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We must not forget that when radium was discovered no one knew that it would
prove useful in hospitals. The work was one of pure science. And this is a proof that
scientific work must not be considered from the point of view of the direct
usefulness of it. It must be done for itself, for the beauty of science, and then there is
always the chance that a scientific discovery may become like the radium a benefit
for humanity.

Marie Curie



RESUMO

A galactomanana da Dimorphandra gardneriana (DG) € um polissacarideo neutro e
hidrossoluvel composta por uma cadeia linear de unidades de manose com ramificacdes de
unidades de galactose. Por apresentar massa molar elevada, processos de despolimerizagao
utilizando hidrolise enzimatica, ultrassom e hidrélise acida foram utilizados para diminuir a
massa molar e a viscosidade do polissacarideo, possibilitando sua utilizagdo na formacéo de
nanoparticulas. Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da massa molar da
galactomanana de Dimorphandra gardneriana modificada por diferentes processos de
despolimerizacdo na sintese de copolimero termossensivel com N-isopropilacrilamida
(NIPAM) e seu potencial como carreador de farmaco. A hidrdlise acida foi o método que
resultou em menor reducdo da massa molar. Os materiais despolimerizados foram analisados
por FT-IR e RMN *H e apresentaram estrutura quimica semelhante a da DG, entretanto um
aumento na razao manose/galactose foi observado. A sintese dos copolimeros foi confirmada
por FT-IR e RMN 'H com o aparecimento de grupos caracteristicos do poli-N-
isopropilacrilamida (PNIPAM). Os copolimeros formados com galactomanana de menor
massa molar apresentaram maior teor de enxertia de NIPAM, menor concentracdo de
agregacéo critica (CAC) e tamanho de particula a 25 e 50 °C, indicando a influéncia da massa
molar. Os copolimeros apresentaram temperatura de transicdo superior ao do homopolimero
(PNIPAM) e uma reducdo no tamanho de particula com o aumento da temperatura. Foram
obtidas nanoparticulas com tamanhos inferiores a 300 nm e estes materiais apresentaram
eficiéncia de encapsulamento de indometacina variando de 29 a 63%. A nanoparticula com
maior eficiéncia de encapsulamento apresentou uma liberacdo controlada com maximo de
55,3 £ 3,2% em 72 horas de estudo. Nanoparticulas formadas por copolimeros a base de
PNIPAM e galactomanana despolimerizada por hidrolise acida, apresentam potencial

aplicacdo em sistemas de liberagdo controlada de farmacos.

Palavras-chave: galactomanana; despolimerizacdo; copolimero; N-isopropilacrilamida;

nanoparticula.



ABSTRACT

Dimorphandra gardneriana (DG) galactomannan is a neutral, water-soluble polysaccharide
composed of a linear chain of mannose units with branches of galactose units. Due to its high
molar mass, depolymerization processes using enzymatic hydrolysis, ultrasound and acid
hydrolysis were used to decrease the molar mass and the viscosity of the polysaccharide,
enabling its use um the formation of nanoparticles. This work aimed to evaluate the effect of
the molar mass of galactomannan of Dimorphandra gardneriana modified by different
depolymerization processes in the synthesis of thermosensitive copolymer with N-
isopropylacrylamide (NIPAM) and its potential as a drug carrier. Acid hydrolysis was the
method that resulted in the least reduction in molar mass. The depolymerized materials were
analyzed FT-IR and *H NMR and results shows that chemical structures were similar to DG,
however an increase in the mannose/galactose ratio was observed. The synthesis of
copolymers was confirmed by FT-IR and H NMR with the appearance of poly-N-
isopropylacrylamide (PNIPAM) functional groups. Copolymers formed with galactomannan
of lower molar mass showed higher NIPAM grafting content, lower critical aggregation
concentration (CAC) and particle size at 25 and 50 °C, indicating the influence of molar mass.
The copolymers showed a transition temperature higher than that of the homopolymer
(PNIPAM) and a reduction in particle size with increasing temperature. Nanoparticles with
sizes smaller than 300 nm were obtained and these materials showed indomethacin
encapsulation efficiency ranging from 29 to 63%. The nanoparticle with greater encapsulation
efficiency showed a controlled release with a maximum of 55,3 + 3,2% in 72 hours of study.
Nanoparticles formed by copolymers based on PNIPAM and galactomannan depolymerized

by acid hydrolysis, have potential application in controlled drug delivery systems.

Keywords:  galactomannan;  depolymerized;  copolymer;  N-isopropylacrylamide;

nanoparticle.
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1 INTRODUCAO
1.1 Galactomanana

As galactomananas sdo polissacarideos neutros e hidrossolGveis compostos por
uma cadeia linear de unidades B-(1—4)-D-manopiranose com unidades de o-(1—6)-D-
galactopiranose como ramificacdo (Figura 1), encontradas em endosperma de sementes das
plantas, especialmente de espécies da familia Leguminosae (ROBINSON; ROSS-MURPHY,;
MORRIS, 1982; RODRIGUEZ-CANTO et al., 2019). As espécies de maior importancia
comercial sdo a goma guar (Cyamopsis tetragonolobus), a goma alfarroba (Ceratonia siliqua)
e a goma tara (Caesalpinia spinose) (CUNHA; DE PAULA; FEITOSA, 2009; VILARO et al.,
2018).

Figura 1 — Estrutura de uma galactomanana com razdo manose/galactose 2:1

OH OH
o]
(D-galactopiranose)
HO
OH CH
B 0 Ligagao a-1,6
H
N Mo
(0] Ligacéo p-1,4 OH o
—
HO o)
HO - OH
(D—manopiranose)
- “n

Fonte: elaborada pela autora.

As galactomananas podem ser obtidas de diferentes espécies vegetais e
apresentam a mesma natureza quimica, mas diferem entre si em relacdo a massa molar que
varia de 10° a 10° g mol™? e na razdo manose/galactose (M/G) que varia de 1:1 a 5:1. Essas
diferencas influenciam na solubilidade, propriedades reoldgicas e aplicacdes (PRAJAPATI, et
al., 2013; PONZINI et al., 2019). Essa classe de polissacarideo é considerada um recurso
renovavel, uma vez que séo obtidos de sementes, ndo havendo a necessidade de destruicéo da
arvore. Compdem o segundo maior grupo de polissacarideos de reserva no mundo, sendo o
amido o primeiro. Pela abundancia das espécies vegetais, sdo de facil acesso e baixo custo
(SALVALAGGIO et al., 2015; ZHOU et al., 2018).

A galactomanana extraida de sementes de Dimorphandra gardneriana Tul. (DG)
se destaca por apresentar caracteristicas semelhantes a da goma guar, sendo uma alternativa as

gomas tradicionais (CUNHA et al., 2009). Popularmente conhecida por faveira ou fava d’anta,
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a planta Dimorphandra gardneriana é uma leguminosa nativa brasileira, naturalmente
encontrada nos estados do Ceard, Piaui, Maranhdo e Bahia (LANDIM; FEITOZA; COSTA,
2013).

O género Dimorphandra é de grande importancia econémica, pois suas vagens
apresentam concentracOes apreciaveis de flavonoides, principalmente rutina e quercetina, que
compdem 10,3% do fruto seco (HUBINGER; SALGADO; MOREIRA, 2009). Esses
flavonoides ganham destaque na industria farmacéutica por apresentarem propriedades anti-
inflamatorias, antioxidantes, antimicrobiana e antitumorais (SANTOS; RODRIGUES, 2017).

Estudos com galactomananas oriundas de fontes ndo tradicionais (Dimorphandra
gardneriana, Sesbania cannabina, Caesalpinia pulcherrima e Delonix regia) tém sido
realizados, visando aplicacdo como formulacdo de dispositivos viscocirargicos oftalmicos
(PIRES et al., 2010), na producdo de sistemas de liberacdo de farmacos (ALMEIDA et al.,
2015), avaliacdo da atividade anticancer in vitro (ZHOU et al., 2018) e producdo de hidrogéis
injetaveis (LIMA et al., 2020).

A estrutura quimica e as propriedades intrinsecas das galactomananas fazem com
que elas tenham uma gama de aplicag¢Ges industriais, mas a goma nativa apresenta algumas
desvantagens (elevada massa molar e viscosidade) quando para seu uso na formacdo de
sistemas nanocarreadores (THOMBARE et al., 2016; LINARES et al., 2019). Deste modo,
processos de despolimerizacdo incluindo enzimas, ultrasonicacdo, temperatura e acido tém
sido utilizados para melhorar ou personalizar as propriedades fisico-quimicas, possibilitando
sua utilizacdo na producdo de materiais com carateristicas especificas (LI et al., 2018a;
RODRIGUEZ-CANTO et al., 2019).

1.2 Despolimerizagdo da galactomanana de Dimorphandra gardneriana

Os processos de despolimerizacdo sdo métodos controlados que proporcionam a
reducdo da massa molar e da viscosidade, com a diminui¢do do tamanho da cadeia dos
polissacarideos (LI et al., 2018a). As despolimeriza¢Bes por métodos enzimaticos e quimicos
sdo as mais comuns. Os meétodos fisicos como ultrasonicacdo e irradiacdo de micro-ondas
vém sendo também explorados para esta finalidade (PRAJAPAT; GOGATE, 2015a).

Métodos combinados vém sendo aplicados com o intuito de proporcionar uma
maior despolimerizacdo destes polimeros. A despolimerizacdo por hidrdlise enzimatica
apresenta capacidade de modificar a estrutura quimica do polimero devido a sua
especificidade, no entanto, algumas enzimas proporcionam uma baixa despolimerizacdo

(MAHAMMAD et al., 2007). A ultrasonicagdo em frequéncias e niveis de intensidade
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adequadas, combinada a hidrélise enzimatica, pode melhorar os parametros fisico-quimicos
(massa molar e viscosidade) dos polissacarideos (PRAJAPAT; SUBHEDAR; GOGATE,
2016).

A ultrasonicagdo é um método fisico de despolimerizagdo promissor, que tem sido
utilizado para alterar as propriedades estruturais e funcionais de polissacarideos como a goma
guar, quitosana, dextrana, pululana, xantana, pectina, amido, entre outros (RAOUFI et al.,
2019). O ultrassom gera cavitacdo na solucdo e causa microbolhas. Quando as microbolhas
colapsam, a alta energia liberada é convertida em alta pressao e alta temperatura, e pode gerar
efeitos fisicos e quimicos. Os efeitos fisicos envolvem forcas de cisalhamento e ondas de
choque, ja os efeitos quimicos envolvem a formacdo de radicais livres, como os radicais
hidroxido (-OH") e hidrogénio (-H"), a partir da decomposi¢do de moléculas de agua dentro da
cavitacdo (LI; LI; ZHU, 2018).

A despolimerizacdo por hidrolise &cida € um método quimico simples de
implementar e apresenta uma vantagem de poder ser realizada em temperaturas elevadas, o
gue promove maior fluidez das amostras. O processo de despolimerizacdo depende da fonte e
concentracdo do polissacarideo, do tipo de acido, do pH do meio, da temperatura e do tempo
de despolimerizacdo (WANG; ELLIS; ROSS-MURPHY, 2000; LI et al., 2018a). O acido
cloridrico se mostra 0 mais adequado para hidrolisar parcialmente polissacarideos, uma vez
que o processo de hidrdlise € controlavel com o tempo e a despolimerizacdo ocorre de
maneira branda em relacéo a outros acidos (WANG et al., 2016).

