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RESUMO

Os nanomateriais duplamente responsivo tém sido alvo de inUmeras pesquisas nos ultimos anos
em areas como biomateriais e matriz para liberacdo de farmacos. Entre estes sistemas,
destacam-se os copolimeros formados a partir do polimero termoresponsivo poli-(N-
isopropilacrilamida) (PNIPAm). O presente trabalho apresenta uma nova rota para sintese de
copolimeros de polissacarideos com PNIPAm via reacdo de formacgédo de base de Schiff. A
reacdo utilizou como materiais a galactomanana extraida de sementes da Delonix regia oxidada
e o poli-(N-isopropilacrilamida) aminado (PNIPAmM-NH,). O copolimero formado a partir da
galactomanana com grau de oxidacdo 30% (CPs0%-M), bem como o proprio polissacarideo
oxidado (DRU-Oxzo%), foram utilizados para formar pro-farmacos com a doxorrubicina
(DOX), um farmaco anticancerigeno. Na sintese dos copolimeros, foram investigados os efeitos
do grau de oxidacdo da cadeia principal (galactomanana) e da massa molar da cadeia lateral
(PNIPAM-NH>). Os materiais de partida, os copolimeros e pro-farmacos foram caracterizados
por técnicas espectroscopicas e cromatograficas. Todos o0s copolimeros apresentaram
concentracdo de agregacdo critica (CAC) a 25 e 50 °C, sendo os valores a 25 °C maiores do
que a 50 °C. A propriedade de auto-organizacdo termo induzida dos copolimeros foi
investigada por espalhamento de luz dindmico (DLS). Os copolimeros apresentaram
temperatura de transicdo (LCST) em 34-40 °C. O tamanho das nanoparticulas, a 37 °C variou
de 234 — 365 nm. Os copolimeros também apresentaram resposta a varia¢do de pH, sendo as
particulas em pH 5,0 maiores do que em pH 7,4. Os pro-farmacos CPso%-M-DOX e DRU-
Ox30%-DOX apresentaram diametros médios de particulas de 180 e 191 nm e um perfil de
liberacdo de farmaco pH-responsivo, onde observou-se um aumento significativo do farmaco
liberado com a diminuicdo do pH (pH 5,0). A citotoxicidade dos pro-farmacos foi analisada em
células tumorais (B16F10 e SNB-19) e ndo tumorais (L929). Os pro-farmacos ndo apresentaram

atividade frente a linhagem L929, porém foram eficientes frente as células B16F10 e SNB-19.

Palavras-Chaves: copolimeros; base de Schiff; nanoparticula; pré-farmaco; doxorrubicina.



ABSTRACT

Dual responsive nanomaterials have been the subject of numerous research in recent years in
areas such as in biomaterials and matrix for drug release. Among these systems, the copolymers
formed from the thermo-responsive polymer poly- (N-isopropylacrylamide) (PNIPAmM) stand
out. The present work presents a new route for synthesis of polysaccharide copolymers with
PNIPAmM via Schiff's base reaction. The reaction used as starting materials the oxidized
galactomannan (extracted from Delonix regia seeds) and the amine poly-(N-
isopropylacrylamide) (PNIPAmM-NH2). Copolymers formed from galactomannan with an
oxidation degree of 30% (CPz0%-M), as well as the oxidized polysaccharide itself (DRU-OX30%)
were used to form prodrugs with doxorubicin (DOX), an anti-cancer drug. In the synthesis of
copolymers, the effects of the degree of oxidation of the main chain (galactomannan) and the
molar mass of the side chain (PNIPAM-NH) were investigated. The starting materials, the
copolymers and prodrugs were characterized by spectroscopic and chromatographic
techniques. All copolymers showed critical aggregation concentration (CAC) at 25 and 50 °C,
with values at 25 °C greater than 50 °C. The thermoinduced self-organization property of
copolymers was investigated by dynamic light scattering (DLS). The copolymers showed a
transition temperature (LCST) between 34-40 °C. Nanoparticles size at 37 °C ranged from 234
- 365 nm. Copolymers also showed a response to pH variation, with particles at pH 5.0 being
greater than pH 7.4, probably due to hydrolysis of the imine bond. The CP30% -M-DOX and
DRUOx30% -DOX prodrugs had average particle diameters between 180 and 191 nm and a pH-
responsive drug release profile, where a significant increase in the released drug was observed
with decreasing pH (pH 5.0). The cytotoxicity of prodrugs was analyzed against tumor (B16F10
and SNB-19) and non-tumor (L929) cells. The prodrugs did not show activity against non-
tumor cells; however, they were efficient against B16F10 and SNB-19 cells.

Keywords: copolymers; schiff's base; nanoparticle; pro-drug; doxorubicin
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1 INTRODUCAO

Em vérias areas da ciéncia, incluindo biomedicina, sensores, catalisadores e o ramo
téxtil, tem-se estudado os materiais inteligentes termorresponsivos devido a sua capacidade de
modificar suas caracteristicas fisicas como resultado de uma pequena variagao de temperatura.
Para a maioria dessas aplicagdes, séo utilizados materiais nanoestruturados com diferentes
morfologias, tais como nanoparticulas, micelas e vesiculas, formadas pela auto-organizacao de
macromoléculas em torno da temperatura de transicédo critica (LCST) (MICHAILOVA et al.,
2018; STUCKI et al., 2018).

Geralmente essas macromoléculas sdo copolimeros enxertados com carater
anfifilico, onde um segmento hidrofébico e um hidrofilico (termorresponsivo) se organizam em
solucdo aquosa em nucleo (hidrofdbico) e coroa (ATANASE et al, 2017; WEI et al, 2009).
Contudo, recentemente, as aten¢Ges da comunidade cientifica tém se voltado para a sintese de
copolimeros duplamente hidrofilicos, que consistem em dois segmentos hidrofilicos, sendo que
um deles apresenta comportamento termorresponsivo (cadeia principal ou lateral). Em meio
aquoso e mediante estimulos externos de temperatura, esses copolimeros se organizam em um
nucleo e uma coroa, ja que o0 segmento termorresponsivo transita de hidrofilico para hidrofobico
(WANG et al., 2015; TU et al., 2018).

O poli-(N-isopropilacrilamida) (PNIPAm) é um dos polimeros termoresponsivos
mais utilizados na sintese de copolimeros duplamente hidrofilicos, devido ao fato de apresentar
uma temperatura de transicdo (LCST) bem definida (32 °C) (GOMES et al., 2020). A sua
utilizacdo na formacdo de copolimeros com polissacarideos traz varias vantagens, incluindo
biocompatibilidade e biodegradabilidade. As rotas de sinteses mais comuns para esses
copolimeros estdo baseadas de duas estratégias de enxertia diferentes, conhecida como grafting
from (por exemplo, polimerizacdo radicalar livre) e grafting to (por exemplo, quimica das
carbodiiminas).

No método de polimerizacdo radicalar livre, 0 mondémero de N-isopropilacrilamida
é polimerizado em um sitio ativo na cadeia do polissacarideo. Ja na sintese utilizando a quimica
das carbodiiminas as cadeias pré-formadas do poli-(N-isopropilacrilamida) funcionalizadas
com amina (PNIPAmM-NH>) reagem com grupos carboxilicos da cadeia do polissacarideo. A
vantagem da estratégia grafting to reside no fato de que as cadeias podem ser feitas sob medida
e caraterizadas antes da reacdo de acoplamento (ZHANG et al., 2015; SEIDI et al., 2018).
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A reacdo de formacdo de base de Schiff € uma reacdo de condensacdo entre um
aldeido ou cetona e uma amina primaria formando uma ligacdo imina, também conhecida como
base de Schiff. Geralmente, os grupos aldeidos s@o introduzidos em polissacarideos por meio
de uma reacéo de oxidac&o utilizando periodato de s6dio como agente oxidante. A ligagdo imina
é covalente dindmica, ou seja, apresenta reversibilidade dependendo do valor do pH do meio.
Devido a essa caracteristica, ela vem sendo utilizada para a formacao de diversos materiais,
como conjugados de polissacarideos-farmacos (pro-farmaco) (LI et al., 2017), hidrogéis
injetaveis (LIMA et al., 2020), scaffolds (MACIEL et al., 2019) e nanoparticulas (YAO et al.,
2011).

Apesar da facilidade, simplicidade e da possibilidade de a reacdo ocorrer em meio
aquoso, ndo ha relado de trabalhos em que essa metodologia, reacdo de formacdo de base de
Schiff, tenha sido utilizada para produzir copolimeros duplamente hidrofilicos de PNIPAmM-NH>
e polissacarideo, nem na utilizacdo desses copolimeros para formacdo de pré-farmacos com
doxorrubicina (DOX). A DOX esta entre os farmacos anticancerigenos mais estudados na
formacéo de pro-farmaco. Da familia das antraciclinas, € um agente quimioterapico eficaz e
amplamente utilizado para o tratamento de uma ampla gama de tumores (VARELA-LOPEZ et
al., 2019).

Galactomanana de Delonix regia € um polissacarideo neutro, extraido do
endosperma de semente que apresenta alta massa molar com estrutura geral composta por uma
cadeia linear de unidades de P-D-manopiranose (manose) com ramificacbes de o-D-
galactopiranose (galactose) ((PONZINI et al., 2019). A raz&o molar manose / galactose (M/G)
pode mudar dependendo do procedimento de extracdo, localizacdo geografica e temperatura
onde as sementes foram coletadas podendo variar de 1,54 a 51 (CHEIRMADURAI,
THANIKAIVELAN, MURALL, 2016., NWOKOCHA, WILLIAMS YADAN, 2018). Devido
suas excelentes caracteristicas fisico-quimicas a galactomanana de Delonix regia vem sendo
utilizada em varias aplicacGes biomédicas.

Tendo em vista o supracitado, este trabalho prop&e o desenvolvimento de uma nova
metodologia para a sintese de copolimeros duplamente hidrofilicos de galactomanana de
Delonix regia oxidada/PNIPAm funcionalizado com grupos amina e a formacgdo de pro-

farmacos do copolimero com DOX via reacdo de formacédo de base de Schiff.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Copolimeros

Os polimeros formados por mais de um tipo de mondémero sdo designados como
copolimeros. O inicio do estudo dos desses materiais é datado de 1930, periodo no qual foi
desenvolvida a borracha sintética (HUANG; TURNER, 2017). Desde entdo, houve um
crescente interesse nas pesquisas relacionadas a sintese e ao desenvolvimento de novos
copolimeros. Isso se deve a possibilidade de obter copolimeros com propriedades especificas
por meio de uma ampla variedade de combinagdes de mondmeros.

Os copolimeros séo categorizados de acordo com o arranjo dos monémeros em:
aleatério (Khanlari et al. (2021), bloco (ALSUBAIE et al., 2019), alternado (BRADY et al.,
2019), periodico (NTOUKAM et al., 2020), gradiente (ALAM et al., 2019) e enxertado
(WANG et al., 2019) (Figura 1).

Figura 1 - Representacdo de tipos de copolimeros

¢ .

Copolimero alternado

Copolimero aleatorio Copolimero em bloco

Mect00000007 00000 054000y 000004

Copolimero gradiente Copolimero periddico Copolimero de enxerto

Fonte: Elaborada pela autora

Copolimeros de enxerto ou enxertados sdo geralmente macromoléculas formadas
pela insercdo de uma ou mais sequéncias de cadeias laterais em uma cadeia principal, sendo
que essas sequéncias apresentam caracteristicas constitucionais diferentes. Uma forma simples
de representar os copolimeros enxertados é poliA-g-poliB, onde poliA é a cadeia principal e 0
poliB a cadeia lateral (YANG et al., 2020). Os copolimeros enxertados podem ser divididos em

dois tipos: anfifilicos e duplamente hidrofilicos.
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Os copolimeros anfifilicos apresentam segmentos hidrofilico/hidrofébico. Os
duplamente hidrofilicos, como o préprio nome indica, apresentam cadeia principal e lateral
solivel em agua, porém com natureza quimica diferente. A cadeia principal promove apenas a
solubilizagdo em &gua, enquanto as cadeias laterais respondem a um estimulo externo. Ambas
as cadeias hidrofilicas em solucéo aquosa sdo bem solvatadas e se comportam como classicos
homopolimeros hidrofilicos sem caracteristicas anfifilicas, porém mediante estimulos externos
tais como: temperatura, forca iénica e pH, a hidrofilicidade de uma das cadeias ¢é alterada
tornando-se hidrofobica, introduzindo assim a caracteristica anfifilica ao copolimero. Estruturas
funcionais como nanoparticulas e micelas podem ser formadas com copolimeros anfifilicos
(JUNDI et al., 2020; WANG et al., 2015; TU et al., 2018).

2.2 Sintese de copolimero enxertado

As estratégias para a sintese de copolimeros enxertados podem ser classificadas em
trés grandes grupos: grafting from, grafting to e grafting through, sendo que as duas primeiras
sdo as mais utilizadas (NOREEN et al., 2020) (Figura 2). Na estratégia grafting from um sitio
de iniciacdo € formado na cadeia principal tornando-a um macroiniciador. Em seguida, ocorre
a polimerizagcdo dos monémeros nesse sitio (ATANASE et al., 2017). Esse sitio (radical) pode
ser formado por métodos fisicos ou quimicos, tais como: sistema redox, agente oxidantes fortes
(Ce*) ou irradiagdo de alta ou baixa energia (Figura 3A). No entanto, a estratégia grafting
from apresenta algumas desvantagens, como a formacdo indesejada de homopolimeros
simultaneamente durante a reacéo e falta de controle sobre as estruturas poliméricas formadas
(SHAVANDI; ALI, 2019).

Na estratégia grafting to, a sintese ocorre por reacao de acoplamento entre o grupo
funcional da cadeia principal e os grupos finais reativos das cadeias laterais pré-formadas. A
vantagem dessa técnica € que as cadeias podem ser “feitas sob medida” e caracterizadas antes
da reacdo de acoplamento (WANG et al., 2015; SEIDI et al., 2018). A reacao utilizada para
realizar o acoplamento depende dos grupos funcionais presentes na cadeia principal e lateral.
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Figura 2 - Esquema das estratégias grafting from e grafting to

. ) ¢ ) ;"‘ ““ N

® C

[ Grafting from ] [ Grafting to ]

o Polimero sintético  , Grupo funcional @ Radical livre @ Monomero S’ Polissacarideo

Fonte: Adaptada de Olson e colaboradores (2020).

Uma reacdo amplamente utilizada para a sintese de copolimeros enxertados
duplamente hidrofilico, de polissacarideo e polimero sensivel a temperatura, ou seja,
termorresponsivo, utilizando a estratégia graffting to, é a de acoplamento por quimica de
carbodiimidas, onde amina e acidos carboxilicos sdo acoplados utilizando o reagente 1-Etil-3-
(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) para a formacéo de amidas (Figura 3C).

Outras reacOes que também usam a estratégica graffting to sdo as reagdes click,
caracterizadas por apresentarem alta eficiéncia, especificidade, facilidade de sintese e produtos
facilmente purificaveis. Reagdes que atendem esses critérios sdo muitas, como as quimicas de
Diels-Alder e tiol-eno, cicloadicdo azida-alcino terminal catalisada por cobre, assim como as

condensagdes (imina, hidrazona e oxima carbonila) (COLLINS et al., 2016).
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Figura 3 - Reagdes de enxertia de PNIPAm por polimerizacdo radicalar livre (A), reacdo de
cicloadicdo azida-alcino (B) e reacdo de acoplamento por quimica de carbodiimidas (C)
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Fonte: Elaborada pela autora

Um outro tipo de reacdo click promissora para a sintese de copolimeros, porém

pouco investigada, € a reacao de formacao de base de Schiff.



26

2.3 Reacao de formagao de base de Schiff

A reacdo de formacéo de base de Schiff foi descoberta pelo quimico aleméo Hugo
Joseph Schiff, em 1864. E uma reacio de condensaco entre classes de compostos que tem
grupos funcionais amina (amina primaria, hidroxilamina, hidrazinas etc.) e carbonila (aldeidos
e algumas cetonas) formando a liga¢do imina, conhecida como base de Schiff (Figura 4) (XIN;
YUAN, 2012). Um dos pontos positivos dessa reacdo é o fato dela ocorrer em temperatura
ambiente, sem necessidade de catalisadores e ter a agua como o unico subproduto (BUI;
BROOK, 2019).

Figura 4 - Reacédo de formacéo de base de Schiff

H

+ H,N——R; —_— >: N\ + H30+
PN
H R R R,

Fonte: Elaborada pela autora

A——OQO

Hidrogéis e nanoestruturados formados por reacdo de formacdo de base de Schiff
vém sendo utilizados para remocao de metais pesados, ja& que materiais que contém atomos
doadores de elétrons como N, O e S sdo capazes de formar complexos com alguns ions
metélicos (CHEN et al., 2019; SONG et al., 2019). Formacao de emulsdes de Pickering
também é uma das aplica¢des, onde gotas de 6leo sdo estabilizadas por nanoparticulas formadas
por base de Schiff (PANG et al., 2020).

Uma outra &rea que vem utilizando materiais formados por reacdo de formacao de
base de Schiff entre polissacarideo-polissacarideo ou polissacarideo-polimero sintético € a
engenharia de tecidos. Entre esses materiais pode-se citar os hidrogéis injetaveis e os scaffolds.
Um exemplo € o trabalho de Yang e colaboradores (2013) que sintetizaram hidrogel injetavel
a partir de dextrana oxidada (Dex-CHO) e carboximetil celulose funcionalizada com hidrazina
(CMC-NHNH?>) e Maciel e colaboradores (2019) que produziram scaffolds de goma do cajueiro
oxidada e gelatina por reacéo de base de Schiff.

