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RESUMO 

 

A liberação intranasal de fármacos tem sido proposta como estratégia para escapar da 

seletividade da barreira hemato-encefálica. Recentemente, o uso da nanotecnologia 

tem sido uma abordagem promissora para a liberação cerebral pela via nasal, uma vez 

que o encapsulamento de fármacos em nanocarreadores tem aumentado sua 

distribuição cerebral, assim como melhorado seus efeitos farmacológicos quando 

comparados ao fármaco em solução. Além disso, para garantir um bom desempenho, 

tais formulações requerem propriedades mucoadesivas. Nesse contexto, esta tese 

apresenta a síntese de um copolímero anfifílico em bloco [Poli(MMA-b-DMAEMA)] 

e sua utilização para preparar nanocápsulas poliméricas com Poli(ε-caprolactona) para 

biodistribuição cerebral de fármacos pela via nasal. Elas apresentaram resposta frente a 

variações de pH devido a presença do revestimento com Poli(DMAEMA) (uma 

poliamina). As propriedades mucoadesivas foram estabelecidas em relação à 

capacidade de interagir com mucina e de aumentar a retenção de um fármaco em 

mucosa nasal in vitro. A partir desses resultados, foi realizada a avaliação biológica 

das nanocápsulas contendo um fármaco modelo (olanzapina) e foi verificado que a 

administração intranasal da formulação em ratos aumentou o teor de fármaco no 

cérebro de ratos, o que acarretou maior atividade antipsicótica em um modelo animal 

de esquizofrenia. Ainda, não foi verificado dano a mucosa nasal dos ratos após a 

administração das nanocápsulas brancas em dose única ou repetidas, sugerindo a 

segurança do sistema.  Além disso, foi investigada a capacidade do nanocarreador 

desenvolvido de encapsular fármacos, sendo verificado que tanto moléculas 

hidrofílicas quanto hidrofóbicas podem ser encapsuladas através de um algoritmo 

desenvolvido para predizer o mecanismo de distribuição nas nanocápsulas. Esses 

achados mostram que as nanocápsulas delineadas com propriedades mucoadesivas são 

promissoras para o carreamento de fármacos no sistema nervoso central após 

administração intranasal. 

Palavras-chave: sistema de liberação de medicamento, administração intranasal, 

nanotecnologia. 



  



 

ABSTRACT 

 

Development of mucoadhesive nanocapsules of poly(ε-caprolactone) and 

poly(methyl methacrylate-b-2-(methylamino)ethyl methacrylate) blend and their 

evaluation as nose-to-brain drug delivery system. 

The intranasal delivery of drugs has been proposed as strategy to overcome the brain 

blood barrier selectivity. Recently, the use of nanotechnology has been a promising 

approach for nose-to-brain delivery, since the entrapment of drugs into nanocarriers 

has increased their distribution into brain as well as improved their pharmacological 

effects when compared to the drug solution. Besides, mucoadhesive properties are 

required to the formulation to enhance its performance. Based on this, this thesis 

presents the synthesis of an amphiphilic block copolymer [Poly(MMA-b-DMAEMA)] 

and its application to prepare polymeric nanocapsules with Poly(ε-caprolactone) for 

nose-to-brain drug delivery. They were pH-sensitive due to the presence of the 

Poly(DMAEMA) coating (a polyamine). The mucoadhesive properties were evaluated 

in terms of ability to interact with mucin and to increase the drug residency on nasal 

mucosa in vitro. Considering these findings, biological studies were carried out and the 

intranasal application of the formulation in rats increased the model drug (olanzapine) 

in brain, what led to improved antipsychotic effects in an animal model of 

schizophrenia. Also, no damage to rat nasal mucosa was observed after single or 

repeated doses of blank nanocapsules, suggesting the system safety. In addition, the 

ability of the developed nanocarrier to entrap drugs was investigated and both 

hydrophilic and hydrophobic molecules could be encapsulated, so that an algorithm 

was proposed to predict the drug distribution mechanism in the nanocapsule. These 

findings show that the designed nanocapsules with mucoadhesive properties are 

promising for nose-to-brain drug delivery after intranasal administration. 

Key-words: drug delivery system, intranasal administration, nanotechnology. 
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A farmacoterapia das desordens do sistema nervoso central (SNC), mesmo 

com o amplo arsenal terapêutico disponível, continua sendo um desafio até o presente 

momento; embora a maioria dos fármacos utilizados na clínica apresente notável 

eficácia, a sua efetividade é limitada. Esse fato é decorrente da presença da barreira 

hemato-encefálica (BHE), a qual consiste em um endotélio vascular diferenciado que 

reveste o SNC (MACHADO, 2004). 

Essa barreira apresenta papel fundamental na manutenção do bom 

funcionamento do SNC, pois confere seletividade às moléculas circulantes no sangue, 

sejam elas tóxicas ou não. Logo, muitos fármacos de ação central tem sua 

biodistribuição restrita no tecido cerebral por não passarem a BHE, seja por sua 

estrutura química (molécula hidrofílica ou com elevada massa molecular é menos 

permeável) ou por ser subtrato de alguma bomba de efluxo, como a glicoproteína-P 

(ALAM et al., 2010; BOER; GAILLARD, 2007; MISRA et al., 2003). 

Diversas estratégias são utilizadas para aumentar a entrada dos fármacos no 

SNC, como mudança da hidrofilia da molécula (pro-fármaco lipofílico), uso de 

agentes que desestruturem a BHE momentaneamente ou a administração do 

medicamento diretamente no líquido encéfalo-raquidiano; contudo, os dois últimos 

procedimentos conferem riscos ao paciente se utilizados cronicamente (ALAM et al., 

2010; BOER; GAILLARD, 2007; FORTIN, 2003). 

Nesse contexto, a nanotecnologia tem se mostrado promissora, pois muitos 

estudos pré-clínicos têm mostrado a passagem de fármacos pela BHE quando 

encapsulados em nanocarreadores, conferindo aumento da distribuição cerebral 

(FROZZA et al., 2010; BERNARDI et al., 2009), assim como o aumento da resposta 

em modelos experimentais, como de doença de Alzheimer (FROZZA et al., 2013; 

IANISKI et al., 2012; BERNARDI et al., 2012), glioma (FIGUEIRÓ et al., 2013; 

ZANOTTO-FILHO et al., 2013; BERNARDI et al., 2009) e pseudopsicose 

(BENVEGNÚ et al., 2012; BENVEGNÚ et al., 2011). 

 Além disso, a administração de fármacos pela via nasal tem sido alvo de 

investigações nos últimos anos, visto que é possível acessar o SNC pelas ramificações 

do nervo olfatório presentes na cavidade nasal, e com a vantagem de não sofrer a 

triagem da BHE (SHAH; YADAV; AMIJI, 2013; CHUGH; KAPOOR; KAPOOR, 
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2009). Por outro lado, a mucosa nasal é revestida por uma fina camada de muco, a 

qual é continuamente renovada, de modo que um bom sistema de liberação de 

fármacos para uso nasal requer propriedades mucoadesivas que favoreçam a interação 

entre a formulação e os componentes do muco, bem como garanta tempo de residência 

na cavidade nasal suficiente para que haja a liberação e absorção do fármaco 

(PATHAK, 2012; ILLUM, 2003). 

A utilização de copolímeros no desenvolvimento de sistemas coloidais para 

terapêutica tem amplamente avaliada devido à versatilidade desses materiais, pois são 

de fácil obtenção, podem responder a estímulos ambientais (alteração de pH, de 

temperatura, etc.) e apresentar propriedades surfactantes (KIM et al., 2010; LIU, 

ARMES,  2001). Esta última característica foi explorada pelo nosso grupo e uma nova 

nanocápsula polimérica foi proposta utilizando um copolímero metacrílico anfifílico 

como estabilizante (PENNOT-CHANG et al., 2012). Além disso, esse copolímero 

também tem relatadas propriedades mucoadesivas (QUINTANAR-GUERRERO et al., 

2001). 

A partir do exposto, considerando a seletividade da BHE aos fármacos, o 

que dificulta o tratamento das doenças do SNC, a potencialidade da nanotecnologia no 

desenvolvimento de sistemas de liberação, e também o uso da via nasal para sua 

administração como forma de evitar a BHE, o presente trabalho propõe o 

desenvolvimento de nanocápsulas poliméricas com propriedades mucoadesivas para 

aplicação intranasal visando à biodistribuição de fármacos no SNC. 
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1.1. Objetivo geral 

 

Desenvolver nanocápsulas com propriedades mucoadesivas a partir da 

blenda polimérica de poli(ε-caprolactona) e poli(metacrilato de metila-b-metacrilato de 

2-(metilamino)etila) e avaliar seu potencial como sistema de liberação de fármacos no 

SNC pela via nasal. 

 

1.2. Objetivos específicos 

 

− Sintetizar o copolímero anfifílico poli(MMA-b-DMAEMA) pela técnica de 

polimerização do tipo RAFT e caracterizá-lo fisico-quimicamente; 

− Determinar a adesividade da poli(ε-caprolactona) e poli(metacrilato de metila-

b-metacrilato de 2-(metilamino)etila) em mucosa nasal in vitro 

− Preparar nanocápsulas com a blenda poli(ε-caprolactona)/poli(MMA-b-

DMAEMA) e caracterizá-las fisico-quimicamente; 

− Avaliar a interação das nanocápsulas com mucina in vitro e determinar a sua 

residência sobre mucosa nasal in vitro  

− Estimar a distribuição cerebral de um fármaco modelo (olanzapina) associado 

às nanocápsulas após administração intranasal in vivo 

− Avaliar a atividade antipsicótica de um fármaco modelo (olanzapina) associado 

às nanocapsulas após administração intranasal em modelo animal de 

esquizofrenia 

− Verificar preliminarmente a toxicidade nasal das nanocápsulas in vivo 

− Estabelecer o mecanismo de distribuição de diferentes fármacos nessas 

nanocápsulas. 
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1.3. O Sistema Nervoso Central como alvo terapêutico 

 

O sistema nervoso central (SNC) é composto pelo encéfalo (cérebro, 

cerebelo e tronco encefálico) e a medula espinhal, os quais são responsáveis pela 

recepção de estímulos, processamento destes e desencadeamento de respostas 

adequadas. Dentre as estruturas que compõe o SNC, merece destaque o cérebro, pois é 

nele que ocorrem os processos mais refinados da atividade nervosa, a exemplo, a 

interpretação de estímulos, resposta motora, armazenamento de informação, bem como 

processos psíquicos elaborados (inteligência, personalidade, entre outros) (GUYTON, 

2006; MACHADO, 2004). 

Em condições normais, ao receber um estímulo, o neurônio sofre alterações 

eletroquímicas que culminam na alteração do potencial de membrana; Em repouso, o 

neurônio apresenta diferença de potencial entre a face externa e interna da sua 

membrana (carregada positiva e negativamente, respectivamente) devido à ação da 

Na+/K+-ATPase, que transfere três íons de K+ para fora da célula e dois de Na+ para 

dentro. Logo, ao receber um estímulo, a célula sofre alterações eletroquímicas que 

resultam na despolarização da membrana, gerando um impulso elétrico que percorre a 

célula e culmina na liberação de neurotransmissores na fenda sináptica, os quais 

podem agir em outro neurônio (propagação do impulso nervoso) ou em células alvo 

(resposta fisiológica) (GUYTON, 2006). 

De um modo geral, as patologias do SNC podem ser: de base neurológica, 

ou seja, relacionadas a alterações estruturais do cérebro por degeneração ou morte 

celular, como na epilepsia (desorganização na propagação de impulsos nervosos), 

doença de Alzheimer (acúmulo de proteínas nos neurônios e degeneração de neurônios 

colinérgicos), doença de Parkinson (degeneração de neurônios dopaminérgicos do 

mesencéfalo), etc.; e de base neuropsiquiátrica, associada à alteração da liberação ou 

ação dos neurotransmissores (como serotonina, noradrenalina e dopamina), sobretudo 

na zona meso-córtico-límbica, resultando em distúrbios emocionais (depressão), de 

humor (bipolaridade) e de pensamento (esquizofrenia), etc. Além disso, há também os 

processos neoplásicos e as infecções, a exemplo, os gliomas e as encefalites virais e 
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microbianas, respectivamente (SCHATZBERG; COLE; DE BATTISTA, 2009; 

WILKINSON; LENNOX, 2005). 

Dessa forma, o tratamento das doenças do SNC consiste na restauração da 

função neuronal, quanto à transmissão do impulso nervoso nas células, retardo da 

degeneração do tecido nervoso por diminuição do estresse oxidativo proveniente da 

neuroinflamação, bem como regulação da neurotransmissão, seja na produção, ação ou 

metabolismo dos neurotransmissores. 

Contudo, um desafio da terapêutica no SNC decorre do seu revestimento 

por células endoteliais diferenciadas e seletivas, que constituem a barreira hemato-

encefálica (BHE), conferindo seletividade a moléculas circulantes na corrente 

sanguínea, sejam elas tóxicas ou não, dificultando, assim, a entrada de muitos agentes 

terapêuticos. Essa seletividade dá-se por diversos mecanismos, como redução da 

endocitose, presença de junções intercelulares oclusas, assim como bombas de efluxo 

(glicoproteína-P, Pgp), entre outros (ALAM et al., 2010; BOER; GAILLARD, 2007; 

MISRA et al., 2003). 

Sendo assim, diversas estratégias são utilizadas para favorecer a entrada de 

medicamentos no SNC e aumentar sua biodisponibilidade, como aumento da lipofilia, 

a qual pode ser obtida a partir da elaboração de um pró-fármaco. No entanto, o 

aumento de lipossolubilidade pode acarretar problemas nos parâmetros 

farmacocinéticos, como meia-vida e clearance (ALAM et al., 2010; BOER; 

GAILLARD, 2007; MISRA et al., 2003). Outras possibilidades são a utilização de 

adjuvantes de formulação que aumentem a passagem pela BHE, a exemplo o uso de 

agentes osmóticos (manitol, glicerina, etc.), que resultam na abertura reversível da 

BHE, ou aplicação por vias alternativas, como a intratecal, na qual o medicamento é 

injetado diretamente no líquido encéfalo-raquidiano. Contudo, o uso contínuo desses 

métodos pode acarretar riscos ao pacientes, tais como infecções e danos estruturais no 

cérebro, além de não serem procedimentos cômodos (ALAM et al., 2010; BOER; 

GAILLARD, 2007; FORTIN, 2003). 
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1.4. Nanotecnologia aplicada a sistemas de liberação de fármacos no SNC 

 

Nas últimas décadas, a nanotecnologia oportunizou a incorporação de 

diversos agentes terapêuticos com limitações biofarmacêuticas, como baixa 

solubilidade ou alta degradabilidade nos fluidos corporais, e também possibilitou a sua 

permeação através de barreiras biológicas por meio de nanocarreadores, mostrando, 

assim, a potencialidade desses dispositivos como sistema de liberação de fármacos 

para o cérebro (DIKPATI et al., 2012; BEIJA et al., 2012; MODI; PILLAY; 

CHOONARA, 2010; ALONSO 2004). 

Os carreadores nanoestruturados podem ser divididos em dois grandes 

grupos: os de natureza lipídica, como os lipossomas, as nanopartículas lipídicas sólidas 

e os carreadores lipídicos nanoestruturados; e os sistemas poliméricos, como as 

micelas poliméricas, nanoesferas, nanocápsulas, entre outros. As diferenças entre esses 

sistemas estão relacionadas às dimensões das partículas, ao tipo de fármaco que pode 

ser incorporado, à capacidade de carga deste no carreador e, sobretudo, à finalidade de 

uso (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010; PARDEIKE; HOMMOSS; 

MÜLLER, 2009).  

Os sistemas poliméricos nanoestruturados têm atraído atenção em virtude 

da sua maior versatilidade, estabilidade nos fluidos biológicos e durante o 

armazenamento, bem como biocompatibilidade e biodegradabilidade. Nesse contexto, 

as nanocápsulas poliméricas, que correspondem a um núcleo oleoso revestido por uma 

parede polimérica estabilizada por um tensoativo, merecem destaque, pois apresentam 

método de preparação relativamente simples, elevada capacidade de encapsulação e 

liberação controlada dos fármacos (MORA-HUERTAS; FESSI; ELAISSARI, 2010). 

Com a utilização de nanocápsulas poliméricas, diversos fármacos 

apresentaram melhor desempenho em estudos pré-clínicos in vivo, sugerindo que tais 

carreadores promoveram maior passagem através da BHE. Bernardi e colaboradores 

(2012; 2009) verificaram que ratos tratados com nanocápsulas de núcleo lipídico de 

poli(ε-caprolactona) (LNC) contendo indometacina (anti-inflamatório não-esteróide, 1 

mg/kg, i.p.) apresentaram teores do fármaco 3-4 vezes mais elevados no tecido 

cerebral quando comparado com o fármaco em solução, além de ter reduzido o 
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crescimento tumoral e o dano neuronal em modelos de glioma e de doença de 

Alzheimer, respectivamente, bem como aumentado a sobrevida e diminuído o déficit 

cognitivo dos animais. 

Em um estudo de biodistribuição tecidual foi mostrado que o resveratrol 

(biomolécula antioxidante) encontrava-se em maior concentração no cérebro de ratos 

quando incorporado em LNC frente ao composto em solução etanólica, independente 

da via de administração (5 mg/Kg, v.o. ou i.p.) (FROZZA et al., 2010). Ainda, essa 

formulação foi capaz de diminuir os danos induzidos pela implantação de glioma 

(FIGUEIRÓ et al., 2013) e a neurodegeneração desencadeada pelo peptídeo β-

amilóide (FROZZA et al., 2013) em ratos tratados por 14 (5 mg/Kg/dia, i.p.) ou 10 

dias (5 mg/Kg/dia, i.p.), respectivamente. 