Devido as suas propriedades de biocompatibilidade, biodegradabilidade, néo
toxicidade, entre outras, as galactomananas foram utilizadas em uma variedade de aplicagdes
industriais, tais como: agentes espessantes, estabilizadores de dispersdo e em formulacoes
farmacéuticas (CAMPIA et al., 2017; BUSCH et al., 2018). No entanto, para tornar esse
material ideal para uso na formacdo de nanoparticulas, geralmente sdo produzidos novos
materiais através da insercdo de um polimero sintético ou pela polimerizacdo de um
mondmero vinilico na cadeia do polissacarideo, formando um copolimero (DE PAULA,;
FEITOSA; PAULA, 2015).

1.3 Copolimerizacéo por enxertia
A copolimerizagdo por enxertia € uma técnica promissora e simples de modificar
as propriedades de polimeros sintéticos e naturais. Tem recebido consideravel atencdo nos

Gltimos anos por produzir materiais biodegradaveis com propriedades que possibilitam sua
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utilizacdo na agricultura, aplicagbes biomédicas, entre outras (HOSSEINZADEH, 2009;
KUMAR et al., 2017).

As propriedades dos copolimeros sdo definidas pela natureza de seus constituintes,
a proporcdo entre eles e a estrutura molecular (SONI; GOSH, 2018). Copolimeros a base de
polissacarideos consistem em uma cadeia principal de polissacarideo e uma cadeia lateral de
polimero sintético (DE PAULA,; FEITOSA; PAULA, 2015).

O método de enxertia pode ser classificado de acordo com 0 mecanismo de
iniciacdo e com o0 meio de enxertia. Em geral, a enxertia pode ser realizada por estratégias
envolvendo grafting to e grafting from. A estratégia grafting to (Figura 2a), baseia-se na
ligacdo covalente entre o grupo final funcionalizado do polimero pré-formado e o grupo
funcional da cadeia principal do polissacarideo. Ja na grafting from (Figura 2b), ocorre o
crescimento das cadeias do monémero diretamente nos grupos reativos (radicais) da cadeia do
polissacarideo (SHEELA et al., 2016; ALY; EL-BISI, 2018).

A estratégia grafting from apresenta vantagem em relacdo a grafting to, por
possibilitar uma maior enxertia do mondmero na cadeia do polissacarideo, uma vez que na
grafting to as primeiras cadeias polimericas enxertadas impedem a enxertia de outras cadeias
(CHEN et al., 2013; ZHANG et al., 2015; GICQUEL et al., 2019).

Figura 2 — Esquema do processo de enxertia por grafting to (a) e grafting from (b)

(@) (b)

NN SAAAN

*

S AVAVAVAN

# 4 Grupos funcionais @ Radicais livres Mondémero vinilico Polimero sintético === Polissacarideo

Fonte: elaborada pela autora.
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1.4 Polimerizacéo via radicais livres

A polimerizacdo via radicais livres € um método viavel para a polimerizacao de
uma ampla variedade de mondmeros vinilicos. A enxertia desses mondmeros tem sido
realizada por iniciadores quimicos, como o persulfato de potéassio (K2S20g), persulfato de
amonio ((NH4)2S20s) e nitrato de aménio cérico ((NHa4)2Ce(NOs)e). Entre os iniciadores
guimicos, a enxertia na presenca de ions cérico se mostra favoravel por ser realizada sob
condigdes brandas, as reacOes colaterais sdo minimas e apresenta alta eficiéncia de enxertia
(GOYAL; KUMAR; SHARMA, 2008; SHEELA et al., 2016).

O nitrato de amdnio cérico IV (CAN), um versatil oxidante, tem sido amplamente
utilizado em reacdes de enxertia por apresentar alta reatividade, ndo toxicidade e atua como
um acido de Lewis compativel com a dgua (ISIKLAN, KURSUN, 2013).

A reacdo com ion cérico (Ce*") dissolvido em &cido nitrico consiste inicialmente
na formag&o de um complexo entre o fon Ce** e as hidroxilas dos Carbono-2 e Carbono-3 das
unidades monossacaridicas. Posteriormente, ele se decompde em ions Ce* formando o
radical livre nesses carbonos, a partir da abstracdo do hidrogénio. Esses radicais interagem
com os grupos vinilicos do monémero (M) formando o copolimero por enxertia (Figura 3)
(GURDAG; SARMAD, 2013).

Figura 3 — Representacdo esquematica da polimerizacdo de enxertia por iniciacdo redox de
um mondémero (M) em uma estrutura polissacaridica
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Fonte: Adaptado de Gurdag e Sarmad (2013).
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O ion cérico tem sido amplamente empregado como iniciador na reacdo de
enxertia de uma variedade de mondémeros vinilicos como a acrilamida (GOYAL; KUMAR,;
SHARMA, 2008), a N-isopropilacrilamida (ABREU et al., 2016) e o metil metacrilato
(SCHLACHET et al., 2019) em polissacarideos.

Nos ultimos anos aumentou o interesse em biomateriais inteligentes obtidos pela
enxertia de polimeros sensiveis a estimulos como pH e/ou temperatura. O poli-N-
isopropilacrilamida (PNIPAM) é um polimero sintético responsivo a temperatura, amplamente
estudado devido a sua temperatura critica de solugcdo (32 °C) ser proxima da temperatura
fisiologica, o que favorece sua aplicagdo no desenvolvimento de sistemas com interacdo
bioldgica (CONZATTI et al., 2019a; GICQUEL et al., 2019).

1.5 Poli-N-isopropilacrilamida (PNIPAM)

O PNIPAM é um polimero sintético formado pelo mondémero vinilico N-
isopropilacrilamida (NIPAM) (Figura 4). E um polimero biocompativel e nio toxico com
caracteristica termoresponsiva devido a presenca de um grupo hidrofobico (isopropil) e um
grupo hidrofilico (amida) (LIU et al., 2017; GICQUEL et al., 2019).

Figura 4 — Estruturas moleculares do monémero NIPAM (a) e de seu polimero PNIPAM (b)
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Fonte: elaborada pela autora.

A presenca de grupos hidrofilicos e hidrofébicos no PNIPAM sdo responsaveis
por alterar a temperatura critica de solucdo inferior (LCST) em solugdes aquosas. Em
temperaturas inferiores a LCST, o polimero apresenta um carater hidrofilico, suas cadeias
estdo expandidas e hidratadas, ocorrendo a formagdo de ligacGes de hidrogénio entre os
grupos amida do PNIPAM e as moléculas de agua (Figura 5a). Em temperaturas superiores a
LCST, o polimero tem carater hidrofébico, com as cadeias desidratadas e colapsadas,
ocorrendo a formacéo de ligacOes de hidrogénio entre os grupos amida do PNIPAM (Figura

5b). A LCST pode ser ajustada a partir da inser¢do de um polimero hidrofébico que diminui a
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LCST ou de um polimero hidrofilico que aumenta a LCST (LANZALACO; ARMELIN, 2017
LIU et al., 2017).

Figura 5 — Comportamento das cadeias de PNIPAM abaixo (a) e acima (b) da LCST
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Fonte: adaptado de Lanzalaco e Armelin, 2017.

Devido a essa propriedade especial, o PNIPAM tem sido usado na formacdo de
copolimeros com polissacarideos para projetar nanoparticulas poliméricas responsivas a
estimulos para fins de carreamento de farmaco. Formacdo de nanoparticulas com dextrana
(TAN et al., 2011), goma do cajueiro (ABREU et al., 2016) e pululana (CONSTANTIN et al.,
2017) séo alguns exemplos.

1.6 Nanoparticulas poliméricas (NP)

As nanoparticulas poliméricas (NP) séo estruturas nanométricas que apresentam
dimensdo na faixa de 1 a 100 nm. No entanto, para fins farmacéuticos, podem ser
classificados como nanoparticulas os sistemas que apresentam dimensdo com tamanho
inferior a 1000 nm (WONG; WU; BENDAYAN, 2012; KHAN; SAEED; KHAN, 2019).
Diversos fatores tornam esses materiais vantajosos para uso em formulagdes farmacéuticas e
biomédicas, sendo: eficicia no encapsulamento de farmaco, liberacdo controlada, melhoram a
biodisponibilidade, aumentam a eficicia terapéutica e reduzem os efeitos colaterais da
medicacdo (KUSKOV et al., 2017).

As nanoparticulas podem se mostrar na forma de nanocédpsulas ou nanoesferas,
que diferem entre si em relacdo a composicdo e a organizacdo estrutural. As nanocapsulas
consistem em um sistema onde o farmaco € mantido confinado em uma cavidade envolta por
uma membrana polimérica (Figura 6a), enquanto nas nanoesferas, o farmaco encontra-se

dissolvido ou disperso na matriz polimérica (Figura 6b) (RIVAS et al., 2017).
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Figura 6 — Representacdo esquematica de uma nanocapsula (a) e uma nanoesfera (b)
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Fonte: elaborada pela autora.

As técnicas de encapsulamento de farmaco nas nanoparticulas relatados na
literatura, envolvem sonoquimica, secagem por pulverizacdo, didlise ou nanoprecipitacao.
Dentre essas técnicas, a nanoprecipitacdo tem sido amplamente utilizada para encapsulamento
de farmacos hidrofobicos (SOUMYA; GHOSH; ABRAHAM, 2010; RIVAS et al., 2017). O
processo envolve dissolver o copolimero e o farmaco em um solvente comum e depois
adiciona-los lentamente e com agitacdo moderada a um anti-solvente para o fArmaco que seja
miscivel com o solvente organico, normalmente a agua (GREENWALD; SASSON;
BIANCO-PELED, 2013; BARTHOLD et al., 2019).

As nanoparticulas formadas a partir de polimeros naturais (alginato, dextrana,
pululana, quitosana, goma do cajueiro, galactomanana) e polimeros sintéticos (poli-lactideo,
poli-g-caprolactona, poli-etilenoglicol, poli-N-vinilpirrolidona, poli-N-isopropilacrilamida)
tém recebido substancial atencdo devido a sua versatilidade e por suas estruturas poderem ser
modificadas no intuito de encapsular e liberar farmacos nos sitios de acdo desejados, bem
como para responder a estimulos externos ou fisioldgicos especificos (KUSKQV et al., 2017).

As nanoparticulas do presente trabalho (Figura 7) apresentam o PNIPAM como
nucleo hidrofobico, que serve como espaco de carga para o farmaco hidrofébico, e um
invélucro hidrofilico (galactomanana) que estabiliza as nanoparticulas e pode fornecer locais
de ancoragem para as partes direcionadas (TAN et al., 2011). As nanoparticulas formadas

foram utilizadas para encapsular um farmaco hidrofdbico, a indometacina.
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Figura 7 — Representacdo de uma nanoparticula de galactomanana/PNIPAM
PNIPAM
— Galactomanana

Farmaco
Fonte: elaborada pela autora.

1.7 Indometacina (IND)

A indometacina (Acido 2-{1-[(4-clorofenil)carbonil]-5-metoxi-2-metil-1H-indol-
3-il}acético) (Figura 8) é um farmaco anti-inflamatério nao-esteroidal usado no alivio de
sintomas decorrente de processos inflamatorios, tais como distdrbios reumaticos, enxaquecas,

dores po6s-traumaéticas e pos-operatorias (CARDIAL et al., 2019).

Figura 8 — Estrutura quimica da indometacina (IND)
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Fonte: elaborada pela autora.

