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RESUMO

A artrite reumatoide (AR) é uma doenga autoimune, que afeta cerca de 1% da
populagdo mundial. Gera deformidade e destruicdo articular, devido a ocorréncia da
erosdo Ossea e cartilaginosa. Nanoparticulas de copolimeros anfifilicos a base de
polissacarideos e seus derivados tém sido amplamente estudados, por serem
biocompativeis e biodegradaveis, o que as tornam materiais promissores para
aplicagdes biomédicas. Copolimeros termorresponsivos enxertados com N-
isopropilacrilamida (NIPAM) sdo candidatos a liberagdo de farmacos, pois sao
capazes de alterar a sua estrutura de forma rapida e reversivel como resposta a
elevagdo da temperatura. O sulfato de dextrana (DS) apresenta biocompatibilidade
com os macréfagos responsaveis pelos complexos inflamatérios na artrite
reumatodide, além de ser obtido por bactérias, o que facilita o controle da sua
composi¢cdo quimica em escala industrial. O objetivo desse trabalho € sintetizar e
caracterizar nanoparticulas termossensiveis a base de DS enxertada com NIPAM
para o tratamento da artrite reumatoide. Os copolimeros foram sintetizados por
copolimerizagao radicalar e a influéncia da quantidade de NIPAM foi analisada. Os
produtos obtidos foram caracterizados por FTIR e RMN. Os espectros de FTIR dos
copolimeros apresentaram bandas caracteristicas do DS e do PNIPAM. Na RMN de
proton detectou-se também a presenca de sinais caracteristicos do DS e do PNIPAM,
confirmando assim a reacao de enxertia. Os copolimeros apresentaram transicao
de fase com aumento da temperatura. As temperaturas de transicdo foram menores
para os copolimeros com razdo molar NIPAM/DS de 3 (33°C) e de 1 (34°C) devido
ao menor teor de PNIPAM. O espalhamento de luz dindmico (DLS) mostrou que dos
copolimeros obtidos, o DS-g-3PNIPAM apresentou maior raio hidrodindmico e
melhor homogeneidade e uma concentragao de associagao critica de 0,176 mg/mL,
menor que a do DS-g-PNIPAM. As nanoparticulas formadas pelo copolimero DS-g-
3PNIPAM apresentaram estrutura esférica e tamanho inferior ao observado por DLS.
O DS-g-3PNIPAM se mostrou o mais indicado para a incorporagdo do metotrexato,
apresentando uma eficiéncia de encapsulamento de 27,6% e um conteudo de
farmaco de 5,7%.

Palavras-chave:Sulfato de dextrana. N-isopropilacrilamida. Metotrexato.



ABSTRACT

Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune disease, affecting about 1% of the
world's population. It generates joint deformity and destruction due to the occurrence
of bone and cartilaginous erosion. Nanoparticles of amphiphilic copolymers based on
polysaccharides and their derivatives have been widely studied because they are
biocompatible and biodegradable, which makes them promising materials for
biomedical applications. N-isopropylacrylamide-grafted thermo-responsive
copolymers (NIPAM) are candidates for drug release because they are able to
change their structure rapidly and reversibly as a response to temperature rise. The
dextran sulphate (DS) has biocompatibility with the macrophages responsible for the
inflammatory complexes in rheumatoid arthritis, in addition to being obtained by
bacteria that favors the control of structure in industrial scale. This work aims to
synthesize and characterize thermosensitive nanoparticles based on DS grafted with
NIPAM for the treatment of rheumatoid arthritis. The copolymers were synthesized by
radical copolymerization and the influence of the amount of NIPAM was analyzed.
The products were characterized by FTIR and RMN. The copolymers showed bands
characteristic of the DS and PNIPAM. 'H NMR detected the presence of signals
characteristic of the DS and the PNIPAM, confirming the grafting. The copolymers
showed phase transition with increasing temperature. Transition temperatures were
lower for the DS-g-3PNIPAM (33 °C) and DS-g-PNIPAM (34 °C) copolymers because
of the lower PNIPAM content. The Dynamic Light Scattering (DLS) showed that of the
copolymers obtained, the DS-g-3PNIPAM presented a greater hydrodynamic radius
and better homogeneity. The DS-g-3PNIPAM copolymer had a critical association
concentration (CAC) of 0.176 mg / mL, being lower than that of DS-g-PNIPAM at 50
°C. The nanoparticles formed by the DS-g-3PNIPAM copolymer showed spherical
structure and size smaller than that observed by DLS. Among the copolymers studied,
DS-g-3PNIPAM was shown to be the most suitable for the incorporation of
methotrexate, presenting an encapsulation efficiency of 27,6 and as a drug content a

value of 5,7.

Keywords: Dextran sulfate. N-isopropylacrylamide. Methotrexate.
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1 INTRODUGAO

A artrite reumatoide (AR) € uma doenga autoimune caracterizada por dor
nas articulagdes, inchaco, destruicdo do osso e cartilagem, que afeta de 0,3 a 1,0%
da populagcdo mundial (TAYLOR et al., 2016). Paciente com AR tem 40% de
aumento no risco de mortalidade e aumento de incidéncia de doencas
cardiovasculares, com nivel elevado de marcadores inflamatorios. Podem ser
administrados no combate a AR, medicamentos antirreumaticos, tais como:
Metotrexato (MTX), leflunomida, sulfassalazina e hidroxicloroquina. Dentre esses
medicamentos, o MTX é considerado como um farmaco eficaz desde 1980
(SCHETT et al., 2016).

As varias formas de dosagem convencionais disponiveis para o
tratamento da AR incluem comprimidos, capsulas, liquidos orais e produtos topicos.
As principais desvantagens associadas as formas de dosagem convencionais para o
tratamento da AR sdo a baixa adesao, meia-vida curta, biodisponibilidade e baixa
solubilidade do farmaco, que pode ser melhorada por novas formas de
administracao (MOVAHEDI et al., 2016).

As nanoparticulas (NPs) s&o utilizadas como agentes terapéuticos de
imagem e aplicagbes diagnosticas. Farmacos encapsulados por nanoparticulas
anfifilicas ajudam na entrega direcionada e/ou liberagado controlada. Nanoparticulas
conjugadas com ligantes especificos facilitam a penetragao celular (JANAKIRAMAN
et al., 2018).

Dextrana € um candidato altamente adequado para a modificagao
quimica, sendo hidrofilica e biocompativel. Na sua forma sulfatada apresenta-se
como ligante especifico para macrofagos ativados que se fazem presentes em
regides inflamadas devido a AR (KIM et al., 2013). A dextrana sulfatada (DS) tem
potencial para liberagéo direcionada de farmaco.

Diversos polimeros tém sido utilizados para comporem as cadeias laterais
dos copolimeros anfifilicos. Dentre eles, se destacam os polimeros inteligentes que
alteram sua estrutura e suas propriedades fisicas e quimicas em resposta a
estimulos externos, tais como: temperatura, pH, forga i6nica e luz. O poli(N-
isopropilacrilamida) (PNIPAM) é um polimero inteligente com propriedades sensiveis
a variagao de temperatura. Ele tem sido bastante estudado no campo biomédico,

principalmente por apresentar uma transigdo de fase proxima a temperatura do
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corpo humano (32 °C) (SCHILD, 1992; ZHANG et al., 2015).

Aplicagbes bem sucedidas de polimeros inteligentes nanocarreadores
dependem da possibilidade de controlar o equilibrio hidrofébico-hidrofilico da
macromolécula a temperatura fisiolégica. Um possivel ajuste da hidrofobicidade
desses polimeros e da regulagdo da regido de transicdo de fase e também do
tamanho dos dominios hidrofébicos por variagcdo do copolimero foi relatada por
Chumachenko et al. (2017).

1.1 Artrite Reumatoide (AR)

A artrite reumatdide (AR) é uma inflamacéo cronica complexa, doenga
caracterizada pelo aumento da permeabilidade vascular e invasao consequente de
células imunes, como macréfagos ativados e linfécitos (HEO et al., 2017). Como
muitas outras doengas, a AR é uma combinagdo de fatores genéticos e fatores
ambientais que aumentam a suscetibilidade. Geralmente, no inicio da artrite
reumatoide os pacientes apresentam apenas um pequeno numero de articulagdes
inchadas, rigidez matinal e fadiga. Com o tempo, as fases da doenga progridem e
passam a ser caracterizadas por poliartrite simétrica, especialmente nas maos e pés.
O agravamento desses sintomas pode ocasionar dano articular e deformidades
articulares, juntamente com limitagdes funcionais e perda de qualidade de vida e até
mesmo a morte (SANMARTI; RUIZ-ESQUIDE; HERNANDEZ, 2013).

Os avangos no tratamento da AR estiveram associados a regulagao
negativa do progresso da doenga e inibicdo do dano articular. No entanto, torna-se
necessaria uma administragao frequente em longo prazo de farmacos que resultam
em efeitos colaterais sistémicos indesejados (DOLATI et al., 2016). O tratamento da
AR utiliza praticas de estratégia intensiva, uma vez que as evidéncias cientificas
mostram que melhoram o curso da doenca. Essas estratégias intensivas sao
baseadas em dois fatores principais: (a) controle rigido do processo inflamatério e (b)
estabelecimento de um objetivo de tratamento baseado em indices da atividade da
doencga, que avalia 28 articulagdes (mé&os, punhos, cotovelos, ombros, joelhos), além
de resultados colhidos de exames de velocidade de hemossedimentagéo (VHS) ou
proteina C reativa (PCR), e percepcéao global da doenga pelo paciente (TOLEDANO
et al., 2018).

