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RESUMO

A quimioterapia € uma das principais modalidades terapéuticas contra o cancer,
sendo a doxorrubicina (DOX) um dos farmacos mais eficientes no tratamento de
varios tipos de neoplasias. Contudo, devido a complexidade e resisténcia da doenca,
a eficacia da monoterapia geralmente é limitada. Estudos tém mostrado que a
combinagdo da quimioterapia com a terapia fotodinamica (TFD) pode melhorar a
eficacia dos tratamentos, tornando-a uma estratégia promissora para terapia contra
o cancer. A curcumina (CUR), composto extraido dos rizomas da Curcuma longa,
possui propriedades fotossensibilizantes, possibiltando seu uso na TFD.
Nanoparticulas responsivas a estimulos ganham destaque na entrega de agentes
terapéuticos, pois podem promover uma liberagao seletiva em ambientes tumorais e,
entdo, minimizar os efeitos colaterais. Neste trabalho, copolimeros de dextrana
enxertada com poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAM) foram sintetizados via reacéo
de formacédo de base de Schiff, obtendo-se nanoparticulas co-incorporadas com
DOX e CUR para uso na TFD combinada a quimioterapia. As analises de
espalhamento de luz dindmico mostraram que os copolimeros sdo termo- e pH-
responsivos. A DOX foi conjugada aos copolimeros via reagao de formacao de base
de Schiff obtendo-se nanoparticulas menores que 130 nm, e a CUR foi co-
incorporada por interagdo nao covalente, obtendo-se nanoparticulas menores que
90 nm. Os perfis de liberagdo das nanoparticulas carregadas com DOX e DOX/CUR
mostraram-se dependentes do pH do meio, com maior percentual de DOX e CUR
liberados em pH 5,0. As nanoparticulas promoveram uma protecdo da CUR dos
processos de degradagédo. Os ensaios de citotoxicidade in vitro demonstraram que
as nanoparticulas carregadas com DOX e DOX/CUR inibem a proliferagdo de
células de cancer colorretal humano (HCT-116) e promovem citotoxicidade reduzida
em células nado tumorais de fibroblasto murino (L929). Com a TFD, as nanoparticulas
carregadas com DOX/CUR causaram maior citotoxicidade em comparagdo com as
nanoparticulas incorporadas apenas com DOX. Portanto, as nanoparticulas
carregadas com DOX/CUR sao promissoras para co-liberagao seletiva de farmacos

em ceélulas cancerosas e tém potencial uso na terapia combinada contra o cancer.

Palavras-chave: dextrana oxidada; nanoparticulas estimulo-responsivas;

doxorrubicina; curcumina; terapia fotodinamica.



ABSTRACT

Chemotherapy is one of the main therapeutic modalities against cancer, with
doxorubicin (DOX) being one of the most effective drugs in the treatment of various
types of neoplasms. However, due to the complexity and resistance of the disease,
the effectiveness of monotherapy is generally limited. Studies have shown that the
combination of chemotherapy and photodynamic therapy (PDT) can improve the
effectiveness of treatments, making it a promising strategy for cancer therapy.
Curcumin (CUR), a compound extracted from the rhizomes of Curcuma longa,
possesses photosensitizing properties, enabling its use in PDT. Stimuli-responsive
nanoparticles are gaining prominence in the delivery of therapeutic agents, mainly
because they can promote selective release in tumor environments and thus
minimize side effects. In this study, copolymers of dextran grafted with poly(N-
isopropylacrylamide) (PNIPAM) were synthesized via Schiff base formation reaction,
obtaining nanoparticles co-incorporated with DOX and CUR for use in PDT combined
with chemotherapy. Dynamic light scattering analysis showed that the copolymers
are thermo- and pH-responsive. DOX was conjugated to the copolymers via Schiff
base formation, resulting in nanoparticles smaller than 130 nm, and CUR was co-
incorporated through non-covalent interaction, yielding nanoparticles smaller than 90
nm. The release profiles of nanoparticles loaded with DOX and DOX/CUR were pH-
dependent, with a higher percentage of DOX and CUR released at pH 5.0. The
nanoparticles provided protection for CUR against degradation processes. In vitro
cytotoxicity assays demonstrated that nanoparticles loaded with DOX and DOX/CUR
inhibit the proliferation of human colorectal cancer cells (HCT-116) and lead to
reduced cytotoxicity in non-tumor murine fibroblast cells (L929). With PDT,
nanoparticles loaded with DOX/CUR caused higher cytotoxicity compared to
nanoparticles incorporated only with DOX. Therefore, nanoparticles loaded with
DOX/CUR are promising for selective co-delivery of drugs into cancer cells and have