E um farmaco hidrofébico &cido (pKa 4,5), pouco soluvel em meio &cido ou
neutro, mas solivel em solugdes alcalinas. Devido sua baixa solubilidade no meio estomacal,
a IND pode mostrar baixa biodisponibilidade oral e causar efeitos colaterais devido ao contato
prolongado com a mucosa (complicacBes gastrointestinais graves, aumento da pressao arterial
e diminuicdo da funcdo renal). Deste modo, é importante diminuir as dosagens da medicagéo
e os efeitos colaterais, fornecendo a entrega do farmaco na area de interesse do corpo
(KAMBUROVA et al., 2017; DALMORO et al., 2018).
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De modo a melhorar sua biodisponibilidade no organismo e reduzir os efeitos
colaterais da administracdo, materiais formados por polimeros naturais e/ou sintéticos vém
sendo utilizados para o carreamento da IND. Nanoparticulas de goma do cajueiro acetilada
(PITOMBEIRA et al., 2015), microesferas de hidrogel de PNIPAM/carboximetilquitosana
(RODKATE; RUTNAKORNPITUK, 2016), nanoparticulas de pululana/PNIPAM
(CONSTANTIN et al., 2017), membranas de quitosana/xantana (LOPES et al., 2019) e

emulsdes de pickering de goma do cajueiro (CARDIAL et al., 2019) sdo alguns exemplos.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar a formacdo de nanoparticulas de copolimeros a base de poli-N-

isopropilacrilamida e galactomanana (Dimorphandra gardneriana) de massas molares

distintas obtidas por diferentes processos de despolimerizacéo.

2.2 Objetivos especificos

Despolimerizar a galactomanana por hidrélise enzimética, ultrassom ou hidrolise acida;
Caracterizar a galactomanana e seus derivados despolimerizados por espectroscopia na
regido do infravermelho (FT-IR) e ressonancia magnética nuclear (RMN H);

Estimar a massa molar da galactomanana e de seus derivados despolimerizados por
cromatografia de permeacédo em gel (GPC) e a viscosidade por reologia de fluxo;
Sintetizar copolimeros de galactomanana/poli-N-isopropilacrilamida;

Caracterizar os copolimeros por espectroscopia na regido do infravermelho (FT-IR),
ressonancia magnética nuclear (RMN H) e cromatografia de permeacdo em gel
(GPC);

Investigar a formacdo de nanoparticulas via auto-organizacdo de copolimeros de
galactomanana/poli-N-isopropilacrilamida por fluorescéncia e por espalhamento de luz
dindmico (DLS);

Determinar a eficiéncia de encapsulamento (EE) e carga de farmaco (CF) das
nanoparticulas incorporadas com o farmaco indometacina e avaliar o perfil e o

mecanismo de liberagéo in vitro.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Materiais

A enzima B-Galactosidase (Kluyveromyces lactis) (>2600 U g*), o monémero N-
isopropilacrilamida (NIPAM) 97% (m/m) e o fa&rmaco indometacina (IND) foram adquiridos
da Sigma-Aldrich. O iniciador nitrato de aménico cérico (CAN) foi adquirido da Acrés
Organics. O &cido acético, acido cloridrico, &cido nitrico, hidroxido de sédio, fosfato de sodio,
alcool etilico, acetona e dimetilsulfoxido (DMSQ) foram adquiridos da Synth. O lauril sulfato
de sddio e o fosfato de potéssio sdo oriundos da Vetec.

A membrana de dialise com limite de massa molar 14.000 g mol™ foi adquirida da
Sigma-Aldrich e com limite de massa molar 1.000 g mol™* da Spectra/por.

As sementes de Fava D’anta (Dimorphandra gardneriana Tul.) foram

provenientes da Chapada do Araripe na regido do Cariri-CE, coletadas em agosto de 2012.

3.2 Extracdo da galactomanana de Dimorphandra gardneriana

Sementes da galactomanana (50,0 g) foram lavadas e dispostas em placa de Petri
encoberta com algodao umedecido com &gua destilada. A placa foi mantida em autoclave por
uma hora e trinta minutos na presséo de trabalho (1,0 a 1,5 bar) para o intumescimento das
sementes. Os endospermas foram separados manualmente da casca e do embrido e, em
seguida, mantidos de um dia para o outro em agua destilada. Para melhorar a homogeneizacéo,
foi adicionada agua destilada (1500 mL) e os endospermas foram triturados por 20 minutos. A
solucgéo viscosa foi centrifugada (6000 rpm, 30 minutos, 25 °C) e o sobrenadante foi coletado
e precipitado em alcool etilico (1:2 v/v). O precipitado obtido foi filtrado em funil de placa
sinterizada n° 3, lavado trés vezes com alcool etilico PA e acetona. A galactomanana (retida no
filtro) foi macerada e seca em almofariz com ar quente. O material obtido foi denominado

como DG.

3.3 Processos de despolimerizagdo da galactomanana
3.3.1 Despolimerizacéo por hidroélise enzimética (E)

A metodologia utilizada foi baseada na descrita por Brun-Graeppi et al. (2010) e
Sakakibara et al. (2017). A galactomanana (DG) foi dissolvida em 25 mL de 4gua destilada
sob agitacdo magnética por 24 horas a 25 °C para preparar uma solucéo de concentracéo 2,0%
m/v. A enzima em solucdo foi dispersa em 25 mL de tampéo acetato (pH 5,0) para preparar
uma solugdo com concentracdo 32 U mL™. As duas solugbes foram colocadas em uma cuba

acoplada a um banho termostatico com temperatura constante de 50 °C, permanecendo por 15
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horas sob agitacdo magnética. Para finalizar a reacdo, a solugdo foi aquecida a 100 °C por 10
minutos e resfriada a temperatura ambiente. Posteriormente, a solucdo foi precipitada em
alcool etilico hidratado (1:2 v/v) e redispersa em agua destilada. Apos trés ciclos de
precipitacdo/redispersédo, foi lavada com acetona e, em seguida, macerada e seca em almofariz
com ar quente, obtendo-se o material purificado que foi denominado de DGE.

3.3.2 Despolimerizacéo por ultrassom (U)

A galactomanana (DG e DGE) foi dissolvida em 80 mL de agua destilada sob
agitacdo magnética por 24 horas a 25 °C para preparar uma solugdo de concentragdo 0,1% m/v.
O processo de sonicacdo das solucdes foi realizado utilizando um processador ultrassdnico
(VCX-750 ultrasonic) com dissipacao de poténcia nominal de 20 W, operando com 30 s ON e
30 s OFF em dois intervalos de tempos (30 e 60 minutos) a 15 °C. Os materiais obtidos foram
secos por liofilizacdo. Os materiais obtidos a partir da DGE foram denominados de DGEU30
e DGEUGO e os obtidos a partir da DG foram denominados de DGU30 e DGUG60. Os nimeros

30 e 60 fazem referéncia aos tempos de sonicacao.

3.3.3 Despolimerizacao por hidrélise acida (A)

A galactomanana (DG) foi dissolvida em 50 mL de agua destilada sob agitacéo
magnética por 24 horas a 25 °C para preparar uma solugcdo de concentracdo 1,0% m/v. A
solugdo teve seu pH ajustado para 2,0 utilizando uma solucdo de &cido cloridrico 1 mol Lt e
foi mantida sob agitacdo magnética por 5 horas na temperatura de 80 °C. Apds este periodo,
foi resfriada a temperatura ambiente e neutralizada com solucdo de hidréxido de sédio 1 mol
L. A solucéo foi dialisada em membrana de celulose (14.000 g mol™?) contra 4gua destilada
(7 dias) para promover a retirada dos sais formados, com trocas de dgua a cada 24 horas e 0
fim da didlise foi determinado por condutividade. O material foi seco por liofilizacdo e
denominado de DGA.

A Tabela 1 apresenta o resumo dos processos de obtencdo dos derivados

despolimerizados.
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Tabela 1 — Processos de despolimerizacdo realizados

M - Processo de Tempo de despolimerizagéo
ateriais TR
despolimerizacéo (horas)
DGE Hidrolise enzimatica 15
DGEU30 Hidrolise enzimética e 0,5
DGEU60 ultrassom 1
DGU30 Ultrassom 0.5
DGU60 1
DGA Hidrolise acida 5

Fonte: dados da pesquisa.

3.4 Sintese dos copolimeros por enxertia

Os copolimeros a partir de galactomanana foram sintetizados com base na
metodologia proposta por Abreu et al. (2016), com modifica¢Ges. Foi preparada uma solucéo
de galactomanana com concentracdo 0,5% m/v em 20 mL de &gua destilada sob agitacao
magnética por 24 horas a 25 °C. Inicialmente, a solucdo foi borbulhada por 30 minutos com
fluxo de nitrogénio. Em seguida, foi introduzido o iniciador CAN dissolvido em 1 mL de
solugdo de acido nitrico 0,1 mol L™ (razdo molar unidade glicosidica:CAN = 1:0,14) para
gerar radicais livres na galactomanana possibilitando a enxertia do mondmero NIPAM.
Posteriormente, 0 monémero NIPAM (razdo molar DG:NIPAM = 1:1,5) foi adicionado e a
reacdo prosseguiu por 6 horas sob agitacdo magnética e em atmosfera de nitrogénio. Para
finalizar a reacdo, a solucdo foi neutralizada pela adicdo de solugdo de hidrdxido de sodio 1
mol L e, em seguida, dialisada em membrana de celulose (14.000 g mol™?) contra agua
destilada (7 dias), para promover a retirada dos materiais que ndo reagiram e 0 excesso de sais
formados, com trocas de agua a cada 24 horas e o fim da dialise foi determinado por
condutividade. Os copolimeros obtidos foram secos por liofilizacdo e denominados como
exposto na Tabela 2.

O processo de purificacdo dos copolimeros foi realizado a fim de remover o
homopolimero (PNIPAM) que nédo foi enxertado durante a reacdo. O copolimero (100 mg) foi
disperso em acetona (25 mL) e mantido sob agitacdo magnética por 48 horas a 25 °C. O
copolimero é insolGvel em acetona, enquanto que o homopolimero € sollvel. Apds esse
periodo, o copolimero, insolivel em acetona, foi separado do homopolimero por
centrifugacdo (6000 rpm, 15 minutos, 25 °C) e, posteriormente, foi redisperso em agua

destilada e seco por liofilizacdo (AN et al., 2010).



Tabela 2 — Denominacdo para os copolimeros obtidos
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Galactomanana Copolimeros
DG CPDG
DGEU30 CPDGEU30
DGEUG60 CPDGEUG60
DGU30 CPDGU30
DGU60 CPDGUG0
CPDGALl
DGA CPDGA2

Temperatura de reagdo = 25 °C, exceto CPDGA2 (T = 70 °C).
Fonte: dados da pesquisa.

3.4.1 Rendimentos da reacgéo de enxertia (RE%)

O rendimento de enxertia foi obtido a partir da Equacéo 1.

Mcpp

RE (%) = x100%

Mpg + Myipam

(1)

onde mcpp € a massa de copolimero purificado (mg); mps a massa de galactomanana usada

(mg) e mnipam @ massa de monémero usada (mg).

3.5 Preparacdo das nanoparticulas por auto-organizacgéo

Os copolimeros que apresentam PNIPAM em sua composicdo possuem a

caracteristica termoresponsiva e em meio aquoso tendem a se auto-organizarem formando as

nanoparticulas. Diante disto, as nanoparticulas foram preparadas via auto-organizacdo,

utilizando solugbes dos copolimeros com concentragdo 1 mg mL?* em &gua destilada,

mediante aquecimento (Figura 9) (ABREU et al., 2016).

Figura 9 — Formacdo da nanoparticula de galactomanana/PNIPAM
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3.6 Caracterizagdo dos materiais de partida e dos copolimeros obtidos
3.6.1 Espectroscopia de absorcéo na regido do infravermelho (FT-IR)

Os espectros de absorcao de FT-IR para a DG, os seus derivados despolimerizados,
0 PNIPAM e os copolimeros foram obtidos em pastilhas de brometo de potéssio (KBr) através
do espectrofotdmetro Shimadzu IR Trace-100 na regido de 4000 a 400 cm™.