O grupo imina, formado pela reagdo de base de Schiff, também tem encontrado
aplicacdo na area biomédica, devido & natureza reversivel da ligagdo C=N com o pH. Em
condicdes fisioldgicas (pH 7,4) a ligacdo é estavel, todavia € prontamente clivavel sob
condicdes acidas (ANTONY et al., 2019).
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As ligagdes iminas, por serem pH-responsivas, tém se mostrado promissores em
liberacdo de farmacos anticancerigenas. 1sso ocorre porque os tecidos e células cancerigenas
apresentam pH tipicos de 6,5-7,2, enquanto 0s componentes intracelulares, como
endo/lisossomos, podem atingir pH de até 4,5 (FENG et al., 2017). Devido a esses
microambientes com baixo pH, as ligacbes pH-responsivas podem funcionar como
direcionadores para a liberacdo desses farmacos em células especificas.

Os copolimeros também sdo excelentes candidatos para aplicacbes biomédicas,
como liberacdo de farmaco. Porém a sintese de copolimero utilizando essa rota (base de Schiff)
ainda é um campo pouco explorado, apesar de ser uma rota simples, rapida e de baixo custo.
Na literatura existe apenas um trabalho, que relata o enxerto de cadeias pré-formadas de
polietileno glicol aminado em carboximetilcelulose oxidada via reacdo de formacéo de base de
Schiff (BORDALLO et al., 2015).

Para que alguns desse polissacarideos fossem utilizados na reagdo de base de
Schiff foi necessaria uma reacao de oxidacao, ja que eles ndo apresentam grupos aldeidos em

sua estrutura.
2.4 Reacao de oxidagao

Polissacarideos que apresentam em sua estrutura diois vicinais (hidroxilas vizinhas)
podem ser oxidados seletivamente para introduzir grupos aldeidos, formando assim
polissacarideos dialdeidos (PDA) (KESHK et al., 2017; CHEN et al, 2019; GUO et al., 2014).
Os polissacarideos com ligacdes glicosidicas (1—2), (1—4) e (1—6) sdo excelentes candidatos,
pois apresentam diois vicinais (KRISTIANSEN; POTTHAST; CHRISTENSEN, 2010).

A reacdo de oxidacdo utilizando periodato de sodio promove oxidag&o seletiva dos
polissacarideos. O mecanismo de reacdo de didis vicinais com periodato de sddio € ilustrado na
Figura 5. Antes da clivagem da ligacdo ocorre a formagdo de um intermediario ciclico
denominado éster de periodato. Em seguida ocorre a clivagem da ligagdo carbono-carbono que
gera os dialdeidos (DING; WU, 2020; SILVA et al., 2020).

Apesar da reacdo de oxidagdo ser simples, utilizar baixa quantidade de agente
oxidante e ter a possibilidade de ser realizada em meio aquoso, a formacdo do intermediario
ciclico pode ser afetada pela geometria do substrato, bem como pelo pH e temperatura da reagdo
(CHEMIN et al., 2016; DING; WU, 2020). Além disso, a reacdo é exotérmica e o periodato

apresenta alta sensibilidade a luz. Devido a essas condi¢es, a oxidacao de polissacarideos com
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periodato ¢ frequentemente conduzida no escuro em temperatura nao superior a 30 °C e com
pH no intervalo de 3-7 (KHOLIYA et al., 2016)

A modificagdo da estrutura dos polissacarideos ap0s a oxidacao é acompanhada por
algumas mudancas nas caracteristicas quimicas e fisicas. Apds a oxidacdo, as cadeias
apresentam maior flexibilidade que permite um maior empacotamento da macromolécula.
Geralmente os PDAs apresentam menor massa molar, devido as duplas oxidagcdes (C2-C3 e
C3-C4), que levam a liberacdo de acido formico em unidades terminais ou ramificacdes (LIMA
et al, 2020; SILVA et al, 2020; DING; WU., 2020). Outras caracteristicas importantes dos
PDAs sdo a baixa reatividade e labilidade hidrolitica em condices fisioldgicas.

Figura 5 - Mecanismo da reacdo de oxidagcdo com periodato de sddio (NalOas)
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Fonte: Elaborada pela autora

Varios polissacarideos vém sendo modificados com periodato, tais como:
nanocristais de celulose (DONG,; L1, 2018), celulose (MU et al., 2012), amido (KESHK et al.,
2019), goma arabica, goma xantana (GE et al., 2015; GUO et al., 2014), &cido hialurénico
(DOMINGUES et al., 2015), dextrana (CURCIO et al., 2020; LI et al., 2017), quitosana (BAM
et al.,, 2019; KESHK et al., 2017), alginato (BANKS et al., 2019; RAVICHANDRAN;
JAYAKRISHNAN, 2018) goma do cajueiro (MACIEL et al., 2019) e algumas galactomananas
(LIMA et al., 2020; SILVA et al, 2020).

2.5 Galactomanana



29

As galactomananas sdo polissacarideos neutros de alta massa molar, presente
principalmente no endosperma de sementes das espécies das leguminosas, onde servem como
fonte de carbono e energia para a germinacao da planta (KODIRALIEVA et al, 2020; PONZINI
et al., 2019). Os primeiros estudos com espécies que armazenam galactomananas em suas
sementes foram realizados por Nadelmann em 1890, incluindo uma espécie tropical,
Schizolobium sp (BUCKERIDGE et al., 2000).

A estrutura geral das galactomananas consiste em uma cadeia linear de unidades de
B-D-manopiranose (manose) unidas por ligacdes glicosidicas B-(1—4) e ramificacbes a-D-
galactopiranose (galactose) ligada a manose por ligacéo a-(1—6) (Figura 6) (COELHO et al.,
2020; SUN et al., 2018).

Figura 6 - Representacdo da estrutura das galactomananas
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Fonte: Elaborada pela autora

As mais importantes fontes de galactomananas ja comercializadas sdo a goma
locusta bean (Ceratonia siliqua), goma guar (Cyamopsis tetragonolobus) e goma tara
(Caesalpinea spinosa), devido as suas aplicacbes (RODRIGUEZ-CANTO et al, 2020;
CERQUEIRA et al., 2011). Porém, muitas outras galactomananas vém sendo estudadas, como
a Gleditsia triacanthos (XU et al., 2020), Caesalpinia pulcherrima (MARQUES at el.,2019),
Adenanthera pavonina (GOMES el al., 2020), Cassia fistula (SILVA et al., 2020) e Delonix
regia (LIMA et al., 2020), exemplos de novas fontes desse tipo de polissacarideo.

A razdo molar manose/galactose (M/G), relacdo entre a quantidade de unidade de
manose em relacdo a galactose, em galactomananas extraidas de Delonix regia varia de 1,54 a
5,10 e depende do método de extracdo, localizacdo geogréafica e periodo de coleta das sementes
(CHEIRMADURAI, THANIKAIVELAN, MURALI, et al., 2016; NWOKOCHA,
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WILLIAMS YADAN, 2018; RODRIGUEZ-CANTO et al, 2019; TAMAKI; TERUYA;
TAKO, 2010; FIGUEIRO et al., 2004). A razdo molar manose/galactose (M/G) é uma das
propriedades mais importantes das galactomananas, pois influéncia varias propriedades fisicas
do polimero, tais como solubilidade em agua e comportamento reoldgico (SHARMA et al.,
2020; PONZINI et al., 2019).

A galactomananana de Delonix regia vem sendo estudada desde 1972 (KAPOOR.,
1972) por diversos autores e o potencial deste polissacarideo em aplicacGes biomédicas como:
hidrogel injetavel para engenharia de tecidos (LIMA et al., 2020), para tratamento de
osteoartrite (NASCIMENTO et al., 2020), nanoparticula para liberagdo ocular (OGUNJIMI et
al., 2017), nanoparticula para liberacdo de ondansetron (DEVKAR et al,, 2014), scaffold como
curativo antimicrobiano (CHEIRMADURAI, THANIKAIVELAN, MURALLI, et al., 2016),
matriz para comprimidos antipsicoéticos (KRISHNARAJ et al., 2012), encapsulamento de acido
ascorbico (SOUZA et al., 2015), de papaina (BETANCUR-ANCONA et al., 2011), agente de
suspensao para granulos de amoxicilina seca (OKOYE et al., 2014) e agente aglutinante para
comprimidos de paracetamol (ADETOGUN; ALEBIOWU, 2009) vém sendo investigados.

Tabela 1- Copolimeros de polissacarideo e PNIPAm: rota de sintese/reagente e aplicacao

Rota de sintese/

Polissacarideo
reagente

Aplicacéo Referéncia

Polimerizagdo radicalar

Galactomanana  livre /CAN e quimica das Carreamento de GOMES et al., 2020

carbodiimina /EDC farmaco e GUPTAetal., 2011
qug do Ffohmenzagao radicalar Qarreamento de ABREU et al., 2016
cajueiro livre /CAN farmaco
Polimerizacao radicalar .
Carragenana livre /KMnOs Copolimero GAWEL etal., 2013
Polimerizacdo radicalar ~ Hidrogel e MELLATI et al.,
Quitosana livre /CAN e quimica das Carreamento de 2017, LAI; LUO,
carbodiimina /EDC farmaco 2017
Pollmerlza(_;ao raq 1Carpor potencial para MARQUES et al.,
transferéncia de atomo o
Celulose P, aplicacéo 2016, YANG et al.,
/CuBr e quimica das A
biomédica 2015

carbodiimina /EDC/NHS
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Polimerizacao radicar por BLANCO-
Dextrana transferéncia de atomo Carreamento de FERNANDEZ et al.,
/CuBr e quimica das farmaco 2017, ANASTASE-
carbodiimina /EDC/NHS RAVION et al., 2001
TAN et al., 2012
Alginato Quimica das Hidrogel e LENCINA et al,
g carbodiimina /EDC/NHS  Hidrogel injetavel 2014
Acido Reacdo de cicloadigdo/ E;:feg%ﬂngsrge SEELBACH et al.,
hialurénico CuAcs 2015

farmaco

2.6 Poli-(N-isopropilacrilamida)

A poli-(N-isopropilacrilamida) (PNIPAmM) é um polimero sintético sensivel a
temperatura que pertence a familia dos poli-(N-substituido acrilamida), onde a propriedade
termossensivel do mesmo foi estudada sistematicamente pela primeira vez em 1968 por Heskins
e Guillet (HESKINS; GUILLET, 1968).

O PNIPAmM (Figura 7) € o polimero termoresponsivo mais estudado em aplicacdes
biomédicas tais como: liberacdo de farmacos, engenharia de tecido e biosseparacdo
(DOBERENZ et al., 2020; NAGASE, OKANO, KANAZAWA., 2018 WEI et al., 2009). O
polimero apresenta mudanca de solubilidade em meio aquoso como resposta a variagcdo da
temperatura.

Figura 7 - Formula estrutural do mondémero NIPAm (A) e seu polimero PNIPAm (B)
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Em uma determinada temperatura o indicativo de dissolugdo de um polimero em

Fonte: Elaborada pela autora

um certo solvente ¢ quando o AG da solugdo € negativo, com base na equacao de energia livre
de Gibbs (TANG et al, 2021). Ao considerar a termodindmica do processo, em uma solucgéo
aquosa de PNIPAm em temperatura abaixo da LCST (Low Critical Solution Temperature,

Temperatura Critica de Solugdo Inferior), a dissolucdo é favorecida pelas ligacdes de
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hidrogénio entre os grupos amida hidrofilicos e as moléculas de agua. Esse processo,
exotérmico, tem AH negativo (AH<O0). Devido a orientagao molecular especifica exigida pelas
ligacdes de hidrogénio, ocorre a formagdo de uma camada organizada de moléculas de agua
levando assim a diminui¢do da entropia do sistema (AS <0) (WINNIK., 1990). Mesmo com a
contribuicdo positiva do termo entrépico (-TAS) na energia livre de Gibbs da solugdo, o termo
entalpico (AH) é preponderante na relagdo. Sendo assim, temos que, abaixo da LCST, o AG da
solucéo é negativo e 0 PNIPAm é dissolvido em solucdo aquosa (TANG et al, 2021).

Com o aumento da temperatura, acima da LCST, ocorre o fortalecimento das
interaces hidrofobicas entre os grupos isopropil em detrimento das ligacbes de hidrogénio
(GONZATTI et al., 2019). Esse aumento de temperatura favorece a mudanca das fungdes
termodinamicas, j4 que a magnitude do | AH | se torna menor devido a perda das ligagdes de
hidrogénio e o efeito hidrofébico contribui para uma entropia negativa adicional, tendo
| AH|<| TAS|, a mistura vai apresentar AG de solugdo positivo. As cadeias do PNIPAm
desidratam e agregam formando uma estrutura globular compacta (Figura 8) (TANG et al.,
2021, SCHILD; TIRRELL, 1990).

Figura 8 - InteracOes das cadeias do PNIPAmM em meio aquoso abaixo (A) e acima (B) da LCST
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Fonte: Elaborada pela autora

Uma das caracteristicas mais importantes dos polimeros termorresponsivos é a
temperatura de transi¢do (LCST). A do PNIPAm € em torno de 32 °C e pode ser modelada pela
massa molar, concentracdo e mudanca no balango hidrofilico/hidrofébico por meio da
copolimerizacao via reacdo de enxertia (PILIPENKO et al., 2020; LENCINA et al., 2014). O
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aumento das interacfes hidrofilicas resulta em maiores LCST, enquanto as interagdes

hidrofdbicas resultam em valores menores (ALMEIDA et al., 2012).

A enxertia do PNIPAm em polissacarideos aumenta a quantidade de ligagdes de
hidrogénio (AH<0), favorecendo assim a dissolucéo do copolimero e resultando em uma LCST
maior que a do PNIPAmM. Gomes e colaboradores (2020) sintetizaram copolimero de
galactomanana de fava d’anta hidrolisada e ndo-hidrolisada com PNIPAm por meio de
polimerizacéo radicalar, e os copolimeros apresentaram LCST de 35-36 °C. Blanco-Fernandez
e colaboradores (2017) produziram copolimero de dextrana e PNIPAm com LCST de 35 °C. Ja
Abreu e colaboradores (2016) obtiveram LCST variando de 35-37°C para os copolimeros de

goma do cajueiro e PNIPAmM
2.7 Pro-farmacos poliméricos

O conceito de pro-farmaco polimérico surgiu no inicio de 1975 como sendo a
conjugacao do polimero com um farmaco hidrofobico através de uma liga¢do covalente, como
por exemplo, uma ligacdo imina (RINGSDORF, 1975; LI et al., 2018).

A utilizacdo de conjugados tem atenuado os efeitos colaterais frente a utilizagdo do
farmaco livre. 1sso se deve a trés fatores: a solubilidade de varios farmacos hidrofébicos é
melhorada devido a conjugagdo com polimeros hidrofilicos; o pré-farmaco apresenta
caracteristicas anfifilicas, podendo assim, se organizar espontaneamente em nanoparticulas,
aumentado sua estabilidade; o reticulo-endotelial apresenta baixa sensibilidade para reconhecer
e recolher as nanoparticulas, o que leva as mesmas a terem uma meia vida prolongada no plasma
sanguineo (CAl et al., 2020; L1 et al., 2016 (a)).

Conjugados de polissacarideos e farmacos anticancerigenos formados via ligacGes
covalentes dindmicas ou ‘“‘smart”, principalmente as pH-responsivas, tém se mostrado
promissores. 1sso ocorre porque os tecidos e células cancerigenas apresentam pH tipicos de 6,5-
7,2, enquanto os componentes intracelulares, como endo/lisossomos, podem atingir pH de até
4,5 (FENG et al., 2017). Devido a esses microambientes com baixo pH, as ligacbes pH-
responsivas podem funcionar como direcionadores para a liberacao desses farmacos em células
especificas.

Entre os farmacos anticancerigenos mais estudados na formacéo de pro-farmacos
estd a doxorrubicina (DOX) (Figura 9). Da familia das antraciclinas a DOX é um agente

quimioterapico eficaz e amplamente utilizado para o tratamento de cancer de figado, mama,
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pulméo, ovario, estbmago, leucemia aguda etc. A DOX leva a morte celular porque ao se
difundir na célula, suas interacdes no nicleo alteram a sintese do DNA (VARELA-LOPEZ et
al., 2019). Esse comportamento néo se limita as células cancerigenas, ou seja, ndo é especifico,
estende-se também as células saudaveis, provocando graves efeitos colaterais (ARRUDA et al.,
2019).

Figura 9 - Estrutura da doxorrubicina (DOX)

HO

Fonte: Elaborada pela autora

Zhang e colaboradores (2019) realizaram uma triagem entre trés conjugados de polissacarideo
e DOX formados por base de Schiff. Os resultados mostraram que 0 conjugado com dextrana e
DOX se auto-organiza em nanoparticulas de longa circulagdo e é sensivel ao pH. Os testes in
vitro e in vivo mostraram que as nanoparticulas podem ser endocitadas por células tumorais e
apresentam uma rapida liberagcdo sob o ambiente acido intracelular, além de apresentar reacao
adversa reduzidas em comparagdo a DOX livre.

Para que a dextrana e outros polissacarideos fossem utilizados na reacdo de base de Schiff foi
necessaria uma reacao de oxidacao, j& que os mesmos ndo apresentam grupos aldeidos em sua

estrutura



35

3 OBJETIVOS
3.1 Obijetivo geral

Propor uma nova rota de sintese para o copolimero de poli-(N-isopropilacrilamida) e
galactomanana via reacdo de formacdo de base de Schiff. Em seguida, empregar esses

copolimeros no desenvolvimento de pré-farmacos com doxorrubicina.