Para um paciente com a doenca ativa € recomendada a terapia inicial
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com anti-inflamatérios ndo esteroides (AINE) e/ou corticoides. Apesar do efeito
rapido sobre os sintomas, essa terapia nao altera o curso da doenca. Sao
introduzidos entdo, farmacos antirreumaticos modificadores da doenca,
denominados DMARD (SANMARTI et al., 2013). A Tabela 1 mostra as opgdes de

tratamento e os efeitos colaterais causados pelo uso de farmacos em longo prazo.

Tabela 1 - Opgbes de tratamento para artrite reumatoide

. ~ Exemplos de Riscos e efeitos
Classe Indicagoes -
agentes colaterais
Aspirina, Disturbio
Reduzir Ibuprofeno, gastrointestinal e
. ~ naproxeno disfungao renal
inflamagao aguda —
AINEs P . Menor incidéncia de
diminuindo assim SR
: disturbio
a dor Celecoxibe

gastrointestinal

Resisténcia a
insulina, afinamento

. . - Prednisona,
Corticoides  Anti-inflamatdrio dexametasona da pele,
osteoporose,
hipertensio
Cirrose hepatica,
pneumonia
Metotrexato intersticial,
mielossupressao
Hipersensibilidade e
Sulfassalazina reacdes alérgicas
Alterar o curso
DMARDs da doenca
Hidroxicloroquina Retinopastia
Cirrose hepatica e
Leflunomida mielossupressao
Reacoes de
Sais de ouro hipersensibilidade e
Nefrite

Fonte: Adaptada de Mitrogotri e Yoo (2011)

Por apresentar uma vasta aplicagdo, o metotrexato (MTX) € uma das
primeiras apostas para o tratamento de doengas autoimunes, além de ser um agente
antineoplasico utilizado no tratamento de cancer de mama, pulméo, e de leucemia,
linfoma, osteossarcoma e neoplasias da bexiga (BOGUSZ et al., 2019). Para
tratamentos antirreumaticos, o MTX é frequentemente usado em combinacdo com

outros agentes bioldgicos. Entretanto, o uso em longo prazo do MTX e em altas
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doses por administragdo sistematica tem sido associado a resisténcia a
medicamentos e a efeitos colaterais adversos (CHENG; LEE, 2017). Os efeitos
colaterais mais frequentes decorrentes da dosagem de MTX incluem feridas na boca,
estomatite e diminuicdo da quantidade de gldébulos brancos. Uma dose elevada por
mais tempo produz hepatotoxicidade grave, nefrotoxicidade, e supressao da medula
O0ssea. Outros efeitos colaterais causados por MTX incluem erupgdes cutaneas,
comichdo, tonturas, perda de cabelo e sonoléncia (DHANKA; SHETTY;
SRIVASTAVA,2017).

Uma estratégia para superar este desafio € desenvolver nanocarreadores
para MTX que direcionem o farmaco para macrofagos ativados nas regides

inflamadas, reduzindo a fracdo do MTX necessaria para o tratamento.

1.2 Nanotecnologia

Nanoparticulas (NPs) s&o estruturas com dimensbes na escala
nanométrica que tém se destacado para aplicagcbes em areas de cosmeéticos,
alimentos e principalmente na area farmacéutica. Elas s&o utilizadas como sistema
de liberacio de farmaco, pois desempenham um papel fundamental na protecao dos
medicamentos aos fatores ambientais pH, temperatura e degradagdo enzimatica
(DE PAULA; FEITOSA; PAULA, 2015). As nanoparticulas devem ser capazes de: (a)
encapsular e evitar a degradacao dos medicamentos, (b) melhorar a liberagdo do
farmaco e (d) poder ser produzida em grandes quantidades e em escala reprodutivel.

O diadmetro normal dos portadores lipidicos nanoestruturados (NLCs), ou
portadores de materiais hidrofdbicos, varia de 10 a 1000 nm. No entanto, para
liberacdo especifica no local, um intervalo de 50 a 300 nm & preferido,
especialmente para disturbios do sistema nervoso central e agentes quimioterapicos.
NPs com tamanho na faixa de 50 a 300 nm proporcionam uma melhor penetracao
de barreiras, maior captacédo nas células e agao rapida (KHOSA; REDDIA; SAHAB,
2018).

As NPs podem ser empregadas in vivo por mecanismos de segmentagao
ativa e segmentacdo passiva. Na segmentagcdo passiva, as nanoparticulas podem
ser fagocitadas por macréfagos, mesmo sem modificagdes em sua superficie, visto
que em articulagdes inflamadas ocorre uma elevagao da presenga de macrofagos.

Na segmentacédo ativa se faz necessaria a utilizagdo de ligantes direcionadores para



19

uma melhor distribuicdo de sistemas NPs no local desejado (PHAM, 2011). Um dos
direcionadores é o sulfato de dextrana (DS), que pode atuar como um ligante para
macrofagos da classe de receptor A (SR-A), sendo superexpressos por macréfagos
ativados. Portanto, as nanoparticulas baseadas em DS podem efetivamente
alcangar articulagdes inflamadas por mecanismos de segmentacéo ativa, tornando-

as portadoras ideais de farmacos para terapia de AR (HEO et al.,2017).
1.3  Sulfato de dextrana

A dextrana é um polissacarideo com uma cadeia principal de D-Glucose
ligada a-(1—6) com proporgdes variaveis de ligacdes. E um polimero altamente
linear produzida por Leuconostoc spp. € microrganismos relacionados. Ela é versatil
por causa de sua solubilidade, biocompatibilidade e biodegradabilidade. (CAMARA
et al., 2018).

O sulfato sédico de dextrana (DSS), representado na Figura 1, € um
derivado polianidnico de dextrana com até 3 grupos sulfato de sédio (—SO3Na)
ligados a cada unidade de repeticdo. DSS é amplamente aplicado em alimentos,

biotecnologia, industria farmacéutica e cosmética (YU et al., 2018).

Figura 1 - Estrutura molecular do DSS com grau de
sulfatagao 2

CH,

P H
OH H H

NaS0;0 0
H 0SO;Na

NaS0;0
= H OH

Fonte: O autor

A presencga de varios grupos funcionais, como hidroxila e sulfato, permite
que o polissacarideo seja modificado através da insergao de grupos hidrofébicos ou
hidrofilicos. A insercdo de uma cadeia polimérica ou a copolimerizagdo de um
monémero em um polissacarideo pode promover a formagao de nanoparticulas
auto-organizadas (MAYA et al., 2013).
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1.4 Polimeros termorresponsivos

Polimeros termorresponsivos sdo uma classe de materiais “inteligentes”
que tém a capacidade de responder a mudanca de temperatura. Essa propriedade
os torna materiais uteis em uma ampla gama de aplicagbes e, consequentemente,
atrai muito interesse cientifico. Eles sdo usados para aplicacbes biomédicas,
incluindo liberagao de farmacos e engenharia de tecidos (GANDHI et al., 2015).

Polimeros sensiveis a temperatura exibem uma transicdo de fase de
volume em uma determinada temperatura através da sua desidratacdo, o que
provoca uma mudanca subita no estado de solvatagdo. Polimeros que se tornam
insoluveis com o aquecimento tém uma temperatura critica de solugao inferior
(LCST). Os sistemas que se tornam soluveis por aquecimento tém temperatura
critica superior da solucdo (UCST) (HACKER et al., 2008; SHIMIZU; FUJITA;
NAGAMORI, 2010).

Os sistemas LCST e UCST nao estao restritos ao ambiente aquoso, mas
apenas o0s sistemas aquosos sao de interesse para aplicacbes biomédicas. A
mudanc¢a no estado de hidratacdo, que provoca a transicdo de fase volumétrica,
reflete propriedades competitivas de ligagbes de hidrogénio, onde séo favorecidas
as ligacdes de hidrogénio intermolecular das moléculas de polimero em comparagéo
a solubilizagdo promovida pela agua (LIU; URBAN, 2010).

Nos ultimos anos, tem havido um crescente interesse em polissacarideos
que exibem propriedades termorresponsivas quando em solugdo aquosa, e as
possiveis aplicagbes que possam surgir disso. Enquanto alguns PS que ocorrem
naturalmente sdo termorresponsivos outros requerem modificacdo quimica de suas
estruturas para tornar-se sensivel as mudancas de temperatura. Uma dessas
modificagcdes pode ser a copolimerizacdo. Copolimeros termorresponsivos podem
ser obtidos através da conjugacao desses polimeros sintéticos com polissacarideos
nao-termorresponsiveis. Um polimero sintético amplamente pesquisado com
propriedades termorresponsivas € a poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAM) (GRAHAM,;
MARINA; BLENCOWE, 2019).