3.6.2 Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN *H)

Os espectros de *H da DG e de seus derivados despolimerizados em D20 (2,5%
m/v) a 70 °C e dos copolimeros e do PNIPAM em D0 (2,5% m/v) a 25 °C foram obtidos em
espectrometro 500 MHz Bruker Avance DRX-500, utilizando o 2,2-dimetilsilapentano-5-

sulfonato de sédio (DSS) como padréo interno (0,0 ppm).

3.6.3 Cromatografia de permeacgdo em gel (GPC)

A determinacdo da distribuicdo de massa molar da DG, de seus derivados
despolimerizados e dos copolimeros foi realizada por GPC através de um cromatografo
Shimadzu LC-20AD acoplado a um detector de indice de refracdo (RID-10A), com uma
coluna PolySep Linear (300 mm x 7,8 mm) como fase estacionaria e nitrato de sddio (NaNO3)
(0,1 mol L) como eluente, a um fluxo de 1 mL mint a 30 °C. Para calibragdo foram
utilizados padrdes de pululana Shodex P-82. As amostras, em &gua deionizada com
concentragdo 1 mg mL?, foram filtradas em membrana de 0,22 um e foi injetado um volume
de 50 pL.

Os valores das massas molares de pico (Mpk) para a DG e seus derivados
despolimerizados foram calculados a partir da curva padrdo (R? = 0,991) (Equacio 2), onde

Ve representa o volume de elui¢éo obtido nos cromatogramas de GPC.

log My, = 14,4097 — 1,1392V, )

3.6.4 Reologia de fluxo

A viscosidade da DG e de seus derivados despolimerizados em solucGes aquosas
(0,1 e 1,0% m/v) foram avaliadas atraves de um reémetro TA Instruments Advanced AR-550,
com geometria cone-placa de 60 mm de didametro a 25 °C com taxa de cisalhamento variando
de 0,1-100 s™.
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3.6.5 Andlise elementar

O teor de NIPAM (NIPAM%) presente nos copolimeros foi calculado a partir da
Equacdo 3 (GHIMICI; CONSTANTIN, 2011), utilizando o teor de nitrogénio (N%) obtido
por microanalise elementar através de um Analisador Elementar Perkin Elmer-2400 series ii
no modo CHN.

N%

NIPAM(%) = —= x 113 3)

onde 14 g mol™? representa a massa molar do nitrogénio e 113 g mol™ representa a massa

molar do mondémero (NIPAM).

3.7 Caracterizacdo das nanoparticulas obtidas
3.7.1 Concentracgao de agregacéo critica (CAC)

A CAC foi determinada por fluorescéncia a partir do procedimento descrito por
Patrizi et al. (2009). Uma solugdo estoque de pireno com concentragdo 5 x 107 mol L™ em
500 mL de agua deionizada foi preparada a partir de 500 pL de uma solugdo de pireno com
concentragdo 5 x 10 mol L™ em acetona. A acetona foi evaporada por fluxo de nitrogénio.

As solucdes dos copolimeros com concentragdes de 2 x 10° a 0,8 mg mL* foram
preparadas por dissolugdo em solucdo de pireno com concentragio 5 x 107 mol L?. Os
espectros de fluorescéncia foram obtidos utilizando um espectrofluorimetro Shimadzu RF-
6000 equipado com um banho termostatizado Eyela NTT-2200 ligado ao compartimento da
célula. Os espectros de excitacdo (320-350 nm) foram obtidos usando um comprimento de
onda de emissdo (Aem) de 374 nm. A razdo de intensidade (lsss/ls3a) contra a concentracdo
logaritmica dos copolimeros foi usada para determinar a CAC. A largura da fenda para
emissdo e excitagdo (5 nm) foi usada para todas as medicdes. As amostras foram colocadas
em cubeta de vidro e as medidas foram realizadas em duplicata a 25 e 50 °C. Para as medicGes

a 50 °C, as solugdes foram aquecidas por 4 minutos antes da obtencdo dos espectros.

3.7.2 Espalhamento de luz dindmico (DLS)

A temperatura de transicdo de fase (LCST) do copolimero, a qual ocorre a
formacdo das nanoparticulas por auto-organizacdo e o diametro hidrodindmico (Dn) das
particulas, foi determinada por DLS em equipamento Malvern Nano Zeta Sizer ZS-3600, com

laser no comprimento de onda de 633 nm e angulo de espalhamento de 173°. A solucdo do
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copolimero com concentragdo 1 mg mL™ foi colocada em cubeta de vidro e aquecida no
proprio equipamento. As medidas foram realizadas com um incremento de 1 °C, no intervalo

de 25 a 50 °C, com tempo de equilibrio de 4 minutos antes de cada analise.

3.7.3 Incorporacéo da indometacina (IND)

A incorporacdo da IND nas nanoparticulas foi realizada pela técnica de
nanoprecipitacéo a 40 °C.

O copolimero (CPDGAL e CPDGAZ2) e o farmaco foram dissolvidos em DMSO.
A solucdo do farmaco com diferentes concentragdes (0,5 e 1 mg mL™?) foi adicionada a
solugdo do copolimero com concentracdo 1 mg mL™ e manteve sob agitagdo magnética por
30 minutos a 25 °C. A solucdo resultante foi gotejada em 20 mL de agua destilada a 40 °C sob
agitacdo magnética e permaneceu por 5 minutos. Posteriormente, foi lentamente vertida em
20 mL de 4gua destilada a 40 °C sob agitacdo magnética e permaneceu por 10 minutos. A
solucdo resultante foi dialisada em membrana de celulose (14.000 g mol?) contra agua
destilada a 40 °C por 48 horas para remover o solvente, em recipiente protegido da luz e o fim
da dialise foi determinado por absorcdo (190 — 300 nm) no espectrofotdmetro UV-vis
Shimadzu UV-1800. Os materiais foram secos por liofilizacdo e denominados de
CPDGA1/IND e CPDGAZ2/IND.

3.7.4 Eficiéncia de encapsulamento (EE%) e carga de farmaco (CF%)

A quantidade de IND encapsulada foi determinada dissolvendo 5 mg das
nanoparticulas (CPDGAL/IND e CPDGA2/IND) em 5 mL de DMSO sob agitacdo magnetica
a 25 °C, seguida de centrifugacao (10.000 rpm, 30 minutos, 25 °C), de modo que a matriz das
nanoparticulas fossem rompida e o farmaco encapsulado liberado. A determinacdo da
eficiéncia foi feita por absorc¢éo, utilizando um espectrofotémetro UV-vis Shimadzu UV-1800
a 318 nm e foi calculada utilizando uma curva de calibragédo de IND em DMSO (Figura 10),

relacionando a absorbancia (ABS) com a concentracao.
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Figura 10 — Curva de calibragao da IND em DMSO (A =318 nm)
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Fonte: dados da pesquisa.

A eficiéncia de encapsulamento (EE%) e o teor de carga de farmaco (CF%) foram

determinados utilizando as Equacdes 4 e 5, respectivamente.

MynNp—
EE(%) = IND—NP
MiNp-AD

x 100 (4)

onde minone € @ massa de IND encapsulada (mg mL™) e minp-ap € a massa de IND

adicionada nas nanoparticulas (mg mL™).

IND—NP

CF(%) = = x 100 ©)

NP

onde minp-ne € @ massa de IND encapsulada (mg mL™) e mnp é a massa de nanoparticula

utilizada (mg mL™).

3.7.5 Estudo de liberacéo in vitro da IND da nanoparticula
O perfil de liberacdo in vitro da IND da nanoparticula CPDGA1/IND com 0,5 mg
mL™ de farmaco foi obtida usando um sistema de dialise. A amostra dispersa em 3 mL de



34

solucéo tampéo fosfato (PBS, pH 7,4) contendo lauril sulfato de sédio 0,25% (LSS) (m/v) foi
introduzida em membrana de celulose (1.000 g mol™) e dialisada contra 20 mL de solugdo
tampédo pH 7,4 + LSS 0,25% (m/v) por 72 horas a 37 °C. Foram retiradas aliquotas de 3 mL
em determinados intervalos de tempo e analisadas em um espectrofotdmetro UV-vis
Shimadzu UV-1800 a 320 nm. As medidas de absorbancia foram convertidas na porcentagem
de farmaco liberado de acordo com uma curva de calibracdo previamente construida (Figura
11).

Figura 11 — Curva de calibracdo da IND em tampéo fosfato (pH 7,4) com
lauril sulfato de sodio 0,25% (m/v) (A = 320 nm)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Caracterizacéo da DG e de seus derivados despolimerizados
4.1.1 Rendimento da extracéo por autoclave

O processo de extracdo do polissacarideo das sementes da D. gardneriana por
autoclave apresentou um rendimento de 33,0% em relacdo & massa das sementes. O valor
obtido foi préximo aos relatados na literatura para a mesma espécie: 31,0% (CUNHA et al.,
2009) e 32,5% (PIRES et al., 2010) que foram obtidos por método diferente.

A variacdo no rendimento dentro da mesma espécie esta relacionada aos aspectos
morfoldgicos, as condi¢cdes de colheita (isto é, quantidade de endosperma na semente), a
origem geografica (variabilidade genética, clima e condi¢cBes do solo) e pelo processo de
extracio (VILARO et al., 2018).

4.1.2 Espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho (FT-IR)

A Figura 12 mostra os espectros de amostras da DG e de seus derivados
despolimerizados por hidrolise enzimatica, ultrassom e hidrolise acida, os quais foram
analisados por espectroscopia de FT-IR.

As bandas mostradas em 3417 e 2910 cm™ sdo atribuidas aos estiramentos
vibracionais dos grupos O-H e C-H, respectivamente. As bandas observadas em 1640 e 1395
cm correspondem a agua adsorvida e as deformacdes de CH>, respectivamente (MUDGIL et
al., 2012a; RODRIGUEZ-CANTO et al., 2019).

As bandas de absorcdo entre 1151 e 1029 cm™ representam os modos de
estiramento acoplados de C-C-O, C-OH e C-O-C presentes nos anéis de piranose. Ja as
bandas de absor¢do representados em 870 e 812 cm™ estdo relacionados & presenca das
configuracbes anomeéricas (conformeros a e B) e as ligagdes glicosidicas, atribuidas as
unidades B-D-manopiranose e a-D-galactopiranose, respectivamente (LI et al., 2018a; ZHOU
et al., 2018).

A semelhanca observada nos espectros de absor¢do de FT-IR para os materiais,
revela que, independente do processo de despolimerizacdo, a natureza quimica do
polissacarideo se mantém inalterada.

Mudgil, Barak e Khatkar (2012a, b), ao hidrolisarem parcialmente a goma guar
com a enzima celulase (Aspergillus niger), relataram que os materiais apresentaram perfil

semelhante nos espectros de FTIR.
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Figura 12 — Espectros de absorcdo de FT-IR para a DG e seus derivados
despolimerizados na faixa de frequéncia de 4000-400 cm™
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Fonte: dados da pesquisa.

4.1.3 Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN H)

Os espectros de RMN *H da DG e de seus derivados despolimerizados foram
obtidos para confirmar e elucidar a estrutura. Os resultados sdo apresentados nas Figuras 13 e
14.

Nos espectros, os sinais em 6 4,74 e o 5,02 ppm sdo designados aos protons
anoméricos da f-D-manopiranose e da a-D-galactopiranose, respectivamente (CUNHA et al.,
2009). Os sinais em & 3,50-4,20 ppm correspondem aos demais prétons (H2-He) das unidades
monossacaridicas da galactomanana (LI et al., 2018b).