3.2 Objetivos especificos

" Estudar a reacdo de oxidacdo da galactomanana de Delonix regia com periodato de
sodio;
" Analisar o efeito do grau de oxidacdo da galactomanana na formacao dos copolimeros

e nas suas propriedades;

" Avaliar o efeito do tempo reacional e proporcdo de AET:NIPAmM na massa molar do
poli-(N-isopropilacrilamida) aminado (PNIPAmM-NH>) e nas suas respectivas propriedades;

" Analisar o efeito do tamanho das cadeias do (PNIPAmM-NH2) na formacdo dos
copolimeros e nas suas caracteristicas, como tamanho de particulas, concentracdo de agregacao

critica, volume hidrodindmico e citotoxicidade;

. Estudar a propriedade de resposta ao pH da base de Schiff nas nanoparticulas;
" Avaliar a citotoxicidade dos copolimeros, frente a linhagens de células saudaveis;
. Investigar a sintese dos pro-farmacos utilizando os copolimeros e doxorrubicina (DOX)

e analisar suas propriedades associadas;

" Determinar o efeito de resposta ao pH dos pro-farmacos por meio da liberagdo de DOX
em diferentes valores de pH;

" Avaliar a citotoxicidade tanto dos pré-farmacos quanto dos materiais de partidas frente

a linhagens de células tumorais e saudaveis.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais

A galactomanana foi extraida de sementes de Delonix regia (D. regia) coletadas na
Universidade de Fortaleza (UNIFOR), Fortaleza, Brasil. A N-isopropilacrilamida (NIPAm)
com pureza de 97%, o cloridrato de 2-aminoetanotiol (AET.HCI), o persulfato de potassio
(KPS), o brometo de tetrazélio azul de tiazolil (MTT), o pireno e o cloridrato de doxorrubicina
(100%) foram adquiridos da Sigma-Aldrich. O boroidreto de sddio (NaBH4), o etanol, a
acetona e o dimetilsulfoxido (DMSO) (Synth, Sdo Paulo, Brasil), o periodato de sédio, o
etilenoglicol, o cloridrato de hidroxilamina e o hidréxido de sédio (Vetec, Brasil) tambem

foram utilizados
4.2 Oxidacdo da galactomanana

A reacdo de oxidagédo parcial da galactomanana foi realizada com base em uma
modificacdo do método descrito por Yan e colaboradores (2014). Inicialmente, 1,0 g de
galactomanana (equivalente a 6 x 10 mol de unidades glicosidicas) foi dissolvida em 200 mL
agua destilada e agitada por 24 horas. Em seguida, o periodato de sodio (NalO) foi adicionado
de modo a obter um grau de oxidacéo teorico de 10%. Com o intuito de evitar a decomposicédo
fotoinduzida do ion periodato, o sistema reacional foi protegido da luz. A mistura reacional foi
mantida a temperatura ambiente por 6 horas, sendo acrescentado etilenoglicol ao final desse
periodo para interromper a reagdo. A galactomanana oxidada obtida foi dialisada (14000 gmol)
contra agua destilada por 72 horas, seguida por liofilizacdo e designada como DROx10%. Esse
derivado oxidado foi empregado na sintese dos copolimeros, de modo a estudar o efeito do
tamanho das cadeias do PNIPAM-NHo>.

Para examinar a influéncia do grau de oxidacdo na formacdo dos copolimeros, a
galactomanana foi oxidada para obter de graus tedricos de oxidacdo de 10%, 20% e 30%,
conforme descrito anteriormente. Entretanto, devido a diminuicdo da solubilidade com o
aumento do grau de oxidacao, a galactomanna passou por um tratamento prévio de sonicacgao.
Utilizando um reator ultrassénico VCX-750 com dissipacdo de poténcia nominal de 20 W,
operou-se por uma hora com intervalos de pulso de 30 s na temperatura de 15 °C. Esses

derivados foram denominados DRU-OXx10%, DRU-OX209% € DRU-OX300%.
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4.2.1 Determinacao do grau de oxidagao

O grau de oxidacdo (GO) da galactomanana foi determinado por titulacéo
potenciométrica. Uma massa de 0,100 g de galactomanana oxidada foi dissolvida em 25 mL de
cloridrato de hidroxilamina com concentracdo de 0,25 mol L? e titulada com NaOH 0,096 mol
L. Como a reagdo produz um mol de HCI para cada mol de aldeido, o nimero de mol de NaOH
é equivalente a quantidade de mol de aldeidos (ZHAO; HEINDEL, 1991).

O grau de oxidacéo foi calculado utilizando a equagéo 1 (YAN et al., 2014):
162-V-c-1073

G d idacdo = x 1009 1
rau de oxidacio > % (1)

em que V é volume (mL), ¢ é concentragdo (mol L) de NaOH, m ¢é a massa (g) de

galactomanana oxidada e 162 é a massa molar (g mol™) das unidades monossacaridicas.

4.2.2 Sintese do poli-(N-isopropilacrilamida) com terminacdo amina (PNIPAm-NH?2)

A preparacdo do PNIPAM-NH; (Figura 10) foi realizada por polimerizacéo
radicalar dos monbémeros de NIPAm em solu¢do aquosa, utilizando cloridrato de 2-
aminoetanotiol (AET-HCI) como agente de transferéncia de cadeia e persulfato de
potéssio (KPS) como iniciador (BOKIAS et al., 2001; GUPTA; GHUTE; BADIGER, 2011).

O monémero (2,83 g, 25 mmol) foi dissolvido em 40 mL de agua destilada e a
solucdo borbulhada com nitrogénio por 30 minutos a uma temperatura de 29-30°C. O iniciador,
KPS (74 mg, 0,275 mmol), e o agente de transferéncia de cadeia, AET, foram dissolvidos
separadamente em agua (5 mL) e posteriormente adicionados a solu¢do do mondémero, dando
continuidade a reacdo por 6 horas sob agitacdo. Foram empregadas trés diferentes razbes
molares de AET: mondémero (1:50, 1:100 e 1:250). Em seguida, a solucéo foi dialisada em
membrana de celulose (1000 g mol™) contra 4gua destilada por 72 horas para remover os ions
Cl formados e os monémeros que ndo reagiram. O produto foi filtrado e solucdo seca por
liofilizagdo. Os PNIPAM-NH; foram nomeados de PNIPAmM-NH,-B (1:50), PNIPAmM-NH2-M
(1:100) e PNIPAmM-NH2-A (1:250). As letras A, M e B referem-se a alta, média e baixa massa
molar do PNIPAmM-NH: obtido.
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Figura 10 - Sintese do PNIPAm com termina¢do amina (PNIPAmM-NH>)

\)OJ\ )\ s HzN/\/S *] n
n NN N n HzN\/\SH

Fonte: Elaborada pela autora

4.2.3 Determinacéo dos grupos NH:

A quantidade de NH> por grama de material foi determinada por titulagdo
potenciométrica acido-base de retorno dos grupos terminais. O PNIPAmM-NH, (0,25 g) foi
dissolvido em 10 mL de agua destilada, e, em seguida, foi adicionado NaOH na concentracdo
0,1 mol L até pH > 11. Posteriormente, a solugdo foi titulada com HCI 0,0098 mol L
(LENCINA et al., 2014).

4.2.4 Reacao de base de Schiff da galactomanana oxidada com poli- (N-

isopropilacrilamida) com terminagéo amina (PNIPAM-NH?2)

Para a sintese dos copolimeros via reacdo de formacdo de base de Schiff (Figura
11) foram preparadas duas solu¢des aquosas (50 mL): uma contendo galactomanana oxidada e
outra contento PNIPAmM-NH: na propor¢éo 1:1 (massa/massa). Em seguida, a solucéo de poli-
(N-isopropilacrilamida) com terminacdo amina foi adicionada a solucdo de galactomanana
oxidada, sob agitacdo de 150 rpm, e mantida por 24 horas. A secagem foi realizada por
liofilizacdo. Os copolimeros foram denominados CP, seguidos das letras A, M ou B, referindo-
se a massa molar do derivado PNIPAmM-NH,, correspondendo a alta, médio ou baixa massa

molar, respectivamente.
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Figura 11 - Esquema da reacdo de formacéo de base de Schiff

OH
o
OH (o)
S s
A{ @JA NI‘ Nl
(] + o N
\0 n HN [e] /\/S 7
(0]
A el
/< °
Fonte: Elaborada pela autora

4.2.5 Reducdo da ligacéo imina

Apo6s manter uma solugdo aquosa do copolimero CP-A em agitacdo por 24 horas, 0
boridreto de sédio (NaBH.) foi adicionada na razdo de 1,1:1 (mol de NaBHa4: mol de unidade
monossacarideo) para reduzir as ligacdes iminas a aminas. A solucao do copolimero foi, entéo,
mantida sob agitacdo por mais 24 horas, submetida a dialise em membrana de celulose (14000
g mol™) contra 4gua por 48 horas e seca por liofilizagdo. O copolimero reduzido foi denominado
CP-Ar.

4.2.6 Purificacao dos copolimeros

As cadeias do PNIPAmM-NHz néo enxertada foram removidas do copolimero pelo
seguinte procedimento: uma massa de 100 mg de copolimero em 50 mL de acetona foi
submetida a agitacdo constante por 48 horas. Posteriormente, o copolimero purificado
(insoluvel) foi separado do homopolimero solubilizado na acetona por centrifugacdo a 6000

rpm. Em seguida, o copolimero foi ressuspenso em agua e seco por liofilizacao.

Para uma melhor compreensdo, os copolimeros foram divididos em dois grupos: no
primeiro grupo, estudou-se a influéncia do tamanho da cadeia do PNIPAmM-NH: e o efeito da
reducdo da ligagcdo imina; no segundo grupo, estudou-se o grau de oxidacdo da galactomanana
(Figura 12).
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Figura 12 - Fluxograma da sintese dos copolimeros: analise da influéncia do tamanho da
cadeia do PNIPAM-NH> e o efeito da reducdo da ligagdo imina (A) e estudo do grau de
oxidacgéo (B)

4.3 Estudo de estabilidade em meio acido

Com o objetivo de estudar a estabilidade da ligacdo imina em meio acido (pH 2,0),
0s copolimeros CP-A, CP-Ar e seus materiais de partida (PNIPAM-NH:-A e DROX10%) foram
solubilizados em &gua na concentragdo de 2 mg mL™, sendo as solucdes agitadas por 24 horas.
Em seguida, as solugbes foram diluidas com uma solucdo de HCI 0,02 mol L para a
concentracdo de 1 mg mL™2. O acompanhamento do perfil de distribuicdo de tamanho foi
realizado utilizando espalhamento de luz dindmico (DLS) em um equipamento Nano ZetaSizer

Malvern, Modelo ZS 3600, por um periodo de 6 horas na temperatura de 38 °C.
4.4 Estabilidade da ligacéo imina

O estudo da estabilidade da ligacdo imina nas nanoparticulas dos copolimeros
CP10%-M, CP20%-M e CPz00%-M em diferentes pHs, 5,0 (tampdo acetato) e 7,4 (tampé&o fosfato),
foi realizado pelo acompanhamento do tamanho das nanoparticulas por DLS (Nano ZetaSizer
Malvern, Modelo ZS 3600) por 10 horas, a uma temperatura de 37 °C. O preparo das amostras

foi realizado de forma semelhante ao descrito no item anterior, 4.2.

4.5 Sintese dos pro-farmacos
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Pro-farmacos de DOX com galactomanana oxidada (DRU-Oxz0,-DOX) e com
copolimero (CP3o%-M-DOX) foram sintetizados pela conjugacéo dos grupos amina da DOX
com os grupos aldeido do DRU-Oxso% € dos remanescentes do CPao%-M, via reagdo de
formacdo de base de Schiff. Resumidamente, 50 mg da fonte de aldeidos (DRU-OxX300/ CP300%-
M) foram dissolvidos em 50 mL de DMSO e mantidos sob agitacdo por 24 horas a 50° C. Em
seguida, foram adicionados 500 pL da solugdo estoque (10 mg mL™*) de DOX desprotonada em
DMSO. O sistema reacional foi mantido aquecido a 50 °C e agitado por 72 horas na auséncia
de luz. Apo6s a conclusdo da reacdo, a solucdo foi dialisada contra agua destilada em membrana
de celulose (14000 g mol™) por 72 horas e seca por liofilizagao.

O conteudo de DOX nos pro-farmacos foi determinado usando espectrofotometria
ultravioleta- visivel (UV-vis) pelo método da curva de calibragdo (Aans 484 nm). A eficiéncia
de farmaco ligado (EFL) e o conteldo de farmaco ligado (CFL) foram calculados pelas
equacOes 2 e 3, respectivamente.

Massa de farmaco no pré — farmaco

EFL (%) = x 1009 2
(%) Massa de farmaco inicial % ©

Massa de farmaco no pré — farmaco
CFL (%) = Massa do pr6 — farmaco x 100% ®

4.6 Liberagdo in vitro da DOX em diferentes valores de pH

O perfil de liberacdo da DOX nos pro-farmacos foi realizado em tampéo fosfato
(PBS) 7,4 e 5,0, ambos a 0,1 mol L, contendo lauril sulfato de sédio (LSS) a 0,1% (m/v), a
uma temperatura de 37 °C. Resumidamente, os pré-farmacos em agua (0,5 mg mL™; 3 mL)
foram diluidos com solugdo tampéo (3 mL) e depois transferidos para a membranas de dialise
(14.000 g mol™?), sendo dialisados contra 45 mL de solugio tampao por 96 horas a 37 °C. Em
tempo pré-determinados, aliquotas (3 mL) foram retiradas e o volume igual de tampéo fresco
foi reposto. A quantidade de DOX foi determinada usando espectrofotometria de fluorescéncia
(Rex 480 € Aem 590 Nm)

4.7 Técnicas de caracterizacao

4.7.1 Espectroscopia de absor¢ao na regido do infravermelho (FTIR)
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Espectros de infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR) dos derivados
oxidados, PNIPAM-NH,, copolimeros e pro-farmacos foram obtidos em pastilhas de KBr no
espectrofotdmetro FT-IR Shimadzu 8300 entre 4000 e 400 cm™.

4.7.2 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

As analises de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono (RMN *H,
13C) foram realizadas no equipamento Bruker Modelo Avance DRX500, com controle de
temperatura (25 °C) com 2,2-dimetilsilapentano-5-sulfonato (DSS) como padrao interno (0,00

ppm para *H RMN). As amostras foram preparadas em agua deuterada (D20).

4.7.3 Andlise elementar

O percentual de nitrogénio foi obtido por analise elementar em equipamento
Analisador Elementar-Perkin Elmer 2400 series ii no modo CHNS. Foram utilizadas 1-2 mg de
amostras e a analise foi realizada em duplicada. Para o célculo do percentual de NIPAm foi

utilizada a equacéo 4:

[

% N
% NIPAm = —— = x 113,16 (4)

4.7.4 Cromatografia de permeacéo em gel (GPC)

A distribuicdo de massa molar foi determinada por cromatografia de permeagao em
gel em equipamento Shimadzu LC-20AD, acoplado a um detector de indice de refracdo (RID-
10%). Para a andlise dos copolimeros e da goma oxidada utilizou-se coluna Polysep linear (300
X 7,8 mm) e NaNOs(aq) 0,1 mol L como eluente. Para os homopolimeros de PNIPAM-NH;
utilizou-se coluna Phenogel 10 A e THF como eluente. As medidas foram realizadas a 30 °C
e com fluxo de 1,0 mL min™. O volume injetado das amostras foi de 50 pL.

4.7.5 Concentracdo de agregacao critica (CAC)

A determinacdo da CAC por fluorescéncia foi realizada com procedimento
proposto por Patrizi e colaboradores (2009). Por ser pouco soltvel em &gua, o pireno (135,0 mg
L, 67,0 mmol L) foi inicialmente dissolvido em acetona na concentragio de 5,0 x10* mol L

!, Uma aliquota de 0,5 mL dessa solucéo foi evaporada em baldo volumétrico de 500 mL sob
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fluxo de nitrogénio e o volume foi completado com agua ultra-pura para preparar a solugdo
aquosa de pireno 5,0 x107 mol L.

As solucdes dos copolimeros foram preparadas nesta solucdo nas concentragdes de
0,002 a 1,0 mg mL™. Os espectros de excitagdo foram obtidos a 25 e 50 °C (solucdes aquecidas
por 3 minutos antes das medicGes). As varreduras de emissao de fluorescéncia foram realizadas
em cubeta de quartzo (aquecida por um banho termostatizado Eyella NTT SB-11) em um
fluorimetro Shimadzu RF-600.

O espectro de excitagdo (320-360 nm) foi obtido usando comprimento de onda de
emissdo em Aem = 374 nm. A razdo de intensidades (lsss/l33s) foi usada para determinar o

deslocamento da banda com o aumento da concentracao.
4.7.6 Espalhamento de luz dinamico (DLS)

A temperatura em que ocorre a transicdo de fase dos copolimeros (LCST — lower
critical solution temperature) e, consequentemente, a formacéo das nanoparticulas foi estudada
pela variacdo do diametro médio em solucdo aquosa em funcdo da temperatura. As medidas
foram obtidas por espalhamento de luz dindmico com laser no comprimento de onda de 633 nm
e angulo de espalhamento de 173°, em Nano ZetaSizer Malvern Modelo ZS 3600, considerando
as particulas como esféricas. As solugfes foram aquecidas no préprio equipamento em cubeta
de vidro e as medidas foram realizadas a cada aumento de um grau no intervalo de temperatura

de 25 a 50 °C com 3 minutos de estabilizacao para cada temperatura.
4.7.7 Microscopia de forca atbmica (MFA)

A andlise de MFA das nanoparticulas de copolimeros CP-B e CP-A foram
realizadas no Departamento de Fisica- UFC, utilizado microscopio de forca atbmica Asylum
Research MFP-3D As imagens foram obtidas no modo tapping, usando um EconoLTESP com
constante nominal de mola de 5 n/m e frequéncia de ressonancia de 150 kHz. As amostras foram
preparadas na concentracdo de 0,4 mg mL? e, em seguida, diluidas 1:1000 (v/v). As amostras
foram aquecidas a 40 °C por 3 horas, em seguida, 10 pL foram depositados na superficie da
mica, seguido de secagem em dessecador sob pressdo. As imagens foram processadas utilizando
0 programa lgor Pro 6.37.