Entre muitos polimeros termorresponsiveis estudados nas ultimas
décadas, a poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAM) tem gerado um grande interesse e
€ atualmente o mais investigado na literatura, devido sua ampla gama de aplicagdes
(WEI et al., 2009; ZHANG et al., 2015).
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1.5 Poli(N-propilacrilamida)

A poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAM) (Figura 2) € um polimero sintético
sensivel a temperatura, da familia dos polimeros poli(acriiamida), onde a
propriedade termossensivel do mesmo foi estudada sistematicamente pela primeira
vez por Heskins e Guillet (HESKINS; GUILLET, 1968).

Figura 2 - Férmula estrutural do monémero, NIPAM (a) e
de seu polimero, PNIPAM (b)

(NIPAM ) (PNIPAM )

Fonte: O autor

A termorresponsividade pode ser investigada através de valores de LCST.
Abaixo da LCST, as cadeias do PNIPAM s&o soluveis em agua devido a existéncia
de ligagbes de hidrogénio entre o polimero (grupos amida) e moléculas de agua.
Acima da LCST, as ligagdes de hidrogénio com a agua nao sao favorecidas e o
PNIPAM apresenta uma preferéncia por realizar as ligagdes de hidrogénio com
grupamentos semelhantes a ele, acarretando em uma expulsdo de moléculas de
agua da rede polimérica (SLIWA et al., 2014)( Figura 3).
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Figura 3 - Interagdes do PNIPAM com agua abaixo e acima da LCST

-

5
Associagio com agua | ',‘:
b #
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Fonte: Adaptada de Wang e Wu (2012).

Como o PNIPAM tem grupamento hidrofilico (amida) e grupamento
hidrofobico (hidrocarbila e isopropila) em sua estrutura, ele exibe uma transicao de
fase volumétrica acima da temperatura critica inferior da solugédo (LCST), que ocorre
em torno de 32 °C em meio aquoso (HESKINS; GUILLET, 1968; WU; ZHOU, 1995).
A transicao de fase, em agua, do poli(N-isopropilacrilamida) fornece a ferramenta
ideal para estudar a influéncia da estrutura molecular interna, ou seja, da sua
densidade de enxerta (CHEN et al., 2012; HAMMOUDA; JIA; CHENG, 2015).

Assim, o PNIPAM é soluvel a temperatura ambiente, mas sofre transigao
de fase perto da temperatura fisiolégica (37 °C). Esse polimero pode ser usado para

o encapsulamento e liberagc&o controlada de farmacos (KUTSEVOL et al., 2018).

1.6  Copolimeros por enxertia

Varios copolimeros por enxertia tém sido sintetizados. Aqueles que tém
em sua composig¢ao polimeros naturais se destacam por adquirirem propriedades
adequadas para aplicagdbes biomédicas, como carreadores de farmacos.
Polissacarideos e seus derivados sao materiais promissores neste campo por serem
biocompativeis e biodegradaveis. No geral, eles compdem a cadeia principal dos
copolimeros (KALIA; SABAA, 2013; MAHANTA et al., 2015; DE PAULA; FEITOSA;
PAULA, 2015).

A enxertia de cadeias poliméricas em polimeros naturais ou em outros
substratos pode ser realizada seguindo trés abordagens diferentes; grafting from,

grafting to e grafting through, com as duas primeiras abordagens sendo as mais
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usadas (VALDEZ; CHAMPAGNE; CUNNINGHAM, 2018).

Figura 4 - Representagdo de modificacado de polissacarideo via a) grafting from; b) grafting
to e c) grafting through

polissacarideo-g-{co)polimero
iniciador monémero

* e &
P see

a) e Nﬂ aee

grafting from

(co)pelimero
sintetizado wvia

pelissacarides iniciadeor

b} grafting to ;
3 &
g 7 L 225 T,

*eE
TET & 9grupos fl.im:_ionais

polissacarideo-g-{co)polimero

c)
grafting through
iniciador
* radicalar >
polissacarideo
funcionalizado
com grupos

vinilicos {co)polimero-g-polissacarideo

Fonte: Adaptada de Valdez, Champagne e Cunningham (2018)

O graft from (Figura 4a) também €& conhecido como copolimerizagao
iniciada pela superficie. E geralmente usado quando maiores densidades de enxertia
sdo desejadas. As cadeias poliméricas crescem a partir da superficie do substrato,
que primeiro tem que ser funcionalizado com um iniciador antes de realizar a
copolimerizagao na presenga do monémero desejado. No graft to (Figura 4b), as
cadeias poliméricas sdo sintetizadas antes de estarem ligados a superficie do
substrato ou ao esqueleto do polimero; o substrato deve possuir grupos funcionais
capazes de reagir com o grupo funcional terminal dos polimeros sintetizados. Na
abordagem do graft through (Figura 4c) uma cadeia polimérica funcionalizada com
grupos terminais vinilicos é copolimerizada com outros mondmeros, produzindo
copolimeros (HADJICHRISTIDIS et al, 2006; VALDEZ; CHAMPAGNE;
CUNNINGHAM, 2018).

A enxertia via grafting from tem sido bastante relatada na literatura. As
reacgdes sdo realizadas principalmente por polimerizag&o via radicais livres (DENG et
al., 2015; KEKEZ et al., 2016; CHUMACHENKO et al., 2017).
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1.7  Polimerizagao via radicais livres

A polimerizagao por radicais livres € o método tipico de polimerizagao por
enxertia de varios monémeros em polimero existente. Ela é iniciada quimicamente
ou por radiagdo (PARIDA et al., 2015). Durante a polimerizagdo, a formagao de
radical para as reagdes de iniciacao pode ocorrer tanto no polimero de base como
no monémero a ser enxertado (MAHDAVINIA; ZOHURIAAN-MEHR; POURJAVADI,
2004).

Em uma reacdo de polimerizagdo por radicais livres, o aumento da
concentragdo de iniciador leva a uma redugcdo da massa molar. Além disso, os
radicais livres podem levar a degradagéao da cadeia de polissacarideos. No entanto,
esses efeitos dependem da interagdo entre o iniciador, o mondmero e o
polissacarideo (MARQUES et al.,2016).

A polimerizagdo em cadeia consiste em uma sequéncia de trés etapas -
iniciagcao, propagacao e terminagéo. Considera-se que o0 passo de iniciagao envolve
duas etapas: a dissociacdo do catalisador e a adigdo deste radical a primeira
molécula de polissacarideo para produzir o radical de iniciagdo da cadeia (P°®). O
radical (R®) é frequentemente chamado de radical iniciador ou radical primario para
distingui-lo das espécies iniciadoras da cadeia (P°®). Propagagdo consiste no
crescimento de M® pelas adigdes sucessivas de grande numero de moléculas
monomeéricas. Em algum momento, a cadeia polimérica de propagacédo para de
crescer e termina. A terminagdo com a aniquilagdo dos centros radicais ocorre por
reacao bimolecular entre radicais. Dois radicais reagem um com o outro pela
combinacao (acoplamento) ou, mais raramente, pela desproporgéo, na qual um
radical de hidrogénio que € beta para um centro radical & transferido para outro

centro radical (ODIAN, 2004), representado na Figura 5.

Figura 5 - Esquema geral das etapas da polimerizagado radicalar de um mondmero vinilico (M)
em um polissacarideo (P), iniciada pela espécie |

' =
Iniciacdo Propagacio Terminacio por combinacio
M . *____
] — OR® P® e D s PM, + PM,, PMy - 15Myno 3P
r 1M Terminacs 3 &
R e pe PM® P M ;m) en:m a(;a.o por despropor¢io
M, + PMy, = PM, + PM,
\ \

Fonte: Adaptado de Moad e Solomon (2006)
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O perssulfato de potassio tem sido utilizado como iniciador em sintese de
copolimeros por enxertia a base de polissacarideos (MARQUES et al., 2016;
YILMAZ et al., 2016; EL-HAMSHARY et al., 2015).

Diante do exposto este trabalho tem como objetivo estudar a enxertia da
N-isopropilacrilamida em sulfato de dextrana a fim de se obter nanoparticulas auto-
organizadas e termorresponsivas que tenham capacidade de encapsular MTX.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Sintetizar e caracterizar nanoparticulas de sulfato de dextrana (DS)
enxertada com poli(N-isopropilacrilamida) para uso como matriz na incorporagéo de
metotrexato no tratamento da Artrite Reumatoide.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar o efeito da razdo molar de sulfato de dextrana/N-

isopropilacrilamidana formacao dos copolimeros;

e Caracterizar o sulfato dextrana e a poli (N-isopropilacrilamida) por analise
elementar, FTIR, RMN, DLS, GPC, TGA e DSC;

e Investigar as propriedades dos copolimeros através das técnicas de FTIR,
RMN, CAC, DLS, GPC, TGA, DSC e MEV;,

e Determinar a estabilidade das nanoparticulas em solucdo tampéao fosfato
simulando o meio fisioldgico;

e Avaliar a capacidade de incorporacdo do farmaco metotrexato as

nanoparticulas.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Materiais

O sulfato sédico de dextrana (DS) de massa molar 5x10° g/mol foi
adquirido da Serva. O N-isopropilacrilamida (NIPAM) usado como monémero
sintético, o perssulfato de potassio (KPS) e o N,N,N’,N’-Tetrametileno-diamino
(TEMED), utilizados como iniciadores, foram adquiridos da Sigma Aldrich®. Acetona,
fosfato de potassio monobasico anidro, fosfato de sédio dibasico foram adquiridos
da Vetec®. O hidréxido de sédio foi oriundo da Synth® e a Pululana (P-82) foi
adquirida da Shodex.