A razdo M/G determina uma variedade de propriedades fisico-quimicas da
galactomanana, tais como: a solubilidade, a viscosidade e capacidade de formar gel. Essa
razdo pode ser determinada a partir da integracdo das areas relativas aos sinais anoméricos
(CUNHA et al., 2009; VILARO et al., 2018).

Arazdo M/G para a DG neste trabalho foi de 1,23 (Figura 13). Cunha et al. (2009)
ao extrair a mesma espécie obteve uma razdo M/G de 1,82. A diferenca na razdo M/G neste
caso, pode estar relacionado ao processo de extracdo do polissacarideo e a origem do material
vegetal.
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Figura 13 — Espectro de RMN H (500 MHz, D0, 70 °C) para a DG
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Fonte: dados da pesquisa.

Ao sofrer hidrélise enzimatica, a galactomanana apresentou um aumento na razao
M/G de 1,23 (DG) para 2,13 (DGE) (Figura 14), indicando que houve quebra da ligacdo o-
glicosidica durante o processo enzimético. A DGE ao ser sonicada por 30 minutos exibiu uma
pequena reducdo da razdo M/G para 1,92 e com 0 aumento da sonicag¢do para 60 minutos, a
razdo M/G diminuiu para 1,51, indicando perda de unidades de manose, sendo a perda maior
com o0 aumento do tempo de sonicacgéo.

Para os materiais despolimerizados somente por ultrassom, ocorreu um aumento
na razdo M/G nos tempos de 30 e 60 minutos em relacdo a razdo M/G da DG (1,23), sendo
1,61 (DGU30) e 1,55 (DGUGO), o que caracteriza a perda de unidades de galactose (Figura
15). Entretanto, ao elevar o tempo de sonicacdo, observa-se uma reducdo de 1,61 (DGU30)
para 1,55 (DGUG0), caracterizando a perda de unidades de manose. No processo de sonicacao,
ocorre a ruptura das ligagdes glicosidicas, que podem ser induzidas por radicais livres reativos
ou devido aos efeitos fisicos da cavitagdo (PRAJAPAT; GOGATE, 2015b).

Ap0s sofrer hidrolise acida (DGA), a galactomanana mostrou um valor de M/G
superior ao da DG (M/G = 1,23), sendo de 2,08. Esse aumento esta relacionado a perda de
unidades de galactose da cadeia do polissacarideo durante o processo de hidrolise.

A diferencga na razdo M/G entre a DG e os derivados despolimerizados, deve-se ao
fato da ruptura da cadeia da galactomanana ocorrer de forma aleatéria, com cisdes tanto na
cadeia linear constituida de unidades de manose como nas unidades de galactose da
ramificacdo (HOU et al., 2018).
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Figura 14 — Espectros de RMN H (500 MHz, D,0, 70 °C) para os materiais despolimerizados
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Fonte: dados da pesquisa.

Na Tabela 3 encontram-se os valores da razdo M/G para a DG e seus derivados

despolimerizados.

Tabela 3 — Valores da razdo manose/galactose (M/G) e massa molar de pico para a DG e seus
derivados despolimerizados

Galactomanana Razdo M/G Mpk X 10 (g mol™)
DG 1,23 26,1
DGE 2,13 24,6
DGEU30 1,92 1,75
DGEUG60 1,51 1,16
DGU30 1,61 1,85
DGU60 1,55 1,28
DGA 2,08 0,18

Fonte: dados da pesquisa.
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4.1.4 Cromatografia de permeacgéo em gel (GPC)

A anélise de GPC consiste na separacdo de diferentes particulas em solugdo com
base no seu volume hidrodinamico e o processo de separacdo ocorre em coluna empacotada
com um gel poroso (Figura 15). O volume de elui¢do é maior para particulas com volume
hidrodinamico pequeno, uma vez que estas sdo capazes de penetrar os poros do gel da coluna
e, assim, levam um maior tempo para eluir. Ja particulas com volume hidrodindmico maior
ndo sdo capazes de atravessar 0s poros e, assim, eluem mais rapido e apresentam menor
volume de eluicdo (CANEVALORO JUNIOR, 2006).

Figura 15 — Mecanismo de elui¢do de uma amostra por GPC
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Fonte: Adaptado de Striegel et al. (2009).

A Figura 16 mostra os cromatogramas de GPC para a DG e seus derivados
despolimerizados, que foram utilizados para estimar a distribuicdo de massa molar dos
materiais.

Os materiais despolimerizados por ultrassom e hidrélise acida apresentaram um
deslocamento acentuado do volume de eluicdo para a direita em relacdo a DG, indicando uma

reducéo significativa na massa molar. Comportamento diferente foi observado para o material
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despolimerizado por hidrélise enzimatica (DGE) que apresentou volume de eluicdo proximo
ao da DG. Os cromatogramas apresentaram um unico pico, indicando uniformidade.

Buriti et al. (2014), ao hidrolisarem enzimaticamente (Aspergillus niger) a
galactomanana de Caesalpinia pulcherrima, observou que a goma parcialmente hidrolisada
(2,47 x 10° g mol™?) apresentou um deslocamento do volume de eluigdo para a direita no
gréafico de GPC, demonstrando ter uma massa molar menor em relagdo a goma nativa (8,03 x
10° g mol™).

Figura 16 — Cromatograma de distribuicdo da massa molar por GPC
para a DG e seus derivados despolimerizados
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Fonte: dados da pesquisa.

Os valores das massas molares de pico (Mpk) obtidos a partir da curva padrdo (R?
= 0,991) (Equacéo 2), onde Ve representa o volume de eluicdo obtido nos cromatogramas de

GPC estdo apresentados na Tabela 3.

log My, = 14,4097 — 1,1392V, )

Os materiais despolimerizados por ultrassom ou hidrélise &cida apresentaram
massas molares consideravelmente inferiores a da DG, o que pode estar relacionado a quebra
das cadeias laterais e da ligagdo B-glicosidica (cadeia principal) do polimero (PRAJAPAT;
SUBHEDAR; GOGATE, 2016; RAOUFI et al. 2018).
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A DG apresentou massa molar na faixa dos valores encontrados em outros
trabalhos (Tabela 3), de 7,00 x 10° a 6,00 x 10® g mol* (CUNHA et al., 2009; MOURA
NETO et al., 2014; ALMEIDA et al., 2015). A diferenca entre as massas molares para a
mesma espécie pode ser atribuida a fonte e ao processo de extracdo do polissacarideo.

A massa molar para a DGE foi semelhante a da DG, devido a hidrolise enzimatica
romper preferencialmente as unidades de galactose como observado no aumento da razdo
M/G (2,13). A distribuicdo de galactose na cadeia de manose nao é uniforme, em algumas
regibes pode conter mais galactose que em outras. Cheng, Brown e Prud’homme (2002),
comentam que a enzima em solugdo se encontra dispersa e que as cadeias poliméricas
proximas da enzima tém maior probabilidade de serem despolimerizadas.

A DGE quando sonicada por 30 minutos (DGEU30) apresentou uma reducéo
significativa na massa molar, podendo estar relacionado a quebra de unidades de manose
como observado na diminui¢do da razdo M/G de 2,13 (DGE) para 1,92 (DGEU30). Com o
aumento do tempo de sonicacdo para 60 minutos (DGEUG60) mais manose foi quebrada (M/G
de 1,92 para 1,51), levando a uma maior reducdo na massa molar.

A DG apresentou uma reducéo consideravel na massa molar ao ser sonicada por
30 e 60 minutos. Nos 30 minutos de sonicacdo, ocorreu a quebra da cadeia de manose e de
unidades de galactose com o aumento observado na razdo M/G de 1,23 (DG) para 1,61
(DGU30). Aumentando o tempo para 60 minutos, mais unidades de manose foram quebradas,
corroborando com a diminuigéo da razdo M/G de 1,65 (DGU30) para 1,55 (DGUG0).

Moléculas grandes, quando expostas a ultrasonicacdo, sofrem facilmente uma
répida reducdo de tamanho. Com o aumento do tempo de sonicagdo, a despolimerizacéo
torna-se pequena quando a intensidade cavitacional chega a um determinado ponto, o que leva
a reducdo do efeito de cisalhamento e, consequentemente, a quantidade de radicais livres
(HOU et al., 2018; RAOUFI et al. 2018). Ma et al. (2018), ao despolimerizar pectina por
ultrassom, relatam que o processo de despolimerizagdo consistiu em um rapido declinio dos 0
a 30 minutos, e um estagio estavel dos 30 a 60 minutos.

A hidrolise acida da galactomanana (DGA) apresentou valor de massa molar duas
ordens de grandeza inferior a da DG, indicando que houve uma quebra maior da cadeia de
manose em relagdo aos demais processos, além de perda de unidades de galactose como
observado no aumento da razdo M/G de 1,23 (DG) para 2,08 (DGA).
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4.1.5 Reologia de fluxo

Com o intuito de formar copolimeros a partir de galactomanana despolimerizada,
estudou-se a viscosidade do fluido para os materiais com 0 aumento da taxa de cisalhamento.
Nas Figuras 17 e 18 encontra-se a reologia de fluxo para a DG e seus derivados
despolimerizados nas concentragcOes de 0,1% e 1,0% com a taxa de cisalhamento variando de
0,1-100 st a 25 °C, respectivamente.

Nota-se um leve comportamento pseudoplastico em baixas taxas de cisalhamento
para 0s materiais nas concentracdes estudadas, ocasionado por pardmetros estruturais, tais
como: a massa molar e a distribuicdo das unidades de galactose na cadeia de manose (BURITI
et al., 2014; HOU et al. 2018).

Na Figura 17, observa-se que os derivados despolimerizados apresentam uma
pequena reducdo na viscosidade em relacdo a DG, sendo de 5 mPa s (DG) para 3 mPa s a 55
s e se mostram quase superponiveis. A viscosidade semelhante para os derivados
despolimerizados, indica que em baixas concentracdes, a massa molar e a razdo M/G nao
influencia. A reducdo na viscosidade para a DGE em relacdo a DG que apresentam massa
molar semelhante, pode estar relacionada a perda de unidades de galactose observada com o
aumento da razdo M/G de 1,23 (DG) para 2,13 (DGE).

Figura 17 — Perfis de viscosidade versus taxa de cisalhamento de
amostras de DG e de seus derivados despolimerizados com concentragdo
0,1% em agua destilada a 25 °C
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Com o0 aumento da concentracdo para 1,0%, mudancas significativas sdo
observadas nas curvas de fluxo dos derivados despolimerizados (Figura 18). Os materiais
despolimerizados por ultrassom ou hidrélise 4&cida apresentaram  viscosidade
consideravelmente inferior em relagdo a DG e a DGE e uma tendéncia decrescente na

viscosidade com o aumento da taxa de cisalhamento.

Figura 18 — Perfis de viscosidade versus taxa de cisalhamento de
amostras de DG e de seus derivados despolimerizados com concentracdo
1,0% em &gua a 25 °C
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Fonte: dados da pesquisa.

A DG e a DGE apresentam massa molar semelhante (mesma ordem de grandeza)
(Tabela 3). Deste modo, a reducédo na viscosidade de 440 mPa s (DG) para 360 mPa s (DGE)
a 55 s pode estar relacionado a perda de unidades de galactose observado com o aumento da
razdo M/G de 1,23 (DG) para 2,13 (DGE). George, Shah e Shrivastav (2009) comentam que
unidades de galactose, quando em solucdo aquosa, tendem a interagir com as moléculas de
agua circundante, causando aumento na viscosidade da solu¢do. Como ocorreu perda de
unidades de galactose, a viscosidade reduziu.