A analise de MFA das nanoparticulas do copolimero CP3z0-M e dos pré-farmacos
foi realizada na Universidade Federal do Delta do Parnaiba — UFDPar utilizando a mesma

metodologia de preparo. O equipamento utilizado para a analise foi o TT-AFM (AFM
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Workshop - EUA) no modo contato intermitente, utilizando as pontas de Silicio da TED
PELLA (TAP300-G10) em uma frequéncia de amplitude aproximadamente 236 kHz. O
programa Gwyddion 2.45, foi utilizado para tratar as imagens e obter o tamanho (nanémetros)
das nanoparticulas. A anlise estatistica dos resultados obtidos foi realizada com o uso do
programa GraphPad Prism 6, bem como obter histogramas de diametro das nanoparticulas.

4.7.8 Cultura de células

A linhagem HEK 293T (Linhagem celular humana), originalmente derivada de
células renais embrionarias humanas foi cedida pela Dra. Ana Cristina Moreira da Universidade
de Fortaleza-UNIFOR. Ja as HL60 (Leucemia promielocitica) foram cedidas pelo Instituto
Nacional do Cancer (EUA) e as linhagens B16F10 (melanoma) e L929 (Fibroblasto murinho)
foram obtidas do Banco de células do Rio de Janeiro (BCRJ). As células foram cultivadas em
meio DMEM — Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, suplementado com 10 % de soro fetal
bovino e 1% de antibidticos, mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5% de CO,. O
PNIPAM-NH:-A, DROXx10% € 0s copolimeros (CP-A e CP-B) foram testados nas concentragdes
de 1000, 500 e 100 pg mL™! nas células HEK 292T. Ja os pro-farmacos (DRU-Oxsow-Dox €
CP30%-M-DOX) foram testados na concentragao de 50 pg mL™ e os materiais de partida CP3go-
M e DRU-Ox30% na concentracdo de 100 ug mL™.

4.7.9 Citotoxicidade in vitro

Para avaliar o potencial efeito citotoxico dos PNIPAM-NH2-(A e B), DROX10% €
dos copolimeros (CP-A e CP-B) nas células renais, as células foram plaqueadas na concentracao
de 1 x 10° céls mL™. J4 para os pro-farmacos e os materiais de partida as células foram
plaqueadas nas concentragdes 0,3 x 10° céls mL™* (HL60) e 7,0 x 10* céls mL™* (B16F10 e
L929). As placas foram incubadas por 72 horas com os compostos em estufa a 5% de CO, a 37
°C. Ao término deste, as mesmas foram centrifugadas e o sobrenadante foi removido. Em
seguida, foram adicionados 100 uL da solugdo de MTT (sal de tetrazolium), e as placas foram
incubadas por 3 horas. A absorbancia foi lida apés dissolucéo do precipitado com 100 pL de
DMSO puro em espectrofotdmetro de placa a 595 nm. Essas andlises foram realizadas no
Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamento (NPDM) no Laboratério de Oncologia
Experimental (LOE) da UFC.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizacao da galactomanana e dos derivados oxidados

5.1.1 Rendimento e grau de oxidacdo

A extragdo do polissacarideo das sementes de Delonix regia por autoclave resultou
em um rendimento, em relacdo a massa de semente, de 14,0 %. Resultados menores foram
obtidos por Rodriguez-Canto e colaboradores (2019), Cheirmadulai, Thanikaivelan e Murali
(2016) e por Kappor (1972), (10,0%, 10,0% e 12,3 %, respectivamente) para o polissacarideo
extraido de Delonix regia no México e na india, respectivamente. Tanaki, Teruya e Tako (2010)
obtiveram um rendimento de aproximadamente 20,0 %, em relacdo a massa de semente, para
Delonix regia no Japdo. A variacdo no rendimento de polissacarideos extraidos de sementes
pode ser ocasionada pelo método de extracdo, idade da planta, época de coleta e clima
(LIYANAGE et al., 2015).

A funcionalizagdo da galactomanana da Delonix regia (DR) foi realizada por
oxidagdo com periodato de sodio (NalOs). Grupos de hidroxilas adjacentes das unidades
monossacaridicas (C2, C3, C4) sdo oxidadas a dois grupos aldeido pela clivagem da ligacdo
carbono-carbono (C-C), obtendo-se o correspondente derivado oxidado, DROX1g%. Tendo em
vista que a reacdo de oxidacdo levou a diminuicdo da solubilidade da DROX10%, 0 processo de
sonicacdo foi utilizado, objetivando a diminuigdo da massa molar e correspondente aumento de
solubilizacdo dos derivados.

Tabela 2 — Rendimento das reacfes de oxidacao e grau de oxidacédo

AMOSTRA  RENDIMENTO (%)  CRAUDE OXIDAGAO

(%)
DROX10% 82,0 9,95 +0,05
DRU-Ox10% 71,0 8,96 £ 0,14
DRU-Ox20% 79,0 17,50 £ 0,15
DRU-0OX30% 80,3 25,60 +0,11

Com base nos dados de rendimento da Tabela 2, ao comparar o material oxidado
10% com (DRU-Oxi0%) e sem tratamento de ultrassom (DROxio%), observa-se que o
rendimento € menor com o tratamento de ultrassom; uma possivel causa € a degradacdo do

material durante o processo de sonicagdo. Ja os materiais com diferentes graus de oxidagdo
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apresentaram rendimentos entre 71,0-80,0 %, com um aumento do rendimento com o grau de
oxidacdo. Farber e colaboradores (2010) oxidaram galactomanana de goma guar com grau de
oxidacgéo de 26,9 %, obtendo um rendimento de 82,0 %, préximo do obtido por esse trabalho
para o material oxidado teoricamente 30,0 %.

O grau de oxidagdo, isto &, o nimero de residuos oxidados por 100 unidades
monossacaridicas, foi determinado pela titulacao potenciométrica do HCI proveniente da reacéo
do cloridrato de hidroxilamina com os derivados dialdeido. Em graus de oxidacdo mais baixos,
o valor determinado é proximo ao valor tedrico, porém, com o aumento, esses valores vdo se
distanciando. O aumento da concentracao de grupos aldeidos nas unidades oxidadas favorece a
formacdo de hemiacetais inter- e intracadeias, o que impede que 0s grupos -OH remanescentes
sejam expostos ao periodato, justificando assim valores de grau de oxidacao real menores que
os tedricos (FERREIRA et al., 2021).

5.1.2 Espectroscopia de absorcéo na regido do infravermelho (FT-IR)

As informacdes estruturais da galactomanana de Delonix regia e dos seus derivados
oxidados foram analisadas por FT-IR (Figura 13 e 14). O espectro da DR apresentou bandas
caracteristicas desse polissacarideo, incluindo uma banda larga e de forte intensidade em
3318 cm™, atribuida ao estiramento vibracional do grupo O-H. Também foram identificadas
bandas de intensidade média na faixa de absorcdo de aproximadamente 2910 cm™, as quais
podem ser atribuidas as vibragcfes simétricas e assimétricas do grupamento -CH, (BURITI et
al., 2014). A banda em 1646 cm™ ¢ atribuida & presenca de 4gua adsorvida na regido amorfa do
polissacarideo (SILVA et al., 20202; CHEIRMADURAI, THANIKAIVELAN, MURALI,
2016).

A banda em 1152 cm™ é relacionada a deformacdo angular da ligagdo C-O, causada
pelo alongamento do anel piranosidico, enquanto a banda em 1027 cm™ corresponde ao
estiramento da ligagdo C-O-C (GOMES et al., 2020; RODRIGUEZ-CANTO et al., 2019). As
bandas de baixa intensidade em 815 e 872 cm™ ! estéo associadas a presenca de configuracoes
(conformadores a e B) e ligagdes glicosidicas, atribuida a unidades de a-D-galactopiranose e 3-

D-manopiranose, respectivamente (CERQUEIRA et al., 2011; SIQUEIRA et al., 2015).
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Figura 13 - Espectros na regido do infravermelho do derivado oxidado sem pré-tratamento de
ultrassom na regido de 4000-400 cm(A) e zoom da regido de 1850 a 1550 cm™*

Absorbancia (u.a)

T T T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 1800 1700 1600

Numero de onda (cm'1)

Figura 14 - Espectros na regido do infravermelho dos derivados oxidados com pré-tratamento de
ultrassom na regido de 4000-400 cm(A) e zoom da regido de 1850 a 1550 cm™*
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Nos espectros dos derivados oxidados com e sem tratamento de ultrassom, além

das bandas citadas anteriormente, surge um ombro referente a carbonila de aldeido em 1736
cm?. A baixa intensidade esta relacionada ao baixo grau de oxidacdo e a formagdo de
hemiacetais que ocorrem pela interagdo dos grupos aldeidos com as hidroxilas adjacentes

(FERREIRA et al., 2021; SILVA et al., 2020).
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A quebra das ligagcdes C-C do anel no processo de oxidagdo pode enfraquecer a
vibracdo do estiramento no FT-IR, que pode ser demonstrada pela menor intensidade das
bandas entre 1465-1310 cm™ (SU; JIA; SHAN, 2016). Resultados similares foram obtidos para
a oxidacdo de dextrana com graus de oxidacdo analogos, utilizando NaOls como agente
oxidante (FENG et al., 2017). Com relacdo aos derivados com tratamento de ultrassom, pode-

se concluir, a partir dos espectros, que as estruturas quimicas sdo semelhantes.
5.1.3 Ressonancia magnetica nuclear (RMN)

Os espectros de RMN 'H da galactomanana e dos seus derivados oxidados s&o
mostrados na Figura 15. No espectro da DR, os hidrogénios com deslocamento quimico entre
3,4 e 4,2 ppm referem-se aos hidrogénios H2 a H6 das unidades de manose e galactose. Na
regido mais desprotegida, encontram-se os hidrogénios anoméricos da galactose em 5,02 ppm
e da manose em 4,73 ppm (GOMES et al., 2020; LIMA et al., 2020; BURITI et al., 2014). A
razdo molar manose/galactose (M/G) foi obtida da razo das areas dos picos em 4,73 e 5,02
ppm, o valor foi 3,1/1.

O resultado obtido é similar ao reportado por Siqueira e colaboradores (2015) (3/1),
porém bem diferente do citado por Cheirmadurai, Thanikaivelan, Murali (2016) (1,54/1) e
Nwokocha, Williams e Yadav (2018) (5,1/1) para a mesma galactomanana. A razdo M/G
apresenta valores diferentes dentro de uma mesma espécie devido a varios fatores, entre eles:
localizacdo geografica, condicdo de crescimento, método de extracdo e outros (SUN et al.,
2018).

Ao correlacionar o espectro da DR com os dos derivados oxidados, pode-se
observar o surgimento de novos sinais na regido dos hidrogénios anoméricos (3 4,7-5, 2 ppm)
e um sinal em o 5,6 ppm. Esses sinais estdo relacionados a varias estruturas hemiacetalicas ou
aldeidos hidratados. Resultado similar foi reportado por Silva e colaboradores (2020) para
oxidacao de galactomanana de Cassia fistula (M/G: 3,1/1) com periodato de s6dio com grau de
oxidagéo de 10, 20, 50 e 80%.
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Figura 15 - Espectros de RMN *H (500 MHz, D0, 70°C) da galactomanana e dos derivados
oxidados
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5.1.4 Cromatografia de permeacéo em gel (GPC)

A galactomanana de DR e os derivados oxidados, sem e com pre-tratamento com
ultrassom, também foram caracterizados quanto a massa molar (Mpk, Mn, Mw e IPD) por GPC.
Os resultados estdo apresentados na Figura 16 e na Tabela 3. A DR apresentou uma Mw de
9,12 x 10° g mol™?. Valores proximos foram obtidos para a mesma galactomanana por
Nwokocha, Williams e Yadav (2018) (Mw: 7,22 x 10° g mol™) e por Siqueira e colaboradores
(2015) (1,51 x 10 g mol™).

Ao correlacionar a massa molar da DR com o derivado oxidado 10% (DROX10%),

constata-se que ocorreu uma diminuicdo da massa molar de aproximadamente 80%. A
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diminuicdo pode ter sido causada pela degradacdo durante a oxidacdo e pode indicar formacao
de ligacGes entre cadeias (hemiacetais), levando a uma consideravel diminuicdo do volume
hidrodindmico do material. Amer e colaboradores (2016) observaram comportamento analogo
para oxidacdo de xilana com periodato de sddio.

Figura 16 - Cromatogramas de distribuicdo da massa molar por GPC da galactomanana e dos
derivados oxidados
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Tabela 3 — Dados de massas molares das galactomanana e seus derivados oxidados

determinadas por GPC

AMOSTRA Mpk (@gmol?)  Mn (g mol?) Mw (g mol™) IPD
DR 5,9 x 10° 7,4 x 10* 9,1x10° 1,2 x 10*
DROx10% 1,2 x 10° 1,5 x 10* 2,5x10° 1,6 x 10*
DRU-Ox10% 7,1 x 10* 5,6 x 10° 1,5x10° 2,1x 10!
DRU-Ox20% 5,1x10* 54 x 10° 9,2 x 10* 1,8 x 10*

DRU-Ox30% 5,0 x 10 5,3 x 10° 7,7 x 10 1,4 x 10t
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O derivado com pré-tratamento de ultrassom e oxidado 10% (DRU-OxXio%),
apresentou uma reducdo de massa molar de 60% em relacdo ao sem tratamento de ultrassom
(DROx10%). Acredita-se que o principal responsavel pela degradagédo das cadeias do
polissacarideo durante o pré-tratamento com ultrassom seja o efeito de cavitacdo, onde as ondas
de ultrassom sdo produzidas (18 kHz a 1GHz) (LI; LI; ZHU, 2018; PU et al., 2017). A
degradacdo ocorre devido ao efeito mecanico causado pelo rapido crescimento e colapso de
microbolhas quando a solugcdo do polissacarideo é exposta ao ultrassom. As cadeias do
polissacarideo que ficam perto das microbolhas colapsantes sdo presas em um campo de
cisalhamento de alto gradiente, em que os segmentos mais proximos se movem em velocidade
mais alta do que os que estdo mais distantes. A diferenca de velocidade dos segmentos no
solvente causa a ruptura da cadeia (PU et al., 2017; MADRAS; MCCOY, 2001).

Outro dado importante dessa comparacgdo é o IPD, que aumenta quando o material
é submetido ao pré-tratamento com ultrassom. De acordo com PU e colaboradores (2017),
existem dois tipos de modelos para a ruptura da cadeia; o do ponto médio, onde a quebra da
cadeia ocorre no centro da mesma, e o outro € o aleatério, onde qualquer parte da cadeia tem
igual probabilidade de sofre ruptura. O aumento do IPD é um indicativo de que a ruptura das
cadeias ocorreu aleatoriamente, j& que ap6s o tratamento tem-se uma maior variacdo dos
tamanhos das cadeias.

Nos derivados com diferentes graus de oxida¢do, a diminuicdo da massa molar e do
IPD ocorre com 0 aumento do grau de oxidacdo. Com o aumento do grau de oxidagdo, uma
maior degradacdo do material é observada, e a clivagem das cadeias poliméricas ocorre em uma
maior proporc¢do, levando as mesmas a adotarem comprimentos mais semelhantes (IPD

diminuindo). Resultado similar foi encontrado por Gomez-Mascaraque e colaboradores (2014).
5.2 Caracterizacao dos poli-(N-isopropilacrilamida) aminados

5.2.1 Efeito do tempo de reacéo sobre as caracteristicas do PNIPAmM-NH2

O PNIPAmM-NH: foi preparado por polimerizagdo radicalar dos monémeros em
meio aquoso, utilizando o persulfato de potassio (KPS) como iniciador e cloridrato de 2-
aminoetanotiol como agente de transferéncia de cadeia (AET-CI). Quanto ao tempo de reacéo,
a variacdo de 3 até 24 horas foi reportada na literatura. Com objetivo de estudar o melhor tempo
para a sintese do PNIPam-NH,, trés diferentes tempos foram avaliados (3, 6, 12 horas)

utilizando uma razdo em mol de 1:50 de AET:NIPAm.
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O espectro de FT-IR do mondmero apresentou duas bandas caracteristica em 1617
e em 1408 cm™, correspondente a vibragdo de estiramentos do C=C e CH.= (Figura 17). Apds
a reacdo de polimerizagdo essas duas bandas ndo sdo mais observadas, e trés novas bandas
surgem; em 3436 e 3310 cmL, correspondentes a amina primaria, e em 634 cm™, do estiramento
C-S. As demais bandas referentes a estrutura do PNIPAm sdo as bandas de amina | (1650 cm~
1), 11 (1547 cm™) e deformagéo simétrica do ~CH3 (1377 cm™ 1) do grupo isopropil (CH (CHs)2)
(CHEABURU-YILMAZ, 2020; LU; LIU; NI, 2011). Confirmando assim a polimerizacéo e a
funcionalizagdo do polimero, porém ndo é possivel ver diferencas estruturais significativas com

0 tempo de reacéo.

Figura 17 - Espectros na regido do infravermelho dos PNIPAmM-NH; sintetizados em
diferentes tempos de reacdo na regido de 4000-400 cm™
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A influéncia do tempo de reacdo é observada na massa molar dos polimeros
determinada por GPC. Ocorreu um aumento da massa molar de pico (Mpk) até a reacdo de seis

horas e em seguida uma diminuicdo (Tabela 4).
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Tabela 4 — Dados de massas molares de pico (Mpk) dos PNIPAM-NH> em diferentes tempos

de reacéo
Tempo de 1
reacéo(h) Mpk (g mol™)
3 6,3 x 10°
6 7,3x10°
12 6,7 x 10°

Durand e Hourdet (1999), um dos primeiros autores a propor a funcionalizagdo do
PNIPAmM com o AET, obtiveram, utilizando a mesma razdo de AET:NIPAm, um polimero com
massa molar maior que a obtida nesse trabalho (13,2 x 10° g mol™), no entanto, o tempo de
reacdo utilizado foi de 18 horas. Também com 18 horas de reacdo, Gupta e colaboradores
(2011) obtiveram um polimero de massa molar proxima ao citado anteriormente
(10 x 10%g mol™), e Lencina e colaboradores (2014), utilizado 24 horas de reacéo, obtiveram
um PNIPAmM-NH, com massa molar menor do que a obtida nesse trabalho, 4,2 x 10°g mol™.