3.2 Sintese e purificagao dos copolimeros

A sintese, utilizando o iniciador KPS, baseou-se na metodologia descrita
por Shi e Zhang (2007) com modificagbes. Foram dissolvidos 500 mg de DS em
100 mL de agua destilada sob atmosfera de nitrogénio a temperatura ambiente
(25 °C) por 30 minutos. Posteriormente, foi adicionado ao sistema reacional o
iniciador KPS com raz&o molar 7:1 (DS/KPS), juntamente com TEMED em uma
razao molar 1:1 (KPS/TEMED). Ap6s 20 minutos, foi adicionado NIPAM para a
formacdo do copolimero. O sistema foi mantido a temperatura ambiente em
atmosfera inerte por 4 h. A solugéo resultante foi colocada em dialise contra agua
destilada até que a condutancia da agua residual estivesse proxima a da agua
destilada. Foi necessario um periodo de 2 dias, realizando trocas de agua em
intervalos de 12 horas. Em seguida, o material foi liofilizado. Na sequéncia, os
copolimeros foram dispersos em acetona sob agitacdo magnética (300 rpm) por 24 h
para dissolver o homopolimero que pode ter sido formado durante a reacdo de
enxertia. Por fim, os copolimeros foram centrifugados sob rotagdo de 6000 rpm
durante 20 minutos. O precipitado foi recolhido e redissolvido em agua destilada
para posterior liofilizagao.

Foram realizadas trés sinteses diferentes variando a razdo molar
DS/NIPAM. A concentracdo de iniciador foi mantida constante em todas as reacgdes.
Os copolimeros obtidos foram nomeados de DS-g-PNIPAM, DS-g-2PNIPAM e DS-g-
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3PNIPAM. O numero a frente da sigla PNIPAM significa o numero de mols do NIPAM
adicionados por mol de DS.

O rendimento reacional do copolimero n&o purificado (RCNP) e o
rendimento reacional do copolimero purificado (RCP) foram calculados de acordo

com as Equacdes 1 e 2:

RCNP (%) = massa de copolimero nao purificado 100 1
(%) = massa inicial de (DS + NIPAM) * @

massadecopolimeropurificado

RCP (%) =
(%) massainicialde (DS + NIPAM) *

100 )

3.3 Incorporagao do Metotrexato

Para a incorporagdo do MTX, foram utilizados 8 mL da solugdo de
copolimero na concentragdo de 1 mg/mL, acrescidos de 2 mL da solugédo do farmaco
na concentracdo de 1 mg/mL, totalizando um volume final de 10 mL. A concentragao
foi de 20% em massa de MTX com relagdo a massa do copolimero. As duas
solugcbes foram preparadas em DMSO. Essa solugdo de copolimero/MTX foi
gotejada em 20 mL de agua destilada a 37 °C para formagao das nanoparticulas.
Esta solugdo foi lentamente adicionada em 50 mL de agua destilada e mantida
durante 10 minutos em contato sob lenta agitacdo. Posteriormente, a solugdo final
foi dialisada contra agua destilada por 48 horas a fim de remover o DMSO, com

trocas de agua a cada 24 horas e, em seguida, liofilizada.

3.3.1 Determinagado da Eficiéncia de encapsulamento e Conteudo de farmaco
do MTX

A quantificagdo do MTX nas nanoparticulas foi realizada utilizando DMSO
para a extracdo do farmaco. Essa analise foi realizada utilizando espectrofotdmetro
UV-visivel SHIMADZU UV-1800, com a seguinte curva de calibracao:

ABS = 0,0275+ 52,35 x C (3)

onde C é a concentragao de MTX em mg/mL
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A Eficiéncia de Encapsulamento (EE) e o Conteudo de Farmaco (CF)

foram determinados através das equacoes 4 e 5:

EE(%) = Massa de farmaco extraido da nanoparticula 100 4
%) = Massa inicial de farmaco x )

CF (%) = Massa de farmaco extraido da nanoparticula 100 .
(%) = Massa de copolimero x ®)

3.4 Caracterizagao dos copolimeros

3.4.1 Espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR)

O DS e os copolimeros foram caracterizados por FTIR a fim de confirmar
a presenca das bandas caracteristicas do DS e comprovar a reacdo de enxertia com
o NIPAM. As amostras foram analisadas em pastilhas de brometo de potassio (KBr)
no espectrofotdmetro Shimadzu modelo IRTracer100 na regidao entre 4000 e 400

cm™.

3.4.2 Cromatografia de Permeagao em Gel (GPC)

O volume de eluigcéo foi determinado por cromatografia de permeagéo em
gel através de um cromatégrafo Shimadzu LC-20AD acoplado a um detector de
indice de refracdo (RID-10A). Foi utilizada a coluna PolySep linear (7,8 por 300 mm)
e NaNOs3 (5q) 0,1 mol/L como fase moével, a temperatura de 25 °C e fluxo de 1 mL/min.
O volume injetado das amostras foi de 50 pL.

Pululana foi utilizada como padrao, sendo a equacao da curva padrao:

LogM, = 14,41-1,1392V, (6)

Onde M, € a massa molar de pico e V. € 0 volume de eluicdo
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3.4.3 Analise Elementar (CHNS)

Os teores de nitrogénio, hidrogénio, carbono e enxofre do DS e dos
copolimeros foram determinados por microanalise elementar utilizando o

equipamento Series || CHNS/O Analyzer da PerkinElmer.
3.4.4 Ressonéancia Magnética Nuclear (RMN)

As anadlises dos copolimeros e do PNIPAM por ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio (RMN'H) e do DS por ('H -"*C HSQC) foram realizadas no
equipamento Bruker Modelo Avance DRX500, com controle de temperatura, de 25 e
70 °C utilizando como padrao o acido 4,4-dimetil-4-silapentano1-sulfénico (DSS). As

amostras foram preparadas em agua deuterada (D,0).
3.4.5 Analise Termogravimétrica (TGA)

A TGA do polissacarideo e dos copolimeros foi realizada em equipamento
Q-50 TA em atmosfera de nitrogénio com um fluxo de 50 mL/min. Foi usada uma
taxa de aquecimento de 10 °C/min em uma faixa de 25 °C a 950 °C. Foram
utilizados, aproximadamente, 8,0 mg em cadinho de platina.

3.4.6 Calorimetria Exploratoéria Diferencial (DSC)

As curvas de calorimetria exploratoria diferencial (DSC) foram obtidas em
equipamento SHIMADZU DSC-50 sob atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50
mL/min. Foram utilizados 4,0 mg de amostra em cadinho de alumina, na faixa de

temperatura de 25 a 600 °C a uma razao de aquecimento de 10 °C/min.

3.5 Caracterizagao das nanoparticulas obtidas
3.5.1 Espalhamento de Luz Dindmico (DLS).

As medidas foram obtidas por espalhamento de luz dindmico com
espalhamento nao invasivo em contracorrente (DLS-NIBS) no intervalo de 25 a
50 °C apds incidir um laser vermelho (633 nm) na amostra com detecgdo em um
angulo de 173°. O potencial zeta dos copolimeros foi medido por velocimetria de
Doppler a laser misto e analise de fase de troca de luzes (M3 - PALS). Um Nanosizer
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ZS 3600 (Malvern Instruments Ltd, Worcestershire, Reino Unido) foi utilizado para
ambas as determinacgoes.

A temperatura em que ha a transicdo de fase do copolimero e a
consequente formacdo dos agregados auto-organizados (LCST — lower critical
solution temperature) foi estudada pela determinacado do didmetro hidrodindmico dos
copolimeros em solugado aquosa (1 mg/mL) em fungdo da temperatura, no intervalo
de 25 a 50 °C.

As solugdes foram aquecidas no préprio equipamento em cubeta de vidro
e o tamanho de particula foi analisado a cada aumento de 1 °C, com tempo de
equilibrio de 4 min antes de cada analise. Os ensaios foram realizados em triplicata.

3.5.2 Concentragao de associagdao critica (CAC)

A determinacdo da CAC por fluorescéncia foi realizada baseada no
procedimento proposto por Patrizi et al. (2009). A solugdo aquosa de pireno usada
nas medidas (5 x10"mol/L) foi preparada pela adicdo de 50 pL de uma solucédo 5 x
10 mol/L de pireno/acetona em um baldo volumétrico de 500 mL. A acetona foi
evaporada sob fluxo de nitrogénio e o volume foi completado com agua deionizada.

A concentragdo de associagao critica (CAC) foi determinada em um
espectrofluorimetro RF-6000 Shimadzu, com uma largura de banda de 5,0 nm. O
espectro de excitagado de fluorescéncia (320-350 nm) dos copolimeros utilizando o
pireno como sonda foi obtido usando comprimento de onda de emissdo em 374 nm.
A razdo de intensidades (lsss/ls34) foi usada para determinar a concentracdo de
associacao critica.