Entre os materiais despolimerizados por ultrassom (mesma ordem de grandeza na
massa molar), os de maior massa molar (DGEU30 e DGU30) apresentaram viscosidade

superior & dos seus correspondentes (DGEU60 e DGUG60). A reducdo na viscosidade foi de 6
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mPa s (DGEU30) para 5 mPa s (DGEUG60) e de 8 mPa s (DGU30) para 6 mPa s (DGUG60) a
555,

Em relacdo a DGA, tanto a massa molar reduzida como a perda de unidades de
galactose afetam na viscosidade, proporcionando a menor viscosidade (3 mPa s a 55 s?)
dentre os materiais.

A reducdo na viscosidade com o aumento da taxa de cisalhamento, em ambas as
concentracOes, é ocasionada pela perda da estrutura emaranhada (devido as unidades de
galactose) do polissacarideo causada pelas forcas hidrodindmicas geradas apos a aplicacdo do
cisalhamento (PRAJAPAT; SUBHEDAR; GOGATE, 2016; RAOUFI et al., 2018).

Deduz-se que os materiais despolimerizados por ultrassom ou hidrélise acida se
tornam promissores na formacdo de copolimeros, uma vez que apresentaram viscosidade

consideravelmente inferior a DG, o que favorece a enxertia do mondmero.

4.2 Caracterizacao dos copolimeros por enxertia
4.2.1 Rendimento da reacdo de enxertia (RE%)

A enxertia de PNIPAM em polissacarideos vem ganhando destaque, por
desenvolver materiais com carater responsivo a temperatura. Os copolimeros de
galactomanana despolimerizada/PNIPAM apresentaram rendimento superior ao formado por
DG/PNIPAM (Tabela 4).

Tabela 4 — Rendimento das reacdes de enxertia (RE%) ap6s purificacdo para os copolimeros
sintetizados

Copolimeros RE%
CPDG 38,4
CPDGEU30 41,2
CPDGEU60 53,4
CPDGU30 41,9
CPDGU60 54,3
CPDGAl 43,6
CPDGA2 56,2

Temperatura de reagdo = 25 °C, exceto CPDGA2 (T =70 °C).
Fonte: dados da pesquisa.

Fazendo-se uma relagdo no valor obtido na razdo M/G entre a DG e os derivados
despolimerizados, observa-se na Figura 19 que os materiais DGEU60, DGU60 e DGA
tiveram uma perda maior de unidades de galactose. Os copolimeros CPDGEU60 e CPDGU60
apresentaram o maior rendimento reacional e entre os copolimeros CPDGA, o aumento da

temperatura (70 °C) favoreceu uma maior enxertia (CPDGAZ2). Com a perda de unidades de



45

galactose, ttm-se uma maior quantidade de unidades de manose livres para 0 CAN formar
radicais e, assim, 0 NIPAM ser enxertado. A formacdo de radicais consiste através de um
anico processo de transferéncia de elétrons o que reduz a formacdo de homopolimeros
(KUMAR et al., 2017).

Figura 19 — Representacdo da perda de unidades de galactose ap6s o0s processos de
despolimerizagéo
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Fonte: elaborada pela autora.

4.2.2 Espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho (FT-IR)

Na Figura 20 encontram-se o0s espectros de FT-IR para os copolimeros
sintetizados a fim de confirmar a presenca das cadeias de PNIPAM enxertadas na estrutura da
galactomanana.

O espectro do homopolimero apresenta bandas em 3100-3600 cm™
correspondente ao estiramento N-H de amida e em 2972 cm™ devido & vibragdo de
estiramento C-H do grupo isopropil (ORTIZ et al., 2018). As bandas em 1649 e 1543 cm™
correspondem ao estiramento C=0 da amida | e a vibracdo de deformacdo N-H da amida I,
respectivamente (GUPTA; GHUTE; BADIGER, 2011). Ja as bandas em 1458, 1381 e 1368
cm™? sdo associadas as deformagcGes simétrica e assimétrica do grupo isopropil (~C(CHs)2)
(LUO et al., 2018).
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Figura 20 — Espectros de FT-IR da DG, do PNIPAM e dos copolimeros de
galactomanana/PNIPAM na faixa de frequéncia de 4000-400 cm™
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Fonte: dados da pesquisa.

Os espectros dos copolimeros apresentam as bandas caracteristicas da
galactomanana em 3417 cm™ (v O-H), 2910 cm™ (v C-H), 870 cm™ (v C-O-C, 1—4) e 812
cm? (v C-O-C, 1—6) e novas bandas caracteristicas do homopolimero em 1458 cm™ [§ —
C(CHs)2], 1543 cm™ (5§ N-H, amida 1) e 2972 cm™ (v C-H). A banda caracteristica do
PNIPAM em 1649 cm™ (v C=0, amida I), se encontra sobreponivel a banda de 4gua na
mesma regido. Esses resultados indicam a enxertia do homopolimero na cadeia da
galactomanana.

Gupta, Ghute e Badiger (2011), ao sintetizarem copolimeros a base de
carboximetil guar com PNIPAM, indicaram a enxertia do homopolimero por FT-IR através do
surgimento das bandas de amida I (v C=0) e amida II (6 N-H) na estrutura do copolimero.

4.2.3 Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 1H)

Na Figura 21 encontra-se o espectro de RMN para o PNIPAM. Os sinais
caracteristicos do homopolimero foram analisados baseado em dados reportados na literatura
(LUO et al., 2018).
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O sinal intenso em 1,21 ppm (a, 6H, CHa) foi atribuido aos seis protons metil do
grupo isopropil. Os sinais em 1,65 ppm (b, 2H, CH2) e 2,08 ppm (c, 1H, CH-CH,)
correspondem aos prétons metileno e metino, respectivamente, e o sinal em 3,97 ppm (d, 1H,

CH-NH) atribuido ao préton do grupo isopropil ligado a funcéo amida.

Figura 21 — Espectro de RMN *H (500 MHz, D20, 25 °C) para o homopolimero (PNIPAM)
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Fonte: dados da pesquisa.

Nos espectros dos copolimeros (Figura 22), observa-se em 6 5,02 ppm o sinal do
préton anomérico (H1) da unidade de galactose da galactomanana e os sinais a (CHz), b (CHy)
e ¢ (CH-CHy) atribuidos ao PNIPAM, confirmando a reacdo de enxertia. O sinal d (CH-NH)
do PNIPAM sobreposto pelos sinais dos protons do anel de piranose (H.-Hs) da
galactomanana estdo contidos na regido de 6 3,50-4,20 ppm.

Ciocoiu et al. (2018), ao analisaram a reacdo de enxertia do NIPAM na estrutura
do alginato por RMN 1H, observaram a presenca dos prétons do PNIPAM na regido de 0,90-
2,20 ppm (-CH3 e -CH2-CH-) e a do préton do -CH junto com os prétons do alginato na
regido de 3,40-4,30 ppm.

O valor da integral da area dos prétons metilicos do grupo isopropil (1,14 ppm) do
homopolimero dividido por 6 e o da area do préton anomérico (5,02 ppm) da galactomanana
foi utilizado para calcular a razdo molar de unidades de NIPAM enxertadas nas unidades
estruturais da galactomanana (Tabela 5) (GHIMICI; CONSTANTIN, 2011).

Para o copolimero CPDG ndo foi possivel calcular a razdo, devido a proximidade
da banda de agua na regido do préton anomérico da galactomanana (Apéndice A). Entre cada
grupo de copolimeros que utilizou a galactomanana despolimerizada por ultrassom na sintese,
observa-se que a maior razdo de enxertia de NIPAM ocorreu nos formados a partir dos
materiais com a maior perda de unidades de galactose e manose (menor massa molar)
(CPDGEUG0 e CPDGUG60). Para os copolimeros formados a partir da DGA, ambos
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apresentam razdo de enxertia de NIPAM superior ao dos demais copolimeros, 0 que pode
estar relacionado a DGA ter a menor massa molar, além de perda de unidades de galactose.
Com o aumento da temperatura na sintese do copolimero CPDGAZ2, ocorre um aumento na
solubilidade do polissacarideo, favorecendo uma maior enxertia. Os copolimeros CPDGEUG0,
CPDGUG60 e CPDGAZ2 apresentaram os maiores teores de NIPAM enxertada.

Figura 22 - Espectros de RMN H (500 MHz, DO, 25 °C) para os copolimeros de
galactomanana despolimerizada/PNIPAM
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Tabela 5 — Razdo molar de NIPAM contido na estrutura da galactomanana para os copolimeros sintetizados

Copolimeros Ai14 Au1,14/As 02
CPDG - -

CPDGEUS30 34,4 5,7

CPDGEUG0 35,4 5,9
CPDGU30 37,8 6,3
CPDGUG0 442 7.4
CPDGA1 78,9 13,2
CPDGA?2 97,6 16,3

Temperatura de reagdo = 25 °C, exceto CPDGA2 (T = 70 °C).
Fonte: dados da pesquisa.
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4.2.4 Anélise elementar
A fim de elucidar a presenca de NIPAM nos copolimeros sintetizados, realizou-se
a andlise do teor de nitrogénio por microanalise elementar, onde o valor obtido foi utilizado

para calcular o teor de NIPAM (Tabela 6).

Tabela 6 — Teor de nitrogénio (N%) e de NIPAM(%) presente nos copolimeros de

galactomanana/PNIPAM

Copolimeros N% NIPAM%
CPDG 0,88 £ 0,02 7,1+0,2
CPDGEU30 1,42 £0,03 115+0,3
CPDGEU60 1,86 + 0,02 15,0+0,2
CPDGU30 1,66 £0,01 13,4+£0,2
CPDGU60 1,99 + 0,02 16,1+0,2
CPDGAL1 3,82 0,01 30,8x+0,1
CPDGA2 4,14 + 0,02 33,4+0,2

Temperatura de reagdo = 25 °C, exceto CPDGA2 (T = 70 °C).
Fonte: dados da pesquisa.

Como observado pelo teor obtido por RMN *H (Tabela 5), os copolimeros obtidos
a partir das galactomananas de menor massa molar e com a maior perda de unidades de
galactose (CPDGEU60, CPDGUG0 e CPDGA?2) apresentaram 0s maiores teores de NIPAM
enxertada. O copolimero CPDG apresentou o menor percentual de NIPAM em sua
composi¢do dentre os todos os copolimeros, 0o que pode estar relacionado a maior massa

molar da galactomanana de partida e quantidade de unidades de galactose na estrutura.

4.2.5 Cromatografia de permeacéo em gel (GPC)
Na Figura 23 encontra-se 0s cromatogramas de GPC para o0s copolimeros

sintetizados. Foi possivel observar uma distribuicdo unimodal para todos.
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Figura 23 — Cromatograma de distribuicdo da massa molar por GPC para os copolimeros de
galactomanana despolimerizada e seu material de partida
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Os copolimeros obtidos a partir de galactomanana sonicada (Figura 23a,b)
apresentaram um pequeno deslocamento do volume de eluicdo para valores maiores em
relacdo ao volume de eluicdo do material de partida. Esse comportamento pode estar
relacionado a enxertia de NIPAM na cadeia da galactomanana, afetando a conformacao e
provocando uma diminuicdo do volume hidrodindmico da particula. Para os copolimeros
obtidos a partir da DGA, o volume de eluicdo se mostra quase sobreponivel a do material de
partida (Figura 23c), o que pode estar relacionado as maiores quantidades de NIPAM
enxertada (Tabelas 5 e 6), ocasionando a agregacdo das particulas e tendo, assim, particulas
com volume hidrodindmico maior.