Uma das caracteristicas do PNIPAm que tem atraido a comunidade cientifica é a
sua termoresponsividade, com temperatura critica de solugédo inferior (LCST) em torno de
32 °C. Essa temperatura pode ser modificada pela massa molar, concentracdo, entre outros
fatores (KANO; KOKUFUTA, 2009). A LCST dos polimeros sintetizados nesse estudo néo foi
afetada pela variacdo de tempo ou de massa molar. Como a variagdo da massa molar é
relativamente pequena entre os tempos reacionais estudados, ndo foi possivel observar uma
influéncia na temperatura de transicdo. Todos os PNIPAmM-NH; apresentaram LCST de 36 °C
(Figura 18). A temperatura de transi¢do dos polimeros funcionalizados nesse estudo foi maior
que a citada na literatura (32°C) devido a menor massa molar

Com base no discutido acima, o tempo escolhido para a sinteses dos PNIPAmM-NH;

nesse trabalho foi de 6 horas, pois apresentou uma maior massa dentre os tempos estudos.
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Figura 18- Distribuigdo do diametro médio em fungéo da temperatura (25-50 °C) para 0s
PNIPAmM-NH. em diferentes tempos de reagéo
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5.2.2 Efeito da variacao da razdo de AET: NIPAm sobre as caracteristicas do PNIPAm-
NH:2

Com a finalidade de obter PNIPAM-NH2 com massas molares variadas, foram
utilizadas trés diferentes raz6es molares de AET:NIPAm foram utilizadas (1:50 (B), 1:100 (M)
e 1:250 (A)). As reagOes apresentaram um rendimento reacional maior que 75,0 %, e ocorreu
um aumento gradual com a diminuicdo da quantidade de AET utilizada. Houve também uma
diminuigdo da quantidade de grupos NH> com o aumento da razdo, isso j& era esperado, uma

vez que menos AET é adicionado no sistema (Tabela 5).
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Tabela 5 — Rendimento e quantidade de NH> dos PNIPAmM-NH: sintetizados com diferentes
proporcdes de AET:NIPAm

NPATA:  pctioan PEVOIMENTO  QUAVTIONOE O
B 1:50 75,3 1,09 x 10
1:100 82,8 9,18 x 10°
A Le28t 83,6 8,52 x 10°

Os espectros de FT-IR dos polimeros (Figura 19) confirmaram a polimerizacéo
com o aparecimento de bandas caracteristica de PNIPAm, entre elas as bandas de amina I e Il
(1650 cm™ e 1547 cm™), deformagcéo simétrica do —CHs (1377 cm 1) do grupo isopropil, como

discutido anteriormente no item 5.2.1.

Figura 19- Espectros na regido do infravermelho dos PNIPAM-NH2 sintetizados com
diferentes proporgdes de AET:NIPAm na regido de 4000-400 cm™
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Os espectros de RMN H dos trés homopolimeros (PNIPAM-NH;) aminados s&o
mostrados na Figura 20. Com um sinal de baixa intensidade na regido entre 7,7-7,8 ppm

correspondente ao proton N-H (NH e NH>) (f); um sinal em 3,82 ppm, atribuido ao préton do
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H-C do grupo isopropil ligado a funcdo amida (CH-NH) (d) (LEAL et al., 2013). Os sinais
entre 2,5-3,2 sdo atribuidos aos prétons do grupo etileno (CH.-CH,) (e) do agente de
transferéncia de cadeia.

Os sinais de baixa intensidade em 2,01 e 1,57 ppm correspondem aos protons
metinico (c) e metileno (b), respectivamente, e o sinal intenso em 1,14 ppm foi atribuido aos
seis prétons do metil do grupo isopropil (a) (Figura 20). A presenca dos sinais b e ¢ sdo
indicativos da polimerizacdo nas ligacdes dupla dos mondmeros de N-isopropilacrilamida.
Além disso, a auséncia de sinais entre 5,0 e 6,0 ppm indica a auséncia de monémero vinilico
nas amostras (LUO et al., 2012; LEAL et al., 2013; GE et al., 2007; BOYER et al., 2004;
KRASZNAI et al., 2012).

Figura 20- Espectros de RMN H (500 MHz, D,0, 25 °C) dos PNIPAm-NH; sintetizados com
diferentes proporcgdes de AET:NIPAm
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No espectro de RMN 3C (Figura 21), o sinal em 175,23 ppm corresponde ao

carbono carbonilico (CO) dos grupos amida. Os outros quatro sinais em 42,9, 41,8, 34,6 e 21,6
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ppm sao atribuidos aos carbonos metinicos da cadeia polimérica regular (-CH-CHy) e ao ligado
a funcdo amida (-CH-NHy), ao carbono do grupo metileno (-CH2-CH) da cadeia e o carbono
metil do grupo isopropil (-CH (CHzs)2), respectivamente (KAMETANI et al., 2017). Nao foram
observados sinais de carbonos relacionados com AET, possivelmente devido a baixa
quantidade no material. Com base nesses dados, pode-se confirmar a polimerizacdo do material.

Figura 21- Espectro de RMN *3C (500 MHz, D20, 25 °C) do PNIPAM-NH,-B

P O 8 ® g 5
H2N n 93 =3 b

e |

HN" S0

d a

a a
&
o
d

_omeem N

60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 ppm

A influéncia da razdo de EAT:NIPAm sobre a massa molar dos polimeros foi
estudada por GPC. A partir dos dados da Tabela 6, foi possivel verificar que had uma correlacao:
guando maior a quantidade de AET, menor é massa molar dos polimeros. Esse resultado ja era
esperado, devido a alta eficiéncia dos tidis como agentes de transferéncia de cadeias. Liu e
colaboradores (2019) também sintetizaram PNIPAmM-NH, em duas razdes diferentes de
AET:NIPAm (1:100 e 1:200) e obtiveram polimeros com massas molares distintas, 1,2 x 10* e
2,5 x 10* g mol?, respectivamente. Ao comparar com PNIPAM-NH2-M (2,3 x 10* g mol™?)
sintetizado na mesma razao, 1:100, a massa obtida foi aproximadamente 50 % menor (1,2 x 10*
g mol™Y), uma possivel justificativa seria utilizagdo de paramentos reacionais diferentes (70 °C,
24 horas e azo-bis(butironitrila) (AIBN)).
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Tabela 6 — Dados de massas molares e LCST dos PNIPAmM-NH: sintetizados com diferentes
proporcdes de AET:NIPAm

PNIPAM-NH; AEF\')I'A:\Sﬁ,aM MAS(ZAm'g’:%'—AR '—(CCS)T
B L2 7,4x 103 36
1:100 2,3 x 10* 35
A 1:250 6,4 x 10° 34

Ao correlacionar os dados de massa molar com os dados LCST, verifica-se que a
mesma é influenciada pela massa molar, como citado anteriormente. A LCST diminui com o
aumento da massa molar, sendo que para 0 PNIPAM-NH2-A a LCST é 34 °C, enquanto para o
PNIPAM-NH,-B ¢ dois graus maior (36 °C). Com o aumento da massa molar, as interacdes
hidrofdbicas e a entropia do sistema aumentam, favorecendo assim a transicdo em temperaturas
menores (Figura 22). Lencina e colaboradores (2014) sintetizaram dois PNIPAmM-NH, com
massas molares diferentes (4200 e 15800 g mol™) para a sintese de copolimeros com alginato,
0S mesmos apresentaram resultados similares ao obtidos nesse trabalho (36 e 35 °C).

Figura 22- Distribuicdo do diametro médio em funcdo da temperatura (25-50 °C) para 0s
PNIPAmM-NH: sintetizados com diferentes propor¢oes de AET:NIPAm
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5.3 Caracterizacao dos copolimeros: influéncia do tamanho da cadeia do PNIPAmM- NH:

e o efeito da reducéo da ligagdo imina
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Os copolimeros de DROXx10% € PNIPAM-NH> foram sintetizados por “grafting to”
via reacdo de formacdo de base de Schiff. Essa reacdo ocorreu entre os grupos aldeido da
galactomanana oxidada e os grupos amina do PNIPAmM-NH2 com o proposito de formar uma
ligacdo imina (C=N). Com o derivado DROX10% foram sintetizados trés copolimeros com o
objetivo de estudar a influéncia do comprimento da cadeia de PNIPAm-NH2-(A e B) (CP-B e

CP-A) e o efeito da reducdo da ligacdo imina para amina, utilizado NaBH4 (CP-AR).
5.3.1 Rendimento e percentual de NIPAm

Os rendimentos dos copolimeros sdo mostrados na Tabela 7. Com base nesses
dados, o rendimento reacional é mais afetado pela reacdo de reducdo que pela massa molar das
cadeias laterais. Essa diminuicdo do rendimento apds a reacdo de reducdo foi causada,
provavelmente, pela degradacéo das cadeias do copolimero e pela maior quantidade de etapas.
Geralmente, as reag¢des de enxertia pelo método “grafting to” apresentam baixos rendimento de
enxertia, pois as primeiras cadeias poliméricas enxertadas impedem a entrada de outras (CHEN
etal., 2013).

Tabela 7 — Rendimento reacional e percentual de NIPAm dos copolimeros CP-A, CP- Ar e

CP-B
COPOLIMEROS RENDIMENTO (%) 2 NIPAM (%)
CP-A 51,5+0,4 4,19 + 0,08
CP-Ar 49,3+1,0 3,99 + 0,04
CP-B 52,9+0,5 8,14 + 0,56

& Em relacdo a massa inicial de DROX10% + PNIPAM-NHa.

O percentual de NIPAm (NIPAm (%)) foi calculado por anélise elementar. O CP-
B apresentou o maior percentual de NIPAm, pois o PNIPAmM-NH2-B enxertado apresentou
menor massa molar, o que promoveu menor impedimento estérico a entrada das cadeias laterais

nas cadeias de galactomanana.

5.3.2 Espectroscopia de absorcéo na regido do infravermelho (FT-IR)
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A Figura 23 mostra os espectros de FT-IR dos copolimeros sintetizados. Os
espectros apresentaram bandas caracteristicas da galactomanana oxidada em 3000-3600 cm™
(v OH), 2910 cm™ (v CH) e 1154 cm™ (v C-O-C), como citado anteriormente. Além disso, 0s
espectros dos copolimeros também apresentaram absor¢do em 1650 cm™ (banda amida 1),
correspondente a vibragdo da ligagdo C=0, 1547 cm™ (banda amida II), resultante
principalmente da vibracéo da ligagdo N—H do grupo amida, e a banda em 2920 cm, associada
ao estiramento do grupo metila do isopropil — CH(CHa)2, -caracteristico do poli-
(N- isopropilacrilamida); o que confirma a reagéo de enxertia dos PNIPAm-NH nas cadeias da
DROx10% (LUO etal., 2012).

Figura 23- Espectros na regido do infravermelho dos copolimeros CP-A, CP-Ar e CP- B na
regido de 4000-400 cm™ (A) e zoom da regido de 1800 a 1500 cm™ (B)
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Gupta e colaboradores (2011) sintetizaram o copolimero de carboximetil guar e
PNIPAmM por reacdo de carbodiimina e obtiveram espectros com bandas caracteristicas de
PNIPAm similares as obtidas nesse trabalho. Li e colaboradores (2016) obtiveram espectros do
copolimero de alginato e PNIPAmM em que foi possivel observar, além das bandas citadas, as
bandas entre 1388-1368 cm correspondentes a deformagcéo simétrica do dimetil (-CH-(CHs)2).
Apesar dos copolimeros terem sido sintetizados por bases de Schiff, a banda

corresponde ao estiramento C=N (1690-1590 cm™) n&o foi observada, o que ocorre devido a
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sobreposicdo com a banda de amida | e agua (-OH). Resultado similar foi reportado por Su, Jia
e Shan (2016) para a reacdo entre dextrana oxidada e etilenodiamina por base de Schiff para a

formacéo de microemulsao.

5.3.3 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os copolimeros CP-A e CP-B foram caracterizados por RMN *H (Figura 24). Nos
espectros dos copolimeros a 25 °C, observam-se tanto os sinais referentes ao polissacarideo,
entre 3,4 e 5,1 ppm, quanto os sinais referentes ao PNIPAm-NH,em 2,02 ppm (-CH-CH>), 1,58
ppm (-CH-CH>), 1,14 ppm (-CH (CHs).) indicando a formacéo do copolimero.

Figura 24 - Espectros de RMN H (500 MHz, DO, 25°C) dos copolimeros CP-A e CP-B

] g 3
o - -
.

3

CP-B

CP-A

5.3.4 Concentracgao de agregacdo critica (CAC)

A concentragdo de associagdo critica dos copolimeros, ou seja, a concentragdo
minima para a formacdo das nanoparticulas em solucdo aquosa, foi determinada por
espectroscopia de fluorescéncia usando pireno como sonda. A razéo das intensidades (133s/1334)
do espectro de excitacdo do pireno foi obtida em vérias concentragcdes dos copolimeros. No
espectro de excitacdo, a banda em 334 nm se desloca com o aumento da concentracao,
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resultando em um aumento na razéo das intensidades (lzss/l334). Esse deslocamento indica que
0 pireno, por ser pouco soltuvel em agua (2-3 mmol L), tende a se dissolver preferencialmente
em um microambiente hidrofébico formado em meio aquoso. E possivel utilizar a variacio da
razdo das intensidades (lsss/lszs) do espectro de excitagdo do pireno para acompanhar a
formacéo dos agregados (WANG et al., 2007). Os valores de CAC foram determinados pela
intersecdo entre as linhas mostradas na Figura 25 e estdo reportados na Tabela 8

Todos os copolimeros formam agregados mesmo a 25 °C. Isso ocorreu devido as
cadeias de PNIPAM-NH: enxertadas na galactomanana oxidada terem a tendéncias de formar
agregados por auto-organizacdo mesmo abaixo da LCST. Comportamento similar ja foi citado
na literatura por Abreu e colaboradores (2016) para copolimero de goma do cajueiro-g-
PNIPAmM e Gomes e colaboradores (2020) para copolimeros de galactomanana-g- PNIPAm via
polimerizacéo radicalar livre.

A 50 °C, a CAC de todos os copolimeros é menor que a 25°C. 1sso se deve ao fato
que essa temperatura estad acima da LCST dos copolimeros, ou seja, a mudanca do estado de
hidratada (hidrofilica) para desidratada (hidrofobica) das cadeias do PNIPAmM-NH> ja ocorreu.
Nessa temperatura, tem-se um copolimero anfifilico que se auto-organiza em nanoparticulas.

Os valores de CAC dos copolimeros sintetizados com o PNIPAM-NH-A, CP-A e
CP-AR, sdo influenciados pelo percentual de NIPAm. O CP-A apresenta menor CAC devido ao
maior percentual, que favorece a formacdo de agregados em concentragdes mais baixas.

Ao comparar os valores de CAC dos copolimeros de cadeias de PNIPAM-NH; com
massas molares distintas (CP-A e CP-B), a maior CAC a 50 °C foi obtida pelo CP-B. A
diminuicdo do tamanho das cadeias laterais levou a formagéo de menores nucleos hidrofobicos,
ou seja, o copolimero tem um maior carater hidrofilico, o que leva a uma maior resisténcia a
agregacdo. Patrizi e colaboradores (2009) reportaram resultados similares quanto a influéncia
do tamanho da cadeia no valor da CAC nos copolimeros de PNIPAm enxertado em dextrana

via polimerizacao radicalar por transferéncia de &tomo (ATRP).
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Figura 25 - Razdo das intensidades (133s/1334) do espectro de excitagdo do pireno em fungéo da
concentracdo dos copolimeros CP-A, CP-Ar e CP-B a 25 e 50 °C.
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Tabela 8 — Valores de CAC dos copolimeros CP-A, CP-Ar e CP-Ba25e50 °C

CAC (mg mL™?)

COPOLIMEROS
25 °C 50 °C
CP-A 0,056 0,039
CP-AR 0,154 0,085
CP-B 0,340 0,180

Copolimeros de pululana-g-PNIPAm  (PL-g-PNIPAm), sintetizados por
polimerizagdo radicalar livre, com cadeias laterais com massas molares diferentes (0,61 x 10*

e 1,01 x 10* g mol™) também apresentaram tendéncia similar a obtida nesse trabalho, porém
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com valores de CAC a 25 °C consideravelmente maiores, 3,71 e 3,36 mg mL* (CONSTANTIN
et al, 2017). Uma possivel justificativa para o menor valor de CAC do CP-B (0,72 x 10* g
mol 1) quando comparado ao PL-g-PNIPAm seria a flexibilidade adquirida pelas cadeias da
galactomanana ap6s a oxidacdo, 0 que permite maior empacotamento das cadeias do
polissacarideo.

Gupta e colaboradores (2011) obtiveram valor de CAC maior que 0s obtidos nesse
trabalho (1,038 mg mL™, 25°C) para o copolimero de PNIPAmM enxertado em goma guar
carboximetilada por reagdo de quimica das carbodiimina (EDC). Gomes e seus colaboradores
(2020), utilizando galactomanana de maior massa molar, reportaram valores de CAC superiores
aos do copolimero CP-A e inferiores aos do CP-B (0,16 mg mL™ a 25 °C ¢ 0,09 mg mL™* a
50 °C) para o copolimero de galactomanana-g-PNIPAmM sintetizado por polimerizacao radicalar

livre.
5.3.5 Cromatografia de permeagéo em gel

A analise de GPC da DROxX10% e dos copolimeros foi realizada em uma solugéo de
nitrato de sodio 0,1 mol L™ como eluente a 30 °C, abaixo da LCST dos copolimeros. Os
cromatogramas dos copolimeros e da DROX10% S80 mostrados na Figura 26. Mesmo apos a
reacdo de enxertia, na qual cadeias sdo adicionadas a cadeia principal da DROXig%, 0S
agregados dos copolimeros apresentaram volumes hidrodindmicos iguais ou menores do que 0s
da galactomanana oxidada.