Nanocápsulas de Eudragit S100® contendo melatonina (neurohormônio; 1 e 

10 mg/Kg, i.p.) e LNC de meloxicam (anti-inflamatório não-esteróide; 5 mg/Kg, v.o.) 

reduziram o estresse oxidativo no cérebro de camundongos após tratamento i.p ou v.o., 

respectivamente (IANISKI et al., 2012; SCHAFFAZICK et al., 2008). Ainda, a 

nanoencapsulação do meloxicam foi capaz de melhorar o aprendizado e a memória dos 

animais no modelo de doença de Alzheimer (IANISKI et al., 2012). Zanotto-Filho e 

colaboradores (2013) observaram que a dose de curcumina (biomolécula antioxidante) 

necessária para reduzir o glioma e aumentar a sobrevida de ratos foi muito menor após 

a sua incorporação em LNC (50mg/kg e 1,5mg/kg, i.p., 14 dias, respectivamente). 

A nanoencapsulação de haloperidol (antipsicótico; 0,2 mg/Kg, i.p.) foi 

capaz de reverter a estereotipia induzida por doses repetidas de anfetamina em ratos. 

Ainda, foi verificado que as nanocápsulas de haloperidol reduziram os efeitos adversos 

motores (extrapiramidais) em ratos, seja em dose única ou tratamento subcrônico (28 

dias) via i.p.. Além disso, foi verificado que a administração subcrônica i.p. da solução 

de haloperidol desencadeava estresse oxidativo em diferentes regiões cerebrais (córtex 

frontal, striatum e substância negra), mas tal fenômeno foi prevenido quando o 

fármaco estava nanoencapsulado (BENVEGNÚ et al., 2012, BENVEGNÚ et al., 

2011). 

Embora não esteja esclarecido até o presente momento o mecanismo pelo 

qual as nanopartículas favorecem o transporte cerebral de fármacos, tais achados 
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sugerem que a entrada dos fármacos no cérebro foi facilitada pelas nanocápsulas, uma 

vez que na mesma dose os compostos em solução não apresentaram diferença 

significativa em relação ao grupo controle. Possivelmente, isso é decorrente: do 

gradiente formado de nanopartículas retidas nos capilares cerebrais; do revestimento 

com polissorbato 80 (tensoativo usado nas formulações), que inibe a Pgp e aumenta a 

fluidez da membrana celular, favorecendo a endocitose das nanopartículas e liberação 

do fármaco no cérebro; e/ou da adsorção de apolipoproteína B na superfície da 

nanopartículas revestidas com polissorbato 80, que facilita a interação com o receptor 

de LDL das células endoteliais, promovendo a captação por estas, entre outros (MODI 

et al., 2009). 

 

1.5. Liberação cerebral de fármacos pela via nasal 

 

A via nasal, a princípio, sempre foi relacionada ao tratamento tópico de 

resfriados, infecções ou alergias na cavidade nasal. Contudo, muito interesse nessa rota 

de administração surgiu devido à possibilidade de veiculação de fármacos com 

problemas de aplicação por outras vias usuais (oral, tópica ou parenteral), seja a baixa 

absorção ou elevada degradabilidade da molécula. Entre as vantagens dessa via, 

destaca-se a elevada absorção e biodisponibilidade do fármaco após baixas doses, 

apresentando rápida resposta terapêutica; evita o metabolismo hepático de primeira 

passagem; confere mais comodidade de aplicação e maior adesão dos pacientes ao 

tratamento, entre outros. Por outro lado, alguns fatores limitam a sua utilização, como 

a lipofilia e o coeficiente de partição do fármaco, visto que moléculas hidrofílicas ou 

com elevada massa molecular possuem baixa permeabilidade na mucosa nasal, e o seu 

grau de ionização (pKa) no pH da mucosa nasal (4,5 – 6,5), pois o deslocamento para a 

forma ionizada reduz a absorção (BAHADUR; PATHAK, 2012; ILLUM, 2003; 

BEHL et al., 1998). 

Anatomicamente, a cavidade nasal humana é dividida em três regiões, o 

vestíbulo nasal, a região respiratória e a região olfatória. A primeira é constituída por 

epitélio escamoso e rico em pelos (para filtragem do ar durante a inspiração) e 

corresponde a porção anterior; à medida que se adentra na cavidade (região 
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respiratória), o epitélio torna-se pseudoestratificado colunar com cílios e apresenta 

células diferenciadas que produzem muco (células de globet); por fim, a porção 

superior medial apresenta epitélio pseudoestratificado modificado e células de 

sustentação para as ramificações do nervo olfatório. A vascularização sanguínea é 

essencialmente arterial a partir das ramificações da carótida, evitando, assim, o 

metabolismo de primeira passagem (ILLUM, 2006; BEHL et al., 1998). 

Nesse contexto, a ligação da cavidade nasal com a SNC a partir das 

inervações que vão até o bulbo olfatório (através de pequenos orifícios na porção 

superior da cavidade nasal, denominada placa cribriforme) tornou-se alvo de muitas 

pesquisas, visto que essa região não apresenta BHE, possibilitando, consequentemente, 

a utilização da via nasal como alternativa para a liberação no cérebro de agentes 

terapêuticos com baixa ou nenhuma absorção cerebral após administração sistêmica 

(SHAH; YADAV; AMIJI, 2013; CHUGH; KAPOOR; KAPOOR, 2009). Diversos 

compostos têm sido investigados, desde pequenas moléculas, como agentes 

simpaticomiméticos, depressores do SNC, antimicrobianos, a macromoléculas, como 

peptídeos, proteínas, genes e ácidos nucleicos (HANSON; FREY, 2008; 

TALEGAONKAR; MISHRA, 2004). 

A absorção de fármacos incorporados a sistemas nanoparticulados pela 

mucosa nasal pode ser decorrente tanto a permeação do fármaco pela camada de 

células que compõem a cavidade nasal, bem como da entrada das próprias 

nanopartículas, haja vista o reduzido tamanho desses sistemas. O tipo de transporte 

envolvido pode ser paracelular (passivo) ou transcelular (ativo), ou uma combinação 

destes. Dentre os fatores que influenciam esse fenômeno, destaca-se o tamanho da 

partícula, uma que vez o transporte passivo é favorecido para partículas de menor 

tamanho, enquanto partículas maiores sofrem transporte ativo, e a carga de superfície 

(partículas carregadas tendem ao transporte ativo). Ainda, o tipo de revestimento 

também pode influenciar na absorção, a exemplo, o uso de quitosana, que, devido a 

sua capacidade de abrir as junções oclusas, favorece a permeação dos ativos (ILLUM, 

2006). 

Tendo em vista os efeitos diferenciados dos nanocarreadores, estudos têm 

avaliado o seu desempenho para liberação cerebral após administração intranasal (i.n.). 
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Foi verificado que camundongos tratados i.n. com duloxetina (antidepressivo; 0,54 

mg/Kg) incorporada em carreador lipídico nanoestruturado (NLC) apresentaram 

redução da atividade locomotora (campo aberto) quando comparados com o grupo 

controle, enquanto não houve diferença para os animais que receberam o fármaco em 

solução (ALAM et al., 2012); resultado semelhante foi obtido por Thakkar, Patel e 

Chauhan (2013) e Bahadur e Pathak (2012) ao avaliarem microemulsões de 

mirtazapina (antidepressivo; 5 mg/Kg, i.n.) ou ziprasidona (antipsicótico; 0,5 mg/Kg, 

i.n.), respectivamente. 

Em modelo de parkinsonismo induzido por haloperidol em camundongos, o 

tratamento i.n. de bromocriptina (agonista dopaminérgico; 0,22 mg/Kg), associado ou 

não a nanopartículas de quitosana (NQ), reduziu a catalepsia e a acinesia do animais, 

sendo mais pronunciada a diminuição no grupo que recebeu as nanopartículas (MD et 

al., 2013). Similarmente, Wen et al. (2011) verificaram que ratos lesionados com 6-

HODOPA (neurotoxina) tiveram menores índices no teste rotacional após 

administração i.n. de nanopartículas de PLGA contendo urocortina (peptídeo 

endógeno; 0,34 mg/Kg), bem como maior teor relativo de monoaminas e 

neuroproteção no estriado (versus grupo controle ou peptídeo livre). 

A encapsulação de ácido valpróico (anticonvulsivante) em NLC e o 

tratamento (4 mg/Kg, i.n.) reduziu a razão extensão:flexão de ratos após eletrochoque, 

indicando maior efeito anticolvulsivante quando comparado com o fármaco livre ou 

grupo controle. Além disso, após 60 min foi verificado maior teor de ácido valpróico 

no cérebro dos animais que receberam as nanopartículas i.n., sendo a razão 

cérebro:plasma 5 ou 20 vezes maior que aqueles que receberam a mesma 

nanoformulação ou o fármaco livre por via i.p., respectivamente, mostrando o maior 

direcionamento cerebral da via e também do nanocarreador (ESKANDARI et al., 

2011). O acúmulo cerebral após administração i.n. de diferentes carreadores coloidais, 

após marcação com tecnécio, já foi relatado em estudos de cintilografia (MD et al., 

2013; PATEL; NAIK; MISRA, 2012; JOGANI et al., 2008; KUMAR et al., 2008). 
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1.6. Sistemas para uso intranasal: papel do muco e a mucoadesão 

 

O muco é uma secreção com papel de lubrificação e proteção constituída 

por lipídios, eletrólitos e glicoproteínas, sendo a mucina a principal. A água 

corresponde a 95% da massa, formando, assim, um gel viscoelástico altamente 

hidratado (KHUTORYANSKIY, 2011; CARVALHO et al., 2010). Essa rede 

característica do muco é decorrente da presença da mucina, a qual corresponde a uma 

macromolécula de alta massa molecular (50 – 4000 kDa) formada por um esqueleto 

proteico (~ 40 %) e ramificações de cadeias de oligossacarídeos (~ 60 %), as quais 

apresentam resíduos terminais de ácido siálico, conferindo pKa de ~ 2,5 à molécula 

(KHUTORYANSKIY, 2011). 

Em geral, a camada de muco da cavidade nasal é continuamente propelida 

para o exterior com taxa de fluxo na faixa de 5 mm/min, sendo totalmente renovada 

após 15 – 20 min (ILLUM, 2003). Esse fato é crucial quando se pensa no 

desenvolvimento de formulações para uso intranasal, visto que formulações com baixa 

interação com o muco são facilmente removidas do sítio de aplicação. Nesse sentido, é 

fundamental que o sistema a ser preparado apresente propriedades mucoadesivas, 

garantido, assim, maior tempo de residência. 

O processo de mucoadesão não é plenamente compreendido e, por isso, 

algumas teorias são propostas para explicar a interação entre os componentes da 

formulação (ex. polímero) e os componentes do muco, podendo ser decorrente: da 

diferença de cargas entre eles (teoria eletrônica); da formação de ligações de 

hidrogênio, interações hidrofóbicas (forças de van der Waals), entre outras (teoria da 

adsorção); da capacidade da formulação se espalhar sobre a camada de muco (teoria de 

molhabilidade, aplicada a sistemas líquidos); da penetração dos materiais no muco, 

seguida da difusão da mucina para a forma farmacêutica (teoria da difusão); da 

dificuldade de separação das duas superfícies (muco e formulação) após adesão (teoria 

da fratura); e do aumento da área superficial de contato entre a superfície irregular do 

produto e a camada de muco (teoria mecânica, aplicada a sistemas sólidos) 

(KHUTORYANSKIY, 2011; CARVALHO et al., 2010). 
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Na literatura são descritos diversos métodos (in vitro e ex vivo) para 

determinar a mucoadesividade tanto das matérias-primas, em solução ou não, quanto 

da formulação propriamente dita, a exemplo: a força de tensão (destaque, cisalhamento 

ou fratura), que relaciona a força ou trabalho necessário para separar um disco de 

mucina ou mucosa nasal (ex. suína) da superfície da formulação; a técnica do saco de 

intestino invertido de rato, onde um fragmento de intestino é incubado na formulação e 

a mucoadesão é relacionada com a diferença antes e após incubação; reologia 

oscilatória da mistura da formulação com muco simulado ou solução de mucina; 

lavabilidade, onde a amostra é colocada sobre uma mucosa, sendo lavada 

continuamente e o produto quantificado nos lavados é relacionado com a adesão do 

sistema, entre outros (KHUTORYANSKIY, 2011; CARVALHO et al., 2010). 

Ainda, é possível estabelecer, a nível molecular, a interação entre a 

formulação e a mucina por meio de variáveis físico-químicas para sistemas 

particulados, tais como, alterações de diâmetro após incubação (técnicas de 

espalhamento de luz), modificação do potencial ζ das partículas (métodos 

eletroforéticos), alteração do número de partículas após incubação (turbidimetria), etc; 

métodos mais sofisticados incluem ressonância plasmônica de superfície e 

elipsometria (IVARSSON; WAHLGREN, 2011; KHUTORYANSKIY, 2011; 

CARVALHO et al., 2010). 

 

1.7. Copolímeros anfifílicos funcionais 

 

Copolímeros, por definição, são polímeros nos quais pelo menos dois 

resíduos monoméricos estão presentes. Quanto à arquitetura, eles podem ser: em bloco 

(porções de polímero constituídas de um único monômero, podendo ser dibloco, 

tribloco, tetrabloco, etc., em função do número de blocos que compõem a 

macrocadeia); alternado (a inserção de cada monômero na cadeia polimérica é 

alternada); randômico/estatístico (a composição dos monômeros é aleatória ao longo 

da cadeia); e enxertado/graftizado (presença de ramificações na cadeia principal) 

(ODIAN, 2004; TORCHILIN, 2001). 
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Tendo em vista a possibilidade de obtenção de copolímeros com 

propriedades diferenciadas, muitas pesquisas têm focado na preparação e avaliação de 

copolímeros responsivos a estímulos do ambiente, como variação ao pH, à 

temperatura, à oxi-redução, entre outros, o que culminou no surgimento de uma nova 

classe de estruturas coloidais, os nanocarreadores “inteligentes” (KIM et al., 2010). 

Ainda, a evolução das técnicas de polimerização, de certo modo, contribuiu para esse 

fato, pois oportunizou maiores possibilidades de síntese utilizando os mais diversos 

monômeros. 

O surgimento das polimerizações radicalares controladas (ou “vivas”) 

possibilitou a produção de copolímeros com composição planejada próxima à teórica, 

e baixa polidispersão do material obtido. O termo “viva” é decorrente da manutenção 

do sítio de polimerização ativo no polímero após o término da reação, ou seja, com a 

adição de mais monômero no meio (juntamente com outros reagentes necessários), a 

polimerização é retomada, sendo possível, consequentemente, a preparação de 

copolímeros em bloco (MISHRA; KUMAR, 2012). 

Existem três técnicas usualmente empregadas, as quais variam em função 

do tipo de sistema catalítico empregado: a polimerização mediada por nitróxido 

(Nitroxide Mediated Polimerization, NOP), a polimerização radicalar de transferência 

atômica (Atom Transfer Radicalar Polymerization, ATRP) e a polimerização de 

transferência de cadeia de adição e fragmentação reversível (Reversible Addition-

Fragmentation Transfer Polymerization, RAFT), sendo esta a mais aplicada nos 

últimos anos devido a sua versatilidade e compatibilidade de monômeros (MISHRA; 

KUMAR, 2012; ODIAN, 2004). No caso da RAFT, o princípio da técnica foi baseado 

em um problema comum nas polimerizações, que são as reações de transferência de 

cadeia, que levam à perda do sítio propagante (“morte” da cadeia). Assim, o emprego 

de agentes de transferências de cadeia, sobretudo os ditiocarbonatos, conferiu controle 

à reação e crescimento homogêneo das cadeias (CHIEFARI et al., 1998). 

No caso dos copolímeros em bloco, quando um bloco é hidrofóbico e o 

outro hidrofílico, o produto resultante é anfifílico. Esta característica tem sido 

amplamente investigada nas mais diferentes áreas do conhecimento devido à 

possibilidade de atuar como surfactante ou emulsificante, em especial, em reações de 
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polimerização em emulsão; na área farmacêutica, esses materiais podem ser utilizados 

como carreadores de fármacos, por exemplo, micelas poliméricas, polimersomos 

(estrutura vesicular semelhante aos lipossomas), nanocápsulas lipídicas (vesícula 

polimérica com núcleo oleoso), etc. (LIAO et al., 2012; TADROS, 2009; 

TORCHILIN, 2001). 

Ao se considerar alvos terapêuticos, um material que possua resposta ao pH 

pode ser interessante no desenvolvimento de nanocarreadores de fármacos, pois em 

determinadas condições patológicas (ex. tumor sólido) há redução do pH do 

microambiente, de modo que, ao atingir o sítio de interesse, o nanocarreador sofreria 

alterações na sua estrutura (protonação, solvatação do cátion formado e repulsão entre 

as cadeias do polímero) e liberaria o fármaco; outra possibilidade seria a sua captação 

pela célula alvo (ex. macrófagos), que resultaria na formação de endossomas, cujo pH 

tende a acidez, acarretando a liberação do ativo intracelularmente (MODI et al., 2009). 

O monômero metacrilato de metila (MMA) e seus derivados constituem 

uma classe importante de precursores de materiais na indústria farmacêutica e de 

insumos médicos e odontológicos, tendo como vantagem a possibilidade de 

polimerizar por diferentes técnicas (via radicalar ou iônica), haja vista a elevada 

reatividade da dupla ligação (BETTENCOURT; ALMEIDA 2012; ODIAN, 2004). 