potential applications in combination therapy against cancer.

Keywords: oxidized dextran; stimuli-responsive nanoparticles; doxorubicin; curcumin;

photodynamic therapy.
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1 INTRODUGAO

O cancer, conjunto de doengas que tém em comum o crescimento
desordenado de células que podem se espalhar por todo o corpo, causou quase
10 milhdes de mortes em todo o mundo no ano de 2022 (Ferlay et al., 2024). As
modalidades convencionais de tratamento dessa doenga sao cirurgia, radioterapia e
quimioterapia, sendo a ultima uma das abordagens terapéuticas mais utilizada no
tratamento de diversos tipos de cancer (Anand et al., 2023).

A doxorrubicina (DOX) € um quimioterapico da classe das antraciclinas
que se destaca por demonstrar eficiéncia no tratamento de uma ampla gama de
tumores (Tacar et al., 2013; Sritharan; Sivalingam, 2021). O complexo mecanismo de
acao da DOX baseia-se na sua capacidade de intercalar com o DNA e inibir a
enzima topoisomerase Il, causando a ruptura do DNA e consequente morte celular.
O seu uso prolongado pode provocar principalmente cardiotoxicidade, além de
danos ao cérebro, figado, rins e supressado da medula 6ssea (Sritharan; Sivalingam,
2021; Kaminska; Cudnoch-Jedrzejewska, 2023).

No entanto, a complexidade e a resisténcia do cancer limitam a eficacia
da monoterapia (tratamento com um Unico medicamento) (Dai et al.,, 2017).
Além disso, os quimioterapicos nao sao seletivos e podem atingir células cancerosas
e normais, causando inumeros efeitos colaterais (Senapati et al.,, 2018;
Anand et al., 2023).

Estudos reportam que a combinagao de agentes terapéuticos ou de outra
modalidade de tratamento pode inibir o crescimento tumoral por multiplas vias e
aumentar a sensibilidade das células cancerosas aos medicamentos, geralmente
resultando em um efeito aditivo ou sinérgico (Dai et al., 2017; Pan et al., 2019;
Aghajanzadeh et al., 2022). Varios estudos tém demonstrado que a combinacéo da
quimioterapia com a terapia fotodindmica (TFD) pode melhorar a eficacia dos
tratamentos, o que a torna uma estratégia promissora para a terapia contra o cancer
(Grin et al., 2022; Menilli et al., 2022; Olszowy et al., 2023).

A TFD é um tratamento minimamente invasivo que requer a combinacao
de luz, um fotossensibilizador (FS) e oxigénio molecular presente no tecido (Ailioaie
et al., 2021; Olszowy et al., 2023). O fotossensibilizador é ativado pela luz em um

comprimento de onda especifico, levando a ocorréncia de reacgdes fotoquimicas que
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produzem espécies reativas de oxigénio que podem causar a morte celular (Correia
et al., 2021; Aghajanzadeh et al., 2022).