O copolimero CP-B apresentou volume de eluicdo semelhante ao da DROX1g%. 1SS0
ocorreu porque o CP-B tem cadeias laterais menores que ndo influenciam no volume
hidrodindmico do agregado. Para os demais copolimeros que possuem cadeias de PNIPAmM-
NH2 maiores, os picos se deslocam para volume de eluicdo maior que o da DROx10%. Esse
comportamento pode ser justificado pela agregacdo dos copolimeros, que resultam em volumes
hidrodindmicos menores. Resultados analogos foram obtidos para copolimeros de celulose-g-

PNIPAmM com trés proporg0es em massas molares diferentes de PNIPAm (YANG et al., 2015).
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Figura 26 - Cromatogramas de distribui¢cdo da massa molar por GPC da DROX10% € dos
copolimeros (CP-A, CP-Ar e CP-B)
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Uma outra justificativa seria a distancia entre as cadeias enxertadas. Copolimeros
com cadeias mais distantes apresentam volumes hidrodindmicos menores do que aqueles com
cadeias mais proximas. Esse comportamento foi observado para copolimeros de dextrana
enxertada com PNIPAmM com massas molares iguais, mas apresentaram volumes
hidrodinamicos diferentes quando a distancia das cadeias era distinta (CHUMACHEMKO et
al., 2017).

Esse resultado confirma os dados obtidos por CAC, indicando que mesmo abaixo
da LCST ha formacdo de agregados. Como consequéncia da estrutura ramificada dos

copolimeros, ndo foi feita nenhuma tentativa de calcular a massa molar.
5.3.6 Caracterizagdo das nanoparticulas

5.3.6.1 Espalhamento de luz dindmico (DLS)

A caracterizacdo por DLS foi utilizada para determinar a LCST e estudar o efeito
da temperatura nas propriedades de auto-organizacdao dos copolimeros. O ponto onde ocorre
um aumento ou diminui¢do brusca do didmetro médio é conhecido como a LCST do copolimero
(LV et al., 2011). A Figura 27 mostra a variacdo do diametro médio com a temperatura para

copolimeros e na Tabela 9 o didmetro médio a 45 °C e a LCST.
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Figura 27 - Distribuicdo do didmetro médio em funcéo da temperatura (25-50 °C) para 0s
copolimeros CP-A, CP-Ar e CP-B
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Tabela 9 — Temperatura de transi¢do (LCST) e diametro médio a 45°C das nanoparticulas dos
copolimeros CP-A, CP-Ar e CP-B

COPOLIMEROS LCST (°C) DIAMETRO MEDIO A

45 °C (nm)
CP-A 34 255+ 2
CP-Ar 35 268 +1
CP-B 40 395+5

O perfil de distribuicdo do diametro médio em funcdo da temperatura das
nanoparticulas formadas pelos copolimeros CP-A e CP-Ar séo diferentes do CP-B. Sendo que
o tamanho das nanoparticulas sintetizadas com PNIPAmM-NH2-B, cadeias menores, aumenta
apos a LCST e o com PNIPAmM-NH2-A, cadeias maiores, diminui. De acordo com Yang e
colaboradores (2013) a diminui¢do do tamanho € frequentemente encontrada em copolimeros
com ramificacdes de cadeias longas e lineares, onde o copolimero transita de espiral para um
gldbulo, ou seja, ocorre um colapso das cadeias. Enquanto o aumento de tamanho ocorre em
copolimeros com cadeias mais curtas onde o0 mesmo exibe uma conversdo de segmentos para
agregado. Mesmo que haja duas formas opostas, tanto o colapso quanto a agregacdo Sao
causados pela perda das ligac6es de hidrogénio do copolimero com a agua. Perfil similar foi
observado para os copolimeros de Alginato-g-PNIPAmM com percentual de 25 e 43% em massa
de PNIPAmM (VASILE; NITA, 2011).
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Ao correlacionar o CP-B e CP-A, é possivel pontuar a influéncia da massa molar
da cadeia lateral na temperatura de transicdo. O copolimero CP-B apresentou uma temperatura
de transicdo de 40 °C, enquanto o CP-A a LCST é similar ao do PNIPAmM-NH,-A (34 °C) que
Ihe deu origem. Isso ocorre porque a LCST depende do balanco entre os dominios
hidrofilicos/hidrofébicos. Quando o PNIPAm é enxertado na cadeia da galactomanana oxidada,
dependendo da massa molar dessa cadeia lateral é possivel se ter maiores ou menores interacdes
hidrofobicas. Quanto maior a massa molar das cadeias de PNIPAmM mais intensas sdo as
interacdes hidrofdbicas, resultando em valores de LCST menores MENDELEY CITATION
PLACEHOLDER 6. Chuang e colaboradores (2011) sintetizaram copolimeros de quitosana-g-
PNIPAmM (4725 g mol™) com LCST igual a CP-B.

Ja o copolimero que passou pela reacdo de reducdo teve sua LCST aumentada em
um grau em relacdo ao CP-A. As possiveis justificativas sdo 0s grupos amina que
proporcionaram um aumento das ligacdes de hidrogénio entre o copolimero e 0 meio aquoso
causaram uma maior resisténcia a agregacdo ou/e devido a hidrolise as cadeias de PNIPAm
durante o processo de reducao.

Os copolimeros CP-A e CP-Ar a 45 °C apresentaram tamanhos de particulas de
255 e 268 nm, respectivamente, valores inferiores ao observado para CP-B (395 nm). Yang e
colaboradores (2015) sintetizaram copolimero de celulose-g-PNIPAmM com uma razdo molar de
18:1 (NIPAm:unidade de anidroglicose) (2034 g mol™?) utilizando polimerizacéo radicalar por
transferéncia de a&tomo (ATRP), acima da LCST o tamanho das nanoparticulas é similar aos
apresentados nesse trabalho (200 nm). Porém Patrizi e colaboradores (2009) sintetizaram
copolimero enxertado de dextrana e PNIPAmM com massa molar de 11500 g mol™* por ATRP
com tamanho de nanoparticulas bem inferior aos citados nesse estudo (81 nm). Cheaburu-
Yilmaz (2020) enxertou PNIPAm (7399 g mol™) com massa molar similar ao do CP-B em
quitosana, porém o copolimero apresentou tamanho de particulas de 3500 nm, ap6s a LCST.

O processo de reducao do copolimero CP-A causou um aumento no tamanho das
nanoparticulas, comportamento similar foi obtido por Xu e colaboradores (2017) para
conjugados de dextrana oxidada e doxorrubicina via reacdo de formacdo de base de Schiff
reduzido e ndo-reduzido.

Gomes e colaboradores (2020) sintetizaram copolimeros de PNIPAmM e
galactomanana extraida de D. gardneriana (DG) por polimerizacdo radicalar. A galactomanana

de DG tem massa molar de 3,17 x 10° g mol™* e razdo manose/galactose 1,23. O copolimero
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DG-g-PNIPAmM apresentou tamanho de particula de 695,0 nm a 50 °C, um valor quase o dobro
do CP-B, material com maior tamanho. Outra diferenca é que a 25 °C, abaixo da LCST, o
copolimero de DG-g-PNIPAm apresentou tamanho de 3251 nm, ou seja, maior que a 50 °C,
enquanto o CP-B apresentou um comportamento inverso, menor a 25 °C maior a 50 °C. Essas
diferencas podem ser devido as diferencas no método de sintese, mas também devido as

diferencas na massa molar da galactomanana e na razdo molar de manose/galactose.
5.3.6.2 Microscopia de forca atdbmica (MFA)

A morfologia das nanoparticulas do CP-B e CP-A foi analisada por microscopia
de forga atbmica (MFA). As imagens de altura e fase sdo mostradas na Figura 28.

Figura 28 - Imagens de MFA de altura para as nanoparticulas de CP-A(A) e CP-B(C) e de
fase para CP- A(B) e de CP- B (D)
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As nanoparticulas apresentaram-se esféricas, com diametro médio de 57,37+£19,50
nm para CP-A e 47,13+£10,79 nm para o CP-B (Figura 28A e C). A tendéncia de tamanho dos
copolimeros observada nessa analise é diferente da obtida em meio aquoso, DLS, isso ocorre
devido a desidratacdo provocada durante a secagem.

O grafico de fase do CP-A (Figura 28B) apresentou uma textura em fase, em que
se observa uma organizacao da nanoparticula em nucleo-coroa. No CP-B (Figura 28D), ndo
se observa uma diferenca de fase. Isso pode ser explicado pelo tamanho da cadeia lateral, sendo
que o CP- A possui uma cadeia de PNIPAmM maior do que o CP-B, resultando em uma regido
hidrofobica mais extensa acima da LCST.

5.3.6.3 Estudo da estabilidade da ligagdo imina em pH 2,0

A ligacdo -C=N da imina (base de Schiff) é um exemplo de ligagdo covalente
dindmica. As ligacdes imina apresentam reversibilidade com alteracédo do valor do pH, diferente
das ligaces tradicionais (MOULIN; CORMOSW; GIUSEPPONE, 2012).

Com o objetivo de analisar parte desse processo dindmico, um estudo de hidrolise
da ligacdo imina do copolimero foi realizado em pH 2,0 a 38 °C, ou seja, acima da temperatura
LCST. A distribui¢do de tamanho dos copolimeros CP-A e CP-Ar foi acompanhada por DLS
por um periodo de seis horas. Pode-se observar na Figura 29A a distribuicdo de tamanho do
PNIPAmM-NH;, DROX10%, CP-A e CP-Agr no t = 0. Como o PNIPAmM-NH; e DROX1o%
apresentaram distribuigdes distintas, se existisse uma mistura fisica desses materiais a
distribuicdo deveria ser bimodal para os copolimeros, porém o CP-A apresentou uma
distribuicdo monomodal indicado a formacéao da base de Schiff.

As Figuras 29B e C apresentam a distribuicdo de tamanho dos CP-A e CP-Ar em
funcdo do tempo em solucdo aquosa pH 2,0. O copolimero CP-A, ap6s 2 horas, apresentou um
alargamento da banda e em 4 e 6 horas pode-se observar o inicio da separacdo das cadeias do
homopolimero e do polissacarideo, confirmando assim que os copolimeros sdo formados por
ligacdo imina, que é labil a pH 2,0. Enquanto a reducdo da ligacdo imina produziu um
copolimero mais estavel, CP-Ag, pois mantém a distribuicdo monomodal mesmo ap6s 6 horas
em pH 2,0.
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Figura 29 - Distribuicdo de tamanhos de particula dos copolimeros em pH 2,0. DROX10%,
PNIPAmM-NH-A, CP-A e CP-AR no t=0 (A), CP-A (B) e CP-Ar (C)
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A ligacdo imina formada por amina primaria e aldeido é a menos estavel das
ligacdes iminas formadas por base de Schiff, e, segundo a literatura, em pH menor que 6,5 essas
ligacOes sdo completamente desfeitas (XIN; YUAN, 2012). No entanto, os resultados
apresentados mostraram uma estabilidade das nanoparticulas, onde apenas depois de 2 horas
em pH 2,0 foi possivel visualizar a separacdo dos dois componentes que constituem as
nanoparticulas. Uma possivel justificativa seria as grandes massas molares do polissacarideo e
do PNIPAm e o enovelamento formado por eles na formagao das nanoparticulas. Esse resultado
confirma que os copolimeros sdo realmente formados por reacdo de formacéo de base de Schiff,
e que as nanoparticulas apresentaram uma certa estabilidade em meio &cido mesmo formados

por ligacdo imina e que a reducao foi eficiente com NaBHa.

5.3.7 Ensaio de citotoxicidade in vitro
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O resultado da citotoxicidade dos PNIPAmM-NH. (A e B), DROxio% € dos
copolimeros (CP-A e CP-B) é mostrado na Figura 30. As anélises de viabilidade celular in
vitro foram realizadas utilizando células renais (HEK 293T). A citotoxicidade associada aos
aldeidos de baixa massa molar, como por exemplo, o glutaraldeido, e ao de grande massa molar
como polissacarideos oxidados, tem sido mostrada em algumas publicacdes
(RAVICHANDRAN, JAYAKRISHNAN, 2018; LOPACHIN, GAVIN, 2014). No entanto, a
DROx10% Nd0 demonstrou potencial citotoxico frente a linhagem HEK 293T em nenhuma das
concentragOes analisadas. Uma possivel justificativa seria 0 baixo grau de oxidacéo utilizado
(10%).

Figura 30- Viabilidade celular em células renais (HEK 293T) na presenca da galactomanana
oxidada (DROX10%), homopolimeros (PNIPAmM-NH-A, PNIPAmM- NH;- B) e copolimeros
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Mellati e colaboradores (2016) estudaram a influéncia da massa molar na
citotoxicidade do PNIPAm em celulas HEK 293T e concluiram que PNIPAm de baixa massa
molar, grau de polimerizacdo (DP) de 35 (DP-35), mostrou-se citotoxico. O de massa molar
muito grande, DP-400, também apresentou 0 mesmo comportamento. Os PNIPAmM-NH;
sintetizados nesse trabalho ndo apresentaram citotoxicidade. Como PNIPAmM-NH,-B
apresentou um DP maior que 35 (DP-64), pode ser um dos motivos da sua nao citotoxicidade.
Ja 0 PNIPAM-NH:-A, apesar de apresentar um DP>400, também ndo se mostrou citotoxico.

Uma possivel justificativa seria que a concentragdo (1000 pg mL™) usada nesse trabalho,
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concentracdo usada na formacdo das nanoparticulas, € cinco vezes menor que a estudada por
Mellati e colaboradores (2016), que foi de 5 mg mL™.

Os copolimeros promoveram uma diminuicdo do crescimento celular (> 15%)
comparados aos materiais de partidas. Isso resulta do fato da ligagéo imina apresentar uma certa
toxicidade (SOKOLSKY-PAPKOV, DOMB, GOLLENSER, 2006). Todos os materiais
apresentaram excelente viabilidade celular, sendo esse um resultado importante para potenciais

aplicacdes nas areas biomédica e de liberacdo de farmacos.
5.4 Caracterizacgado dos copolimeros: estudo do efeito do grau de oxidacao

Os copolimeros de DRU-Ox e PNIPAmM-NH; foram sintetizados por “grafting to”
via base de Schiff. Com o derivado PNIPAM-NH.-M (2,3 x 10* g mol™) e DRU-Ox10%, DRU-
Ox20% € DRU-Ox309 foram sintetizados trés copolimeros com objetivo de estudar a influéncia

do grau de oxidag&o, CP10%-M, CP20%-M e CP3y-M.

5.4.1 Rendimento e percentual de NIPAm

O rendimento das sinteses apds a purificacdo é mostrado na Tabela 10. O
rendimento diminui com o aumento do grau de oxidacdo; uma possivel justificativa seria que o
aumento dos grupos aldeido tenha levado a formacdo de copolimeros hiperenxertados que
foram eliminados pelo processo de purificagao.
Tabela 10 — Rendimento reacional e percentual de NIPAm (%) dos copolimeros CP1o%- M,
CP20%-M e CP309%-M

COPOLIMERO RENDIMENTO (%) NIPAM (%)
CP1006-M 48,1+1,4 2,7+0,6
CP2006-M 46,6+1,2 2,7+1,2%
CP3006-M 43,32,0 4,1+0,6

O percentual de NIPAm enxertado (NIPAm %) foi obtido por analise elementar
utilizando o percentual de nitrogénio. Os copolimeros CP1o-M e CP200-M apresentaram

valores similares; porém, o CP3o%-M exibiu valor de 32,0% maior do que os dos outros dois
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copolimeros (Tabela 10). Esse resultado corrobora com a hipdtese de que quando maior a

quantidade de centros reativos, maior é a quantidade de cadeias enxertadas.
5.4.2 Espectroscopia de absorcéo na regido do infravermelho (FT-IR)

Os copolimeros foram caracterizados quanto a estrutura quimica por FT-IR (Figura
31). Todos os copolimeros apresentaram bandas caracteristicas da galactomanana oxidada em
3000-3600 cm™ (v OH), 2910 cm™ (v CH), 1152 cm™ (v C-O) e 1027 cm™ (v C-O-C). A
presenca do PNIPAm pode ser verificada nos copolimeros através da intensificacao das bandas
em 2934 (v CH) e 1650 cm™ (v =C-0), além da banda em 1547 cm™ (v N-H).

O espectro do copolimero CP3o-M, além de apresentar as bandas ja citadas
anteriormente, revela novas bandas em 1459 e 1377 cm™, correspondentes as deformagcdes
simétrica e assimétrica do C-H da metila do grupo isopropil do PNIPAm. Bandas similares
foram observadas no polimero estrela de B-ciclodextrina-poli(N-isopropilacrilamida) para a
formacéo de micelas (ZHOU et al., 2018).

Figura 31 - Espectros na regido do infravermelho dos copolimeros CP100-M, CP20%-M €
CP30%-M na regio de 4000-400 cm™
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5.4.3 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

A estrutura quimica dos copolimeros também foi analisada por RMN *H em D,0 a
temperatura de 25 °C (Figura 32). Os sinais atribuidos aos prétons dos anéis glicosidicos da

galactomanana oxidada sdo observados na faixa de 3,4 a 5,8 ppm.