São materiais não-biodegradáveis,  biocompatíveis e com baixa toxicidade, sendo 

considerado seguro para uso externo ou oral. A aplicação parenteral não é indicada, 

contudo, uma baixa absorção pode ocorrer durante o uso de cimento metacrílico (em 

cirúrgias ortopédicas ou procedimentos dentários), mas sem eventos tóxicos relatados 

(BETTENCOURT; ALMEIDA, 2012).    

 Como exemplo da versatilidade desses materiais, os polímeros da linha 

Eudragit®, os quais consistem em copolímeros aleatórios de derivados metacrílicos, 

são amplamente empregados no desenvolvimento de formas farmacêuticas sólidas, 

seja como revestimento ou como matriz, para liberação modificada de fármacos em 

diferentes regiões do trato gastrointestinal devido a sua capacidade de 

intumescer/dissolver em uma ampla faixa de pH (THAKRAL; THAKRAL; 

MAJUMDAR, 2013). 
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O metacrilato de 2-(dimetilamino)etila (DMAEMA) tem recebido atenção 

na área de novos materiais para uso farmacêutico, pois se mostra uma boa alternativa 

para preparação de sistemas sensíveis a variações de pH, devido a presença de uma 

amina terciária com pKa 8,0 – 8,4, isto significa que em pH abaixo dessa faixa ocorre 

sua protonação (LUO et al., 2010; WETERING et al., 1998). Diversas propriedades 

são relatadas para o Poli(DMAEMA), a exemplo, formar vetores para aplicação na 

terapia gênica devido a interações eletrostáticas (LIN et al., 2008; WETERING et al., 

1998), agir como surfactante em reações de polimerização em emulsão (NI et al., 

2006) e estabilizante de nanopartículas em suspensão (MANDAL et al., 2012). 

Partindo dessa propriedade dos copolímeros anfifílicos de agir como 

surfactante, nosso grupo de pesquisa propôs, recentemente, um novo carreador 

vesicular constituído de uma blenda polimérica de poli(ε-caprolactona) (PCL) e do 

copolímero anfifílico poli(MMA-b-DMAEMA). Análises de microscopia eletrônica de 

transmissão mostraram a estrutura esferóide do nanocarreador, sendo observada uma 

camada revestindo-o, a qual consistia da fração hidrofílica do copolímero (bloco de 

DMAEMA). Além disso, foi possível incorporar melatonina (neurohormônio 

hidrofílico) a essa nanocápsula com eficiência de encapsulação de até 40% (PENNOT-

CHANG et al., 2012). 

Quintanar-Guerrero e colaboradores (2001) mostraram que géis preparados 

com poli(MMA-b-DMAEMA) apresentavam propriedades adesivas frente a diferentes 

tipos de mucosa (sublingual, gástrica, intestinal e vaginal), e que tal fenômeno se deu 

possivelmente por interação eletrostática das aminas protonadas do copolímero com os 

ácidos das glicoproteínas do muco. Nesse contexto, esse achado sugere que a 

nanocápsula desenvolvida pelo nosso grupo poderia ser um promissor sistema de 

liberação mucoadesivo para uso intranasal visando liberação de fármacos no SNC. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

  



 

 



49 

2.1.  Reagentes, Solventes e Instrumentação 

 

• Reagentes e Solventes 

 

1,4-dioxano PA (Nuclear, Brasil) 

2-ciano-2-ditiobenzoato de propila (Sigma, EUA) 

4-(N,N-dimetil)aminopiridina (Sigma-Aldrich, EUA) 

Acetato de amônio (Synth, Brasil) 

Acetato de etila PA (Nuclear, Brasil) 

Acetato de sódio (Vetec, Brasil) 

Acetona PA (Nuclear, Brasil) 

Acetonitrila grau HPLC (Tedia, Brasil) 

Ácido Acético PA (Fmaia, Brasil) 

Ácido ascórbico (Neon, Brasil) 

Ácido clorídrico PA (Quimex, Brasil) 

Ácido fosfórico (Dinâmica, Brasil) 

Apomorfina (USP, EUA) 

Azobisisobutironitrila (Merck, Alemanha) 

Carbonato de sódio (Merck, Alemanha) 

Cetamina (Syntec, Brasil) 

Ciclohexano PA (Nuclear, Brasil) 

Cloreto de potássio (Nuclear, Brasil) 

Cloreto de sódio (Nuclear, Brasil) 

Cloridrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (Sigma-Aldrich, EUA) 

Clorofórmio deuterado (Sigma-Aldrich, EUA) 

Etanol absoluto PA (Nuclear, Brasil) 

Formaldeído (Nuclear, Brasil) 

Fosfato de Potássio Dibásico (Nuclear, Brasil) 

Glutaraldeído (Merck, Alemanha) 

Hidróxido de sódio (Cromolime, Brasil) 

Indometacina (Sigma-Aldrich, EUA) 
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Isoflurano (Biochimico, Brasil) 

Metacrilato de 2-(dimetilamino)etila (Sigma-aldrich, EUA) 

Metacrilato de metila (Sigma-aldrich, EUA) 

Metanol grau HPLC (Tedia, Brasil) 

Metotrexato (Pharma Nostra, Brasil) 

Mucina de estômago suíno tipo II (Sigma-Aldrich, EUA)  

Olanzapina (Teuto, Brasil) 

Poli(ε-caprolactona) Mw = 14kg/mol (Sigma-Aldrich, EUA) 

Polissorbato 80 (Delaware, Brasil) 

Resveratrol (DEG, Brasil) 

Tetrahidrofurano grau HPLC (Tedia, Brasil) 

Triglicerídeos de cadeia media (Alpha Química, Brasil) 

Trizma (Sigma-Aldrich, EUA) 

Xilazina (Syntec, Brasil) 

 

• Instrumentação 

 

Analisador de textura TA-XT plus (Stable Micro System, Espanha) 

Analisador termogravimétrico Q5000 IR (TA Instruments, EUA) 

Bomba de alto vácuo (Edwards, Brasil) 

Bomba peristáltica Minipuls 3 (Gilson, Canadá) 

Caixa acústica (Insight, Brasil) 

Calorímetro diferencial Q20 (TA Instruments, EUA) 

Centrífuga de eppendorff 1-14 (Eppendorf, Alemanha) 

Coluna cromatográfica Luna 51 C18, 100 Å, 150 x 4,6 mm (Phenomenex, EUA) 

Coluna cromatográfica Shim Pack C8, 150 x 4,6 mm (Shimadizu, Japão) 

Espectrômetro de Infra-vermelho 640-IR (Varian, EUA) 

Espectrômetro de Ressonância Magnética Nuclear INOVA-300 (Varian, EUA) 

Mastersizer 2000 (Malvern, Reino Unido)  

Nanosight LM10 (Nanosight, Reino Unido) 

pHmetro UB-10 (Denver, EUA) 
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Pipetadores diversos (Brand, Alemanha) 

Placa agitadora com termostato (Ika-Werke, Alemanha) 

Purificador de água Milli-Q (Millipore, EUA) 

Rotaevaporador R-114 (Büchi, Alemanha) 

Sistema Cromatográfico GPCMax Triple Detector (Viscotec, EUA) 

Sistema Cromatográfico Líquido acoplado a detector de UV (Perkin-Elmer, EUA) 

Turbiscan lab (Formulaction, França) 

Ultracentrífuga Himac CP80WX (Hitachi, Japão) 

Vidrarias diversas 

Zetasizer ZS Nano (Malvern, Reino Unido) 

 

2.2. Obtenção do copolímero metacrílico poli(MMA-b-DMAEMA) 

 

2.2.1. Síntese do copolímero 

 

Para obtenção do copolímero, foi realizada a polimerização radicalar do 

tipo RAFT, utilizando AIBN (Azobisisobutironitrila) e CPDB (2-ciano-2-

ditiobenzoato de propila) como iniciador e agente de transferência de cadeia, 

respectivamente (CHIEFARI et al., 1998). Por se tratar de um copolímero em bloco, a 

reação foi conduzida em duas etapas: na primeira, foi preparado o macroiniciador, 

poli(MMA); na segunda, foi obtido o copolímero poli(MMA- b-DMAEMA) (CP), 

conforme apresentado no Esquema 1. 

Inicialmente, em um balão de fundo redondo com duas bocas foram 

adicionados aproximadamente 50 mmol do monômero metacrilato de metila (MMA), 

1 mmol do agente de transferência de cadeia (CPBD) e 5 mL de dioxano. O sistema 

foi fechado com septos de borracha e desgaseificado com argônio por 15 min, sendo, 

então, adicionados 0,5 mmol de iniciador da polimerização (AIBN). O meio reacional 

foi aquecido em banho de silicone a 85±5 ºC e deixado sob agitação por 5 h. Para 

finalizar a reação, o sistema foi aberto e 5 mL de THF foram adicionados. A 

purificação do polímero foi feita por precipitação, na qual o produto foi adicionado 
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gota a gota em ciclohexano gelado sob agitação, sendo este procedimento realizado 

três vezes. Por fim, o polímero foi recolhido e seco à temperatura ambiente sob vácuo  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

por 6 h. 

 

Na segunda etapa da síntese, o procedimento de montagem do sistema e de 

adição dos componentes foi semelhante ao da primeira etapa: em um balão de fundo 

redondo com duas bocas foram adicionados 400 mmol do monômero metacrilato de 2-

(dimetilamino)etila (DMAEMA), 1 mmol do macroiniciador [poli(MMA)] e 0,5 mmol 

de iniciador (AIBN) em 5 mL de dioxano sob atmosfera de argônio. O sistema foi 

aquecido a 85±5 ºC e ficou sob agitação por 20 h, sendo interrompida a reação com a 

abertura do sistema e adição de 10 mL de THF. A purificação foi feita por precipitação 

em ciclohexano gelado (três vezes) e o produto foi recolhido e seco à temperatura 

ambiente sob vácuo por 8 h. 
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2.2.2. Caracterização físico-química do copolímero 

 

Amostras do produto foram analisadas quanto a sua identidade e estrutura 

química, respectivamente, por Espectroscopia de Infra-vermelho com Transformada de 

Fourier (FTIR), após preparação de pastilhas de KBr contendo o copolímero (640-IR, 

Varian) e Ressonância Magnética Nuclear de Hidrogênio (RMN-H), utilizando 

clorofórmio deuterado como solvente (INOVA-300, Varian). A massa molar ponderal 

(Mw) e o índice de polidispersão (PDI) foram determinados por Cromatografia de 

Permeação em Gel (GPC), cujo aparelho (GPCMax, Viscositec) foi previamente 

calibrado com soluções padrões de poli(estireno) e as análises feitas utilizando um 

detector triplo (índice de refração, viscosimétrico e de espalhamento de luz). Ainda, a 

partir do espectro de RMN-H, a razão molar final do copolímero foi estabelecida 

aplicando-se as equações 1 e 2. 

Ainda, foi avaliado o comportamento térmico do macroiniciador (PMMA) e 

do copolímero. A caracterização foi feita por análise termogravimétrica (TGA) e 

calorimetria diferencial exploratória (DSC) para observar a estabilidade térmica dos 

polímeros e estabelecer suas transições térmicas, respectivamente. As análises de TGA 

foram realizadas com o equipamento TGA Q5000 IR (TA Instruments, EUA) em 

atmosfera inerte (N2) na faixa de 20 – 600 °C e as de DSC com o aparelho DSC Q20 

(TA Instruments, EUA) em atmosfera inerte (N2) na faixa de -20 – 250 °C com dois 

ciclos de aquecimento (isoterma de 10 °C / min) e um de resfriamento (isoterma de 2 

°C / min). 
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MB = composição em função do monômero B; ʃ HA = integral do hidrogênio 

diferencial do monômero A; nHA = número de hidrogênios diferenciais do monômero 

A; ʃ HB = integral do hidrogênio diferencial do monômero B; nHB = número de 

hidrogênios diferenciais do monômero B. 

 

2.3. Avaliação da adesividade de poli(ε-caprolactona) e poli(MMA-b-

DMAEMA) em mucosa nasal in vitro 

  

Foi utilizado um analisador de textura TA-XT plus (Stable Micro Systems, 

Espanha). Foi medida a força necessária para destacar as amostras mantidas em 

contato com mucosas nasais suínas de animais provenientes de abatedouro. Para 

remoção das mucosas, as cavidades nasais foram separadas com uma incisão ao longo 

do septo nasal. A mucosa foi removida com auxílio de uma pinça e tesoura cirúrgica e 

mantida em banho de gelo imersa em solução salina até o momento da análise. A 

mucosa nasal suína foi aderida à prova analítica com adesivo instantâneo cianoacrilato 

e suas bordas foram presas com elástico de borracha. Imediatamente antes do teste, a 

mucosa já aderida à prova analítica foi imersa em solução de mucina 2 % (m/v), 

preparada em tampão fosfato monobásico (0,02 M, pH 6,0), e mantida a 32oC por 30 s. 

O excesso de líquido foi retirado com papel absorvente macio.  

As amostras consistiram de filmes poliméricos depositados sobre lamínulas 

de vidro de 15 mm de diâmetro. A funcionalização das superfícies foi feita por spin 

coating, onde soluções diluídas (1 %, m/v) de cada polímero (PCL e CP) ou da mistura 

deles (1:1) em THF foram gotejadas lentamente sobre as lamínulas em rotação de 

2000 rpm. Em seguida, os discos foram deixados à temperatura ambiente para garantir 

a evaporação do solvente por 24 h. Estas lamínulas contendo as amostras foram 

fixadas na mesa inferior do analisador de textura disposta logo abaixo da prova 

analítica contendo a mucosa. 

O teste foi realizado com a descida da sonda até a mucosa entrar totalmente 

em contato com a amostra (Esquema 2). Ambas as superfícies foram mantidas em 

contato por 60 s sem nenhuma força ser aplicada durante a fase de contato. Depois, a 

sonda foi removida a uma velocidade constante de 0,5 mm/s até a total separação das 
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duas superfícies. O software do equipamento Texture Exponent Lite registrou a força 

necessária para a remoção, obtendo-se um gráfico de força versus tempo. Com este 

gráfico, o software calculou a ASC obtida durante a fase de destaque da amostra e a 

membrana, sendo reportada como trabalho de mucoadesão (TMA); determinou-se 

também o pico de mucoadesão (PMA), que é a força máxima obtida durante a retirada 

da sonda analítica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4. Desenvolvimento de nanocápsulas de blenda de poli(ε-caprolactona) e 

poli(MMA- b-DMAEMA) 

 

2.4.1. Preparação das nanocápsulas 

 

As nanocápsulas foram preparadas pelo método de precipitação interfacial 

de polímero pré-formado conforme descrito por Fessi et al. (1989), no qual uma fase 

orgânica é injetada em uma fase aquosa sob agitação, seguida da concentração da 

formulação ao volume desejado por rotaevaporação.  
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No presente trabalho, foi seguida, inicialmente, a composição proposta por 

Pennot-Chang et al. (2012), cuja fase orgânica era composta por poli(ε-caprolactona) 

(PCL, 0,1 g), copolímero (CP, 0,1 g), triglicerídeos de cadeia média (TCM, 0,2 mL) e 

acetona (27 mL), e a fase aquosa apenas água ultrapura (53 mL). Ambas as fases 

foram mantidas em banho a 40 °C sob agitação até completa dissolução dos 

componentes (no caso da fase orgânica) e, após a nanoprecipitação, a formulação (F1) 

foi concentrada ao volume final de 10 mL. Além disso, um estudo de pré-formulação 

foi conduzido para obtenção da melhor formulação para continuação dos trabalhos, 

sendo avaliados os seguintes parâmetros: redução da concentração de copolímero (F2), 

associação de um tensoativo hidrofílico (F3) e diluição da fase orgânica (F4, F5 e F6). 

A composição das formulações está apresentada na Tabela 1.  

 

 

 

Fase Componente F1 F2 F3 F4 F5 F6 

Orgânica PCL 0,1 g 0,1 g 0,1 g 0,01 g 0,02 g 0,05 g 

 Copolímero 0,1 g 0,05 g 0,05 g 0,01 g 0,02 g 0,05 g 

 TCM 0,2 mL 0,2 mL 0,2 mL 0,02 mL 0,04 mL 0,1 mL 

 Acetona 27 mL 27 mL 27 mL 27 mL 27 mL 27 mL 

Aquosa Água miliQ 53 mL 53 mL 53 mL 53 mL 53 mL 53 mL 

 Polissorbato 80 - - 0,05 g - - - 

 

 

2.4.2. Caracterização físico-química das nanocápsulas 

 

As suspensões de nanocápsulas obtidas foram caracterizadas quanto à 

distribuição de diâmetro por difratometria de laser (LD) utilizando o aparelho 

Mastersizer 2000 (Malvern). Esta técnica determina o diâmetro da esfera equivalente 

(d4,3) através da teoria de Mie, bem como a amplitude da distribuição de tamanho das 

partículas (Span) de acordo com a Equação 3. Neste caso, uma alíquota da amostra foi 

adicionada no reservatório dispersor do aparelho contendo água com eixo de dispersão 

a 2000 rpm.  

Tabela 1. Composição quali e quantitativa de nanocápsulas contendo poli(ε-caprolactona) e 

poli(MMA- b-DMAEMA) 

Os componentes da fase orgânica das formulações F4, F5 e F6 correspondem a diluição 1:10, 

1:5 e 1:2 da fase orgânica da formulação F1, respectivamente. 
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de partícula; d0,9 = diâmetro médio de 90% da população amostral; d0,5 = diâmetro 

médio de 50% da população amostral; d0,1 = diâmetro médio de 10% da população 

amostral. 

 

A formulação com melhor perfil no estudo de pré-formulação teve outros 

parâmetros físico-químicos determinados, tais como pH, diâmetro hidrodinâmico (dH), 

coeficiente de difusão (D), mobilidade eletroforética (µE), potencial ζ e estabilidade. O 

pH foi estabelecido com auxílio de potenciômetro (Denver) previamente calibrado 

com soluções padrão (4,0 e 7,0). O dH e D das nanocápsulas foram obtidos por meio 

das técnicas de espalhamento dinâmico de luz (DLS) e análise de rastreamento de 

nanopartículas (NTA) através dos aparelhos Zetasizer ZS Nano (Malvern) e Nanosight 

(Nanosight), respectivamente. 

