figura 12: Estudo de absorgdo da luz visivel dos marcadores livres Rodamina B, IR780, Fluorosceina e
Ftalocianina de cloro e aluminio em meio aquoso.
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meio aquoso (C), da Ftalocianina de cloro e aluminio em etanol (D), e da Ftalocianina de cloro e aluminio em
meio aquoso (E).

Figura 13: Espectros de absor¢do da maior concentracdo de nanocépsulas oleosas e nanoesferas em meio aquoso
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Espectros de NS na solucdo de Rodamina B (A), NC na solucéo de Rodamina B. (B), NS na solucdo de IR780 (C),
NC na solucdo de IR780 (D), NS na solucdo de Fluorosceina (E), NC na solucdo de Fluorosceina (F), NS na

solugdo de Ftalocianina de cloro e aluminio (G), NC na solucdo de Ftalocianina de cloro e aluminio (H), NS
brancas (1), NC brancas (J).

A partir das leituras das amostras foram construidas tabelas, tabelas 4 e 5, referentes aos valores
encontrados de absorbancia de cada marcador por concentracdo de polimero e determinar o

grafico de Absorbancia x Concentracdo de polimero (ug/mL) referente a cada marcador
indicados no grafico 2.
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Tabela 4: Influéncia da concentragdo de nanoesferas na absorbancia da luz visivel dos marcadores Rodamina B,

A500-900
nm branca

IR780, Fluorosceina e Ftalocianina em solucéo aquosa.

o [0 [ o os4 [T0B99T osas [[0M2T o059 0788
120 99 oses [HGSEON o708 [H0A22N 0059 0789
0,846 0063 0,783
0,838 0062 0,776
0,835 0063 0,772
0828 0063 0,765
0821 0063 0,758
0,811 0063 0,748
0,805 0064 0741
0,799 0073 0,726
0,797 0066 0731
0,786 0067 0,719
0,784 0066 0,718
0,775 0072 0,703
0,775 0068 0,707
0,764 0066 0,698

Tabela 5: Influéncia da concentragdo de nanocéapsulas oleosas na absorbancia da luz visivel dos marcadores
Rodamina B, IR780, Fluorosceina e Ftalocianina em solugéo aquosa.

A500-900
nmNC
branca

0,035
0,045
0,053
0,062
0,062
0,078
0,078
0,078
0,078
0,078
0,078
0,078
0,078
0,078
0,078
0,078
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Gréfico 2: Absorcdo dos marcadores fluorescentes Rodamina B, IR780, Fluorosceina e Ftalocianina de cloro e

aluminio associados a nanoesferas e nanocapsulas em meio aquoso
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Ao avaliar a adsor¢do dos marcadores alternativos ao RB a superficie das nanoparticulas, foi
observado que com o aumento das concentracdes de NS e NC a solugdo de Rodamina B
diminuiu a absorbancia no A maximo de absorcdo de 554nm. O mesmo acontece com 0

marcador Fluorosceina, exemplificados no grafico 2.

O marcador IR780 solubilizado em etanol apresentou alta absor¢do no seu A méaximo de 780nm
em meio aquoso. Entretanto quando adicionadas concentrac@es iniciais de NS e NC essa
absorcdo diminuiu, podendo indicar baixa adsorcdo do marcador a superficie das particulas.
Entretendo com concentragdes maiores das NP essa absorcao foi aumentando gradativamente,
sugerindo que o marcador foi se associando a superficie das particulas, exemplificados no

gréafico 2.

A Ftalocianina quando analisada em etanol apresenta alta absor¢do em um A 672 nm podendo
sugerir sua alta afinidade pelo solvente. Quando o marcador € adicionado a agua, utilizada para
realizar todas as medidas no espectrofotdmetro, sua absorbancia é reduzida drasticamente,

apresentando absor¢do baixa no seu A maximo de 672nm, exemplificados no gréfico 2.

A partir dos resultados por espectrofotometria UV-Vis entre a adsor¢do dos marcadores as NS
e NC foi possivel observar marcador mais indicado para esse estudo é a Rodamina B, pois foi
0 marcador que menos sofreu alteraces na sua absor¢do em concentracgdes crescentes de NP e

qguando comparados com o0s demais marcadores.
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A Ftalocianina de cloro e aluminio é o marcador que menos absorveu quando em meio aquoso

e ndo ouve mudancas significativas quando adicionados a solucdo de ambas as suspensdes.
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8. CAPITULO 4: QUANTIFICACAO DA FLUORESCENCIA DA
RODAMINA B POR AF4

A partir dos resultados obtidos por Espectrofotometria UV-Vis foi observado que o marcador
que menos sofreu alteracao fotofisica quando associado a NP foi a Rodamina B. Dessa forma
realizou-se através do AF4 corridas com amostras de NS e NC brancas de PEGskPLA2ok, para

determinar a fluorescéncia do marcador quando associado a NP e seu comportamento no meio.

8.1 Metodologia

ConcentracOes crescentes de NS de PEGskPLA20k (0,8 a 6,7 mg/mL de polimero) foram
incubadas com o marcador Rodamina B a uma concentracao fixa de (10 pg/mL para a corrida
1 e 5 pg/mL para a corrida 2). Para as NC de PEGskPLA20k foram realizadas duas corridas com
concentragdes variadas de NP e de marcador (120 a 540 pg/mL de NC, com concentracéo fixa
de marcador de 5 pg/mL e de 1 a 11 pg/mL de marcador com concentracdo de NC fixa de 360
pg/mL). As amostras foram preparadas em insert de frasco de 250 pL (volume total 240 pL,

permitindo 2 injecGes do mesmo frasco).