Figura 32 - Espectros de RMN *H (500 MHz, D20, 25°C) dos copolimeros CP1gy-M, CP20%-
M e CP30%-M
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Os sinais caracteristicos do PNIPAm em 1,14 ppm (os dois grupos metil) e em
1,58 — 2,01 ppm (os grupos CH> e CH da cadeia) também sdo observados nos espectros dos
copolimeros. O sinal em 3,9 ppm, que corresponde ao proton metinico do grupo isopropil, ndo
aparece devido a sobreposicdo com os sinais da galactomanana. Nos espectros na regido dos

hidrogénios anoméricos (6 4,7-5,3 ppm), mesmo apds a reacdo, algumas estruturas
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hemiacetalicas permanecem, indicando que nem todos os grupos funcionais foram utilizados

na reacao.

5.4.4 Concentracdo de agregacdo critica (CAC)

Os valores de CAC dos copolimeros foram determinados utilizando a técnica
espectrofluorimétrica, com pireno como sonda fluorescente. A CAC foi determinada como a
concentracdo no ponto de intersecdo de duas retas tracadas antes e depois da inflexdo no grafico,
onde a razao lszs/l33s comega a aumentar (Figura 33 e Tabela 11).

Em todos os copolimeros e em ambas as temperaturas, ndao foram observadas
alteracdes significativas no deslocamento das bandas no intervalo de baixas concentracdes.
Entretanto, com o aumento da concentragdo, houve um aumento acentuado no deslocamento,

indicando a imersao de pireno nos microdominios hidrofébicos dos agregados.

Figura 33 - Raz&o das intensidades (l33s/1334) do espectro de excitagdo do pireno em funcéo da
concentragédo dos copolimeros CP1gy-M, CP20%-M e CP3o-M a 25 e 50 °C.
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Tabela 11 - Valores de CAC dos copolimeros CP10s%-M, CP200,-M € CP30%- M a 25 e 50 °C

i CAC (mg mL™?)
COPOLIMERQOS

25°C 50 °C
CP109%-M 0,213 0,154
CP200-M 0,204 0,142
CP30%-M 0,158 0,115

A 25 °C, todos os copolimeros apresentaram CAC, embora com valores maiores
que a 50 °C. A formagéo de agregados a 25 °C pode ser justificada pela tendéncia das cadeias
enxertadas de PNIPAm de se agregarem por auto-organizacdo abaixo da LCST. Esse
comportamento foi citado pela primeira vez na literatura por Abreu e colaboradores (2016) para
copolimeros de polissacarideo (goma do cajueiro) e poli-(N-isopropilacrilamida). A 50 °C, era
esperado CAC menores devido a desidratacdo das cadeias de PNIPAm, levando a formacéo de
nanoparticula do tipo core-shell com coroa hidrofilica e nucleo hidrofébico.

Os copolimeros CP1ow-M e CP20%-M apresentaram CAC prdoximas tanto a 25 °C
(0,213 e 0,204 mg mL™?) quanto a 50 °C (0,154 e 0,142 mg mL™), indicando que ambos tém
balanco hidrofilico/hidrofdbico semelhante. O CP3o%-M apresentou CAC bem menor que 0s
demais em ambas as temperaturas (25 °C: 0,158 mg mL™* e 50 °C: 0,115 mg mL™). Esse
comportamento se deve a maior quantidade de PNIPAM, que favorece a formacéo dos dominios
hidrofébicos em concentracdes mais baixas.

Constantin e colaboradores (2017) sintetizaram copolimeros de pululana (Mw: 2,0
x 10° g mol™) e PNIPAmM com massas molares de 0,6 e 1,01 x 10* g mol™. Os copolimeros
apresentaram CAC a 25 °C maiores do que as obtidas nesse trabalho (3,7 e 3,3 mg mL™). Gupta
e colaboradores (2011) sintetizaram copolimero de guar carboximetilada e PNIPAM-NH2 (M:
1,05 x 10* g mol™) por reacéo de acoplamento utilizado EDC. A CAC do copolimero a 25 °C
foi 5 vezes maior (1,013 g mL™) que as obtidas nesse trabalho.

Monteiro (2016) sintetizou copolimeros de galactomanana de Delonix regia e
PNIPAm por polimerizacao radicalar livre, onde na melhor condicdo, o copolimero apresentou
CAC a 25 °C de 1,65 mg mL™ e a 50 °C de 0,27 mg mL™. Mesmo utilizando a mesma
galactomanana e PNIPAm, a escolha do método de enxertia influenciou, pois os valores obtidos

nesse trabalho foram muito menores
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5.4.5 Cromatografia de permeacdo em gel (GPC)

A analise de GPC dos copolimeros foi realizada utilizando como fase movel nitrato
de sodio a 30 °C. Como jé citado na caracterizagdo das galactomananas oxidadas o aumento do
grau de oxidagdo é acompanhado pela diminuigdo da massa molar. Essa diferenca é refletida
nos copolimeros. Os picos dos copolimeros se descolam para volumes de eluigdo maiores do
que os das galactomanana oxidadas (DRU-Oxio% € DRU-Ox20%, DRU-Oxs0%) que 0S
originaram. O volume de eluicdo aumenta progressivamente com o grau de oxidacao, sendo
que os copolimeros CP10%-M e CP20%-M apresentaram deslocamento mais proximo que do
copolimero CP3p-M (Figura 34). Esse resultado indica que os agregados formados pelo
copolimero CPzo%-M apresentam um volume hidrodindmico menor que os demais,

corroborando com os resultados de CAC e NIPAm (%).

Figura 34 - Cromatogramas de distribui¢do da massa molar por GPC dos copolimeros CP1os-
M, CP20%-M e CP300%- M
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Yang e colaboradores (2015) obtiveram resultados similares para os copolimeros
de celulose-g-PNIPAm. No entanto, Patrizi e colaboradores (2009) obtiveram o oposto, todos
0s copolimeros apresentaram volumes de eluicdo menores que o do polissacarideo de partida.
Apesar das analises terem sido feitas por GPC, a coluna, eluente e temperatura eram diferentes,

e a massa molar das cadeias laterais era menor do que as utilizadas nesse trabalho.
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5.4.6 Caracterizagdo das nanoparticulas
5.4.6.1 Espalhamento de luz dindmico (DLS)

As propriedades de auto-organizacdo termoinduzidas dos copolimeros foram
investigadas por analise de DLS, utilizando soluges de 1mg mL™. A Figura 35 mostra a
relacdo da temperatura com o didmetro médio, e a Tabela 12 mostra o didmetro médio a 37 °C

e a LCST dos copolimeros.

Figura 35- Distribuicdo do diametro médio em funcgdo da temperatura (25-50 °C) para 0s

copolimeros CP10%-M, CP20%-M e CP30%- M em meio aquoso.
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Todos os copolimeros apresentaram perfis de distribuicdo de tamanho analogos, com
particulas maiores antes da temperatura de transicdo e menores depois. Esse comportamento é
esperado para copolimeros com cadeias laterais grandes. Vasile e Nita (2011) obtiveram perfil
similar para o copolimero com alto contetdo de PNIPAm (43% m/m) enxertado em alginato.
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Os copolimeros CP1g%-M e CP20%-M apresentaram LCST maiores (37 e 36 °C) do
que o PNIPAmM-NH; utilizado na sintese (35 °C). Este fendmeno é comumente observado para
copolimeros de PNIPAm e polissacarideos (LAI; HSIEH, 2012), j& que a transicdo de fase é
guiada por um balanco ente os segmentos hidrofilicos/hidrofébicos. O aumento do carater
hidrofilico (galactomanana) levou ao aumento da temperatura de transicdo. O copolimero
CP30%-M apresentou LCST de 35 °C, ou seja, igual ao PNIPAmM- M. De acordo com a literatura
e com base nos resultados, quando se tem uma maior quantidade de PNIPAmM, os segmentos

hidrofilicos ndo influenciam mais na LCST.

Tabela 12 — Temperatura de transi¢cdo (LCST) e diametro médio das nanoparticulas a 37 °C

dos copolimeros CP10%-M, CP20%-M € CP30%- M

. LCST DIAMETRO MEDIO
COPOLIMERO <0) A 37 °C (nm)
CP109%-M 37 365+9
CP209s-M 36 261 +2
CP30%-M 35 236+ 3

Os diametros médios das nanoparticulas a 37 °C apresentaram uma tendéncia de
diminuigdo com o aumento do grau de oxidacdo do material. O aumento do grau de oxidacéao é
acompanhado de uma diminuicdo da massa molar dos derivados oxidados. Gomes e
colaboradores (2020) reportaram que para copolimeros formados por galactomanana e
PNIPAm, a diminuicdo da massa molar do polissacarideo levou a reducao do didmetro médio
das nanoparticulas formadas. O CPio%-M e CPx%-M apresentaram percentual de NIPAm
similares, porém as massas molares dos derivados oxidados que Ihes deram origem diminuem
com o aumento do grau de oxidacdo. Isso justifica o tamanho das nanoparticulas formadas por
CP20%-M ser menor devido a menor massa molar da galactomanana oxidada (DRU-Ox20%).

As galactomananas oxidadas utilizadas para a sinteses dos copolimeros CPzp%-M e
CP20%-M apresentaram massas molares similares, porém o CPz%-M apresentou um maior
percentual de NIPAm (NIPAm (%)). Com mais cadeias enxertadas, maior € a contracdo do

nucleo hidrofébico e menores sdo as nanoparticulas produzidas por esse copolimero. Essa
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tendéncia foi reportada por Abreu e colaboradores (2016) para copolimeros de goma do cajueiro
enxertado com PNIPAm por reacdo de polimerizacdo radicalar livre e por Patrizi e
colaboradores (2009) para os copolimeros de dextrana-g-PNIPAm por polimerizagéo radicalar
por transferéncia de atomo (ATRP).

5.4.6.2 Estabilidade da liga¢éo imina

A estabilidade das ligacGes iminas nos copolimeros foi acompanhada por DLS em
diferentes pHs (5,0 e 7,4) por 10 horas. A partir dos dados dessa analise, pode-se entender como
a ligacdo imina, e consequentemente, o tamanho das nanoparticulas depende do pH no decorrer
longo de 10 horas. A Figura 36 apresentar a distribuicdo do didmetro médio das nanoparticulas
em razdo do tempo em diferentes pHs.

Figura 36 - Variacdo do didametro medio em fungéo do tempo para os copolimeros CP1go- M,
CP20%-M e CP30%- M em tampédo PBS pH 7,4 e 5,02 37 °C
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Os graficos mostram tendéncias distintas na distribuicio do tamanho de
nanoparticula para cada pH. Em pH 7,4, ocorreu a contracdo do tamanho das nanoparticulas
nas primeiras horas e se manteve sem modificacdo significativa a partir de 6 horas. Essas
diminuigdes do tamanho das nanoparticulas foram de aproximadamente 80, 50 e 30 nm para 0s
copolimeros CP10%-M, CP20%-M e CP30%-M, respectivamente. A reducdo do didmetro médio
pode ter mais de uma justificativa: a primeira seria a desidratacdo progressiva do nucleo
hidrofobico com o decorrer do tempo, e a outra, 0 amadurecimento anti-Ostwald, em que a
energia do sistema é minimizada pelo aumento da &rea superficial (diminuicdo do tamanho das
particulas). O amadurecimento anti-Ostwald foi mencionado na literatura para as
nanoparticulas do copolimero em bloco de poli-estireno e poli-etileno (KUMAR et al., 2010).
Essa estabilidade € um indicativo de que as estruturas das nanoparticulas formadas por base de
Schiff se mantém estaveis em pH 7,4.

Os copolimeros foram sintetizados por reacdo de formacdo de base de Schiff, em
que a ligacdo imina formada pela reacdo entre o grupo aldeido e amina é um exemplo de ligacao
reversivel com a variagdo do pH do meio. A diminui¢do do pH do meio favorece a ruptura da
ligacdo. Observou-se que em pH 5,0, o tamanho das nanoparticulas é maior do que em pH 7,4.
Esse aumento pode ser justificado pela ruptura da ligagdo imina entre as cadeias de
galactomanana oxidada e as cadeias de PNIPAm. A desconexao das cadeias laterais aumentou
a hidrofilicidade, levando ao intumescimento das nanoparticulas.

Kong e colaboradores (2020) relataram comportamento similar para derivados
anfifilicos de celulose oxidada e compostos aminados (hexilamina, oleilamina e rodamina)
formados por reacdo de base de Schiff. Em pH 7,4, as nanoparticulas eram estaveis, contudo,
em pH 4,0, as ligacdes iminas séo clivadas e as cadeias laterais sdo desconectadas das cadeias
do polissacarideo, levando ao intumescimento das nanoparticulas. Os autores observaram que
a clivagem da base de Schiff inicia na superficie da nanoparticula e prossegue lentamente em
direcdo ao interior da mesma. Para derivados com cadeias laterais com massa molar maior era

mais dificil a difusdo dos ions H* e, consequentemente, o desmonte da nanoparticula.
5.5 Sinteses e caracterizacdo dos pré-farmacos

Para a sintese dos pro-farmacos utilizou-se o copolimero CP3%-M e a

galactomanana oxidada (DRU- Oxz0%) como fonte de aldeidos e a doxorrubicina (DOX) como
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fonte de amina primaria, para a formacao dos conjugados via reacdo de formacéo de base de
Schiff. O copolimero CP30%-M foi selecionado para a sintese do conjugado com a DOX, pois

apresentou aldeidos remanescentes e maior percentual de NIPAm.
5.5.1 Eficiéncia de farmaco ligado (%) e carga de farmaco ligado (%)

A reacdo de sintese dos pro-farmacos foi avaliada quando a sua eficiéncia por meio
de dois paramentos: eficiéncia de farmaco ligado (EFL) e carga de farmaco ligado (CFL). Os

valores estdo apresentados na Tabela 13.

Tabela 13- Eficiéncia de farmaco ligado (EFL) e carga de farmaco ligado (CFL) dos pré-
farmaco CP30s%-M-DOX e DRU-OX300-DOX

PRO-FARMACO EFL (%)  CFL (%)

CP30%-M-DOX 59+6 5,9+0,6

DRU-Ox30%-DOX 71+5 7,1+0,5

O pré-farmaco CP30%-M-DOX apresentou 0os menores valores de eficiéncia e carga
de farmaco ligado (EFL). Isso pode ser atribuido ao fato de que o pro-farmaco CP3o%-M-DOX
foi sintetizado utilizando os grupos aldeido remanescentes da reacdo de formacdo do
copolimero, resultando em menor disponibilidade de grupos aldeido livres para a reacdo. Além
disso, as cadeias laterais de PNIPAm podem causar um maior impedimento estérico para a
reacdo de formacdo de base de Schiff entre os grupos aldeido livres e os grupos amina da DOX.

Sagnella e colaboradores (2014) sintetizaram prdé-farmacos de dextrana e DOX via
reacdo de formacdo de base de Schiff, utilizando DMSO como solvente e um percentual de 10%
(M/M) de DOX em relagcdo ao material funcionalizado com aldeido, ou seja, as mesmas
condicdes de sintese utilizadas nesse trabalho. A carga de farmaco ligado (CFL) foi de 4,5%, o
que representa um valor de 23 e 36% menor do que os obtidos por esse trabalho para o
CPz0%- M -DOX e DRU-Ox309%-DOX, respectivamente.

5.5.2 Espectroscopia de absorcao na regido do infravermelho (FT-IR) e Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN)

Os pro-farmacos foram caracterizados quanto a sua estrutura por FT-IR e RMN *H
(Figura 37 e 38).
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Figura 37 - Espectro na regido do infravermelho do pré-farmaco CPso%-M-DOX na regido de
4000-400 cm™ (A) e zoom da regido de 1800 a 1500 cm™ (B)

A B
1578
1720 '/
— CP
9
=
-
8
0
<
[}
2
]
o
0n
2
<
DOX
T T T T T T T T T T T T T T —T—
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 1800 1650 1500

Nimero de onda (cm”)

Figura 38 - Espectro na regido do infravermelho do pré-farmaco DRU-OX300,-DOX na regiao
de 4000-400 cm™ (A) e zoom da regido de 1850 a 1500 cm™ (B)
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Nos espectros de RMN H (Figura 39) dos pré-farmacos, a inser¢io da DOX nas
cadeias do copolimero e da galactomanana oxidada é confirmada pelo surgimento de novos

picos entre 7,5-8,0 ppm, referentes aos hidrogénios do anel aromatico (CURCIO et al., 2020).

Figura 39- Espectros de RMN *H (500 MHz, DMSO-ds, 25 °C) dos pré-farmacos CP3ou-M-

DOX e DRU-Ox3p%-DOX
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5.5.3 Concentragao de agregacéo critica (CAC)

A concentracdo de agregacdo critica (CAC) dos pré-farmacos foi determinada
utilizado o pireno como sonda fluorescente (Figura 40). Para o pro-farmaco DRU-Oxz00-DOX,
a analise foi realizada apenas a 25 °C, enquanto a do CPsp-M-DOX, tanto a 25 quanto a 50
°C.

A CAC obtida pela intersecdo das retas para DRU-Oxz0%-DOX foi de 0,077 mg
mL? (77,0 ng mL™). Poucos artigos na literatura citam a determinacio de CAC para pro-
farmaco de polissacarideos e DOX formados por reacdo de formacao de base de Schiff. Yin e
colaboradores (2018) determinaram a CAC do pro-farmaco de acido hialuronico e DOX (HA-
DOX), (CFL: 8,67%) pelo mesmo método usado nesse trabalho, e o valor obtido foi similar,
71,45 ng mL™*. Um valor de CAC menor (26,80 pg mL™) foi obtido por Li e colaboradores
(2017) para o pro-farmaco de dextrana e DOX, Dexsook-DOX, (CFL: 9,99%), porém utilizando

um método diferente, tenséo superficial.