Ambas as técnicas baseiam-se no movimento browniano das partículas, 

relacionando o coeficiente de difusão das partículas com a intensidade de luz 

espalhada por estas através da relação de Stokes-Einstein (equação 4), no caso do 

DLS, ou de uma equação derivada que relaciona a velocidade das partículas (equação 

5), no caso do NTA, fornecendo o diâmetro médio por intensidade (Z-average) e o 

diâmetro médio por número, respectivamente. 

 

da partícula; κ = constante de Boltzmann; T = temperatura absoluta; η = viscosidade 

do solvente; D = coeficiente de  

 

 

 

 

Onde: (x, y)² = velocidade quadrática média da partícula; κ = constante de Boltzmann; 

T = temperatura absoluta; η = viscosidade do solvente; rH = raio hidrodinâmico da 

partícula no meio. 
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A mobilidade eletroforética (µE) e o potencial ζ foram obtidos no Zetasizer 

ZS Nano (Malvern) por eletroforese de laser Doppler (LDE), onde as partículas, após 

diluição em solução salina e sob efeito de um campo elétrico induzido, migram para o 

cátodo ou ânodo da célula, sendo esse movimento correlacionado por meio da equação 

6: 

 

�� =  
2 � � �(
�)

3 �
 

 

Onde: µE = mobilidade eletroforética da partícula; ε = constante dielétrica do solvente; 

ζ = potencial zeta da partícula; η = viscosidade do solvente; f(ka) = função de Henry. 

 

Considerando que copolímeros de DMAEMA respondem a variações de pH 

do meio, devido à presença de um grupamento amina na sua estrutura que pode sofrer 

protonação, as análises foram realizadas em meio tamponado em diferentes pH para 

observar o comportamento das nanopartículas. Foram utilizadas soluções tampão pH 

2,7 (HCl-KCl 0,02M), 4,7  (Ácido Acético-Acetato 0,02M), 7,4 (KH2PO4-NaOH 

0,02M), 9,2 (Tris-HCl 0,02M) e 12,3 (NaOH-KCl 0,02M). Para as análises de DLS e 

NTA, as formulações foram diluídas (1:500 e 1:10000, respectivamente) nos diferentes 

tampões, e nos testes de LDE as amostras foram diluídas 1:500, com a adição de NaCl 

10 mM aos tampões. 

Para verificar a estabilidade das formulações, mais especificamente quanto 

à manutenção da resposta da nanocápsula frente à variação de pH, foi determinado o 

diâmetro (DLS) e o potencial ζ (LDE) das formulações após 30 dias, conforme 

descrito no parágrafo anterior. 

Fenômenos de instabilidade física das formulações, tais como floculação, 

cremagem e sedimentação, foram avaliados pela técnica de espalhamento múltiplo de 

luz (MLS), onde um laser é incidido ao longo da amostra e as variações de intensidade 

de luz transmitida e retroespalhada no topo, no meio e na base da cubeta indicam o 

tipo de fenômeno ocorrido. Além disso, esta técnica correlaciona a luz retroespalhada 

ao percurso do fóton (Equações 7 e 8), sendo possível a determinação do diâmetro das 

(Eq. 6) 
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partículas. Assim, a formulação foi analisada por 1 h a 25ºC, com varreduras a cada 10 

min. 

 

 

 

 

  

Onde: Bs = luz retroespalhada pela amostra; l = distância média percorrida pelo fóton 

no meio; Qs = fator de eficiência de espalhamento; g = fator de assimetria; φ = fração 

volumétrica das partículas; d = diâmetro das partículas. 

 

2.5. Avaliação da mucoadesividade de nanocápsulas de blenda de poli(ε-

caprolactona) e poli(MMA-b-DMAEMA) 

 

2.5.1. Estudo da interação das nanocápsulas com mucina in vitro 

 

A capacidade das nanocápsulas de interagir com mucina foi determinada 

conforme proposto por  Lieleg, Vladescu e Ribbeck (2010) com modificações. Neste 

estudo foi utilizada mucina de estômago de porco tipo II. Contudo, por formar uma 

suspensão ao ser adicionada em água, foi realizado o isolamento da fração solúvel de 

mucina em água, eliminando, assim, agregados macroscópicos que seriam um 

inconveniente nas análises com as nanocápsulas. Sendo assim, aproximadamente 750 

mg de mucina foram adicionados em 150 mL de água destilada e o sistema foi 

mantido sob agitação por 24 h a temperatura ambiente. Em seguida, a suspensão foi 

ultracentrifugada por 1 h a 4 °C numa velocidade de 200.000 x g e o sobrenadante foi 

recolhido e liofilizado. 

 Considerando que no organismo humano o pH das mucosas pode variar de 

neutro (trato respiratório), levemente ácido (intestino e trato genital feminino) ou ácido 

(estômago), a fração solúvel de mucina obtida foi solubilizada nos tampões que 

simulassem esses ambientes: pH 2,7 (HCl-KCl 0,02M), 4,7  (Ácido Acético-Acetato 

0,02M), 7,4 (KH2PO4-NaOH 0,02M). A mucoadesividade das nanocápsulas foi 
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estabelecida por DLS, NTA e LDE e as amostras foram preparadas a partir da sua 

diluição (1:500, 1:10.000 e 1:500, respectivamente) em solução de mucina 0,1 % (m/v) 

nos diferentes tampões. Os parâmetros avaliados foram dH e D (DLS e NTA) e µE e 

potencial ζ (LDE). 

 

2.5.2. Tempo de residência das nanocápsulas em mucosa nasal in vitro 

 

Nesse estudo foi utilizada a olanzapina (OLA, fármaco antipsicótico a ser 

utilizado no estudo biológico in vivo, item 3.7.) como sonda para estimar a capacidade 

das nanocápsulas de retê-la na mucosa nasal. Inicialmente, foram preparadas 

nanocápsulas contendo olanzapina (NCOLA) por deposição interfacial de polímero pré-

formado conforme descrito anteriormente (item 3.4.1.). A formulação consistiu de 

PCL (50 mg), CP (50 mg), TCM (0,1 mL) e OLA (5 mg), cujo volume final após 

rotaevaporação foi 10 mL. A seguir, ela foi caracterizada quanto ao dH e ao potencial ζ 

(DLS em tampão PBS pH 7.4) e ao pH (potenciometria) (item 3.4.2.). 

O teor de fármaco foi determinado por cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE) utilizando metodologia analítica previamente descrita e validada 

(DIMER; POHLMANN; GUTERRES, 2013), a qual foi avaliada quanto à 

especificidade, à linearidade, à precisão e aos limites de detecção e quantificação 

teóricos (calculados a partir das equações 9 e 10). 

 

 

 

 

 

 

Onde: LD = Limite de detecção; LQ = Limite de quantificação; DPb = Desvio padrão 

do coeficiente linear; Xa = Valor médio do coeficiente angular 

 

Foi empregado um sistema cromatográfico líquido com detector de 

ultravioleta e injeção automática (Perkin Elmer). Foi utilizada uma coluna de fase 
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reversa (Luna 51 C18, 100Å, 150 x 4,6 mm, Phenomenex) precedida por uma pré-

coluna (C18, 4 x 3 mm, Phenomenex). A fase móvel consistiu de uma mistura de 

acetonitrila (30%), solução de acetato de amônio 35mM (69,4%), ácido acético (0,5%) 

e trietilamina (0,1%), a qual foi eluída de modo isocrático (0,75 mL/min). A solução-

mãe (0,5 mg/mL) foi preparada e diluída na própria fase móvel na faixa de 1-20 

µg/mL e a detecção foi realizada a 260 nm. 

A eficiência de encapsulação do fármaco (%EE) na formulação foi 

determinada por ultrafiltração-centrifugação, onde uma alíquota (200 µL) de 

formulação foi adicionada a uma unidade filtrante com cut-off de 10kDa (Microcon) e 

centrifugada a 1870xg por 5 min/25 ºC (Eppendorf). O teor de fármaco não associado 

foi determinado no ultrafiltrado por CLAE, utilizando o método previamente descrito, 

e a %EE foi calculada a partir da Equação 11. 

 

 

 

 

 

Onde: %EE = Eficiência de encapsulação; Ct = Concentração do fármaco total na 

formulação; Cl = Concentração do fármaco livre no ultrafiltrado. 
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Para determinar o perfil de retenção da formulação na mucosa nasal, foi 

utilizada uma célula de difusão de Franz modificada (Esquema 3). Logo, discos de 

mucosa nasal suína (12 mm de diâmetro) foram montados na célula de modo que a 

superfície da mucosa ficasse virada para o compartimento doador. NCOLA (50µL) 

foram adicionadas sobre a mucosa e, após 1 min, foi iniciada a lavagem da superfície 

com PBS pH 6,5, o qual foi bombeado num fluxo de 3 mL/min com auxílio de uma 

bomba peristáltica (Minipuls 3, Gilson). Diferentes frações foram recolhidas ao longo 

de 10 min e o teor de OLA nestas foi determinado por CLAE. Para fins de 

comparação, foi utilizada uma solução de OLA (SOLA) em PBS pH 6,5 como controle. 

 

Ainda, ao final do experimento, os discos de mucosa foram analisados por 

microscopia eletrônica de varredura (MEV). Os tecidos foram fixados com solução 

tamponada de glutaraldeído 2,5% (v/v, em PBS pH 7,4) por 24 h, seguida de 

desidratação seriada com etanol, sendo a amostra mantida por 10 min em diferentes 

soluções hidroalcoólica (30, 50, 70 e 90%). Por fim, os tecidos foram transferidos para 

acetona (15 min), secos no ponto crítico e montados em stubs para metalização com 

ouro. Para aquisição das imagens, o microscópio (JSM 6060, JEOL) foi ajustado em 7 

kV. 

 

2.6. Avaliação do perfil de liberação in vitro das nanocápsulas de blenda de 

poli(ε-caprolactona) e poli(MMA-b-DMAEMA)  

 

O perfil de liberação in vitro da OLA a partir das NCOLA foi avaliado pelo 

método do saco de diálise. Para tanto, foi utilizado saco de diálise de celulose (Spectra 

Por 7, cut-off 10 kDa), no qual se adicionou 1 mL de formulação, seguido do 

fechamento do saco com presilhas apropriadas. O saco foi, então, imerso em 150 mL 

de tampão PBS pH 6,5 de modo a garantir a condição sink ao longo do experimento. O 

sistema foi mantido a 32 °C sob leve agitação magnética, sendo removido 1 mL do 

meio em diferentes intervalos para quantificação do fármaco por HPLC (item 3.7.) e 

adicionado 1 mL de meio fresco. Como controle, foi utilizada a solução do fármaco 

livre (SOLA). Os perfis de liberação foram modelados quanto ao modelo 

monoexponencial (Equação 12) com auxílio do software Micromath Scientist 



63 

(Micromath, EUA). Ainda, o modelo semi-empírico de Korsmeyer-Peppas (Equação 

13) foi aplicado para estimar o mecanismo de liberação do fármaco.  

   

 

 

 

 

 

 

no tempo t; M∞ = quantidade cumulativa de fármaco liberado no infinito; k = constante 

estrutural e geométrica do dispositivo; n = expoente de liberação. 

 

2.7. Avaliação biológica das nanocápsulas de blenda de poli(ε-caprolactona) e 

poli(MMA- b-DMAEMA) por via intranasal 

 

Para o presente estudo, foi escolhida a OLA como fármaco modelo, um 

antipsicótico atípico com menos efeitos extrapiramidais (principal efeito colateral dos 

antipsicóticos típicos), mas que apresenta extenso metabolismo de primeira passagem 

(em torno de 40%) após administração oral e baixa biodistribuição cerebral (por ser 

substrato da pg-P), sendo, por conseguinte, uma molécula interessante para avaliação 

(ABDELBARY; TADROS, 2013; KUMAR et al.,2008). 

Foram utilizados ratos Wistar (200-250 g, machos) procedentes do Centro 

de Reprodução e Experimentação de Animais de Laboratório (CREAL), órgão 

vinculado ao Instituto de Ciências Básicas da Saúde (ICBS) da Universidade Federal 

do Rio Grande do Sul (UFRGS). Eles foram mantidos no biotério setorial da 

Faculdade de Farmácia (FacFar) até o momento de sua utilização com acesso à ração e 

água ad libitum e sob ciclos diários de claro/escuro de 12 h. Os animais foram 

divididos em caixas de polipropileno (5-6 animais/caixa), as quais eram armazenadas 

em estante ventilada (Alesco, Brasil) a 22 °C e 65% de umidade. 

Todos os procedimentos realizados no presente estudo foram aprovados 

pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da UFRGS, sob o número 25659. 

(Eq. 12) 
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Ainda, tanto a manutenção quanto a manipulação dos animais foram realizadas 

conforme as diretrizes do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal 

(CONCEA) no sentido de evitar o estresse dos animais. O descarte dos resíduos 

biológicos gerados foi feito de acordo com as normas da Comissão de Saúde de 

Ambiente de Trabalho (COSAT) da FacFar, enquanto os resíduos químicos foram 

acondicionados em recipientes apropriados e enviados ao Centro de Gestão e 

Tratamento de Resíduos Químicos (CGTRQ) do Instituto de Química da UFRGS. 

 

2.7.1. Estudo de distribuição cerebral in vivo das nanocápsulas contendo 

olanzapina 

 

Inicialmente, os animais (n=5/grupo) foram anestesiados com cetamina (80 

mg/Kg, i.p.) e xilazina (15 mg/Kg, i.p.) e foram administrados com SOLA e NCOLA (0,5 

mg/Kg, i.n.) com auxílio de uma micropipeta. Após 1 h da administração, o encéfalo 

dos animais foi removido após decapitação para quantificação do teor de OLA no 

tecido cerebral por CLAE de acordo com metodologia previamente descrita e validada 

(DUSCI et al., 2002). Para isso, homogenatos (40%, m/v) foram preparados em 

solução de Na2CO3 0,1M e uma alíquota (1 mL) foi extraída com uma mistura de 

hexano:diclorometano (85:15, 2 mL) em vórtex por 5 min. A mistura foi centrifugada 

por 5 min a 1800 x g, sendo recolhido o sobrenadante, o qual foi reextraído com 400 

µL de tampão (H3PO4-KH2PO4 45 mM pH 2,8) com 30 s em vórtex. Em seguida, a 

camada aquosa foi recolhida e analisada por CLAE (150 µL). A quantificação foi feita 

em um sistema cromatográfico líquido (Perkin Elmer), utilizando uma coluna de fase 

reversa (Shim Pack C8, 150 x 4,6 mm, Shimadizu) precedida por uma pré-coluna 

(C18, 4 x 3 mm, Phenomenex). A fase móvel consistiu de acetonitrila:água (14:86), 

contendo ácido fosfórico 0,25% (v/v) e trietilamina 0,05% (v/v), a qual foi eluída de 

modo isocrático (1 mL/min) e a detecção em 270 nm. O teor de OLA no cérebro foi 

calculado a partir da equação 14: 

 

�� =  
���  ���

��

 

 

(Eq. 14) 
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Onde: CT = concentração tecidual; CEA = concentração do extrato aquoso; VEA = 

volume do extrato aquoso; MT = massa de tecido. 

 

2.7.2. Avaliação da atividade antipsicótica da olanzapina nanoencapsulada no 

modelo de inibição de sobressalto por pré-pulso (PPI) em ratos  

 

Para o tratamento, os animais (n=6-7/grupo) foram levemente anestesiados 

com isoflurano e em seguida foi feita a administração de SOLA e NCOLA com o auxílio 

de uma micropipeta (0,5 mg/Kg, i.n.). Ainda, como grupo controle foi feita a 

administração do veículo (tampão PBS) e das nanocápsulas sem fármaco (NC). Após 

40 min, a atividade locomotora dos ratos foi avaliada em um campo aberto (Insight, 

Brasil), sendo determinado o número de quadrantes percorridos pelo animal durante 5 

min. Imediatamente após, os ratos receberam apomorfina (4 mg/Kg, s.c.) ou seu 

veículo (ácido ascórbico 1 mg/mL em salina) e foram submetidos ao experimento de 

inibição do sobressalto. A Tabela 2 apresenta todos os grupos experimentais e o 

Esquema 4 o protocolo experimental: 

 

 

 

 TRATAMENTO 

Grupo 1 Veículo + veículo (controle negativo) 

Grupo 2 Veículo + apomorfina (controle positivo) 

Grupo 3 Olanzapina em solução + veículo 

Grupo 4 Nanocápsula de olanzapina + veículo 

Grupo 5 Nanocápsula branca + veículo 

Grupo 6 Olanzapina em solução + apomorfina 

Grupo 7 Olanzapina nanoencapsulada + apomorfina 

Grupo 8 Nanocápsula branca + apomorfina 

 

 

 

Tabela 2. Grupos experimentais em função do tipo de tratamento no modelo de inibição 

do sobressalto por pré-pulso  
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O teste do PPI foi realizado em uma caixa de madeira com isolamento 

acústico (Insight, Brasil), contendo uma câmara de contensão acoplada a uma balança, 

na qual o animal é alocado, e dois altos falantes (Figura1). Os parâmetros 

experimentais (sinais sonoros) e a mensuração dos resultados foram feitos por meio de 

um computador acoplado ao aparelho. Inicialmente, o animal é ambientado na caixa 

(65 dB / 5 min), passando, em seguida, por um pré-teste de 24 sessões aleatórias 

compostas de 18 sessões de exposição ao pulso (115 dB / 50 ms) e 6 sessões da 

combinação de pré-pulso (81dB / 20 ms) + pulso (115 dB / 100 ms). No dia seguinte, 

os animais são novamente ambientados (65 dB / 5 min) e submetidos a 65 sessões 

aleatórias de estímulos sonoros (tabela 3). O percentual de inibição do sobressalto pelo 

pré-pulso é calculado com a Equação 15. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Estímulo sonoro Intensidade 

Sem estímulo 65 dB (ruído de fundo) 

Pré-pulso 73, 77 e 81 dB 

Pulso 115 dB 

Tabela 3. Estímulos sonoros utilizados na avaliação da atividade 
antipsicótica pelo modelo inibição do sobressalto por pré-pulso 
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Pré-pulso + Pulso 73 dB + 115 dB 

 77 dB + 115 dB 

 81 dB + 115 dB 

 

%��� = 100 − (
���

��
 � 100) 

 

Onde: %PPI = percentual de inibição do sobressalto pelo pré-pulso; RPP = resposta à 

combinação pré-pulso + pulso; RP = resposta ao pulso. 