A solugdo aquosa de pireno 5 x 10"mol/L foi utilizada para preparar as
solugdes dos copolimeros (DS-g-PNIPAM e DS-g-3PNIPAM) nas concentragdes de
10 a 1 mg/mL. As medidas foram feitas a 25 e a 50 °C em ftriplicata.

3.5.3 Estabilidade em tampao fosfato (pH 7,4)

O diametro médio e o indice de polidispersdao foram analisados como
parametros de estabilidade das nanoparticulas. Esses dois pardmetros foram
investigados nas nanoparticulas a temperatura de 37 °C em uma solu¢ao de tampao
fosfato (PBS) 0,1 mol/L, pH 7,4.
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O ensaio foi realizado durante um periodo de 72 horas mantendo-se a
temperatura em 37 °C. As medidas foram realizadas em tempos de 0; 0,5; 1; 2; 4; 6;
12; 24; 48 e 72 h. A concentragao utilizada dos copolimeros foi de 1mg/mL em

cubeta de vidro no equipamento Nano Zetasizer da Malvern modelo ZS 3600.

3.5.4 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As nanoparticulas foram estudadas quanto a morfologia por microscopia
eletrénica de varredura. Foi preparada uma solugdo 0,1 mg/mL do copolimero e
deixada sobre agitacdo durante 24 horas. Posteriormente, a solugdo foi gotejada
sobre a fita de carbono e deixada para evaporar na temperatura de 37 °C em estufa.
Em seguida, a amostra foi recoberta de ouro utilizando o Metalizador Quorum
QT150ES. O estudo foi feito em um equipamento de Microscopio de Varredura FEG
Quanta 450 ambiental, da Central Analitica da UFC.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Sintese dos copolimeros

Os rendimentos reacionais dos copolimeros nao purificados (RCNP) e dos
copolimeros purificados (RCP) estdo apresentados na Tabela 2. A redugao do RCP
pode ser explicada pela natureza do polissacarideo de partida. O DS comercial
utilizado nas sinteses apresenta um grau de sulfatacdo 2, ou seja, cada unidade
glicosidica tem em média 2 grupamentos sulfato. Eles podem causar um maior
impedimento estérico, dificultando a enxertia de NIPAM, e levando a reagado
preferencial de homopolimerizagdo (PNIPAM) em competicdo com a enxertia. Porém,
o RCP dos copolimeros que apresentam razées molares DS/PNIPAM 1:1, 1:2 e 1:3
nao variou significativamente. Nas 3 razbes estudadas deve ocorrer preferéncia pela
continuidade da propagacgédo reacional nas unidades de NIPAM enxertados,
ocasionando um prolongamento da cadeia polimérica enxertada. O esquema

reacional proposto pode ser verificado na Figura 6.

Tabela 2 - Os rendimentos reacionais dos copolimeros nao purificados e purificados

Copolimeros  RCNP (% m/m) RCP (%m/m) Homopolimero

(%m/m)
DS-g-PNIPAM 86,6 + 2,4 53,0 £0,9 ~335
DS-g-2PNIPAM 82,1+1,9 50,3 £ 1,2 ~31,8
DS-g-3PNIPAM 86,4 £2,2 49,1+ 1,4 ~37,4

DS-KPS 62,0 - -

Fonte: Dados da pesquisa

Para verificar se a perda de massa estava relacionada apenas a
ineficiéncia do sistema reacional, realizou-se uma sintese sem a adicdo do NIPAM,
mas com todos os outros componentes e nas mesmas condi¢gdes da sintese dos
copolimeros. Ocorreu uma expressiva perda de massa, com rendimento calculado
pos-didlise de 62%. Durante o processo reacional podera ocorrer a degradacao da
cadeia polimérica do DS devido aos radicais formados, como também verificado nos
trabalhos de Liu e Sun (2008). O mecanismo da suposta degradacéo € a abstragao

do hidrogénio anomeérico promovido pelo radical sulfato, seguido da cisdo da ligagcéo



glicosidica, ilustrada na Figura?.

Figura 6 - Proposta esquematica da reagao de sintese do copolimero DS/PNIPAM.
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Fonte: O autor.
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Figura 7 - Proposta mecanistica da degradagéo da cadeia polimérica do DS promovida pelo sistema
de iniciagdo KPS/TEMED.

Fonte: Adaptada de Liu e Sun (2008).

4.2 Espectroscopia de absorgcdo na regidao do infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR dos materiais de partida e dos copolimeros estao
apresentados na Figura 8. E possivel observar banda de absor¢do em 3508 cm™,
relativa ao estiramento O—H; em 2949 cm™atribuida ao estiramento C—H de CHy; em
1653 cm™ devido & deformacdo angular H-O-H referente & umidade do
polissacarideo; em 1257 cm™, referente ao estiramento simétrico S=0O, e bandas
entre 1200 e 1000 cm™, caracteristicas do estiramento C—O—C da ligacéo glicosidica
do sulfato de dextrana. Em 985 e 822 cm™, apareceram bandas de estiramento
assimétrico S=0 e estiramento O-S-0O (LAMICHHANE et al., 2015). No PNIPAM, as
bandas em 2971 e 1651 cm™ estdo associadas ao estiramento C—H do grupo
isopropil, e ao estiramento da ligagdo C=0 do grupo amida (-CONH-) (banda de
amida 1), respectivamente. A banda em 1544 cm™ é atribuida a vibracdo de

deformacdo de N-H do grupo amida e em 1468 cm™ & deformagdo angular C—N
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(ABREU et al., 2016).
As bandas caracteristicas utilizadas para confirmar a enxertia do PNIPAM

nos copolimeros foram 1544 cm™ (SN-H) e 1468 cm™ (8C-N). A presenca do DS foi
confirmada pelas bandas em 1257 cm™ (vL:S=0) e 1016 cm™' (LC—-O-C).

Figura 8 - Espectros de FTIR dos copolimeros e materiais de partida
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No intuito de verificar se a intensidade das bandas sofreria influencia com
o aumento do teor de NIPAM no meio reacional, foi realizada a integragcdo das
bandas em 1544 e 1468 cm™', provenientes do PNIPAM e em 1016 cm™ referente ao
DS. Posteriormente, os sinais foram correlacionados e os resultados estdo
mostrados na Tabela 3.
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Tabela 3 - Area das bandas em 1544, 1468 e 1016 cm™ no espectro de absorgdo na regido do
infravermelho dos copolimeros

COpOl imeros 1544 Cm_1 1468 Cm_1 1016 Cm_1 A1544/A1016 A1468/A1016

DS-g-PNIPAM 1,13 5,84 112,54 0,010 0,052
DS-g-2PNIPAM 1,27 6,39 99,62 0,013 0,064
DS-g-3PNIPAM 5,21 7,95 111,82 0,047 0,071

Fonte: Dados da pesquisa

Os resultados mostram que o aumento da relagdo molar PNIPAM/DS
pode ser correlacionado a intensidade relativa das bandas provenientes do PNIPAM,

em 1544 e 1468 cm™', sendo mais pronunciadas no copolimero DS-g-3PNIPAM.
4.2 Cromatografia de permeagao em gel (GPC)

Analisando o volume de eluicdo no pico nos cromatogramas
apresentados na Figura 9, pode-se observar que o0s copolimeros apresentam
maiores volumes de eluicdo do que o do DS. Com a enxertia das cadeias de
PNIPAM, a modificagdo esperada era uma diminuigcdo do volume de eluicdo. Esse
comportamento se intensifica a medida que a razao molar PNIPAM/DS aumenta,
mesmo mantendo o sistema de iniciagdo constante. Uma possivel explicacéo é que
o aumento da razdo PNIPAM/DS promove um maior enovelamento da cadeia
polimérica, visto que as interacdes sao intensificadas devido ao aumento da enxertia
do PNIPAM, podendo ocasionar uma agregagao e consequente diminuigdo do
volume hidrodindmico. Resultados similares foram registrados nos trabalhos de
Hufendiek et al. (2014). Para o DS-g-2PNIPAM foi observado um comportamento
bimodal, com o aparecimento de um segundo pico no volume de 9,8 mL,
possivelmente um indicativo de degradacgao, que também foi observado na sintese
DS-KPS.
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Figura 9 - Cromatogramas do DS e copolimeros
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Fonte: Dados da pesquisa

Os volumes de eluigdo (Ve) dos copolimeros e do DS estdo sumarizados

na Tabela 4.

Tabela 4 - Valores dos volumes de eluigdo dos copolimeros

Amostras Volume de eluigédo (mL)
DS 8,0
DS-g-PNIPAM 8,0
DS-g-2PNIPAM 8,2e9,8
DS-g-3PNIPAM 9,0
DS-KPS 8,6e9,8

Fonte: Dados da pesquisa

4.4 Analise elementar (CHNS)

Utilizando analise elementar péde-se determinar o teor de PNIPAM
presente nos copolimeros Relacionou-se o teor de nitrogénio (%N), oriundo da
inser¢cdo dos grupos NIPAM - unica fonte de nitrogénio, com a sua massa molar
(Equacéo 4) (ZHANG et al., 2011), modificada para relagcdo com NIPAM.
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%PNIPAM=2"10 (7)

onde: 14 g/mol é a massa atdbmica do nitrogénio e 113 g/mol é a massa molar do
NIPAM

Os dados da Tabela 5 mostram que as razdes molares DS-g-PNIPAM e
DS-g-2PNIPAM nao apresentam uma variagao significativa em relagdo ao teor de
PNIPAM, que pode ser explicado devido ao aparecimento de duas espécies de
massas molares distintas. Entretanto, o copolimero DS-g-3PNIPAM passa a mostrar
um aumento da enxertia de PNIPAM.