A curcumina (CUR), composto extraido dos rizomas da Curcuma longa,
apresenta diversas atividades farmacologicas, com destaque para a atividade
citotoxica contra varias linhagens de células cancerosas (Kotha; Luthria, 2019;
Zheng; Mcclements, 2020). Além disso, possui propriedade fotossensibilizante,
oque torna possivel a sua utilizacdo como fotossensibilizador na TFD
(Aziz et al., 2023; Kah et al., 2023). Apesar dos seus varios efeitos terapéuticos,
a aplicacao clinica da CUR ¢ limitada devido a sua baixa solubilidade em agua,
baixa biodisponibilidade e baixa estabilidade quimica em condicbes fisiolégicas
(Nelson et al., 2017; Zheng; Mcclements, 2020).

Para superar as inumeras limitagdes que a curcumina apresenta, e bem
como a quimioterapia, as nanoparticulas a base de polissacarideos sao promissoras
visto que podem promover a protecao do farmaco na corrente sanguinea, prolongar
o tempo de circulagdo sistémica dos agentes terapéuticos e promover o acumulo e a
liberacdo controlada em locais especificos, via direcionamento passivo ou ativo
(Yang et al., 2018; Nirmala et al., 2023).

A alta taxa de proliferagao das células cancerosas provoca um acumulo
de acido latico nos tecidos tumorais, o que os tornam mais acidos quando
comparados aos tecidos saudaveis (pH 7,2-7,4). No microambiente extracelular
de um tumor, os valores de pH sdo de 6,5-6,8, enquanto nos endossomos
0 meio é ainda mais acido (no endossomo inicial pH 5,5-6,5 e no endossomo
tardio pH 5,0-5,5) (Wang et al., 2016). Essa diferenca de pH tem sido
amplamente explorada para a liberagdo seletiva de medicamentos antitumorais
(Curcio et al., 2020; Rodriguez et al., 2023; Tian et al., 2023). Em geral, ligacdes
acido-labeis entre o farmaco e o polimero ou na composigao estrutural do polimero
sdo usadas para aumentar a liberacdo do farmaco nos tecidos tumorais.
As ligagdes mais utilizadas s&o hidrazona, imina, oxima e acetal (Wang et al., 2018;
Wang et al., 2022).

As bases de Schiff, resultantes da reagao entre compostos carbonilados
(aldeidos ou cetonas) e grupos amino, sdo reversiveis com a variagao do valor do
pH do meio. Em solugdo aquosa com pH abaixo de 6,5, a ligagdo imina formada a
partir de aminas primarias e aldeidos é clivada, enquanto acima desse valor a

ligagdo imina é considerada estavel (Xin; Yuan, 2012). Devido a facilidade de sintese
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e sensibilidade do produto ao pH, a reacado de formagao de base de Schiff € uma
boa estratégia para a preparagdo de materiais estimulo responsivos (Jia; Li, 2015;
Xu et al., 2019; Tian et al., 2023).

A copolimerizagdo por enxertia € uma estratégia amplamente utilizada
para modificar polissacarideos e seus derivados com polimeros sintéticos
(Atanase et al., 2017; Seidi et al., 2018). Copolimeros por enxertia constituidos
por segmentos hidrofilicos e hidrofébicos tém propriedades anfifilicas e em solugao
aquosa podem se auto-organizar em nanoparticulas (Atanase et al., 2017).
Um caso especifico sdo os copolimeros “duplamente hidrofilicos” que adquirem
caracteristicas anfifilicas quando sao aplicados estimulos externos, como pH e/ou
temperatura (Atanase et al., 2017; Tu et al., 2018; Lima et al., 2021). Nos ultimos
anos, varios copolimeros por enxertia a base de polissacarideos foram relatados
para aplicacdo no tratamento de cancer e inflamagdes (Atanase et al., 2017;
Gomes et al., 2020; Santos et al., 2023).

A dextrana € um homopolissacarideo de glicose de origem
bacteriana, soluvel em agua, biocompativel e biodegradavel (Chen et al., 2020;
Petrovici et al., 2023). Em virtude de suas excelentes caracteristicas, tem sido
amplamente explorada no desenvolvimento de diferentes tipos de sistemas de
liberagao de farmacos anticancer, como nanocarreadores (Grebinyk etal., 2022;
Dong et al., 2023), microesferas (Rai et al., 2016) e hidrogéis (Huang et al., 2020;
Fan et al., 2023).

O poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAM) ¢é um polimero sintético
termorresponsivo que possui temperatura de transicao de fase (LCST) em torno
de 32 °C, caracteristica que tem despertado interesse cientifico em varios estudos
voltados para aplicacdes biomédicas, uma vez que € uma temperatura proxima a do
corpo humano (Schild, 1992; Bordat et al., 2019).

Copolimeros por enxertia a base de dextrana e PNIPAM tém sido
sintetizados por polimerizagdo via radicais livres (Yeshchenko et al.,, 2022),
polimerizagdo radicalar controlada por transferéncia de atomo (ATRP) (Blanco-
Fernandez et al., 2017) e quimica de carbodiimida (Zhang, 2005). A sintese de
copolimeros por enxertia via formacao de bases de Schiff tem sido pouco explorada,
principalmente a enxertia de PNIPAM em polissacarideos. Nosso grupo de pesquisa
relatou a preparagdo de copolimeros de enxerto a base de galactomanana e

PNIPAM por esta metodologia (Lima et al., 2021). Os copolimeros sintetizados
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apresentaram propriedades promissoras para uso como sistema de liberagdo de
farmacos, principalmente por conjugagdo com moléculas que possuem grupos
amino em suas estruturas. A enxertia de PNIPAM em dextrana por esta via torna-se
atrativa pela possibilidade de obtencdo de copolimeros de forma simples com
propriedades como termossensibilidade e resposta ao pH.

Neste estudo, copolimeros termo- e pH-responsivos de dextrana-g-poli(N-
isopropilacrilamida) foram sintetizados via reacado de formag&o de base de Schiff. A
doxorrubicina foi conjugada aos copolimeros por meio do mesmo tipo de reacgéo.
Além disso, a curcumina foi incorporada por interagdo nao covalente a fim de
aumentar a atividade citotoxica por meio da combinagdo da quimioterapia com a

terapia fotodinamica.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Cancer

O cancer € um conjunto de doengas caracterizadas pelo crescimento
desordenado de células (neoplasia) que tém potencial de se espalhar por todo o
corpo (metastase). Multiplos fatores, como predisposi¢gdo genética, estilo de vida
(tabagismo, consumo de alcool e maus habitos alimentares), exposicéo a radiagao
(Raios—X, radiacdo ultravioleta) e infecgbes (Papilomavirus Humano - HPV,
Helicobacter pylori), contribuem para o desenvolvimento do cancer (Figura 1)
(Lewandowska et al., 2019; Kamal et al., 2022).

Figura 1 — llustragdo esquematica dos multiplos fatores que contribuem para a
transformacdo de células normais em células cancerosas as quais podem se
espalhar para outros érgéos

. . Células cancerosas em
s .
() oh crescimento descontrolado

Metastase

Células normais
Fonte: elaborada pela autora.

De acordo com a Organizagao Mundial da Saude (OMS), o cancer € uma
das principais causas de morte prematura antes dos 70 anos na maioria dos paises.
Em 2022, foram diagnosticados 20 milhdes de novos casos (18,7 milhdes, excluindo
os casos de cancer de pele ndo melanoma) e registrados 9,74 milhdes de 6bitos em
todo mundo (9,67 milhdes, excluindo os casos de cancer de pele ndo melanoma).
Mundialmente, projetou-se para o ano de 2045 a ocorréncia de 32,6 milhdes de

novos casos de cancer (30,2 milhdes, excluindo os casos de cancer de pele nao
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melanoma) e 16,9 milhdes de dbitos (16,8 milhdes, excluindo os casos de cancer de
pele ndo melanoma), ou seja, um aumento de 63% de novos casos e 73% de oObitos
em relac&o ao ano de 2022 (Ferlay et al., 2024).