 

Os dados obtidos foram analisados com auxílio do programa GraphPad 

Prism 5.0 (EUA) através de analise de variância (Two-way ANOVA), seguida do 

Teste de Bonferroni. Os dados foram expressos como média ± erro padrão da média 

(EPM) e as diferenças foram consideradas significativas quando p<0,05. 

 

2.7.3. Avaliação preliminar de toxicidade nasal das nanocápsulas 

 
Após leve anestesia com isoflurano, os animais (1 rato/grupo) foram 

administrados i.n. (100 µL/narina) com tampão PBS pH 6.5 ou nanocápsulas brancas; 

após 1 h, eles foram decapitados e a mucosa nasal foi removida. Ainda, outro rato 

recebeu diariamente tampão PBS pH 6.5 ou as nanocapsulas i.n. durante 7 dias, sendo, 

então, removida a mucosa nasal. Os tecidos foram fixados em formol tamponado 10% 

(v/v, em PBS pH 7,4) por 24 h, sendo realizado o processamento para coloração 

hematoxilina-eosina. As amostras foram examinadas por microscopia ótica por 

profissional patologista. 

 

2.8. Estudo da distribuição de fármacos em nanocápsulas de blenda de poli(ε-

caprolactona) e poli(MMA-b-DMAEMA) 

 

Por se tratar de um carreador novo, diferentes moléculas foram 

incorporadas às nanocápsulas e o mecanismo de distribuição foi determinado por meio 

de uma metodologia proposta por Oliveira et al. (2013). Assim, foram escolhidos 

(Eq. 15) 
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quatro moléculas com distintos valores de LogD no pH da formulação (valor médio de 

8,5), calculados com auxílio do programa ACDLogD 6.0 (Advanced Chemistry 

Development Inc., EUA). As estruturas químicas e os respectivos LogD estão 

apresentados no Esquema 5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Logo, foram preparadas suspensões de nanocápsulas de PCL/CP contendo 

metotrexato (NCMTX), resveratrol (NCRSV), indometacina (NCINDOH) e seu éster etílico 

(NCINDOET), de acordo com a composição da Tabela 4. 

 

 Tabela 4. Composição quali e quantitativa de nanocápsulas de poli(ε-caprolactona) 

e poli(MMA-b-DMAEMA) contendo diferentes compostos modelo 
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Fase Componente NCMTX  NCRSV NCINDOH  NCINDOET  

Orgânica PCL 50 mg 50 mg 50 mg 50 mg 

 Copolímero 50 mg 50 mg 50 mg 50 mg 

 TCM 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL 0,1 mL 

 Acetona 27 mL 27 mL 27 mL 27 mL 

 Fármaco 2,5 mg 5 mg 5 mg 5 mg 

Aquosa Água miliQ 53 mL 53 mL 53 mL 53 mL 

 

Elas foram caracterizadas quanto à distribuição de tamanho (DL), ao dH 

(DLS), ao potencial ζ (LDV), ao pH (potenciometria) e ao teor, o qual foi determinado 

por CLAE, empregando sistema cromatográfico e coluna citados previamente (item 

3.5.2.). Os métodos analíticos foram baseados em metodologias previamente validadas 

e descritas na literatura (avaliados quanto à especificidade, linearidade, precisão e 

LD/LQ teórico), conforme a seguir:  

  

• Indometacina e seu éster etílico (POHLMANN et al., 2004): a fase móvel 

consistiu de uma solução de acetonitrila:água (7:3, v/v) com pH aparente de 5,0 

ajustado com ácido acético 10% (v/v) e vazão de 1,0 mL/min. As soluções-mãe (0,5 

mg/mL) foram preparadas e diluídas em acetonitrila na faixa de 1-25 µg/mL e a 

detecção de ambos foi realizada a 267 nm. 

 

• Resveratrol (SAPINO et al., 2009): a fase móvel consistiu de uma solução de 

acetonitrila:água (5:5, v/v) com pH aparente de 3,0 ajustado com ácido acético 

glacial e vazão de 0,6 mL/min. A solução-mãe (0,5 mg/mL) foi preparada e diluída 

em acetonitrila na faixa de 1-20 µg/mL e a detecção foi realizada a 305 nm. 

 

• Metotrexato (SARTORI et al., 2008): a fase móvel consistiu de uma solução de 

água:acetonitrila:THF (65:30:5, v/v/v) com pH aparente de 3,0 ajustado com ácido 

perclórico e vazão de 0,8 mL/min. A solução-mãe (0,5 mg/mL) foi preparada e 

diluída na própria fase móvel na faixa de 1-20µg/mL e a detecção foi realizada a 

313 nm. 
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Por fim, foram feitas diluições das formulações em tampão pH 8,5 (Tris-

HCl 0,02M) na proporção 1:1, 1:9, 1:99 e 1 1:999 (v/v), seguidas de ultrafiltração-

centrigufação. Os ultrafiltrados foram analisados por CLAE para quantificação dos 

fármacos e estabelecimento dos seus possíveis mecanismos de associação aos 

carreadores. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÕES 
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3.1. Caracterização do copolímero Poli(MMA-b-DMAEMA) 

 

A primeira parte deste projeto objetivou a síntese de um copolímero dibloco 

anfifílico a partir de dois monômeros metacrílicos (MMA – porção hidrofóbica e 

DMAEMA – porção hidrofílica) através de uma técnica de polimerização radicalar 

controlada (RAFT). Inicialmente foi preparado o poli(MMA), o qual foi utilizado 

como macroiniciador na inserção do segundo bloco de poli(DMAEMA), resultando no 

copolímero desejado, poli(MMA-b-DMAEMA). 

O espectro de RMN-H do macroiniciador (Figura 2A) apresentou os sinais 

característicos do monômero, no caso, os hidrogênios metílicos ligados à cadeia 

principal (em torno de 1ppm), dos hidrogênios da cadeia carbônica do copolímero (1,5 

– 2 ppm) e dos hidrogênios da metila ligada ao grupamento carboxila (em torno de 3,5 

ppm), sendo este o sinal diferencial do monômero MMA. Após a copolimerização, foi 

possível identificar sinais característicos do monômero DMAEMA (Figura 2B), os 

hidrogênios das metilas do grupamento amina (em torno de 2,2 ppm), dos hidrogênios 

vicinais ao nitrogênio (2,5 ppm) e dos hidrogênios do carbono ligado ao grupamento 

carboxila (4 ppm), o qual foi utilizado como sinal diferencial do monômero. Ainda, 

não foram verificados sinais em torno de 5 ppm (hidrogênios vinílicos dos 

monômeros), indicando, assim, a conversão destes em polímero. Com base nas 

integrais dos hidrogênios diferenciais do MMA e do DMAEMA, a composição molar 

do copolímero foi de 16,7 e 83,3 %, respectivamente. 

A partir de análises de espectroscopia de infravermelho do macroiniciador e 

do copolímero (Figura 3A e 3B), foram observadas bandas referentes à deformação 

axial das ligações C-H alifáticas e da carbonila do éster em 3.000-2.950 cm-1 e 1.730 

cm-1, respectivamente, assim como de deformação angular simétrica (1.470-1.450 cm-

1) e assimétrica (1.380 cm-1) das ligações C-H das metilas ligadas à cadeia carbônica. 

Além disso, a polimerização pode ser confirmada pela ausência de sinais na região em 

torno de 1.640 cm-1, característico da ligação C=C dos monômeros. 
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As polimerizações radicalares controladas vivas, a exemplo a técnica 

utilizada neste trabalho (RAFT), apresentam diversas vantagens como estreita 

distribuição da massa molecular do produto formado, grau de polimerização linear em 

função do tempo reacional e possibilidade de produção de copolímeros em bloco 

(MOAD; RIZZARDO; HANG, 2005).  

A massa molecular por GPC do Poli(MMA) e do Poli(MMA-b-DMAEMA) 

produzidos estão relacionados na Tabela 5. O sistema cromatográfico utilizado possuía 

um detector múltiplo composto por três detectores (índice de refração, viscosimétrico e 

espalhamento de luz), sendo possível obter a massa molecular utilizando apenas o 

detector de índice de refração (GPC – IR, método mais usual), bem como os três 

detectores juntos (GPC – MD). Contudo, no segundo caso, a detecção é prejudicada 

para analitos com baixa massa molecular (<10.000 g/mol) devido à baixa resolução do 

pico. Logo, o poli(MMA) foi apenas analisado por GPC – IR, enquanto o poli(MMA-

b-DMAEMA) por ambos. 

A polidispersão dos produtos, considerando os valores de GPC-IR, 

variaram de 1,11 a 2,28, sugerindo que a polimerização perdeu seu caráter controlado 
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na inserção do poli(DMAEMA). Esse aumento do PDI pode ser decorrente de reações 

de transferência de cadeia ou terminação, ou seja, união de duas cadeias poliméricas, e 

consequente extinção do centro propagador (ODIAN, 2004). Por outro lado, o PDI 

resultante da análise por GPC – MD foi inferior, assim como o Mw, devendo-se essa 

diferença ao fato que os detectores que compõem o MD fornecem informações físico-

químicas mais detalhadas do polímero, não dependendo de calibração prévia 

(STRIEGEL, 2006). 

 

 

 

Amostra 

Detector IR Detector MD 

Mn 

g/mol 

Mw 

g/mol 
PDI 

Mn 

g/mol 

Mw 

g/mol 
PDI 

Poli(MMA) 6.527 7.256 1,11  n/d n/d n/d 

Poli(MMA-b-DMAEMA)  25.264 57.765 2,28 34.215 44.143 1,29 

 

 

 

 

A necessidade de calibração para o GPC – IR torna-se um limitante, uma 

vez que requer padrões da amostra, os quais nem sempre estão disponíveis, ou com 

identidade química semelhante ao produto em análise. Sahnou et al. (2005) 

verificaram por GPC - IR que o massa molecular do poli(DMAEMA) sintetizado por 

RAFT era quase 50% menor do valor teórico quando se utilizava curva de calibração 

de poli(MMA) e essa diferença diminuía ao utilizar curva de calibração de 

poli(DMAEMA); os valores mais próximos ao esperado foram obtidos quando as 

análises foram realizadas por GPC – MD. Nesse sentido, o valor obtido no presente 

estudo por GPC – MD foi considerado como o Mw do copolímero (44.143 g/mol). 

A estabilidade térmica dos polímeros foi determinada por TGA (Figura 4). 

Foi verificado que a decomposição do poli(MMA) acontece no intervalo de 200 – 450 

ºC, com uma leve inflexão na curva em torno de 370°C. A partir da primeira derivada 

da perda de massa, foi observado que a degradação térmica ocorre em dois estágios 

As análises foram realizadas em THF. IR = detector de índice de refração. 

MD = detector múltiplo. Mn = massa molecular média. Mw = massa 

molecular ponderal. PDI = índice de polidispersão. 

Tabela 5. Massa molecular e polidispersão por Cromatografia de Permeação 

em Gel do poli(MMA) e poli(MMA-b-DMAEMA) produzidos via RAFT.   
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(200 – 370 e 370 – 450 °C). Pelo menos três mecanismos de degradação têm sido 

relatados para esse tipo de polímero: quebra das extremidades das cadeias (ligações 

entre dois monômeros terminais do tipo cabeça-cabeça ou dupla ligação terminal); 

quebra dos grupamentos pendentes (rompimento do grupo éster); e cisão aleatória da 

cadeia (FERRIOL et al., 2003; HU; CHEN, 2003). Após a copolimerização, o faixa de 

degradação permaneceu semelhante (200 – 470 °C), mas houve a formação de um 

platô (300 – 400 °C) entre os dois eventos de perda de massa, que é característico de 

materiais heterogêneos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A partir dos termogramas obtidos por DSC (Figura 5), foi observado que o 

poli(MMA) trata-se de um material amorfo, uma vez que há uma inflexão na rampa de 

aquecimento (linha contínua) simétrica a da rampa de resfriamento (linha tracejada). A 

temperatura de transição vítrea (Tg) é em torno de 106,7 °C. No caso do copolímero, o 

produto manteve-se amorfo com redução da Tg para 35,5 °C. 
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3.2. Propriedades adesivas dos materiais poliméricos em mucosa nasal in vitro 

 

A força mucoadesiva é uma propriedade mecânica comumente avaliada 

para sistemas mucoadesivos, sendo um dos parâmetros mais descritos em testes in 

vitro ou ex vivo utilizando diferentes tipos de mucosa (CARVALHO et al., 2010). 

Como um parâmetro preditor da mucoadesividade do nanocarreador proposto, foram 

determinados o pico de mucoadesão (PMA) e o trabalho de mucoadesão (TMA) dos 

polímeros a serem utilizados na preparação das nanocápsulas, ou seja, a força máxima 

requerida para separar o material em estudo da superfície da mucosa e o trabalho 

(força total aplicada) necessário para tal, respectivamente. Logo, foram preparados 

filmes de PCL, do CP e da blenda 1:1 (CP + PCL), os quais foram avaliados frente à 

mucosa nasal suína. 

Na Figura 6, observa-se que a blenda polimérica apresentou PMA 

significativamente maior (p<0,05, ANOVA, Tukey) quando comparado ao filme de 

PCL (13 ± 3 e 7 ± 2 mN, respectivamente), sugerindo que a incorporação do 
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copolímero conferiu propriedade mucoadesiva ao filme. Por outro lado, não foi 

verificada diferença significativa entre o TMA para nenhum dos filmes avaliados.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tang et al. (2004) avaliaram o efeito de diferentes solventes orgânicos na 

morfologia de filmes de PCL e observaram que os filmes preparados com THF sobre 

lamínula de vidro tinham superfície rugosa e apresentavam superfície mais hidrofóbica 

(elevado ângulo de contato com a água). No presente estudo, os filmes foram 

preparados a partir de soluções de THF e, dessa forma, no caso do filme de PCL, a 

característica hidrofóbica da sua superfície pode ter acarretado uma baixa interação 

com os componentes hidrofílicos do muco, resultando em menor PMA; já as superfícies 

contendo o copolímero (sozinho ou blenda), devido ao seu caráter hidrofílico 

(catiônico) e capacidade de intumescimento, favoreceu tal processo (elevado PMA e 

TMA). Contudo, o valor elevado de TMA para o filme de PCL pode ser explicado pela 

teoria mecânica de mucoadesão, ou seja, a presença de irregularidades na sua 

superfície pode ter acarretado a formação de interações hidrofóbicas, reduzindo a 

energia livre do sistema e aumentando, consequentemente, a tensão de ruptura entre as 

superfícies (SMART, 2005).   

 

3.3. Estudo de pré-formulação 
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Nessa etapa do trabalho, foi preparada uma suspensão de nanocápsulas (F1) 

contendo a blenda polimérica em estudo de acordo com a composição proposta por 

Penott-Chang et al. (2012), no entanto, esta apresentou pico micrométrico ao ser 

analisada por LD (Apêndice - Figura A1A). Entre os motivos que podem ter 

contribuído para esse resultado, ressaltam-se as diferenças de Mw de PCL e do 

copolímero, respectivamente, utilizadas no trabalho prévio (65.000 e 77.000 g/mol) e 

no atual (14.000 e 44.000 g/mol), além da fração de Poli(MMA) no copolímero (6% e 

16,7%). Ainda, no primeiro estudo as análises de diâmetro foram realizadas por DLS, 

cuja faixa de detecção, em geral, situa-se entre 10 nm e 10 µm. Por outro lado, a 

técnica de LD apresenta maior sensibilidade na faixa submicrométrica (0,02 – 2.000 

µm), sendo, assim, uma interessante ferramenta para selecionar formulações em 

estudos de pré-formulação. 

Com base nisso, duas hipóteses foram levantadas: a quantidade de 

copolímero não foi suficiente para estabilizar as nanocápsulas ou o copolímero 

sozinho não seria capaz de estabilizar o sistema. Logo, novas formulações foram 

preparadas, sendo utilizada metade da quantidade de copolímero (F2) e adicionado um 

segundo tensoativo (polissorbato 80) (F3). Contudo, ambas as formulações 

apresentaram-se inapropriadas após a análise da distribuição de diâmetro por LD 

(1,145 e 30,814 µm, respectivamente), sugerindo excesso de surfactante, em especial 

para a formulação F3 (Apêndice - Figura A1C). 

Recentemente, foi mostrado que formulações cuja fase orgânica possuía os 

materiais acima da concentração de agregação crítica (CAC) apresentavam população 

micrométrica, sendo necessário manter o sistema em regime diluído (abaixo da CAC) 

para garantir o controle nanotecnológico (JORNADA et al., 2012). Nesse contexto, 

uma terceira hipótese foi levantada: os constituintes da fase orgânica da F1 estariam 

acima da CAC, o que poderia perturbar a auto-organização dos componentes durante a 

deposição interfacial.  