Tabela 5 - Teores de carbono, nitrogénio, enxofre e PNIPAM presentes nos copolimeros e valores de
grau de substituigcao.

Proporcgao
Amostras %C %N %S P?,LF;;;M (PNeIrFr’lArlr\;l?IIDS)
DS 15,6 £ 0,1 - 14,2+ 0,1 - -
DS-g-PNIPAM 199+08 2,1+0,1 1,1£0,2 16,9+0,8 7:10
DS-g-2PNIPAM 20,3+04 2301 1,0+0,3 18,6+0,3 7:10
DS-g-3PNIPAM 23,9+0,3 3602 11,0£0,2 29,1+1,1 12:10

Fonte: Dados da pesquisa

Realizando uma comparagdo com o rendimento reacional, o resultado
corrobora com a proposta de prolongamento da cadeia de PNIPAM, pois o grau de
enxertia aumenta no copolimero DS-g-3PNIPAM, mesmo com o impedimento

promovido pelos grupamentos sulfato.
4.5 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A utilizagdo do RMN 'H teve como objetivo a confirmagao da enxertia de
cadeias de PNIPAM na estrutura polimérica do polissacarideo. A analise do DS foi
realizada por 'H — "*C HSQC na temperatura de 70 °C para que os sinais referentes
ao polissacarideo fossem mais evidenciados. Entretanto, para o homopolimero e os
copolimeros foi necessaria a utilizagao da temperatura de 25 °C, devido a formagao

da nanoparticulas apés a LCST. Na LCST, ocorre a contragdo dos segmentos
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hidrofobicos com a formagdo do nucleo. O polissacarideo, segmento hidrofilico,
atuaria como a coroa que recobriria a nanoparticula, dificultando a percepcéo dos
sinais referentes aos grupos PNIPAM da estrutura. Comportamento similar também
foi observado para os copolimeros de celulose-g-PNIPAM (YANG et al., 2015) e para
copolimeros de goma de cajueiro-g-PNIPAM (ABREU et al., 2016).

Os deslocamentos quimicos (& ppm) correspondentes de 'H do PNIPAM,
citados pela literatura, sdo os seguintes: 3,98 (-CH(CHjs).) (e), 2,17 (-CH-CH2) (c),
1,66 (-CH-CH2)(d) e 1,15 (-CH(CH3))(f) (LUO et al., 2012). Os valores foram
proximos aos resultados obtidos no espectro da Figura 10, onde & 3,89 em (e), &
2,12em (c), 5 2,01 em (d) e 1,14 em (f).

Figura 10 - Espectro de 'H do PNIPAM
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Fonte: Dados da pesquisa

Os sinais referentes ao DS podem ser observados no espectro

bidimensional, apresentado na Figura 11.
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Figura 11 - Espectro de HSQC do DS com grau de sulfatagao 2
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A correlagao dos carbonos e protons para o DS é mostrada na Tabela 6. A
correlagdo do C1/H1, para o DS é mais intensa em & 97,20/5,29 e em 6 96,89/5,24,
sendo mais desprotegidos devido a presenga de grupos sulfato na posi¢cao 2. A
distribuicdo dos sulfatos na cadeia polissacaridica influencia o aparecimento de
sinais em deslocamentos quimicos distintos. A correlacao de C2/H2 para sulfato na
posicao 2 apresenta um deslocamento superior a mesma posicado nao substituida.
Em & 75,52/4,38 e em d 75,37/4,48 para a posicao substituida e para a posi¢cdo nao
substituida & 70,72/3,97. A presenca de dois sinais C6/H6 pode ser referente a
presenca de hidrogénios diasterotopicos em ambientes quimicos diferentes em &
65,77/3,75 e em 0 65,77/4,10. Para C3/H3 com a presenca de sulfato na posi¢ao 2 e
4 apresenta um valor de deslocamento & 79,70/4,60 (MAHNER; LECHNER;
NORDMEIER, 2001).
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Tabela 6 - Atribui¢cdes das correlagdes 'H-"3C observadas no espectro de HSQC do DS

ATRIBUIGAO *C (ppm) H (ppm)
C1/H1 com substituicao na posicao 2 97,20 5,29
C1/H1 com substituicao na posicao 2 96,89 5,24
C1/H1sem substituicao na posicao 2 99,37 5,01
C3’/H3’ com substituicdo nas posicoes 2 e 4 79,70 4,60
C3/H3 77,53 4,53
C3/H3 77,38 4,36
C2'/H2’ substituido 75,52 4,38
C2'/H2’substituido 75,37 4,48
C2/H2 70,72 3,97
C5/H5 70,26 4,13
C4/H4 68,87 3,96
C6/H6* 65,77 4,10
C6/H6 65,77 3,75

*Diasterotdpico

Fonte: Dados da pesquisa

Trés deslocamentos quimicos atribuidos ao PNIPAM (hidrogénios ¢, d e f
da Figura 10) podem ser observados claramente nos espectros dos copolimeros na
Figura 12, confirmando assim a modificagdo. O deslocamento referente ao

hidrogénio nao foi observado porque 0 mesmo esta sobreposto aos sinais do DS.
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Figura 12 - Espectros de RMN H' dos copolimeros DS-g-PNIPAM em (A) e DS-g-3PNIPAM em (B)
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Na estrutura quimica dos copolimeros DS-g-PNIPAM e DS-g-3PNIPAM, a
diferengca nas areas dos picos referentes a PNIPAM e ao DS indicam que a
quantidade de NIPAM inserida na cadeia do sulfato de dextrana foi maior para o
copolimero DS-g-3PNIPAM em relagcdo ao DS-g-PNIPAM, que pode ser aferidos
através da Equacéo 8.

_®
SM = =2 (8)

onde: SM é o grau de substituicdo molar, F é a area do pico em & 1,14 ppm
proveniente dos dois grupamentos CHs; nos copolimeros, com um total de 6

hidrogénios e A é a area do hidrogénio anomérico da cadeia do DS.
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Os valores obtidos para o DS-g-PNIPAM e DS-g-3PNIPAM séo 0,16 e
0,83, respectivamente. Essa maior enxertia também foi confirmada por FTIR e

analise elementar.

4.6 Analise Termogravimétrica (TGA)

O comportamento térmico do DS, PNIPAM e do copolimero DS-g-
3PNIPAM foi estudado por TGA (Figura 13).

Figura 13 - TGAs (A) e DTGs (B) dos materiais de partida e do copolimero
DS-g-3PNIPAM em atmosfera de nitrogénio
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Fonte: Dados da pesquisa
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Os valores de temperatura obtidos dos eventos de degradacédo, a perda
de massa e o residuo obtido na temperatura final da faixa analisada podem ser

observados na Tabela 7.

Tabela 7 - Pardmetros de estabilidade térmica do DS, PNIPAM e do copolimero DS-g-

3PNIPAM.
Amostra Eventos de Toico (°C) Perda de Residuo (%)
Degradagéo Massa (%)
I 45 20,6
Il 223 19,8
DS 12,9
11 244 11,5
v 728 24,7
I 52 7,5
PNIPAM 0,0
Il 388 89,7
I 44 4 6,0
Il 214 18,1
DS-g-3PNIPAM
11 250 22,4
9,0
v 388 13,9
Y 757 16,0
Vi 776 7,9

Fonte: Dados da pesquisa

Observa-se que o inicio da degradacao térmica do copolimero ocorre em
temperatura superior a 121 °C, temperatura usada para a esterilizacdo de produtos
farmacéuticos (ABREU et al, 2016). Isso indica que o DS-g-3PNIPAM podera ser
esterilizado sem modificagao estrutural.

O copolimero apresenta cinco eventos de degradag¢ao, em que o evento |
corresponde a perda de agua. O evento Il ocorre em temperatura inferior ao mesmo
sinal observado no DS. Este fato pode ser justificado pela modificagado estrutural
ocasionada pela incorporacdo do NIPAM, efeito também observado nos trabalhos de
Rosca et al. (2011).

O evento lll no copolimero também é referente ao DS, apresenta pequena
variagdo de temperatura (6 °C) e seu perfil € modificado. Entretanto, pode-se
observar uma variagao significativa na perda de massa referente a esse evento, no
DS, Am = 11,5%, e no copolimero Am = 22,4 %. O evento IV, observado no

copolimero, é referente a degradagao do PNIPAM. O evento V é promovido por outro



46

evento de degradacdo do DS, mas a temperatura no copolimero € 29 °C superior a
do material de partida. Ja o evento VI é inexistente no DS e no PNIPAM, devendo
ser relativo a degradagao do copolimero.

4.7 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

As variagdes de entalpia dao origem a formagao de picos que podem ser

observados na Figura14.