Para o Brasil, o Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva
(INCA) estimou o surgimento de 704 mil novos casos de cancer para cada ano do
triénio 2023-2025, 483 mil excluindo os casos de cancer de pele ndao melanoma.
Estima-se uma maior incidéncia para o cancer de pele ndo melanoma (220 mil),
seguido pelo céncer de mama (74 mil), prostata (72 mil), colon e reto (46 mil),
pulmao (32 mil) e estdmago (21 mil) (INCA, 2022).

Esses dados epidemiolégicos mostram que o0 cancer representa um
problema de saude mundial e a comunidade cientifica tem concentrado esforgos
continuamente no aperfeicoamento e desenvolvimento de estratégias de tratamento
eficientes (Anand et al., 2023; Olszowy et al., 2023; Sordo-Bahamonde et al., 2023).

As modalidades convencionais de tratamento do cancer sdo a cirurgia,
a radioterapia, a quimioterapia ou a combinacdo dessas terapias, enquanto dentre
as modalidades modernas estdo a terapia direcionada (ou terapia-alvo),
a imunoterapia, a terapia hormonal e a terapia fotodindmica (Debela et al., 2021;
Gunaydin et al., 2021; Anand et al.,, 2023). Dessas abordagens terapéuticas,
a quimioterapia continua sendo o tratamento mais utilizado para diversos tipos de
cancer. A quimioterapia utiliza farmacos que atuam interferindo no ciclo celular,
ocasionado a morte das células em crescimento acelerado (Anand et al., 2023).
Atualmente, varios agentes quimioterapicos, como paclitaxel, doxorrubicina,
oxaliplatina e docetaxel, estdo disponiveis para o tratamento de diferentes tipos de
neoplasias (Menilli et al., 2022; Anand et al., 2023).

Os agentes quimioterapicos nao sao seletivos para células cancerosas,
podendo causar danos também as células saudaveis, como da pele, do cabelo,
células epiteliais intestinais e da medula 6ssea que apresentam uma rapida
proliferagdo (Feng; Chien, 2003; Anand et al., 2023). Quando as células da medula
Ossea sao afetadas ocorre uma reducgéo dos niveis de hemacias, gldbulos brancos e
plaquetas no organismo, aumentando o risco de desenvolvimento de infecgbes virais
e bacterianas (Anand et al., 2023). No geral, os graves efeitos colaterais causados
aos tecidos e 6rgaos saudaveis sdo responsaveis pelos altos indices de morte de
pacientes com cancer (Senapati et al., 2018). Além disso, a baixa biodisponibilidade

desses farmacos, por apresentarem baixa solubilidade em meio aquoso, ocasiona a
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necessidade de altas dosagens para atingir o nivel terapéutico, provocando uma
elevada toxicidade as células normais e aumento da resisténcia a multiplos

medicamentos (Senapati et al., 2018).

2.1.1 Doxorrubicina

A doxorrubicina (DOX) (Figura 2), pertencente a classe das antraciclinas,
é considerada um dos farmacos citotoxicos mais eficientes no tratamento de
varios tipos de cancer, como mama, ovario, tiredide, pancreas, estbtmago e pulmao
(Tacar et al., 2013; Sritharan; Sivalingam, 2021).

Figura 2 — Estrutura do quimioterapico doxorrubicina e os efeitos colaterais
associados ao uso desse farmaco
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Fonte: elaborada pela autora.

A molécula da doxorrubicina € composta por uma estrutura tetraciclica
com por¢des quinona e hidroquinona em anéis adjacentes, além de substituintes
metdxi, hidroxiacetil, alcool e um agucar (conhecido como daunosamina) unido por
uma ligacgao glicosidica (Tacar et al., 2013). Em 1969, foi isolada a partir da bactéria

Streptomyces peucetius variante caesius, € sua primeira formulacdo comercial
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(Adriamycin®; DOX-HCI) foi aprovada pela FDA (Food and Drug Administration),
em 1974 (Cagel et al., 2017).