A partir desse princípio, foram preparadas três formulações baseadas na F1, 

cuja concentração da fase orgânica foi diluída 1:10 (F4), 1:5 (F5) e 1:2 (F6). As 

Figuras A1D, A1E e A1F (Apêndice) trazem a distribuição de tamanho das 

formulações, a qual foi monomodal e na faixa nanométrica (0,138, 0,139 e 0,139 µm, 
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respectivamente), indicando, possivelmente, que a formulação F1 não estava em 

regime diluído. Ainda, essas formulações apresentaram d0,9 (ou seja, o diâmetro de 

90% das partículas) em torno de 0,2 µm, adequado para futura aplicação biológica 

(BRIGGER; DUBERNET; COUVREUR, 2002), bem como valores de span ≤ 1, 

sugerindo nanocápsulas com estreita distribuição de tamanho (Tabela 6).  

 

 

 

Formulação d4,3 (µm) d0,1 (µm) d0,5 (µm) d0,9 (µm) Span 

F1 5,586 0,094 0,186 0,449 1,909 

F2 1,145 0,075 0,135 0,243 1,248 

F3 30,814 3,757 23,233 66,805 2,714 

F4 0,138 0,080 0,131 0,206 0,964 

F5 0,139 0,077 0,131 0,212 1,029 

F6 0,139 0,085 0,133 0,201 0,871 

 

 

 

 

 

3.4. Avaliação do comportamento das nanocápsulas frente ao pH 

 

A partir do estudo de pré-formulação, foi selecionada a formulação F6, a 

qual é composta por 0,05 g de PCL, 0,05 g de CP e 0,1 mL de TCM, por apresentar 

maior fração volumétrica e, consequentemente, maior carga de fármaco. Foram 

preparadas três lotes, cujo pH médio foi de 8,52 ± 0,16, resultado da presença do bloco 

hidrofílico de Poli(DMAEMA), uma vez que o pKa do monômero varia entre 8,0 – 8,4 

(LUO et al., 2010; WETERING et al., 1998). A presença deste bloco confere 

sensibilidade a variações de pH ao copolímero, devido à protonação do grupamento 

amina, e acarreta, consequentemente, alteração do dH da nanopartícula. 

Como a técnica de LD fornece apenas o diâmetro geométrico da 

nanocápsula (d4,3) com base no princípio da esfera equivalente (MALVERN, 2007), 

Tabela 6. Distribuição granulométrica por volume das formulações do estudo 

de pré-formulação obtidos por Difratometria de Laser. 

d4,3: diâmetro por volume; d0,1: diâmetro médio de 10% da amostra; d0,5: 

diâmetro médio de 50% da amostra; d0,9: diâmetro médio de 90% da amostra; 

Span: amplitude da distribuição de tamanho. 
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não seria possível observar mudanças no dH do nanocarreador em meios dispersantes 

com diferentes pHs ou força iônica. Logo, a sensibilidade ao pH foi realizada 

utilizando as técnicas de DLS e NTA que correlacionam o movimento browniano das 

partículas e a luz espalhada por elas ao seu dH. 

A Figura 7 apresenta as funções de correlação temporal em relação ao 

tempo de decaimento a partir das análises por DLS das nanocápsulas em diferentes 

pHs, onde quanto menor for a partícula, mais rápido é o tempo de decaimento, e vice-

versa, indicando que as nanocápsulas ao serem dispersas nos diferentes tampões 

apresentaram alteração do seu dH. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O dH resultante da função de correlação pelo método dos cumulantes e do 

coeficiente de difusão translacional da partícula (D) é harmonizado pela intensidade, 

sendo, então, denominado Z-average. Além disso, a relação entre o decaimento médio 

e o seu desvio padrão fornece o índice de polidispersão da amostra (PDI), que indica o 

quão homogênea é a população em análise (PDI < 0,2); este valor, no entanto, não 

deve ser confundido com o PDI de polímeros, o qual relaciona o massa molecular 

médio e o ponderal, mostrando a diferença de tamanho das cadeias poliméricas. 

É possível observar na Tabela 7 que houve incremento gradual no Z-

average das nanocápsulas nos tampões de pH 12,3, 7,4, 4,7 e 2,7 (157,4; 231,7; 316,9 

e 326,8 nm, respectivamente). Ainda, como consequência dessas variações de dH, foi 

observada uma relação inversamente proporcional com o coeficiente de difusão das 
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partículas (D), conforme prevê a equação de Stokes-Einstein. O PDI das nanocápsulas 

nos pHs avaliados foram abaixo de 0,1, indicando baixa heterogeneidade de tamanho, 

exceto para o pH 9,2. Neste pH, tanto o dH (398,1 nm) quanto o PDI (0,247) foram 

elevados, bem como a taxa de decaimento da sua função de correlação, sendo um 

indício de agregação das partículas.  

 

 

 

 

 

 

 

No sentindo de comparar a resposta das nanocápsulas ao pH, foi realizada a 

avaliação destas por NTA. Assim como a técnica de DLS, este método também se 

baseia no movimento browniano das partículas, relacionando a sua velocidade no eixo 

x,y com o seu dH.  Ainda, um dos diferenciais desse método é o fato de fornecer o 

diâmetro em função do número de partículas da amostra, diferindo do DLS, cujo 

resultado é resultante da luz espalhada (FILIPE; HAWE; JISKOOT, 2010). 

Na Tabela 8, verifica-se que o dH das nanocápsulas aumentou 

progressivamente com a redução do pH. Com relação ao número de partículas, houve 

redução significativa (p<0,05) nos pHs 9,2 e 12,3, o que pode indicar agregação das 

partículas. Nesses pH, o dH médio não foi afetado por esses agregados, por estarem, 

possivelmente, fora da faixa de detecção do aparelho (< 2.000 nm); também, como a 

técnica requer maior diluição, tais agregados podem ter permanecido no balão de 

pH 
Z-average 

 (nm) 
PDI 

D 

(x 10-12 m²/s) 

2,7 326,8 ± 10,88 0,03 ± 0,01 1,51 ± 0,05 

4,7 316,9 ± 12,74 0,04 ± 0,02 1,56 ± 0,06 

7,4 231,7 ± 31,33 0,05 ± 0,04 2,55 ± 0,09 

9,2 398,1 ± 71,84 0,25 ± 0,03 1,27 ± 0,23 

12,3 157,4 ± 7,09 0,06 ± 0,04 3,13 ± 0,14 

Tabela 7. Diâmetro hidrodinâmico e coeficiente de difusão das nanocápsulas em 

soluções tampão de diferentes pH por Espalhamento de Luz Dinâmico. 

Os valores representam a média ± desvio padrão de três formulações. Z-average: 

diâmetro hidrodinâmico pelo método dos cumulantes; PDI: índice de polidispersão 

da amostra; D: coeficiente de difusão. 
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diluição, não sendo coletados para análise. O coeficiente de difusão das partículas, 

como esperado, variaram inversamente proporcional ao seu diâmetro. 

 

 

 

 

 

pH 
dH 

(nm) 

Nº de partículas 

(x 1012/mL) 

D 

(x 10-22 m²/s) 

2,7 324,3 ± 9,8 7,66 ± 0,22 5,543 ± 0,20 

4,7 311,6 ± 3,24 7,81 ± 0,54 6,224 ± 0,29 

7,4 235,2 ± 3,03 8,50 ± 0,42 8,691 ± 0,97 

9,2 206,9 ± 19,69 5,76 ± 0,57 * 10,049 ± 0,93 

12,3 165,6 ± 10,17 5,61 ± 0,92 * 13,209 ± 1,55 

 

 

  

 

Ao se comparar os valores de dH observados por DLS e NTA no presente 

estudo, é possível verificar considerável similaridade na faixa de pH 2,7 – 7,4 e 12,3 

(Figura 8A). Descartando-se o pH 9,2, condição com diferença significativa (p<0,05), 

o gráfico de correlação (Figura 8B) das duas técnicas apresentou coeficiente de 

correlação (r) de 0,999, mostrando que os resultados de DLS e NTA são altamente 

correlacionáveis. Por conseguinte, para o tipo de nanocarreador desenvolvido, com 

resposta às variações de pH do meio, tanto DLS quanto NTA podem ser utilizados 

para caracterizar as nanocápsulas, sobretudo na faixa de pH abaixo do da formulação 

(pH < 8,5), uma vez que acima disso há indícios de agregação (aumento do PDI e 

redução do número de partículas). 

Diversos trabalhos têm comparado técnicas de determinação de diâmetro de 

nanoestruturas, tais como LD, DLS, NTA, microscopia eletrônica (varredura e 

transmissão) e de força atômica, entre outros, visto que o tamanho da partícula está 

diretamente ligado com as suas propriedades, sendo fundamental estabelecer esse 

Tabela 8. Diâmetro hidrodinâmico, número de partículas e coeficiente de difusão 

das nanocápsulas em soluções tampão de diferentes pH por Análise de 

Rastreamento de Nanopartículas. 

* p < 0,05 vs. pH 2,7, 4,7 e 7,4 (Anova, Turkey). Os valores representam a média 

± desvio padrão de três formulações. dH = diâmetro hidrodinâmico; D = 

coeficiente de difusão. 
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parâmetro (BOYD; PICHAIMUTHU; CUENAT, 2011; MAHL et al., 2011; JIANG; 

OBERDÖRSTER; BISWAS, 2009; DOMINGOS et al., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Filipe, Hawe e Jiskoot (2010) compararam as técnicas DLS e NTA na 

determinação do diâmetro de nanopartículas de poliestireno de diversos tamanhos (60, 

100, 400 e 1.000 nm). Foram feitas análises das amostras com uma população ou a 

mistura delas, sendo verificado que tanto DLS quanto NTA fornecem resultados 

semelhantes para amostras com população monomodal, porém para as polimodais 

somente NTA foi capaz de resolver a distribuição das populações, enquanto houve 

sobreposição de picos e aumento de PDI por DLS. Entre as vantagens apontadas para 

NTA, destaca-se a sua capacidade de avaliar amostras polidispersas e a presença de 

contaminantes (poeira, agregados, microorganismos, etc) não influencia no resultado 

final, porém tem baixa reprodutibilidade entre as análises, maior tempo de execução (5 

min – 1 h) e requer analistas experientes na manipulação dos parâmetros de aquisição 

dos dados. Por outro lado, DLS possui menor tempo de análise (2 – 5 min), é 

reprodutível e não requer analista experiente. 

A carga de superfície das nanopartículas é um importante parâmetro a ser 

determinado, pois pode indicar o comportamento e as possíveis interações das 

partículas no meio onde estão dispersas. Em dispersão, partículas, dependendo da sua 

composição, são envoltas por uma camada de contra-íons de carga oposta a da sua 

superfície (camada stern), em seguida uma outra camada de contra-íons (de carga 
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oposta aos anteriores) se forma e o potencial elétrico resultante na zona de 

cisalhamento hidrodinâmico dessa camada (slipping plane) com a zona difusa 

corresponde ao potencial ζ (DELGADO et al., 2005). 

No caso de estruturas constituídas por materiais iônicos (polímeros 

catiônicos ou aniônicos), alguns fatores, tais como, pH e força iônica do meio, podem 

influenciar o valor de potencial ζ (JIANG; OBERDÖRSTER; BISWAS, 2009; 

WNEK; DAVIES, 1977). Ainda, a partir do potencial ζ é possível estabelecer a 

estabilidade das partículas, em especial, o tipo de mecanismo que envolve a 

estabilização. Valores de potencial ζ (em módulo) em torno de 10 indicam a 

neutralidade da partícula e consequente estabilização por impedimento estérico; 

valores acima de 30, o mecanismo é por repulsão eletrostática (MALVERN, 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

No presente trabalho, a mobilidade eletroforética (Figura 9A) das 

nanocápsulas em diferentes pH foi determinada por LDE, sendo possível observar que, 

à medida que o pH era reduzido, houve aumento da µE (valor positivo) para o ânodo da 

célula; por outro lado, em meio básico (pH 12,3), as nanocápsulas migraram para o 

cátodo (valor negativo), sendo que no pH 9,2 as partículas não migraram para nenhum 

dos eletrodos (mobilidade próximo à zero). A partir dos dados de µE, foram obtidos os 

valores de potencial ζ (Figura 9B), cuja variação foi semelhante à mobilidade. 
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No pH 9,2, tanto a µE quanto o potencial ζ foram próximos de zero, 

indicando ser o ponto isoelétrico da nanocápsula desenvolvida. Esse resultado 

corrobora com o elevado valor de PDI do dH (por DLS) e também com a redução do 

número de partículas (por NTA). Ainda, embora as nanocápsulas tenham apresentado 

dH com baixo PDI e elevado valor de potencial ζ (-24,6 ± 1,73 mV) em pH 12,3, 

indicando possível estabilidade, foi verificada diminuição do número de partículas, 

sugerindo agregação destas. Logo, esses resultados indicam que a formulação 

desenvolvida apresenta estabilidade apenas em meios neutros ou ácidos (pH < 7,4). 

A franja hidrofílica de Poli(DMAEMA) trata-se de um polímero catiônico 

e, consequentemente, em valores abaixo do seu pKa (8,0 – 8,4), as aminas terciárias da 

cadeia sofrem protonação, causando repulsão eletrostática entre as cadeias, assim 

como aumento da solvatação desses grupos positivamente carregados, acarretando, por 

conseguinte, o aumento de diâmetro pH-dependente observado. No entanto, em pH 

acima do seu pKa, tais grupamentos sofrem desprotonação, perdendo, assim, a 

capacidade de repelir as nanocápsulas, ocasionando a desestabilização do sistema e 

agregação das partículas. Levando isso em consideração, é proposto o seguinte modelo 

para as nanocápsulas e sua resposta frente ao pH, conforme Esquema 6. 

Um ponto importante no estudo de caracterização das nanocápsulas 

desenvolvidas consistiu na determinação da estabilidade da formulação, após 

armazenagem, quanto a sua capacidade de responder às variações de pH, uma vez que 

reações de degradação dos polímeros, em especial do Poli(DMAEMA), poderiam 

comprometer essa propriedade do sistema. Nesse contexto, foram realizadas análises 

após um m 

 

 

 

 

 

ês de armazenamento, sendo determinada a distribuição de tamanho (por 

LD) da formulação e o pH da formulação, juntamente com avaliação da resposta ao 

pH (por DLS). 
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As formulações mantiveram população monomodal na faixa nanométrica 

por 30 dias (d4,3 = 0,141 ± 0,004 µm; Span = 0,995 ± 0,02), sendo observado a partir 

desse período pequenos agregados no frasco da formulação. O pH foi semelhante ao 

determinado logo após a preparação das suspensões de nanocápsulas (8,45 ± 0,25). 

Além disso, não foi verificada mudança na resposta ao pH nos diferentes tampões 

avaliados (Tabela 9), indicando a estabilidade e responsividade do sistema no período 

avaliado. 

Por se tratar de um sistema coloidal, uma suspensão de nanocápsulas está 

sujeita a fenômenos de instabilidade física, reversíveis ou não, como migração de 

partículas (sedimentação e cremagem) e alteração do seu tamanho (floculação e 

agregação). Os métodos usuais para estabelecer a estabilidade da formulação incluem 

o monitoramento visual da amostra ao longo do tempo ou o uso técnicas para 

determinação de propriedades físico-químicas (potencial ζ, pH, etc.). Ainda, a 

necessidade de pré-tratamento da amostra (como diluição) antes de análise pode 

reduzir a precisão dos dados obtidos (MENGUAL et al., 1999). 

 

 

 

 

 

pH 

Dia 1 Dia 30 

Z-average        

(nm) 
PDI 

Z-average        

(nm) 
PDI 

2,7 326,8 ± 10,88 0,03 ± 0,01 319,2 ± 8,63 0,06 ± 0,01 

4,7 316,9 ± 12,74 0,04 ± 0,02 315,3 ± 1,90 0,05 ± 0,03 

7,4 231,7 ± 31,33 0,05 ± 0,04 225,9 ± 11,90 0,08 ± 0,05 

9,2 398,1 ± 71,84 0,25 ± 0,03 381,1 ± 90,27 0,25 ± 0,03 

12,3 157,4 ± 7,09 0,06 ± 0,04 163,4 ± 2,52 0,09 ± 0,01 

Tabela 9. Comportamento frente ao pH das nanocápsulas após armazenagem de um 

mês por Espalhamento de Luz Dinâmico. 

Os resultados representam média ± desvio padrão de três formulações. Z-average: 

diâmetro hidrodinâmico pelo método dos cumulantes; PDI: índice de polidispersão da 

amostra. 
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Nesse contexto, a técnica de MLS foi proposta para contornar essas 

dificuldades analíticas, oportunizando a avaliação de formulações complexas 

diretamente. No caso, a amostra é colocada numa cubeta e dois detectores 

sincronizados realizam a sua varredura, sendo então determinada a proporção de luz 

transmitida e retroespalhada pela amostra. Dependendo do perfil da variação de 

retroespalhamento (no topo, no meio ou na base da cubeta) é possível estabelecer o 

fenômeno de instabilidade presente: sedimentação (aumento na base e redução no 

topo), cremagem (redução na base e aumento no topo) e floculação/agregação 

(aumento ou redução ao longo da cubeta) (MENGUAL et al., 1999). A formulação 

desenvolvida no presente estudo apresentou leve redução do retroespalhamento no 

topo da cubeta (< 1%), bem como na base (< 0,05%), indicando possível sedimentação 

ou aglomeração das nanocápsulas, embora não significativos (Figura 10).  