Figura 14 - Curvas de DSC do DS, PNIPAM e dos copolimeros.
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Fonte: Dados da pesquisa

Os eventos endotérmicos originados até a temperatura de 100 °C sao
provenientes da perda de agua associada a grupos hidrofilicos dos compostos. Em
(A), ocorre o aparecimento de um evento exotérmico em 236 °C, referente a
temperatura de cristalizagéo (Tc) com AH = +129,4 J/g e um endotérmico em 260 °C
com AH = -96,2 J/g, associado a temperatura de fusdo (Tm). Valor menor de
temperatura (Tc = 210 °C) e valor superior de Tm (272 °C) foram observados para o
DS por Lamichhane et al. (2015). Para o copolimero DS-g-PNIPAM, a Tc foi

registrada em 239 °C com AH = +132,9 J/g, variagdo pouco significativa. Ja a Tm
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sofreu uma elevagdo e um aumento de entalpia, apresentando um valor de 270 °C
com AH = - 57,5 J/g. Para o DS-g-3PNIPAM a Tc foi de 207 °C com AH = +188,5 J/g
e a Tm foi elevada para 280 °C com AH =-142,3 J/g.

O evento endotérmico apresenta um deslocamento para temperaturas
mais elevadas a medida que a razdo molar PNIPAM/DS aumenta. Isso pode
evidenciar que a enxertia de PNIPAM ocasiona um aumento das interacbes. Uma
maior organizagéo das cadeias poliméricas, eleva a energia necessaria para fundir o
copolimero formado, quando comparado ao DS. As variagdes de entalpia sdo mais
pronunciadas no copolimero DS-g-3PNIPAM, onde as entalpias de cristalizacédo e
fusdo apresentam um aumento de 59,1 J/g e 46,1 J/g, respectivamente. Essa
observacgédo pode evidenciar um aumento de rigidez do material através da adigéo
das cadeias de PNIPAM.

O evento na temperatura de 408 °C, referente ao PNIPAM, nido é
evidenciado nos copolimeros. Isso significa que o perfil da curva ndo é apenas uma
superposic¢ao das curvas do DS e do PNIPAM, ou seja, uma mistura fisica. As novas
ligagbes formadas na cadeia principal do copolimero ocasionam uma modificagao
estrutural, e essa modificagado reflete nos resultados observados de entalpia,

apresentando-se como evidéncia da producdo de um novo material.

4.8 Nanoparticulas via auto-organizagao

4.8.1 Concentragao de associagao critica (CAC)

A concentracdo de associagao critica € um parametro importante para
demonstrar a capacidade de auto-organizagdo de copolimeros anfifilicos. Neste
estudo, o comportamento de auto-organizagao dos copolimeros em meio aquoso foi
investigado por fluorescéncia utilizando o pireno como sonda. O pireno tem baixa
solubilidade em agua e é muito sensivel as mudangas de polaridade do ambiente.
Quando as nanoparticulas sado formadas em meio aquoso, o pireno transfere-se
significativamente para os dominios hidrofobicos, resultando em uma alteragdo nas
suas propriedades fluorescentes. A variagdo da razdo de intensidade (ls3s/ls34) no
espectro de excitagdo do pireno indica uma mudancga na polaridade no seu ambiente
(PATRIZI et al., 2009).
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Foi realizada a analise para os copolimeros nas razbes molares de
DS/PNIPAM 1:1 e 1:3, porém na raz&o 1:1 ndo ocorreu uma mudancga significativa
de comportamento nas concentragées analisadas. A Figura 15 mostra a razdo de
intensidades de excitagdo (lsss/lszs) em fungdo da concentragdo logaritmica dos
copolimeros em agua a temperatura de 25 e 50 °C. Pode-se observar que a razéo
da intensidade de florescéncia de ls3g por lszs manteve-se constante a baixas
concentracdes de copolimero nas duas temperaturas. Na temperatura de 50 °C as
ligacbes de hidrogénio entre as moléculas de agua e o PNIPAM tornam-se
desfavoraveis, devido a predominancia da interacado hidrofébica, ocorrendo assim a
desidratagdo do mesmo. O copolimero forma agregados, ocasionando um aumento
linear da razao lsss/lzz4 @ medida que a concentragdo dos copolimeros atinge um
valor limite. A concentracdo limite € a concentracdo de associagao critica do
copolimero anfifilico, ou seja, € a concentragcdo minima para a formagdo das
nanoparticulas. Na temperatura de 25 °C nao foi possivel verificar um aumento
linear significativo nas concentragcbes analisadas. Nesta temperatura ocorre somente
uma tendéncia de formar agregados inter-cadeias nas concentragdes proximas a
1 mg/mL devido ao aumento da concentracao.

Os valores da CAC foram determinados pela interse¢ao entre as retas
como mostrado na Figura 15. Pode-se observar que quanto maior a quantidade de
PNIPAM enxertada, mais hidrofobico torna-se o copolimero. O copolimero com
razao molar 1:1 nado apresentou CAC nas concentra¢des estudadas, devido ao
numero reduzido de dominios hidrofobicos, que dificultam o processo de formacéao
dos agregados. A CAC para o copolimero 1:3 foi 0,176 mg/mL, muito inferior a
concentracdo utilizada para determinar o tamanho de particula e o potencial zeta.
Valores maiores foram encontrados para goma guar carboximetilada enxertada com
NIPAM a 25% (CAC: 1,038 mg/mL) (GUPTA; GHUTE; BADIGER, 2011).
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Figura 15 - Relagéo entre a raz&o de intensidade (l335/l334) do espectro de excitagdo do pireno versus
a concentragao dos copolimeros em agua: em (A) DS-g-PNIPAM e (B) DS-g-3PNIPAM.
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Fonte: Dados da pesquisa

4.8.2 Espalhamento dinamico de luz (DLS)

O diametro e a temperatura de transicdo dos copolimeros foram
determinados por Espalhamento de Luz Dindmico (DLS), também conhecida como
Espectroscopia de Correlagao Fotdnica (PCS)

A Figura 16 apresenta a variagdo do tamanho (em agua) com o aumento
da temperatura do homopolimero e dos copolimeros formados a partir das relagcdes
molares PNIPAM/DS. O didmetro hidrodinamico médio das particulas foi obtido por
espalhamento dindmico de luz e todos os sistemas apresentaram distribuicado de

tamanho unimodais na LCST, como pode ser verificado na Figura 17.



Figura 16 - Relagcédo do tamanho de particula com a temperatura de A — Sulfato de dextrana,

B — PNIPAM, C — DS-g-PNIPAM e D — DS-g-3PNIPAM
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para as nanoparticulas sdo apresentados nas Tabelas 8 e 9.

Tabela 8 - Propriedades das nanoparticulas auto-organizadas (37 °C)

Potencial
Nanoparticulas Diametro (nm) IPD
Zeta (mV)
DS 463,0 £ 59,2 0,66 + 0,11 -38,8+54
PNIPAM 201,0+£0,5 0,16 £ 0,01 -
DS-g-PNIPAM 228,2+9,0 0,37 £ 0,06 -42,1+4,3
DS-g-3PNIPAM 273,0+£3,5 0,16 £ 0,01 -447+ 25

Fonte: Dados da pesquisa

Tabela 9 - Propriedades das nanoparticulas auto-organizadas (50 °C)

Potencial
Nanoparticulas Diametro (nm) IPD
Zeta (mV)
DS 381,1+ 118 0,34 + 0,045 -39,8+4.4
PNIPAM 200,0 £ 0,1 0,06 + 0,003 -
DS-g-PNIPAM 2652+14 0,04 + 0,007 -43,0 £ 4,1
DS-g-3PNIPAM 292,0 2,1 0,13 £ 0,022 -44,0£2,2
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Fonte: Dados da pesquisa

Em temperaturas abaixo da LCST, a porgédo hidrofilica dos segmentos
facilita uma forte interagao entre o copolimero e as moléculas de agua através das
ligagdes de hidrogénio. A medida que se eleva a temperatura, as ligagdes de
hidrogénio existentes sdo enfraquecidas, contribuindo para o processo de
desidratacdo. Sendo assim, ocorrera uma aproximacao inter-cadeias resultando na
agregacao do copolimero, devido a predominancia de ligagdes intermoleculares
entre os grupamentos do PNIPAM (UMAPATHI et al., 2018). Macroscopicamente,
isso pode ser observado pelo efeito de turvagao da solucgao.

O DS nao apresentou temperatura de transi¢cao. Os valores de LCST para
o homopolimero e os copolimeros foram semelhantes (33 — 34 °C), apesar de
apresentarem teores de NIPAM diferentes. Foi possivel observar pelos dados de

DLS que todos os copolimeros sintetizados formaram nanoparticulas quando
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aquecidos. O indice de polidispersidade da nanoparticula obtida do copolimero DS-
g-3PNIPAM foi 0,16 a temperatura de 37 °C, indicando boa homogeneidade. A
temperatura de 37 °C, o copolimero DS-g-PNIPAM apresentou um valor de IPD
superior, sendo 0 mais heterogéneo dos sistemas apresentados. Esse fendmeno
pode ser explicado pelo baixo teor de PNIPAM na estrutura, dificultando a
organizagdo das nanoestruturas. Ou seja, maiores teores de PNIPAM ocasionam
uma maior estabilidade das nanoparticulas formadas. Com relagdo ao potencial zeta,
ja era previsto que as nanoparticulas de DS enxertadas com PNIPAM
apresentassem cargas negativas, devido a presenga dos grupos sulfato.