O efeito anticancer da DOX é atribuido a sua capacidade de intercalar
com os pares de bases da dupla hélice do DNA e interromper o reparo do DNA
mediado pela enzima topoisomerase |l, causando a ruptura do DNA e
consequentemente a morte celular. Além disso, o0 mecanismo de agdo da DOX
envolve geragdo de radicais livres por meio de reacdes redox, atribuidas a sua
porcao quinona, 0 que causa mais danos ao DNA e potencializa sua eficacia em
inibir a proliferacao celular (Benjanuwattra et al., 2020; Sritharan; Sivalingam, 2021).

Entretanto, o uso prolongado de DOX pode promover a resisténcia a
multiplos medicamentos e os seus mecanismos de agado também afetam a estrutura
e funcdo das células normais, causando principalmente cardiotoxicidade, que é
dose-dependente. A dose cumulativa maxima recomendada de doxorrubicina é de
550 mg m~2 de area de superficie corporal para evitar cardiomiopatia. Outros efeitos
colaterais causados pela DOX incluem nauseas, vomitos, alopecia, problemas
neurologicos, lesdes hepaticas, lesbes nos rins e supressdao da medula éssea
(Figura 2) (Tacar et al., 2013; Sritharan; Sivalingam, 2021; Kaminska; Cudnoch-
Jedrzejewska, 2023).

Devido a natureza complexa do céncer e a sua tendéncia a se tornar
resistente a medicamentos, a eficacia da monoterapia (tratamento com um unico
medicamento) geralmente € limitada. Uma estratégia que tem sido explorada para
superar esses problemas é a terapia combinada (Dai et al., 2017; Pan et al., 2019;
Aghajanzadeh et al., 2022).

2.1.2 Terapia combinada

A terapia combinada refere-se a combinacdo de agentes terapéuticos ou
de diferentes modalidades de tratamento e foi proposta para o tratamento do cancer,
em 1965 (Frei et al., 1965; Rawal;, PATEL, 2019). Os farmacos prednisona,
metotrexato, vincristina e 6-mercaptopurina foram coadministrados em pacientes
pediatricos com leucemia linfocitica aguda e a combinagdo proporcionou uma
reducao da carga tumoral e das taxas de recorréncia (Frei et al., 1965).

Diversos estudos tém sido realizados e essa abordagem de tratamento

tem demonstrado maior eficacia terapéutica comparada a monoterapia. Ela pode
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inibir o crescimento tumoral por multiplas vias e aumentar a sensibilidade das células
cancerosas aos medicamentos, geralmente resultando em um efeito aditivo ou
sinérgico (Dai et al., 2017; Pan et al., 2019; Aghajanzadeh et al., 2022).

A combinagdo da quimioterapia com a terapia fotodinamica (TFD) tem
melhorado a eficacia terapéutica, em estudos in vitro e in vivo, o que torna
uma estratégia promissora para o tratamento do cancer (Grin et al., 2022;
Menilliet al., 2022; Olszowy et al., 2023). Marocco et al. (2022) investigaram os
efeitos da combinagdo do quimioterapico doxorrubicina e do fotossensibilizador (FS)
acido aminolevulinico (ALA) no tratamento de células de tumores &sseos.
Foi observado que a combinagdo aumentou a atividade citotoxica em relagdo aos

tratamentos isolados.

2.1.3 Terapia fotodindmica

A terapia fotodindmica € uma abordagem terapéutica minimamente
invasiva que tem sido utilizada no tratamento de varias condigdes patologicas,
incluindo o céancer, como os canceres de pele, esoéfago, pulmdo e bexiga
(Correia et al., 2021; Menilli et al., 2022; Kolarikova et al., 2023). O primeiro estudo
clinico em humanos usando a TFD foi relatado, em 1976, por Kelly e Snell que
utilizaram um derivado da hematoporfirina em pacientes com cancer de bexiga. A
aprovagao da TFD para uso no tratamento de alguns tipos de cancer ocorreu na
década de 1990 (Kelly; Snell, 1976; Gunaydin et al., 2021).