As leituras foram realizadas por um amostrador automatico (Sens Med Gain x2) a uma
temperatura de 25°C, a com um volume de injecdo 20 pL e sinal de detecgdo no UV de A de

554 nm, sinal de deteccéo de fluorescéncia (FLD) com Aexcitagio 527nm € Aemissio 572 NM.
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8.2  Resultados e discusséo

As fracOes foram caracterizadas por DLS, MALS e fluorescéncia foi observado um aumento
linear na intensidade do sinal com o aumento da concentracdo das NS, indicando que a
distribuicdo do tamanho e o diametro das amostras ndo foram afetados. O aumento do sinal de
fluorescéncia também foi proporcional a concentragdo das NS, nas execugfes 1 e 2 e também
a intensidade da fluorescéncia esta diretamente relacionada a concentracdo do marcador

adsorvido a superficie das NS, indicado na figura 14.

Figura 14: Espectro do sinal de deteccdo de fluorescéncia da Rodamina B em concentragdes crescentes de NS de
PEG5kPLA20k
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Na corrida 1 foram feitas injecbes com o aumento das concentracdes das NS na corrida 2
injetou-se primeiro na ordem decrescente das concentracfes de NS seguidas pelo aumento das
concentragdes de NS. A ordem em que as amostras foram injetadas interferiu no valor da

intensidade de fluorescéncia como pode ser visto na figura 15 (B linha inferior).
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Figura 15: Estudo AF4 da adsorcdo do marcador Rodamina B a nanoesferas de PEG5kPLA20k.
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Os gréficos representam a intensidade do sinal (detector MALS, linha superior A e B) e fluorescéncia (linha

inferior A e B) e inserem a &rea sob a curva da intensidade do sinal de fluorescéncia, em funcéo da concentracéo

das NS (da maior concentra¢do C1 a menor C8 concentragao).

Para as NC de concentracdo variavel e fixa de marcador também houve um aumento constante

da quantidade de marcador adsorvido na NC, indicando que a associa¢ao do marcador foi igual

as NP, indicados na figura 16 (A, linha superior e inferior respectivamente). Para as NC em

concentragfes fixas a intensidade do sinal se manteve constante e para a emissdo de

fluorescéncia foi observado que o aumento da concentragdo do marcador que ndo seguiu uma

relagdo linear, como representados figura 16 (B, linha superior e inferior, respectivamente).

44



Figura 16: Estudo AF4 da adsorcdo do marcador Rodamina B a nanocapsulas oleosas de PEG5kPLA20k
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As NC foram incubadas em concentracdes crescentes (120 — 540 pg/mL), em meio aquoso com Rodamina B a 5

pg/mL (A) ou em concentragdo fixa de NC de 360 pg/mL e concentragdo de marcador varidvel de 1-11 pg/MlI

(B).

Pode-se observar que atraves do experimento com AF4 houve uma adsorcdo seletiva do

marcador com o tamanho das NC e que a maior fragéo de fluorescéncia é dada por uma pequena

parte de particulas de pequeno tamanho dentro da distribuicdo do tamanho total, representado

na figura 17. 1sso ndo foi observado em amostras de NS, onde a fluorescéncia foi distribuida

uniformemente ao longo da distribuicdo de tamanho da amostra.
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Figura 17: Comparagdo entre a intensidade do sinal e sinal de fluorescéncia para Rodamina B adsorvida a NC.
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Foi observado a partir dos resultados que o experimento apresenta baixa reprodutibilidade no
sinal de fluorescéncia para as NS, pois apresenta elevado sinal no volume morto e também
presenca de residuos de marcador em sequéncias longas de injecdo, indicando que o marcador
esta em excesso para interagir com o canal de separac¢do ou ndo apresenta boa afinidade com as
NS. A particdo do marcador a NS para o canal e consequentemente a fraca reprodutibilidade

dos dados de fluorescéncia constituem uma limitacdo da técnica de AF4-FLD para a

quantificacdo do marcador adsorvido na superficie do NP.

E para as NC o sinal de fluorescéncia associado ao volume morto foi muito forte e a intensidade
do sinal foi baixo. Isto pode ser explicado por uma grande quantidade de marcador livre no
meio disperso da amostra. Mosqueira e colaboradores (2001), demonstraram, utilizando
centrifugacdo em gradiente de glicose, que NC € uma mistura complexa, que provavelmente

contém uma pequena fracdo de NS, micelas e goticulas de 6leo além de NC, que pode ter uma

maior afinidade pelo marcador com diametros maiores.
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9. CONCLUSAO

O estudo de adsor¢édo convencional do Rosa Bengala nos permite concluir que ndo é o método
mais adequado para determinar a hidrofobicidade das nanoparticulas poliméricas com
polimeros biodegradaveis em grau de hidrofobicidade distintas, por ndo apresentarem a ordem

de hidrofobicidade dos polimeros baseados no log P.

A partir da avaliacdo técnica de fracionamento em campo de fluxo assimétrico (AF4) demonstra
que h& um potencial para estudar em detalhes a adsorcdo de marcadores fluorescente a
nanoparticulas poliméricas a partir dos resultados obtidos, mas apresenta limitacdes devido a
diferencas no comportamento fotofisico relacionado a perda da fluorescéncia quando em meio
aquoso. Mediante aos resultados promissores obtidos pelo AF4, essa técnica poderd ser
utilizada para avaliar outros sistemas nanoparticulados a fim de caracteriza-los sem um pré-

tratamento da amostra.

N&o houve necessidade de preparar e caracterizar 0s quatro tipos de polimeros PCL, PLA,
PLGA, PEG-PLA. A avaliacdo de PEG-PLA e PCL foram suficientes para descartar o método,
pois apenas as NP de menor tamanho apresentaram fluorescéncia, justificando descontinuar o

estudo comparativo.
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