Figura 40 - Raz&o das intensidades (l33s/1334) do espectro de excitagdo do pireno em funcéo da
concentragdo dos prd-farmacos CP3o%-M-DOX e DRU-Ox309-DOX a 25 e 50 °C.
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O pro-farmaco CP3o%-M-DOX, assim como o copolimero utilizado para sua sintese,
apresentou CAC a 25°C (0,115 mg mL ) e 50 °C (0,086 mg/mL™), porém menor (CP3pu-M -
0,158 mg mL™ (25 °C) e 0,115 mg mL* (50 °C)). A conjugacéo da DOX nos grupos aldeidos
remanescentes aumentou o carater hidrofobico do material, proporcionando a agregacao do proé-
farmaco em uma concentracdo menor. Os valores de CAC dos conjugados foram préximos,

sugerindo que o balanco entre as porcdes hidrofilica/hidrofdbica € semelhantes.
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5.5.4 Caracterizagdo das nanoparticulas
5.5.4.1 Espalhamento de luz dindmico (DLS) e Microscopia de forca atbmica (MFA)

Uma das caracteristicas dos pré-farmaco € sua capacidade de formar nanoparticulas
em meio aquoso. O diametro médio das nanoparticulas formadas pelos pré-farmacos, CP3o-
M-DOX e DRU-Oxz00%-DOX, foi analisado por DLS (Figura 41).

Apesar do CPs0%-M ja formar nanoparticulas a 37 °C devido a caracteristica
termoresponsiva adquirida pelo enxerto de PNIPAm, pode-se observar mudancas no diametro
médio apos a inser¢do da DOX. Ocorreu uma reducdo do didmetro das nanoparticulas de 236
+ 3 do copolimero (CP3o%-M) para 180 £ 3 nm no pro-farmaco (CP3o%-M-DOX). O aumento
da porcao hidrofébica, devido a insercdo da DOX, pode ter levado a uma maior contracdo do
nucleo, e consequentemente, a uma diminuicdo do diametro.

As nanoparticulas formadas apenas pela galactomanana oxidada e a DOX também

se auto-organizam em meio aquoso, porem com didmetro um pouco maior, 191+0,9 nm.

Figura 41 — Distribuicdo de tamanhos por DLS dos pro-farmacos CPzpe-M-DOX e DRU-
Ox306-DOX a 37 °C
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Sagnella e colaboradores (2014) obtiveram pro-farmaco de dextrana e
doxorrubicina formado por reacgéo de formacao de base de Schiff com CFL de 4,5% m/m, com
tamanho muito maior (300+50 nm) que o obtido para 0 CP30%-M-DOX que apresenta CFL

similar. Yin e colaboradores (2018) obtiveram nanoparticulas com didametro de 188,4+3,2 nm
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para pro-farmaco formado de &cido hialurdnico e doxorrubicina sintetizado por reacdo de
formacéo de base de Schiff com 8,67+0,98 % (m/m) de CFL. Ao comparar com os pré-farmacos
sintetizados nesse trabalho foi possivel obter tamanho similar, apesar de possuirem valores de
CFL menores. Nanoparticulas menores (164+2,6 nm) foram obtidas por Gao e colaboradores
(2017) para pro-farmaco de alginato com doxorrubicina, porém com um contetdo de farmaco
ligado trés vezes maior que o obtido nesse trabalho (21,14+2,64% (m/m)).

A morfologia e distribuicdo de tamanho das nanoparticulas do CP300-M e dos pro-
farmacos, CP30%-M-DOX e DRU-Ox300-DOX, foram analisadas por MFA (Figura 42).

Todos as nanoparticulas apresentaram morfologia esférica com didmetros médios
de 45,6+16,4, 43,3+18,1 e 23,3+11,3 nm para CP30%-M, CP30%-M-DOX e DRU- Ox300-DOX,
respectivamente (Figura 42A, D e G). Os tamanhos sdao menores que os obtidos por DLS. A
analise do tamanho por DLS é uma medida indireta, pois as dimensdes das nanoparticulas séo
medidas a partir do espalhamento de luz produzido pelo raio hidrodindmico dessas
nanoparticulas, onde a camada de solvatacdo influencia no valor do tamanho das particulas.
Enquanto por MFA a analise foi realizada com a amostra seca, ndo tendo a influéncia da camada
de solvatacdo, sendo assim uma anélise direta (OLIVEIRA et al, 2021).

A Figura 42 apresenta os graficos de fase para 0 CP3z00-M, CP30%-M-DOX e

DRU-Ox30%-DOX (B, E e H, respectivamente). Devido ao tamanho da cadeia do
PNIPAmM- NH2.M e da massa molecular da DOX, nédo foi possivel visualizar uma estrutura

nucleo-coroa como aconteceu com o copolimero CP-A, formado com cadeias laterais maiores.
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Figura 42 - MFA das amostras:
CP30%-M em (A) imagem 3D,
(B) imagem 2D — Z-PHASE e
grafico de distribuicdo por
diametro de particula em (C);
CP30%-M-DOX em (D) imagem
3D, (E) imagem 2D — Z-PHASE
e grafico de distribuicdo por
didmetro de particula em (F);
DRU-0OX30%-DOX em (G) im
imagem 3D, (H) imagem 2D —
Z-PHASE e grafico de
distribuicdo por diametro de

particula em (1).
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A Figura 42 também mostra a distribuicdo do diametro das nanoparticulas do
CP30%-M, CP300-M-DOX e DRU-Ox3z0-DOX (C, F e 1), respectivamente. O CP3p-M €
CP30%-M-DOX apresentaram distribuicdes bimodais (C e F), sendo que ocorreu uma
diminuigdo do tamanho das nanoparticulas com adigdo da DOX no CPzp%-M por reacdo de
formacdo de base de Schiff. Esse comportamento possivelmente ocorreu devido a contragdo do
nucleo, pelo aumento das interacdes entre os segmentos hidrofobicos. Ja 0 DRU-OXz09%-DOX
apresentou um perfil homogéneo e com particulas menores (I). Pode- se supor que no DRU-
Ox30%-DOX 0 volume hidrodindmico do nucleo, composto de DOX, é menor que o volume
hidrodindmico no CP3%-M-DOX, pois além da DOX, também tem as cadeias de PNIPAm.

Essa é uma justificativa para o menor diametro das nanoparticulas secas do DRU-Ox3zg%-DOX.
5.5.4.2 Analise da liberacado da DOX in vitro

O ensaio de liberagdo da DOX in vitro foi realizado em tampdes fosfato (PBS) pH
7,4 e 50, a fim de mimetizar condi¢Bes fisiolégicas normais de tecidos/sangue e o
microambiente acido intracelular endo/lisossomal de células tumorais. Conforme representado
na Figura 43, os pro-farmacos apresentaram um perfil de liberacdo controlada, indicando uma
distribuicdo homogénea do farmaco na nanoparticula. Outro perfil observado é o pH-
responsivo, onde ocorre um aumento significativo da liberacdo do farmaco com a diminuigéo
do pH.

Figura 43- Perfil de liberacao in vitro da DOX das nanoparticulas dos pro-farmacos CP3os%-
M-DOX e DRU-Ox300%-DOX em PBS 7,4 e 5,02 37 °C
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Em pH 7,4, 0 DRU-Ox30%-DOX liberou menos que 40%, enquanto o CP3ge-M-
DOX liberou aproximadamente 60 %. Essa diferenca no percentual de liberacdo pode estar
associada com a carga de farmaco ligado. Li e colaboradores (2016 (a)) realizaram um estudo
com pro-farmaco formado por hidroxietilamido e doxorrubicina, via reacdo formacédo de base
de Schiff, com diferentes cargas de farmaco. Os resultados da liberacdo indicaram que o
aumento na carga de farmaco levou a uma menor liberacdo. O pro-farmaco com CFL de 9,9%
liberou em pH 7,4 aproximadamente 40%, enquanto o derivado com CFL de 5,5 liberou 60%
no mesmo pH. Essa diminuicdo da liberacdo do farmaco ocorreu devido a uma maior
compactacao do nucleo da micela. Uma outra justificativa para a maior liberacdo do CP300-M-
DOX seria que a DOX pode estar tanto ligada quanto encapsulada.

Quando diminuimos o pH para 5,0, ocorreu um aumento da liberacdo da DOX dos
pro-farmacos para 75% (DRU-Ox30%-DOX) e 100% (CP30%-M-DOX). Esse aumento resulta da
répida hidrolise da ligacdo imina sob condicGes acidas. Uma pro-farmaco similar ao CP3gy%-M-
DOX foi sintetizado por Sagnella e colaboradores (2014), formado por dextrana oxidada, poli-
etileno glicol aminado e DOX via reacdo de formacdo de base de Schiff. O percentual de
liberagdo de DOX para esse pro-farmaco foi menor que a obtida nesse trabalho,
aproximadamente 80% em 120 horas.

Com base nos dados da liberagéo, pode-se concluir que DRU-OX300-DOX € CP300-
M-DOX séo estaveis em condicdes fisiologicas normais e altamente eficientes para liberacéo
em microambiente &cido intracelular. Esse caracteristica pH-responsivo dos pro-farmacos
aumenta a entrega do farmaco em um ponto alvo, aumentado assim a eficacia terapéutica e

reduzindo os efeitos colaterais in vivo.
5.5.5 Citotoxicidade in vitro

A citotoxicidade dos pré-farmacos e dos materiais de partida, CP30-M e DRU-
Oxa0%, foram analisadas frente a células tumorais (B16F10- melanoma e SNB-19-Astrocitoma)
e ndo tumorais (L929- fibroblasto murinho) (Tabela 14).

Os percussores dos pro-farmacos, CPso-M e DRU-Oxszow, N80 apresentaram
atividade citotoxica frente as linhagens testadas até a concentragdes de 100 pg mL™. Os pro-
farmacos ndo demostraram atividade frentes as células ndo tumorais (L929), porém,
apresentaram atividade frentes as células cancerigenas estudadas, o que corrobora com o0s
resultados do ensaio de liberagdo in vitro que mostram um maior percentual de liberacéo de

DOX em meio acido devido a clivagem da base de Schiff.
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O conjugado DRU-Ox300-DOX apresentou atividade frente as duas linhagens
tumorais estudadas. Nas linhagens, B16F10 e SNB-19, o mesmo exibiu uma atividade melhor
que a da DOX livre, com uma ICso de 0,50 e 1,18 ug mL?, respectivamente. O CP3p0%-M-DOX
apresentou atividade na linhagem B16F10 com excelente resultado, em que para inibicdo de
50% das células tumorais foi preciso s6 19,23% (ICso 0,15 pug mL™) do que € necessario de
DOX livre (1Cso 0,78 ug mL™?). Todavia, ndo apresentou atividade frente a linhagem SNB-19

até a concentracédo estudada.

Tabela 14 — Avaliacdo da concentracdo inibitoria média (Clso) das amostras frente as

linhagens tumorais e ndo tumorais

Clso pg mL? (Intervalo)

AMOSTRAS SNB-19 B16F10 L929
1,18 0,50 >50
DRU-OxX300-DOX
(0,74-1,86) (0,37 -0,68)
DRU-OxX30% >100 >100 >100
>50 0,15 >50
CP30%-M-DOX
(0,09 - 0,26)
CP309%-M >100 >100 >100
1,20 0,78 0,99
Doxorrubicina
(1,03-1,39) (0,66 —0,92) (0,92 - 1,08)

Os conjugados de hidroetilamido-DOX tiveram sua viabilidade celular avaliada na
linhagem de célula B16F10 (LI et al, 2016(a)). Para o conjugado com carga de farmaco 5,4%
a ICso foi de 0,29 ng mL™. Esse valor é aproximadamente o dobro do obtido para 0 CP30x%-M-
DOX com CFL 5,9%, para a mesma linhagem de célula, ou seja, 0 CP30%-M-DOX €é mais
eficiente na inibicdo dessas células que o pré-farmaco hidroetilamido-DOX. Esses resultados

potencializam o uso destas nanoparticulas como carreadores de farmacos anticancer, visto que
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é necessaria uma menor quantidade de DOX para tratar as células cancerigenas e ainda

poderiam minimizar os efeitos colaterais causados pela quimioterapia as células saudaveis.
5.6 Panorama geral dos copolimeros

Os copolimeros CP-A e CP-Ar apresentaram tamanhos de 234 e 274 nm,
respectivamente. Com esses tamanhos, essas nanoparticulas podem ser candidatas promissoras
como carreadoras de farmacos intravenosos (Tabela 15). Nanocarreadores para aplicacédo
intravenosa devem apresentar uma faixa de tamanhos variando de 30 a 300 nm para garantir
um tempo de circulacdo prolongado do transportador e ocorrer o acimulo em tumores através
do efeito de permeabilidade e retengdo aprimorada (EPR) (FERRARI et al., 2018). As
nanoparticulas formadas pelo copolimero CP-Ar também podem ser utilizadas em carreadores
de farmacos orais, pois as mesmas se mantém estaveis em meio acido, podendo assim proteger
0 principio ativo na passagem pelo estbmago. Muitos autores tém atribuido as nanoparticulas
poliméricas utilizadas com carreadores de farmacos oral um papel efetivo no aumento da
biodisponibilidade do farmaco e na internalizacdo celular (BRAZ et al., 2018).

Os copolimeros CPigw-M, CP200-M € CP30-M podem ser utilizados como
carreadores de farmacos intravenoso em pH fisiologico, pois as nanoparticulas formadas por
esses materiais poderiam expelir o farmaco devido a contracdo do tamanho associada a
desidratacdo progressiva no nucleo. Esses copolimeros, como foi observado nesse trabalho,
também podem ser utilizados na formacéo de pro-farmacos com antitumorais, pois promovem
uma liberacdo direcionada através da hidrolise da ligacdo imina em baixos pH, como o0s
encontrados nos tecidos tumorais (pH~6,5-4,0).

Todas as nanoparticulas desse trabalho podem ser utilizadas em liberagdo de
farmacos intranasal, pois sdo formadas por um polissacarideo com propriedades mucoadesivo

e com tamanhos capazes de atravessar os poros do muco (380-470 nm) (DAVKAR et al., 2014).
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CAC (mg mL™?)

CAC (mg mL™?)

TAMANHO (nm)

COPOLIMEROS  RENDIMENTO (%) SEoC 50°C (37°C) LCST (°C)
CP-B 52,9+0,5 0,340 0,180 40
CP-A 51,5+0,4 0,055 0,039 234+0,9 34
CP-Ar 49,3+1,0 0,154 0,084 274 £5,1 35

CP10%-M 48,1+1,4 0,213 0,154 365+ 9,0 37
CP20%-M 46,6£1,2 0,204 0,142 261+ 2,0 36
CP300%-M 43,3£2,1 0,158 0,115 236 +3,0 35
CP3006-M-DOX 81,6+0,2 0,115 0,086 180 + 2,6 -
DRU-OXx3006-DOX 94,1+1,8 0,077 - 191+0,9 -
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6 CONCLUSAO

Galactomanana oxidada com diferentes graus (10%, 20% e 30%) com/sem pré-
tratamento de ultrassom foram obtidas e caracterizadas. O derivado oxidado sem pré-tratamento
com ultrassom (DROx10%) apresentou o maior rendimento reacional, enquanto nos derivados
com pré-tratamento, o rendimento aumentou com o grau de oxidacdo. Nos derivados DROX10%
e DRU-Ox20% 0 valor experimental do grau de oxidacdo é proximo ao valor tedrico, porém no
DRU-OXaz0% esse valor € bem menor.

A reacdo de sintese do PNIPAmM-NH; por polimerizagdo radicalar com iniciador
KPS e agente de transferéncia de cadeia AET-CI se mostrou eficaz. O melhor tempo de reacédo
foi seis horas e a variacdo da quantidade de AET produziu PNIPAmM-NH2 com massas molares
diferentes.

Copolimeros foram sintetizados a partir da enxertia de PNIPAm-NH: (A e B) na
DROx109 por reagdo de formacao de base de Schiff. Todos apresentaram CAC a 25 e 50 °C,
termossensibilidade e LCST entre 34-40°C. O tamanho das cadeias de PNIPAM-NH; e a reacéao
de reducdo foram fatores determinante no tamanho das nanoparticulas formadas. A morfologia
obtida por MFA mostrou nanoparticulas esféricas e com tamanho bem menores que os obtidos
pelo DLS. A estudo em pH 2,0 das nanoparticulas formadas pelos copolimeros CP-A e CP-Ar
confirmou que os mesmos séo formados por rea¢do de formacgéo de base de Schiff. No ensaio
de viabilidade celular in vitro, os copolimeros e seus materiais de partida ndo apresentaram
citotoxicidade frente a células renais (HEK 293T).

Os copolimeros formados por enxertia de PNIPAmM-NH2-M nas cadeias das
galactomananas com diferentes graus de oxidacdo (CPi1o%-M, CP2w-M e CP3gy-M)
apresentaram CAC a 25 e 50°C, termossensibilidade e LCST entre 35-37°C. O tamanho das
nanoparticulas sofreu influéncia da massa molar da galactomanana oxidada e do percentual de
NIPAm. Todos os copolimeros apresentaram resposta ao pH, onde em pH 5,0 ocorreu aumento
do tamanho das nanoparticulas, enquanto em pH 7,4 ocorreu uma diminuicao.

A rota de sintese escolhida para a enxertia de PNIPAmM-NH; em galactomanana se
mostrou eficaz, sendo um método simples, rapido e sem a necessidade da utilizacdo de solventes
organicos.

Os pré-farmacos (CP3o%-M-DOX e DRU-Ox300-DOX) sintetizados por reagdo de
formacdo de base de Schiff entre a DOX e os aldeidos remanescentes do copolimero CPzgy-M
e da galactomanana oxidada (DRU-Oxso%) apresentaram tamanhos de nanoparticulas

dependentes dos segmentos hidrofébicos, sendo que CPzp-M-DOX apresentou o0 menor
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tamanho. Os pro-farmacos apresentaram perfil de liberacdo pH-responsivo, em que ocorreu um
aumento significativo do percentual de farmaco liberado com a diminui¢do do pH. Os pro-
farmacos mostraram-se eficientes para a tratamento de células tumorais (B16F10- melanoma e

SNB-19-Astrocitoma) sem afetar as células normais (L929- fibroblasto murinho).
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