Ao correlacionar cada grupo de copolimeros, observa-se que os obtidos a partir de
galactomanana de menor massa molar e que apresentaram o maior teor de NIPAM enxertada
(CPDGEUG0, CPDGUGB0 e CPDGA2), exibiram volume de eluicdo superior ao dos seus
correspondentes (CPDGEU30, CPDGU30 e CPDGAL) e ao material de partida, tendo,
portanto, nos coloides particulas com volume hidrodinamico pequeno.

Yang et al. (2015) ao analisarem por GPC copolimeros de celulose-g-PNIPAM
com diferentes propor¢cdes de PNIPAM observaram um volume de eluicdo maior em
comparacdo com o da celulose e explicaram que esse comportamento pode ser devido as
diferentes relacdes entre o volume hidrodinamico e a massa molar da celulose e do

copolimero.

4.3 Caracterizagdo das nanoparticulas
4.3.1 Concentracao de agregacao critica (CAC)

Para avaliar a formacdo das nanoparticulas, as propriedades fotofisicas de
solucdes de copolimeros em meio aquoso foram investigadas por fluorescéncia utilizando
como sonda hidrofobica o pireno, cujo espectro de excitacdo é sensivel ao ambiente
circundante.

A variacéo da razo de intensidade (lsss/ls34) do espectro de excitagdo do pireno
com a concentragdo dos copolimeros (2 x 102 a 0,8 mg mL™) a 25 e 50 °C é mostrada na
Figura 24. A razdo lsss/lass Se manteve constante em baixas concentragfes e aumentou
drasticamente com o0 aumento da concentragdo. Essas altera¢fes sdo indicativas da particdo do
pireno entre 0 meio aquoso e hidrofébico. Em baixas concentragdes tém-se um ambiente polar

aquoso. Em altas concentracdes tém-se um microambiente menos polar, relativo aos micro-
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dominios hidrofébicos onde as moléculas de pireno sdo preferencialmente solubilizadas
(GUPTA; GHUTE; BADIGER, 2011; CONSTANTIN et al., 2017).

Figura 24 — Variagdo da raz&o lIsss/lsss para o pireno em funcio da concentragéo (2 x 10°a 0,8
mg mL™Y) dos copolimeros de galactomanana despolimerizada/PNIPAM a 25 e 50 °C
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A CAC corresponde a concentragdo minima de copolimero necessaria para a
formacéo das nanoparticulas. Os valores de CAC foram determinados pela intersecdo entre as
retas antes e ap0s o ponto de inflexdo (Figura 24) e estdo apresentados na Tabela 7. Todos os
copolimeros apresentaram formacéo de agregados a 25 e 50 °C, sendo os valores de CAC a 50
°C inferiores aos valores a 25 °C, devido a diferenga na hidratagdo entre a cadeia principal e a
cadeia lateral apds a transicdo de fase. A formacdo de agregados a 25 °C, explica o fato de os
copolimeros terem apresentado volume de eluicdo superior ao do seu material de partida por
GPC. Abreu et al. (2016) explicam que a formacgédo de agregados a 25 °C, ocorre devido as
cadeias de PNIPAM enxertada terem tendéncia a se agregar por meio de auto-organizagéo,
mesmo em temperaturas inferiores a LCST (32 °C).

Acima da LCST (a 50 °C), as cadeias do PNIPAM tendem a sofrer desidratacdo
formando agregados em menores concentracdes, indicando que para a formacdo das
nanoparticulas uma concentraco de copolimero entre 0,08 e 0,23 mg mL™? ¢ suficiente. Com
a exposicdo a solucdo aquosa de auto-agregados poliméricos, as moléculas de pireno
participam preferencialmente dentro ou perto dos micro-dominios hidrofébicos, em vez da
fase aquosa (GUO et al., 2019).

Os menores valores de CAC para o CPDGEU60, CPDGUG60 e CPDGA2 em
ambas as temperaturas se deve ao maior percentual de NIPAM enxertada, que leva a um
aumento da fracdo hidrofobica no copolimero ocasionando uma maior contracdo das cadeias e
a formacéo de agregados em uma condi¢do mais diluida.

Abreu et al. (2016) obtiveram comportamento semelhante ao deste trabalho ao
sintetizarem copolimeros de goma do cajueiro com PNIPAM. Copolimeros de dextrana com
PNIPAM apresentaram reducdo no valor da CAC de 0,096 para 0,031 mg mL™ com o
aumento das unidades da cadeia enxertada (PATRIZI et al., 2009).

Tabela 7 — Valores de CAC para as nanoparticulas obtidas por fluorescéncia

CAC (mg mL™?

Copolimeros

25°C 50°C

CPDG 0,21 0,12
CPDGEUS0 0,28 0,23
CPDGEUG0 0,19 0,16
CPDGU30 0,25 0,18
CPDGUG60 0,21 0,11
CPDGA1 0,16 0,09
CPDGA2? 0,15 0,08

Temperatura de reagdo = 25 °C, exceto CPDGA2 (T = 70 °C).
Fonte: dados da pesquisa.
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4.3.2 Espalhamento de luz dindmico (DLS)

As analises de DLS foram realizadas para compreender a agregacao
termossensivel dos copolimeros em solugdo aquosa mediante aquecimento de 25 a 50 °C. A
partir dessa analise foi possivel determinar a temperatura de transicdo (LCST). Nela, os
copolimeros se auto-organizam formando as nanoparticulas. O tamanho de particula antes e
apos a LCST também pode ser determinado.

Quando a temperatura do meio é superior a LCST do PNIPAM, a sua transicdo de
fase ocorre levando a cadeia mudar para uma estrutura globular compacta, resultando na
agregacdo dos copolimeros com o PNIPAM hidrofébico como nicleo e a galactomanana
hidrofilica na regido da superficie (Figura 25). A agregacao € causada pela perda da ligacao de
hidrogénio entre as moléculas de agua e os grupos amida do PNIPAM, e a formacdo de
interacdes hidrofébicas entre grupos isopropilicos e ligacdes de hidrogénio entre os grupos
amida (YANG et al., 2013; KHIMANI et al., 2019).

Figura 25 — Comportamento dos copolimeros antes (a) e depois da LCST (b)
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—
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Fonte: elaborada pela autora.

O ponto no qual ocorre uma diminuicdo ou um aumento subito no tamanho da
particula com o aumento da temperatura € considerado a LCST dos copolimeros. Ela se
encontra na interseccdo de uma reta passando pelo ponto de inflexdo da curva e uma reta
horizontal passando pelos pontos apds a transicdo (PATRIZI et al., 2009; ABREU et al.,
2016).

A partir da Figura 26 foi possivel obter os valores de LCST para cada copolimero.
Todos os copolimeros apresentaram LCST superior ao do homopolimero (32 °C) e o maior
valor obtido foi para o copolimero CPDG (Tabela 8), provavelmente devido a presenca de
uma porc¢do hidrofilica (galactomanana). Os copolimeros CPDGEU30 e CPDGEUG0, que
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possuem as menores quantidades de NIPAM enxertada, apresentaram LCST préxima de 36
°C. Para os copolimeros CPDGU30, CPDGUG60 e CPDGAL, a LCST foi cerca de 35 °C. Ja
para o copolimero CPDGAZ2, que possui a maior quantidade de NIPAM enxertada, a LCST foi
de 34 °C.

A transicdo de fase é resultado de um equilibrio entre a hidrofilicidade e a
hidrofobicidade na cadeia polimérica, ou seja, uma maior porcao hidrofilica (galactomanana)
muda o equilibrio hidrofilico/hidrofébico para uma natureza mais hidrofilica e a LCST muda
para temperaturas mais altas. Em contraste, uma maior porc¢do hidrofébica (PNIPAM) muda a
LCST para temperaturas mais baixas (ZHANG et al., 2009; ABREU et al., 2016).

Comportamento semelhante ao deste trabalhado foi observado no trabalho de
Yang et al. (2015), onde a LCST de copolimeros de celulose-g-PNIPAM diminuiu a medida
que as unidades de NIPAM enxertada aumentava. Os autores corresponderam esse fenémeno
ao fato de a LCST ser determinada pelo balanco entre as interacdes de PNIPAM-4gua e
interacdes de PNIPAM-PNIPAM.

O tamanho de particula (ou diametro hidrodindmico) de materiais sensiveis a
temperatura apresenta uma mudanca subita de grande para pequeno ou vice-versa, através da
LCST. A tendéncia decrescente no tamanho das particulas com o aumento da temperatura
observada na Figura 26 estd relacionada com o tamanho das cadeias laterais, onde
copolimeros com cadeias laterais longas mostram uma transicdo de espiral para globular
levando a diminui¢cdo do tamanho, em contraste, copolimeros com cadeias lateriais curtas
tendem a aumentar o tamanho devido uma conversdo de segmento para agregado (YANG et
al., 2013).

As nanoparticulas de copolimeros de galactomanana despolimerizada/PNIPAM
apresentaram tamanho de particula significativamente inferior em relacdo a nanoparticula de
copolimero de DG/PNIPAM a 25 e 50 °C, os valores estdo apresentados na Tabela 8. As
nanoparticulas dos copolimeros CPDGEU60, CPDGU60 e CPDGA2 apresentaram didmetro
hidrodinadmico inferior ao dos seus correspondentes (CPDGEU30, CPDGU30 e CPDGAL) em
ambas as temperaturas, o que pode estar relacionado a maior porcdo hidrofébica presente
nestes copolimeros, levando a contracao das particulas. Na temperatura de 50 °C, as particulas
apresentaram diametro inferior que a 25 °C, devido a desidratacdo das cadeias de PNIPAM

gerando uma estrutura mais compacta.
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Figura 26 — Relacdo do tamanho de particula a cada aumento de 1 °C na temperatura (25 a 50
°C) para os copolimeros de galactomanana despolimerizada/PNIPAM na concentra¢do 1 mg

mL?
2000

1800

1600

1400

1200

1000

Tamanho (nm)

800

600

400

200

2400

2200

2000
1800

1600

Tamanho (nm)

600

400

200

360

340

320
300

280

260

240

Tamanho (nm)

180

160

140

CPDGEU30

24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50

Temperatura (°C)

1400
1200
1000

800

T T T T T T T T T T T T T T
W cpDGU30 |

N L]

220

200

24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50
Temperatura (°C)
LI B L B B L B B B B RN B BN |
B CPDGA1
. Pl - S~ N -
- . N -
Vi N
-/ \ -
1 AY

24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50

Temperatura (°C)

Fonte: dados da pesquisa.

Tamanho (nm)

Tamanho (nm)

Tamanho (nm)

900
850

800
750
700

650
600
550

500 [
450 [
400 [
350 [

300
250

1100

1000

900

800

700

600

500

400

300

270

260

250

240

230

220

210

200

190

180

170

160

LI L L L L L L L L L L L |
- et TS I CcPDGEU60 -]
’ AY
- u § J l \ -
1 1 L
- " | L ;
AN . ]
- S e -
[ L] ]
[ l.ll-llll"'.I'_'
ETEPEE BPEE PN PR BRI BRI O B BPEE PO P
24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50
Temperatura (°C)
T T T T T T T T T T T T T T
Lo CPDGUGO0 1
= /’ \\ -
v N
= 1 N -
1 AY
' \
L} I
- ! 4
AY ’
AY /
N , 4
\~ ’/
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50
Temperatura (°C)

I'I'l'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I'I
| PRI ]
L . N Il cPDGA2 4
. /| o
= AY
LY ‘ ]
.I .I ' o
K I i
i - 1
- W ]
L', , .
L . .
= N-__’ -
L - .
[ |
L - ]
B ..;.....l!l!.l!l_
-I.I.I.I.I.I.I.I.I.I.I.I.I.I-

24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50

Temperatura (°C)

Ao correlacionar o didmetro de particula dos copolimeros sintetizados a 25 °C e a

massa molar da galactomanana de partida, observa-se uma tendéncia de aumento no diametro

das particulas com o aumento da massa molar da galactomanana utilizada na sintese dos
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copolimeros, tanto a 25 como a 50 °C (Figura 27). Deste modo, a fim de se obter particulas
com Dy > 300 nm, o mais recomendavel seria a utilizacdo de materiais com massa molar de
10° g mol™, ja para se obter particulas com Dn < 300 nm, a utilizacdo de materias com massa
molar de 10* g mol™ seria 0 mais apropriado.