Venturini e colaboradores (2011), ao avaliar nanocápsulas de núcleo 

lipídico de PCL com diferentes proporções de óleo na formulação, observaram 

tendência à sedimentação para aquelas com menos óleo (partículas mais densas), 

enquanto as com excesso de óleo sofreram cremagem (presença de emulsão). A 

ocorrência de cremagem também foi observada em outros estudos, tanto para 

nanocápsulas poliméricas (CONTRI et al., 2012; FROZZA et al., 2010), quanto 

carreadores lipídicos nanoestruturados (COLOMÉ et al., 2010), sendo esse fenômeno  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

associado ao excesso de componentes na formulação. Dessa forma, é 

possível, além de estabelecer o tipo de instabilidade, sugerir as suas causas a partir do 

perfil da amostra. 
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Ainda, a partir dos dados obtidos por MLS, é possível determinar o 

diâmetro das partículas em suspensão, sendo uma alternativa interessante, pois a 

amostra não é diluída e, consequentemente, o diâmetro determinado corresponde 

àquele presente na formulação (sistema complexo). Considerando que a nanocápsula 

desenvolvida no presente trabalho apresenta variação de diâmetro em função do pH do 

meio dispersor, seja por DLS ou NTA, essa técnica possibilita estimar o diâmetro das 

nanocápsulas no pH da própria formulação (pH ~ 8,5), o qual foi de 167,72 ± 0,001 

nm, estando, de certo modo, próximo com os dH estabelecidos pelas técnicas baseadas 

no movimento browniano das partículas na faixa de pH 7,4 – 12,3 (DLS: 231,7 – 

157,4 nm; NTA: 235,2 – 165,6 nm). 

 

 

 

 

 

 

3.5. Avaliação da interação das nanocápsulas com mucina in vitro 
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Partindo do modelo proposto da nanocápsula desenvolvida, a superfície da 

partícula é constituída de uma franja correspondente à porção hidrofílica do 

copolímero, ou seja, do bloco de Poli(DMAEMA). Com base em relatos na literatura 

das suas propriedades bioadesivas (QUINTANAR-GUERRERO et al., 2001; 

RAWLINSON et al., 2010; LIMER et al., 2006), foi investigada a mucoadesidade das 

nanocápsulas através da incubação destas com uma solução de mucina e verificação 

das alterações das suas características físico-químicas na faixa de pH que 

contemplasse o das mucosas do organismo (pH 2,7, 4,7 e 7,4). 

A distribuição de tamanho por DLS (Apêndice - Figura A2) mostra redução 

da intensidade da curva das nanocápsulas incubadas com mucina, bem como 

alargamento do pico, indicando aumento da polidispersão, possivelmente pela 

adsorção das cadeias de mucina à superfície das nanocápsulas, o que acarretaria 

aumento do dH. Contudo, não foi verificado aumento significativo no Z-average em 

nenhum dos pHs avaliados, nem mudança no coeficiente de difusão das partículas; por 

outro lado, o PDI em todos os casos aumentou significativamente (p < 0,05) (Tabela 

10).  

O resultado obtido pela técnica de DLS, Z-average foi próximo em ambos 

os casos, possivelmente, porque as curvas das amostras (NC e NC + Mucina) possuem 

os picos relativamente próximos, devido à ponderação do diâmetro pela intensidade de 

luz espalhada, de modo que, mesmo sendo populações de polidispersão diferente, essa 

heterogeneidade não influenciou no resultado, o que já era esperado, haja vista a 

limitação da técnica no tocante à sensibilidade e resolução para amostras polidispersas 

(PDI > 0,2) (FILIPE; HAWE; JISKOOT, 2010; FRISKEN, 2001).  
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pH 

Sem mucina Com mucina 

Z-average 

(nm) 
PDI 

D 

(x 10-12 m²/s) 

Z-average 

(nm) 
PDI 

D 

(x 10-12 m²/s) 

2,7 326,8 ± 10,88 0,03 ± 0,01 1,51 ± 0,05 323,9 ± 6,14 0,28 ± 0,02* 1,52 ± 0,03 

4,7 316,9 ± 12,74 0,04 ± 0,02 1,56 ± 0,06 356,8 ± 39,6 0,32 ± 0,08* 1,39 ± 0,16 

7,4 231,7 ± 31,33 0,05 ± 0,04 2,55 ± 0,09 232,4 ± 5,06 0,22 ± 0,02* 2,12 ± 0,45 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 10. Diâmetro hidrodinâmico, polidispersão e coeficiente de difusão das nanocápsulas antes e após 

incubação com solução de mucina 0,1% em diferentes pH por Espalhamento de Luz Dinâmico. 

Os resultados representam a média ± desvio padrão de três formulações. * p < 0,05 (teste t-Student). Z-

average: diâmetro hidrodinâmico pelo método dos cumulantes; PDI: índice de polidispersão da amostra; D: 

coeficiente de difusão. 
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Nas curvas de distribuição de tamanho em função do número de partículas 

pela técnica de NTA foi observado tanto redução do número de partículas quanto 

alargamento da curva, resultante, possivelmente, do aumento do diâmetro das 

nanocápsulas pelo revestimento com mucina ou formação de agregados com esta 

(Apêndice - Figura A3). A alteração nos parâmetros avaliados (dH, número de 

partículas e D) foram estatisticamente significativas (p < 0,05) após incubação com 

mucina, exceto o número de partículas no pH 2,7, sugerindo a interação da superfície 

hidrofílica das nanocápsulas constituída por Poli(DMAEMA) com a mucina nos 

demais (Tabela 11). 

A baixa interação ocorrida no pH 2,7, indicada pelo aumento do dH e 

redução do D mais discretos quando comparados com os dos outros pHs, foi 

possivelmente devido à baixa penetração das cadeias de mucina na franja hidrofílica 

de Poli(DMAEMA), densamente protonadas, por impedimento estérico. Efeito 

semelhante foi observado por Yoncheva, Lizarraga e Irache (2005), onde 

nanopartículas funcionalizadas com PEG de diferentes massas moleculares interagiram 

diferentemente após incubação com solução mucina e essa interação foi inversamente 

proporcional ao tamanho da cadeia de PEG; nesse caso, a formação de ligações de 

hidrogênio entre a mucina e o PEG de maior massa molecular foi prejudicada pelo 

impedimento estérico causado pelas longas cadeias deste. 

Lieleg, Vladescu e Ribbeck (2010) avaliaram, através da técnica de 

rastreamento de partícula, a influência da difusão de micropartículas de poliestireno (~ 

1 µm) em hidrogel de mucina (0,5%, m/v) em função do tipo de funcionalização de 

superfície (aniônico, catiônico ou não-iônico), sendo verificado que a D das partículas 

com carga (negativa ou positiva) foi inferior devido a interações eletrostáticas com a 

mucina, o que acarretou redução da mobilidade das partículas no meio. Em outro 

estudo, após incubação com solução de mucina (0,25%, m/v), foi verificado aumento 

tanto no dH quanto no PDI de nanocápsulas de PCL revestidas com quitosana em 

análise de DLS, fato atribuído também às interações eletrostáticas das aminas 

protonadas da quitosana com os resíduos negativamente carregados da mucina 

(MAZZARINO et al., 2012).  
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pH 

Sem mucina Com mucina 

dH 

(nm) 

Nº de partículas 

(x 1012/mL) 

D 

(x 10-22 m²/s) 

dH 

(nm) 

Nº de partículas 

(x 1012/mL) 

D 

(x 10-22 m²/s) 

2,7 324,3 ± 9,8 7,66 ± 0,22 5,54 ± 0,20 355,3 ± 24,42* 7,60 ± 0,53 4,67 ± 0,57* 

4,7 311,6 ± 3,24 7,81 ± 0,54 6,22 ± 0,29 362,4 ± 25,00* 6,44 ± 1,18* 4,63 ± 0,51* 

7,4 235,2 ± 3,03 8,50 ± 0,42 8,69 ± 0,97 283,3 ± 3,79* 5,92 ± 0,51* 6,28 ± 0,32* 

 

 

 

 

 

 

Tabela 11. Diâmetro hidrodinâmico, polidispersão e coeficiente de difusão das nanocápsulas antes e após 

incubação com solução de mucina 0,1% em diferentes pH por Análise de Rastreamento de Nanopartícula. 

Os resultados representam a média ± desvio padrão de três formulações. * p < 0,05 (teste t-Student). dH: diâmetro 

hidrodinâmico; D: coeficiente de difusão. 
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Outro parâmetro também avaliado no estudo de mucoadesividade das 

nanocápsulas foi a alteração na µE (Figura 11A) e no potencial ζ (Figura 11B) das 

partículas após incubação com solução de mucina 0,1% (m/v). Foi observada redução 

significativa (p < 0,05) na mobilidade e, consequentemente, no potencial. No primeiro 

caso, antes da incubação, as nanocápsulas apresentavam µE positiva, indicando a sua 

migração para o ânodo da célula (por estarem positivamente carregadas), mas, após 

adição de mucina ao meio, a µE tornou-se negativa (migração para o cátodo), 

sugerindo inversão das cargas das partículas possivelmente pela interação com as 

cadeias de mucina, sendo confirmado pela redução de potencial ζ. 

 

Situação semelhante foi descrita por Svensson, Thuresson e Arnebrant 

(2008) ao avaliar a interação de cubossomos (estruturas coloidais constituídas por 

monooleato de glicerol e poloxamer) com diferentes concentrações de mucina em pH 

4 e 6. Em ambos os meios, houve redução da µE e do potencial ζ por causa da adsorção 

de mucina na superfície das nanoestruturas, a qual se deu por ligações de hidrogênio e 

interação hidrofóbica entre os domínios glicosilados e proteicos da mucina, 

respectivamente, com as partículas em análise. 

Nesse contexto, levando em consideração que em meio ácido a mucina e as 

nanocápsulas possuem grupamentos negativa e positivamente carregados, 

respectivamente, e que houve aumento de diâmetro das nanocápsulas e da 
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polidispersão da amostra após incubação com solução de mucina, bem como redução 

na concentração de partículas e da µE e do potencial ζ, a adsorção da mucina se deu 

por atração eletrostática. Logo, o seguinte modelo (Esquema 7) é proposto para ilustrar  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

o processo de interação avaliado in vitro. 

 

3.6. Retenção das nanocápsulas em mucosa nasal in vitro 

 

Considerando que formulações de uso nasal precisam permanecer tempo 

suficiente na cavidade nasal para garantir absorção do agente terapêutico e que essa 

permanência está relacionada com a capacidade de interagir com o muco, a partir dos 

resultados da seção anterior, as nanocápsulas de PCL funcionalizadas com o 

copolímero metacrílico sintetizado são capazes de interagir com a mucina, indicando 

sua potencialidade como sistema mucoadesivo. Nesse contexto, foi investigado o 
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tempo de residência das nanocápsulas em mucosa nasal suína submetida à lavagem 

contínua, utilizando o fármaco olanzapina como sonda (NCOLA). 

As NCOLA apresentaram dH e potencial ζ de 258,6 ± 11,7 nm e +23,8 ± 0,4 

mV (medição em PBS pH 7,4), respectivamente, e o pH das formulações foi de 8,5 ± 

0,2. O teor de OLA foi 0,489 ± 0,005 mg/mL e a EE% foi 99,0 ± 0,1%. A Figura 12 

apresenta o percentual de OLA, encapsulada ou não, retida na mucosa em função do 

tempo. Foi observado que a NCOLA aumentou significativamente a quantidade de OLA 

retida nos quatro primeiros minutos (p<0,05, teste t-Student) quando comparado com o 

fármaco em solução. Além disso, ao longo de 10 min, a nanoencapsulação conferiu um 

incremento de 40% na quantidade total de OLA retida na mucosa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ainda, no sentido de avaliar se a formulação permanecia sobre o tecido ao 

fim do experimento, foi realizada análise por MEV da mucosa nasal que recebeu 

NCOLA e foi verificada a presença de revestimento polimérico no tecido (Figura 13). 



98 

Keely e colaboradores (2005), ao investigar as propriedades bioadesivas do 

PDMAEMA ex vivo no modelo de saco intestinal de rato, observaram que o polímero 

ficava aderido na superfície do intestino e essa adesão era reduzida quando o saco era 

previamente tratado com N-acetilcisteína (mucolítico). Estudos de fluorescência a 

partir de tecidos de ratos tratados por via oral com solução de um copolímero estrela 

[Poli(MMA- s-DMAEMA)] mostraram que este ficava retido em regiões do trato 

gastrointestinal que apresentavam recobrimento de muco (estômago e intestino), 

enquanto a cavidade orofaríngea (isenta de muco) não tinha polímero, indicando que 

esse derivado metacrílico apresenta propriedade mucoadesiva e não bioadesiva 

(LIMER et al., 2006). Desse modo, é possível sugerir que a retenção das nanocápsulas, 

e consequentemente do fármaco, foi devido a sua capacidade de interagir com a 

camada de muco (de acordo com os dados da interação com mucina) presente na 

mucosa nasal. 
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3.7. Modulação da liberação in vitro das nanocápsulas 

 

O perfil de liberação da OLA, associado a nanocápsulas ou livre, está 

apresentado na Figura 14. Como pode ser observada, a liberação do fármaco a partir 

das NCOLA foi mais lenta quando comparada a sua solução. Tanto para SOLA quanto 

NCOLA, o modelo monoexponencial foi o que apresentou o melhor ajuste (r = 0,995 ± 

0,001 e 0,999 ± 0,001, respectivamente). A constante cinética (k) e a meia-vida (t1/2) 

para o fármaco livre foram 0,015 ± 0,001 min-1 e 46,0 ± 0,8 min, respectivamente, 

enquanto para o nanoencapsulado foram de 0,007 ± 0,0001 min-1 e 100,3 ± 1,1 min. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Vale destacar que um dos limitantes do método de liberação utilizado neste 

estudo deve-se ao fato da própria membrana de diálise atuar como barreira difusional. 

Nesse caso, foi determinado o fluxo (J) através da membrana de diálise e foi 

verificado que a nanoencapsulação reduziu a taxa de difusão da OLA, sugerindo que a 
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modulação da liberação do fármaco foi decorrente da barreira difusional promovida 

pela parede polimérica (SOLA: 3.38 ± 0.23 µg/cm².h; NCOLA: 1.86 ± 0.15 µg/cm².h). 

O possível mecanismo de liberação do fármaco a partir do nanocarreador 

foi obtido aplicando o modelo semiempírico de Korsmeyer-Peppas, também conhecido 

como lei das potências (KORSMEYER et al., 1983). Foi obtido um expoente de 

liberação (n) de 0,62 ± 0,06, o que indica transporte anômalo, ou seja, a transferência 

do fármaco ocorre por difusão à medida que o componente polimérico sofre hidratação 

e relaxação. Ao considerar a estrutura supramolecular da nanocápsula proposta neste 

estudo, a liberação do fármaco pode ser explicada pela protonação dos resíduos de 

amina do bloco de PDMAEMA (pH do meio de liberação 6,5), acarretando o 

intumescimento da franja hidrofílica e a consequente tração da parede polimérica por 

repulsão eletrostática, o que permitiu a difusão da OLA (Esquema 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.8. Avaliação biológica das nanocápsulas in vivo 

 

Considerando as propriedades mucoadesivas observadas nas avaliações in 

vitro, o potencial das nanocápsulas de blenda de PCL e Poli(MMA- b-DMAEMA) 

como nanocarreador para uso intranasal foi investigado in vivo utilizando OLA como 

fármaco modelo (um agente antipsicótico com baixa permeação na BHE por ser 

substrato de bomba de efluxo - Pgp). Inicialmente, foi realizado um estudo preliminar 
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de distribuição cerebral após administração i.n. de OLA (livre ou nanoencapsulada). 

As NCOLA aumentaram significativamente (p<0,05, teste t-Student) o teor de fármaco 

no cérebro quando comparado com a solução (101,1 ± 14,6 e 65,2 ± 15,8 ng/g de 

tecido, respectivamente). O incremento verificado neste trabalho (1,55 vezes) foi mais 

elevado que o descrito por Seju, Kumar e Sawant (2011) para nanopartículas de PLGA 

(1,27 vezes), fato este que pode ser relacionado com a presença do componente 

mucoadesivo (copolímero metacrílico) na formulação, enquanto no segundo caso não 

havia nenhum constituinte como promotor de mucoadesão. 

Com base nesse resultado, foi realizado um estudo farmacodinâmico para 

estabelecer a atividade antipsicótica da OLA, quando incorporada às nanocápsulas 

mucoadesivas, em um modelo animal de esquizofrenia. Para tal, foi utilizado o modelo 

de inibição de sobressalto por pré-pulso (PPI). Em condições normais, o PPI modula a 

resposta sensório-motora do indivíduo frente a estímulos sensoriais repentinos: quando 

submetido, por exemplo, a um estímulo sonoro de alta intensidade (pulso), o indivíduo 

apresenta sobressalto (susto); por outro lado, quando esse pulso é precedido por um 

pré-pulso (estímulo sonoro de menor intensidade), o susto é reduzido, o que 

caracteriza o PPI (LARRAURI; SCHMAJUK, 2006). 

Em pacientes esquizofrênicos, comumente são observados déficits pré-

atencionais, uma vez que o mecanismo do PPI está comprometido. Nesse caso, o 

modelo animal de PPI apresenta boa validade e predição de resposta, visto que simula 

adequadamente as alterações referentes à patologia (JONES; WATSON; FONE, 2011; 

PORSOLT; MOSER; CASTAGNÉ, 2010). Diferentes compostos são capazes de 

alterar o PPI, tais como apomorfina (agonista dopaminérgico), anfetamina (agonista 

serotoninérgico) e cetamina (antagonista glutamatérgico), indicando a multimediação e 

complexidade do processo (SWERDLOW; GEYER, 1998). 

Como esperado, o tratamento com apomorfina induziu déficit em todas as 

intensidades testadas em relação aos animais que receberam apenas salina (Figura 15). 