Foi observado que um aumento da razdo molar PNIPAM/DS ocasionou
aumento do tamanho de particula. Esse aumento acentuado no tamanho indica que
possivelmente pequenas nanoestruturas se associaram e formaram agregados

maiores a essa temperatura (ABREU et al., 2016), ilustrado na Figura 18.

Figura 18 - Agregagao promovida pelo aumento da temperatura, onde: a — representa a interagao dos
copolimeros com moléculas de agua, b — mostra que a elevagédo da temperatura ocasiona a
desidratacao e por consequéncia um aumento de interacdes da cadeia lateral e ¢ — ilustra a formacéao

de agregados

Fonte: O autor

Com a analise, foi observado que €& possivel a formacdo das
nanoparticulas através da elevagcdao da temperatura, provando o carater
termorresponsivo dos copolimeros. Comprovou-se, também, que a elevacao do teor
de NIPAM facilita a formag&o de nanoestruturas mais homogéneas. Um aumento do
teor de PNIPAM também corrobora com a elevagao da hidrofobicidade do material
apés a LCST, apresentando boas propriedades para o encapsulamento do

metotrexato.
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4.8.3 Estabilidade em tampao fosfato (pH 7,4)

A estabilidade fisico-quimica de nanoparticulas de copolimeros anfifilicos
€ de extrema importancia para suas aplicagdes biolégicas, pois afeta diretamente a
absorgao e a distribuicao fisiolégica do farmaco (FENG et al., 2018).

Sendo assim, foi realizado um estudo de estabilidade das nanoparticulas
em tampao fosfato, pH 7,4 a 37 °C. O didmetro médio e o indice de polidispersao
das nanoparticulas foram os pardmetros avaliados durante um periodo de 72 h,
periodo estimado de circulagdo de um farmaco em meio fisiologico.

Na Figura 19, tem-se a variagdo do diametro médio das nanoparticulas
dos copolimeros DS-g-PNIPAM e DS-g-3PNIPAM. Com o tempo de estocagem, DS-
g-PNIPAM apresenta uma variacdo significativa do diametro médio das
nanoparticulas durante as 72 h e seus valores de IPD sofrem alteragbes
significativas. Essa variagcdo pode estar relacionada a baixa enxertia observada
nessa razdo molar, que contribui para a formacdo de nanoestruturas mais
heterogéneas e menos compactas, tornando as interagbes entre o PNIPAM e a agua
mais pronunciada. Ja o copolimero DS-g-3PNIPAM apresentou grande estabilidade
e baixa variagdo de tamanho durante o periodo analisado, ou seja, alta estabilidade,
que se deve a maior enxertia de PNIPAM.
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Figura 19 - Estabilidade dos copolimeros, onde (A) DS-g-PNIPAM e (B) DS-g-
3PNIPAM, ambos em tampéao fosfato pH 7,4 a 37 °C.
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Fonte: Dados da pesquisa

4.8.4 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A morfologia da superficie da NP influencia significativamente o

carreamento de

farmacos,

eficiéncia de encapsulamento, caracteristicas de

liberacdo do farmaco, farmacocinética, biodistribuicdo e também desempenha um
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papel importante na captacéo celular, ligagdo ao receptor e interagdo com células
(MOGHIMI; HUNTER; ANDRESEN, 2012; TRUONG et al., 2015).

Na Figura 20 é possivel observar que as nanoparticulas formadas
apresentam aspecto esférico. O didmetro das nanoparticulas observados por DLS
geralmente s&o maiores que os obtidos por microscopia, visto que a forma de
preparo leva a alteragdes das propriedades do material. Através da realizacdo de um
histograma com valores de tamanhos de 179 nanoparticulas observadas através do
MEYV, foi observado que as nanoparticulas a temperatura de 37 °C apresentam um
diametro médio de 132,5 £ 32,6 nm, tamanho muito inferior ao obtido por DLS, de
273,0 £ 3,5 nm (.Figura 21). Uma explicagdo para esse fato € que no MEV as
nanoparticulas estdo na auséncia de agua facilitando uma maior interagdo com seu
nucleo hidrofdbico, ocasionando essa reducado de tamanho. Ja por DLS, a analise é
realizada em solucédo, e isso favorece um aumento de interagdes entre superficies,
moléculas e ions levando a criacdo de camadas adsorvidas, ocasionando um
aumento de tamanho (DALSTEIN et al., 2015).

Figura 20 - Micrografia para a nanoparticula DS-g-3PNIPAM na concentracao
de 0,1 mg/mL
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Fonte: Dados da pesquisa
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Figura 21 — Histograma de tamanhos relativos das nanoparticulas do
DS-3-PNIPAM
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Fonte: Dados da pesquisa

4.9 Incorporagao do Metotrexato

4.9.1 Determinagdo da Eficiéncia de encapsulamento e Conteudo de farmaco
do MTX

A eficiéncia de encapsulamento (EE) é um fator critico que precisa ser
otimizado durante o projeto de formulagdo do copolimero, pois tem um impacto
sobre a liberagdo do farmaco (KHOSA et al., 2018). Para esse procedimento, o
copolimero DS-g-3PNIPAM foi escolhido por apresentar maior enxertia de PNIPAM,
maior uniformidade de tamanho, maior estabilidade temporal e maior carater
hidrofobico apdés a LCST. A eficiéncia de encapsulamento (%EE) foi analisada
utilizando o comprimento de onda 302 nm, que é caracteristico do MTX. A %EE
obtida foi de 27,6 + 3,6 e como conteudo de farmaco (%CF) foi determinado um
valor de 5,7 £ 0,6. Na Tabela 10, estao representados os valores de %EE e %CF em
trabalhos que realizam o encapsulamento de farmacos através de copolimeros que

apresentam PNIPAM em sua estrutura.
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Tabela 10 — Dados da literatura sobre o encapsulamento promovido por copolimeros de PNIPAM

Materiais de Partida Valores da Literatura Referéncia
%EE %CF
Poli (N- Tu; Wang e
isopropilacrilamida-co- 12,66 - 20,1 0,84 -1,28 Ch,en 20911
poli (L-lisina) ’

Nanoparticulas

magnéticas de poli (N- 315 6.5 Amantea, et
isopropilacrilamida)-co- ’ ’ al., 2019
poli (acido acrilico)
Dextrana e poli (N- Blanco-
. . . . 48,7 9,7 Fernandez et
isopropilacrilamida) al 2017

Fonte: O autor

Os valores observados nos trabalhos de Blanco-Fernandez et al., (2017)
sao superiores aos observados nesse trabalho. Uma possivel explicagcao seria que a
utilizagdo da dextrana com grupamentos sulfato ocasiona um maior impedimento
estérico, dificultando o processo de copolimerizacdo, onde as cadeias laterais
adicionadas encontram-se mais distantes uma da outra, levando a uma diminuicéo
das forcas intermoleculares e menor eficiéncia de encapsulamento. Porém, em
comparagao aos trabalhos Tu, Wang e Chen (2011) e Amantea et al. (2019) os
resultados sao satisfatorios. Um grande diferencial observado € a auséncia de
ligantes especificos. Os copolimeros mencionados nao apresentam ligantes
direcionadores para regides inflamadas, o que diminui a seletividade da
nanoparticula. Este fator é superado com a presenca de ligantes sulfato, como ja
mencionado nesse trabalho, o que viabiliza a utilizagdo do copolimero DS-g-
3PNIPAM como nanocarreador de MTX.
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5 CONCLUSAO

A sintese dos copolimeros foi confirmada pelas técnicas de FTIR e RMN
H', mostrando a eficiéncia da reacdo de enxertia tipo graft from via radicais livres. O
grau de insercdo das cadeias de PNIPAM ocasionou modificagdes térmicas nos
copolimeros e apresentou uma maior organizagao estrutural a propor¢cao que foi
aumentada a razdo molar PNIPAM/DS. A medida que a enxertia do PNIPAM era
aumentada foi observada uma reducdo da massa molar que também pode ser
explicada pela degradagdo da cadeia de DS e pela maior organizagdo promovida
pela presenca desses grupamentos na cadeia polimérica.

O grau de enxertia de PNIPAM no DS foi maior quanto maior a proporgao
de PNIPAM adicionados no meio reacional. Os copolimeros obtidos mostram um
aumento de tamanho de particula conforme a razdo molar PNIPAM/DS for
aumentada, podendo estar relacionado a agregacdo das nanoparticulas ou a
formacao de cadeias mais prolongadas de PNIPAM. Os copolimeros apresentaram
raios hidrodinamicos menores que 300 nm, o que viabiliza a sua utilizacdo na
liberagdo de farmacos. O copolimero DS-g-3PNIPAM se mostrou como o mais
indicado para a incorporacdo do metotrexato, apresentando uma eficiéncia de
encapsulamento de 27,6% e como conteudo de farmaco de 5,7%.
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