Wersig et al. (2018) comentaram que 0s tamanhos de particulas mais adequados
para acumulacdo no tecido inflamado sdo abaixo de 300 nm. Como no presente trabalho foi
utilizado o farmaco antiinflamatério indometacina, se torna favoravel a utilizacdo das

nanoparticulas de copolimeros CPDGA1 e CPDGAZ2 para o carreamento do farmaco.

Figura 27 — Relacéo dos diametros de particula a 25 (m) ¢ 50 °C (@) para 0s
copolimeros sintetizados a 25 °C com a massa molar da galactomanana de

partida
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Fonte: dados da pesquisa.
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Massa molar x 10° Razéo

Teor de NIPAM

Diametro hidrodindmico (nm)

1 (o]
Galactomanana (g mol) M/G Copolimeros i LCST (°C)
RMN 25°C 50°C
elementar

DG 26,1 1,23 CPDG - 7,1 36,5 3251 +361,4 695 + 32,3
DGEU30 1,75 1,92 CPDGEU30 5,7 11,5 36,2 1608 + 60,6 368 = 4,0
DGEU60 1,16 1,51 CPDGEU60 5,9 15,0 35,8 707 = 24,4 324 + 2,0
DGU30 1,85 1,61 CPDGU30 6,3 13,4 35,1 1954 += 81,1 371 + 2,3
DGUGB0 1,28 1,55 CPDGUG0 7,4 16,1 35,4 878 = 94,7 346 + 4,6
CPDGALl 13,2 30,8 35,2 302 + 36,2 179 + 04

DGA 0,18 2,08
CPDGA2 16,3 33,4 34,0 255 = 1,4 172 = 1,2

Temperatura de reacdo dos copolimeros = 25 °C, exceto CPDGA2 (T =70 °C).

Fonte: dados da pesquisa.
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4.3.3 Eficiéncia de encapsulamento (EE%) e carga de farmaco (CF%)

Para avaliar a capacidade de aprisionamento de IND das nanoparticulas de
CPDGA1 e CPDGAZ2, a eficiéncia de encapsulamento (EE%) e a carga de farmaco (CF%)
foram determinadas e os valores estdo mostrados na Tabela 9.

Notavelmente a eficiéncia de encapsulamento e a carga de farmaco dependem do
teor de NIPAM enxertada na galactomanana e da concentracédo inicial de IND. O aumento do
teor de NIPAM para a mesma quantidade de farmaco, reduziu a EE% e a CF%. A EE%
diminuiu de 62,8 para 30,7% com o aumento na quantidade inicial de IND de 0,5 para 1,0 mg
mL™, indicando que o sistema tem uma capacidade limitada de aprisionar a IND, resultando
em mais perda de farmaco durante o processo de encapsulamento e, consequentemente,
reduzindo a EE%.

A carga de farmaco é um pardmetro importante no desenvolvimento de sistemas
nanocarreadores, uma vez que para uma CF% baixa, uma quantidade significativa de sistema
sera necessario para alcancar um efeito terapéutico. Porém, aliada a uma alta EE%, tém-se um
sistema que libera o farmaco por um periodo de tempo maior, proporcionando um efeito
terapéutico com dosagens reduzidas da medicacdo (IMRAN et al., 2016; BAKHSHAYESH et
al., 2020). A nanoparticula CPDGAL/IND com a menor concentracdo de farmaco (0,5 mg mL"

1) apresentou a maior EE%, 0 que a torna promissora para liberagdo in vitro de IND.

Tabela 9 — Eficiéncia de encapsulamento e carga de farmaco das nanoparticulas de CPDGA
em relacdo a concentracdo de fArmaco e ao teor de NIPAM

Teor de NIPAM  Concentracéo

Copolimeros (Analise inicial de IND EE% CF%
elementar) (mg mL™Y)
0,5 62,8 £ 3,6 3004
CPDGAL 30,8 1,0 30,7+1,0 31101
0,5 46,8 £5,6 23+0,3
CPDGAZ 33,4 1,0 289143 29+04

Temperatura de reacdo: CPDGAL = 25°C e CPDGA2 =70 °C.
Fonte: dados da pesquisa.

A eficiéncia de encapsulamento de indometacina obtida neste trabalho estd em
concordancia com os relatados na literatura ao utilizar sistemas de polissacarideo/PNIPAM:
nanoparticulas de dextrana/PNIPAM (CF entre 29 e 12%) apresentaram eficiéncia de mais de
70% (TAN et al., 2011). Sun et al. (2013) relataram eficiéncia entre 51 e 60% ao usar
microesferas de alginato/PNIPAM revestidas com quitosana (CF entre 8 e 10%). Rodkate e

Rutnakornpituk (2016) obtiveram eficiéncia de 95% ao usar microesferas de hidrogel de
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carboximetilquitosa/PNIPAM (CF = 2,7%). Nanoparticulas de pululana/PNIPAM (CF entre
18 e 29%) apresentaram eficiéncia entre 36 e 58% (CONSTANTIN et al., 2017).

4.3.4 Perfil de liberacdo in vitro da IND da nanoparticula

O perfil de liberagdo in vitro da IND da nanoparticula CPDGA1/IND com 0,5 mg
mL de farmaco em funcéo do tempo estd mostrado na Figura 28. Observa-se uma liberagéo
gradual com 45,4 + 2,8% de IND sendo liberada da nanoparticula em 5 horas, seguido de uma
liberagdo controlada com maximo de 55,3 + 3,2% em 72 horas de experimento. O fato de a
IND néo ter sido liberada completamente da nanoparticula, pode ser atribuido ao efeito das
interacOes hidrofobicas entre a IND e o PNIPAM no nucleo da nanoparticula. A liberacdo
lenta esta relacionada a conformacédo colapsada do PNIPAM em temperaturas superiores a
LCST (32 °C).

Figura 28 — Perfil de liberacdo in vitro da IND da nanoparticula
CPDGAI1/IND com 0,5 mg mL*de farmaco em tampédo pH 7,4 + LSS
0,25% (m/v) a 37 °C
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Fonte: dados da pesquisa.

Para a analise do mecanismo de liberacdo da IND a partir da nanoparticula

CPDGAL/IND (1:0,5), foram aplicados os modelos de ordem zero, primeira ordem, Hixon-
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Crowell, Higuchi e Korsmeyer-Peppas. O modelo que melhor se adequa foi selecionado a

partir do maior valor de coeficiente de determinacdo (R?) (Tabela 10).

Tabela 10 — Valores dos coeficientes de determinacdo (R?) obtidos a partir de equagdes dos
modelos cinéticos para liberacdo de indometacina da nanoparticula de CPDGA1

Modelos cinéticos Valores de R?
Ordem zero 0,842
Primeira ordem 0,754
Hixon-Crowell 0,788
Higuchi 0,939
Korsmeyer-Peppas 0,973

Fonte: dados da pesquisa.

O perfil de liberacdo da IND da nanoparticula se adequou melhor ao modelo de
Korsmeyer-Peppas (R? = 0,973) que descreve a liberagdo de farmacos de sistemas poliméricos
baseado na difusdo e/ou no relaxamento das cadeias poliméricas (Equacdo 6) (KORSMEYER
et al., 1983).

Q
Qur

= kt" (6)
onde Q: € a quantidade de IND liberada em um determinado tempo t, Q. é a quantidade de
IND liberada em um tempo infinito, k € a constante cinética de liberacdo e n é o expoente de
liberacéo.

O valor de n ¢é relacionado com a forma geométrica do sistema de liberacdo e
determina 0 mecanismo de liberacdo. Para formas esféricas, o valor de n < 0,43 indica difusdo
Fickiana, valor de n entre 0,43 e 0,85 indica um transporte andbmalo ¢ n > 0,85 indica
transporte caso-1l (relaxamento das cadeias poliméricas) (PITOMBEIRA et al., 2015). O
valor de n obtido foi de 0,36, indicando que a liberacdo ocorre através de um mecanismo de
difusdo Fickiana.

O tempo para a liberagio méxima da indometacina da nanoparticula
CPDGAL/IND (1:0,5) (CF = 3,0%, Dn = 170,6 nm) deste estudo apresentou um perfil de
liberacdo lenta, apresentando comportamento distinto dos obtido para outras nanoparticulas de
polissacarideo/PNIPAM. Para nanoparticulas de dextrana/PNIPAM (CF = 11,9%, Dn = 140,0
nm) foi liberado cerca de 85% de IND em 14 horas, com a liberagdo sendo realizada contra
agua destilada a 37 °C e através de um mecanismo de transporte anémalo (TAN et al., 2011).

Nanoparticulas de pululana/PNIPAM (CF = 26,4%, Dn = 249,3 nm) apresentaram um maximo
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de liberacdo de 85% em 6 horas, com a liberagcdo sendo realizada contra tampéo 7,4 a 37 °C
(CONSTANTIN et al., 2017). A diferenca no perfil de liberacdo entre estes sistemas pode
estar relacionada ao diametro da particula, a CF% e ao solvente utilizado no processo de
liberagéo.

Uma liberacdo lenta leva ao aumento da biodisponibilidade do farmaco,
prolongando sua manutencdo no local alvo e o efeito terapéutico (KALAM et al., 2016). Isso
indica que nanoparticulas de CPDGAL pode ser considerado um bom sistema de distribuicao

controlada de fa&rmaco para a indometacina.
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5 CONCLUSAO

As técnicas de despolimerizac@es utilizadas possibilitaram obter diferentes massas
molares para a galactomanana e reducdo na viscosidade, entretanto houve mudanca na razéo
manose/galactose dos produtos despolimerizados. A maior reducdo de massa molar ocorreu
utilizando a hidrdlise acida que proporcionou uma reducdo em duas ordens de grandeza da
massa molar da galactomanana.

A sintese de enxertia de NIPAM na galactomanana foi confirmada por FT-IR e
RMN !H. Os copolimeros formados com a galactomanana de menor massa molar,
apresentaram maior enxertia de NIPAM, com consequente menor concentracdo de agregacéo
critica (CAC) e tamanho de particula. Uma correlagdo de aumento de tamanho de particula
dos copolimeros com o aumento da massa molar da galactomanana de partida foi verificada.

Nanoparticulas poliméricas com tamanhos variando de 302 a 179 nm foram
obtidas utilizando copolimeros de PNIPAM e galactomanana despolimerizada por hidrélise
acida. Essas nanoparticulas apresentaram maximo de eficiéncia de encapsulamento de
indometacina de 62,8 + 3,6%. A nanoparticula de CPDGAL liberou 55,3 = 3,2% de
indometacina de forma lenta e por mecanismo de difusdo Fickiana em 72 horas de estudo. A
nanoparticula de CPDGA1 mostra ser um sistema eficiente para carrear o farmaco

indometacina.
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APENDICE A - ESPECTRO DE RMN 'H DO COPOLIMERO DE
GALACTOMANANA/POLI-N-ISOPROPILACRILAMIDA (CPDG)

Figura Al - Espectro de RMN *H (500 MHz, D,0, 25 °C) para o copolimero CPDG
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Fonte: dados da pesquisa.