O tratamento dos animais com OLA, NCOLA e NC não alterou a resposta normal do 

PPI (animais que não receberam apomorfina).  Ainda, NCOLA preveniu o déficit 

induzido por apomorfina em todas as intensidades de pré-pulso testadas (73 dB, 



102 

p<0,01; 77 dB, p<0,001; 81 dB, p<0,01), porém o fármaco livre ou a nanocápsula 

branca não. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Além disso, foi observado que os animais tratados com OLA ou NCOLA 

apresentaram redução significativa do número de quadrantes atravessados no campo 

aberto (p<0,05, ANOVA, Student-Newman-Keuls) quando comparado com o grupo 

controle (30,2 ± 3,9; 26,8 ± 2,4 e 44,0 ± 2,4, respectivamente), enquanto o grupo 

administrado NC não apresentou alterações na sua atividade locomotora (38,6 ± 4,7), 

indicando que a redução observada deve-se ao fármaco per se. 

Apesar da nanoencapsulação não ter prevenido um típico efeito colateral 

relacionado à OLA e demais antipsicóticos (sedação), o nanocarreador desenvolvido 

neste estudo foi capaz de potencializar o efeito da OLA frente à redução do PPI 
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induzida por apomorfina. Tal resultado pode ser devido às propriedades mucoadesivas 

conferidas pela funcionalização da nanocápsula com o copolímero metacrílico, o qual 

aumentou a retenção da formulação na cavidade nasal e, consequentemente, conferiu 

maior absorção cerebral de OLA. Ainda, a aplicação em dose única, bem como em 

doses repetidas da NC, não acarretou alterações histológicas na mucosa nasal dos  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ratos, indicando relativa segurança da formulação (Figura 16). 

Vale ressaltar que a administração intranasal de OLA associada a 

carreadores coloidais tem sido reportada na literatura e, dentre os tipos de sistemas 

desenvolvidos, tem-se nanoemulsão (KUMAR et al., 2008), micela polimérica 

(ABDELBARY; TADROS, 2013), lipossoma (SALAMA et al., 2012) e nanoesfera 

(SEJU; KUMAR; SAWANT, 2011). Contudo, em todos os estudos foi realizada 

apenas avaliação farmacocinética como indicativo da potencialidade das formulações 

propostas. Nesse contexto, o presente trabalho mostra-se inovador por ser o primeiro a 

relatar, além do incremento cerebral do fármaco após a administração intranasal, o 

benefício farmacodinâmico da utilização das nanocápsulas preparadas. 

 

3.9. Estudo da distribuição de fármacos nas nanocápsulas de blenda de Poli(ε-

caprolactona) e Poli(MMA-b-DMAEMA). 
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Por se tratar de um nanocarreador novo, a sua potencialidade de encapsular 

diferentes moléculas foi avaliada. Usualmente, a localização de fármacos em 

nanopartículas poliméricas é inferida a partir do perfil de liberação in vitro por 

diferentes técnicas, como diálise, hidrólise interfacial, ultracentrifugação, entre outras, 

seguida de modelagem matemática do perfil de liberação (CRUZ et al., 2006; 

POHLMANN et al., 2004; FERRANTI et al., 1999; CALVO; VILA-JATO; 

ALONSO, 1996). Contudo, um problema associado a esses métodos é a escolha de um 

meio de liberação que garanta a condição sink do fármaco ao longo do experimento, 

uma vez que diferentes meios conferem diferentes concentrações de saturação e isto, 

consequentemente, afeta o perfil de liberação (FERRANTI et al., 1999). Além disso, 

formulações coloidais contendo o mesmo fármaco podem não exibir diferenças no 

perfil de liberação em virtude do meio utilizado, dificultando, assim, o estabelecimento 

do modelo de distribuição do fármaco no carreador (CALVO; VILA-JATO; 

ALONSO, 1996).  

Nesse contexto, foi empregada uma metodologia inovadora, proposta por 

Oliveira et al. (2013), a qual correlaciona o LogD da molécula, ou seja, a sua 

distribuição nas pseudofases do sistema (água, parede e núcleo) em função do pH da 

fase contínua. Nessa técnica, um algoritmo foi elaborado para guiar o tipo de 

mecanismo de encapsulação do fármaco a partir do teor quantificado no ultrafiltrado 

após diluições seriadas, resultando em seis modelos: tipo I (totalmente solúvel na 

água), tipo II (disperso na parede e na água), tipo III (disperso no núcleo, na parede e 

na água), tipo IV (disperso na parede e um pouco no núcleo), tipo V (disperso na 

parede, um pouco no núcleo e com agregados na água) e tipo VI (disperso no núcleo e 

um pouco na parede). Logo, para esse estudo, foram selecionadas quatro moléculas 

que contemplassem as seguintes condições no pH da formulação (8,5): muito solúvel, 

solúvel, pouco solúvel e insolúvel. A Tabela 12 apresenta as características das 

moléculas escolhidas.  

  

 

 

Tabela 12. Coeficiente de distribuição (LogD) e concentração de saturação dos 

compostos modelo em pH 8,5 (tampão Tris-HCl 0,02M). 
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Molécula LogD 
Saturação 

(mg/mL) 
Classificação 

Metotrexato -4,6 6,27 ± 0,37 Muito solúvel 

Indometacina -0,54 2,63 ± 0,36 Solúvel 

Resveratrol 3,11 0,39 ± 0,05 Pouco solúvel 

Éster etílico de indometacina 4,1 < 0,001*  Insolúvel 

 

 

 

Assim, foram preparadas suspensões de nanocápsulas contendo os 

compostos acima citados mantendo a proporção PCL:fármaco 1:1, conforme utilizada 

por Oliveira et al. (2013), o que correspondeu a 0,25 mg/mL (metotrexato, NCMTX) e 

0,5 mg/mL (indometacina, NCINDOH; seu éster etílico, NCINDOET; e resveratrol, NCRSV). 

As formulações foram caracterizadas quanto à distribuição de tamanho (LD), ao valor 

de pH (potenciometria) e ao teor (CLAE). Todas as formulações apresentaram 

população monomodal nanométrica, pH em torno de 8,5 (semelhante à formulação 

branca) e teor próximo ao teórico (Tabela 13). 

Após a preparação das formulações, foram quantificados (nos ultrafiltrados 

1:0) teores correspondentes a 4,1 % (NCMTX), 0,6 % (NCINDOH), 0,1 % (NCRSV) e 0 % 

(NCINDOET) (Tabela 14). Partindo desse resultado, ao considerar a concentração de 

saturação desses compostos em pH 8,5, é possível inferir que as nanocápsulas 

desenvolvidas são capazes de encapsular fármacos hidrossolúveis, visto que o MTX 

(muito solúvel) e a INDOH (solúvel) apresentaram EE% de 95,2 e 99,4 %, 

respectivamente. Para o RSV e o INDOET, as EE% observadas (99,9 e 100 %) foram 

de acordo com a sua baixa solubilidade na fase aquosa. 

Com a diluição das formulações na proporção 1:1, 1:9 e 1:99, seguida da 

ultrafiltração-centrifugação, foi observado aumento do teor de MTX e INDOH no 

ultrafiltrado, o que indica o deslocamento das moléculas da fase dispersa 

(nanocápsulas) para a fase contínua (água). Por outro lado, as formulações contendo 

RSV praticamente não apresentaram diferença no teor do ultrafiltrado, enquanto nas de 

INDOET não foi quantificado fármaco em nenhuma das diluições. Vale destacar que 

Os resultados representam média ± desvio padrão de três amostras. * menor ponto da 

curva padrão construída. 
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apenas o MTX foi detectado na diluição 1:999, mas estava fora do limite de 

quantificação do método; para as demais moléculas, não houve detecção nessa 

diluição. 
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Formulação 
d4,3 

(µm) 
Span 

Z-average* 

(nm) 

PDI Potencial ζ*  

(mV) 
pH 

Teor 

(mg/mL) 

NCMTX 0,199 ± 0,01 0,87 ± 0,58 272,2 ± 1,9 0,16 ± 0,03 19,3 ± 1,1 8,4 ± 0,1 0,24 ± 0,03 

NCINDOH 0,207 ± 0,06 0,95 ± 0,15 239,1 ± 1,2 0,08 ± 0,02 22,2 ± 1,9 8,3 ± 0,2  0,52 ± 0,04 

NCRSV 0,158 ± 0,02 0,48 ± 0,48 232,1 ± 0,3 0,07 ± 0,01 22,5 ± 0,6 8,4 ± 0,1 0,47 ± 0,06 

NCINDOET 0,153 ± 0,02 0,95 ± 0,29 238,7 ± 0,9 0,06 ± 0,01 22,0 ± 1,4 8,4 ± 0,1 0,48 ± 0,01 

 

 

 

 

 

Tabela 13. Caracterização físico-química das suspensões de nanocápsulas contendo diferentes compostos modelo. 

Os valores representam média ± desvio padrão de três formulações. * Medidas realizadas em tampão PBS pH 7,4. d4,3: 

diâmetro por volume; Span: amplitude da distribuição de tamanho; Z-average: diâmetro pelo método dos cumulantes; 

PDI: índice de polidispersão; MTX: metotrexato; INDOH: indometacina; RSV: resveratrol; INDOET: éster etílico de 

indometacina. 
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Formulação 
Diluição (v/v) 

1:0 1:1 1:9 1:99 1:999 

NCMTX 4,8 ± 0,7 % 40,7 ± 4,2 % 46,0 ± 10,1 % 54,2 ± 5,4 % 0 

NCINDOH 0,6 ± 0,1 % 5,5 ± 1,8 % 18,5 ± 1,8 % 0 0 

NCRSV 0,1 ± 0,1 % 0,2 ± 0,1 % 0,6 ± 0,5 % 0 0 

NCINDOET 0 0 0 0 0 

 

 

 

Para o estabelecimento do mecanismo de encapsulação dos fármacos, é 

preciso caracterizar as diferentes pseudofases da nanopartícula em questão. O 

Esquema 9 detalha as regiões que compõem o carreador: núcleo oleoso, porção 

hidrofóbica da parede (composta pela PCL e bloco de Poli(MMA)) e porção 

hidrofílica da parede (composta por Poli(DMAEMA)).  

 

 

 

 

 

Dessa forma, dois ambientes químicos são formados na nanocápsula, um 

hidrofóbico (entre o núcleo óleo e a parede de PCL/Poli(MMA)) e um hidrofílico 

(entre as porções hidrofóbica e hidrofílica da parede). Outro detalhe importante é o 

tipo de interação intermolecular que podem ocorrer no ambiente hidrofóbico (por meio 

de interações hidrofóbicas) e no ambiente hidrofílico (atração eletrostática, ligação de 

hidrogênio e interações dipolo-dipolo). Sendo assim, considerando os diferentes 

percentuais dos fármacos nas diluições realizadas e as diferentes pseudofases da 

nanocápsula, é possível fazer as seguintes inferências: 

 

Os resultados representam a média ± desvio padrão de três formulações. MTX: 

metotrexato; INDOH: indometacina; RSV: resveratrol; INDOET: éster etílico de 

Tabela 14. Percentual de fármaco quantificado por Cromatografia Líquida de Alta 

Eficiência no ultrafiltrado antes e após diluições. 
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• MTX (fármaco muito solúvel): uma pequena fração estaria dissolvida no meio 

(4,8 %), enquanto o restante associado à partícula; o aumento do dH e redução 

de potencial ζ (Tabela 13) sugerem que uma parte se distribuiu na franja 

hidrofílica (adsorção por atração eletrostática entre os ácidos carboxílicos do 

MTX e as aminas terciárias protonadas do DMAEMA); outra fração do 

fármaco pode ter se distribuído na parede polimérica (por ligações de 

hidrogênio e interações dipolo-dipolo); após as diluições, o não deslocamento 

do MTX pode ser decorrente da ligação eletrostática à franja, bem como da sua 

localização nas porções mais internas desta, a qual agiu como uma barreira 

difusional para o fármaco; 

 

• INDOH (fármaco solúvel): apesar de ser solúvel no meio, está associado 

totalmente ao carreador (EE% de 99,4%) por razões semelhantes ao caso 

anterior (interação com os grupamentos amônio do DMAEMA), mas também 

por haver uma maior distribuição na porção hidrofóbica da parede, conforme já 

descrito por outros autores (CRUZ et al., 2006; POHLMANN et al., 2004); 

ainda, o baixo teor encontrado no ultrafiltrado após as diluições corrobora com 

a hipótese da barreira difusional exercida pela franja de poli(DMAEMA); 

 

• RSV (fármaco pouco solúvel): sua localização na partícula seria 

essencialmente na porção hidrofóbica da parede (PCL/PMMA), localização 

também sugerida por Silva (2013), que verificou perfil de liberação 

biexponencial para o RSV associado à LNC pelo método do saco de diálise, 

estando 40 % adsorvido na superfície da nanocápsula e 60% encapsulado; 

 

• INDOET (fármaco insolúvel): não foi detectado nos ultrafiltrados por estar 

disperso no núcleo oleoso, visto sua alta solubilidade em triglicerídeos de 

cadeia média (POHLMANN et al., 2004). 

 
A partir dessas conclusões, são propostos 4 modelos de distribuição para os 

fármacos avaliados nesse estudo: fármaco disperso no meio, na porção hidrofílica e 
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hidrofóbica da parede (tipo I); fármaco disperso na porção hidrofílica e hidrofóbica da 

parede (tipo II); fármaco disperso na porção hidrofóbica da parede (tipo III); e fármaco 

disperso na porção hidrofóbica da parede e no núcleo oleoso (tipo IV). Ainda, observa-

se uma relação direta do LogD do fármaco com o seu mecanismo de distribuição 

(quanto mais positivo, mais internamente localizado), bem como a presença de grupos 

ionizáveis na molécula, haja vista o caráter iônico do carreador (Esquema 10).  

 

 

 

 

 

Considerando, então, o perfil de quantificação dos fármacos nas diluições e 

os modelos de distribuição, propõe-se o algoritmo para predizer do mecanismo de 

distribuição a seguir: 

 

 

 

 

 

 

 

 

A base racional desse algoritmo inicia com a primeira pergunta, na qual se 

diferencia uma suspensão coloidal de uma suspensão contendo aglomerados 

micrométricos (o que requer novo estudo de pré-formulação). A pergunta seguinte faz 

a separação das formulações em duas categorias: aquelas cuja diluição 1:9 desloca o 

fármaco da partícula (em até 10%) e as outras que não modificam o teor no 

ultrafiltrado. Para a primeira categoria de formulações, a quantificação de fármaco na 

diluição 1:99 sugere este está distribuído mais externamente no carreador, enquanto a 

não quantificação indica distribuição mais interna (Tipo I e II, respectivamente). Para a 

outra categoria, um parâmetro qualitativo (presença de grupo ionizável na molécula) 
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serve como variável categórica, pois o fármaco com grupo ionizável se distribuiria na 

interface hidrofóbica/hidrofílica da partícula (Tipo III), enquanto o fármaco sem grupo 

ionizável, o que confere lipofilia a molécula, estaria distribuído na região hidrofóbica 

do carreador (núcleo oleoso). 

Sendo assim, no sentido de verificar a validade do algoritmo proposto, 

avaliou-se a OLA. A partir do seu LogD (3,14), a OLA poderia ser classificada como 

sendo do Tipo III ou Tipo IV (distribuição na porção hidrofóbica da parede ou núcleo 

oleoso). Ao realizar a quantificação dos ultrafiltrados, foram obtidos 0,4% ± 0,6 e 0% 

nas diluições 1:9 e 1:99, respectivamente; quanto à estrutura química, a OLA consiste 

de anéis condensados contendo átomos de nitrogênio, os quais são passíveis de 

ionização, classificando-a como tipo III. Logo, é possível concluir que a metodologia 

adaptada foi capaz de sugerir o possível mecanismo de distribuição dos fármacos nas 

nanocápsulas desenvolvidas. Além disso, esse nanocarreador mostrou-se versátil e 

promissor, visto que fármacos solúveis, como MTX e INDOH, foram encapsulados. 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. CONCLUSÕES 

  



 

 



 

• Foi possível sintetizar um copolímero em bloco, formado por MMA e 

DMAEMA, utilizando a técnica de RAFT, que resultou em um produto com 

baixa polidispersão; 

• A incorporação do copolímero em filmes de PCL conferiu propriedades 

adesivas frente à mucosa nasal 

• Foram preparadas nanocápsulas a partir de PCL e do copolímero sintetizado, as 

quais apresentaram população monomodal na faixa nanométrica estabelecida 

por diferentes técnicas de determinação de diâmetro (DL, DLS, NTA); 

• A presença do bloco hidrofílico do copolímero (Poli(DMAEMA)) conferiu às 

nanocápsulas caráter catiônico e sensibilidade frente à variação de pH, 

resultando em alteração do seu diâmetro hidrodinâmico de modo inversamente 

proporcional; 

• A incubação das nanocápsulas com solução de mucina em pH fisiológicos 

acarretou o aumento do diâmetro das partículas, a redução do número destas, 

bem como a alteração na sua mobilidade eletroforética e inversão de potencial 

ζ, indicando a interação do nanocarreador com a mucina; 

• As nanocápsulas aumentaram o tempo de residência do fármaco modelo 

(olanzapina) em mucosa nasal submetida à lavagem contínua; 

• A administração intranasal das nanocápsulas aumentou o teor no cérebro do 

fármaco modelo (olanzapina) em ratos; 

• A nanoencapsulação da olanzapina aumentou sua atividade antipsicótica no 

modelo do PPI em ratos após administração intranasal em relação ao fármaco 

livre; 

• As nanocápsulas desenvolvidas são capazes de encapsular tanto fármacos 

hidrofílicos quanto lipofílicos devido às diferentes pseudofases presentes na 

partícula. 
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