Esta modalidade de tratamento requer a combinacdo de trés
componentes essenciais que sdo luz em comprimento de onda especifico,
um fotossensibilizador (FS) e oxigénio molecular presente no tecido
(Ailicaie et al., 2021; Olszowy et al., 2023). O tratamento consiste na administragcao
de um FS, geralmente por via intravenosa, que apds sua distribuicdo pelo corpo
podera se acumular no tecido tumoral através de estratégias de direcionamento
passivo ou ativo (Subsegado 2.2). Entao, é realizada a aplicagdo de luz local que
resultara em danos celulares e morte celular (Figura 3) (Correia et al., 2021;
Gunaydin et al., 2021) .
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Figura 3 — Componentes essenciais para a efetividade da TFD e representagcado da
sua aplicagao clinica

Luz

[\
0.0

\

° — ~ -
Administragao Distribuicao Acumulo do Ativagao
do FS do FS FS no tumor do FS

Fonte: adaptado de Correia et al. (2021).

A exposicdo do fotossensibilizador a luz a um comprimento de onda
especifico desencadeia dois tipos de reacgdes fotoquimicas (tipo | e tipo Il) que levam
a geragao de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Correia et al., 2021). Nesse
processo os elétrons sdo excitados do estado fundamental ('FS) para o estado
excitado singleto ('FS*), que é muito instavel (tempo de vida de nanossegundos;
107°s) e podem decair para o estado fundamental e emitir luz (fluorescéncia).
No entanto, um cruzamento intersistema (intersystem crossing) podera ocorrer para
formar um estado excitado tripleto (3FS*), que é mais estavel (tempo de vida de
microssegundos; 107%s) que o estado excitado singleto. Este estado excitado tripleto
podera decair para o estado fundamental através de emisséo de luz (fosforescéncia)
ou sofrer reagdes fotoquimicas. No ambiente bioldgico, o fotossensibilizador no
estado excitado tripleto podera interagir com biomoléculas e oxigénio molecular,
e podera sofrer reagdes de transferéncia de elétrons produzindo EROs
(reacdo do tipo 1) ou transferir energia para o oxigénio molecular no estado
fundamental para gerar oxigénio singlete (reagcdo do tipo IlI). As EROs, como

oxigénio singlete, radical hidroxila, radical superdxido e perdxido de hidrogénio,
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geram danos celulares e podem promover a morte celular (Correia et al., 2021;
Aghajanzadeh et al., 2022; Kah et al., 2023). Na Figura 4, tem-se o diagrama de

Jablonski simplificado para o processo da terapia fotodinamica.

Figura 4 — Diagrama de Jablonski simplificado para o processo da terapia
fotodindmica
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Fonte: adaptado de Correia et al. (2021) e Gunaydin et al. (2021).

As EROs produzidas durante o processo da terapia fotodinAmica podem
induzir estresse celular e causar a morte celular por apoptose e necrose.
Também podem danificar os vasos sanguineos tumorais e da regido circundante,
interrompendo o suprimento de oxigénio e nutrientes, o que leva a morte
celular por hipoxia. Além disso, a TFD pode induzir uma resposta inflamatoria
que ativara o sistema imunolégico do paciente para atacar células cancerosas
(Correia et al., 2021; Olszowy et al., 2023).

A auséncia de um dos trés componentes essenciais da TFD torna falho o
processo, pois os elementos individualmente sao inofensivos as células. Comparada
a quimioterapia, a TFD apresenta a vantagem de toxicidade minima aos tecidos
normais, uma vez que os fotossensibilizadores séo ativados apenas na area exposta
a luz, o que permite um direcionamento para a area tumoral (Menilli et al., 2022;
Aziz et al., 2023). Além disso, € menos invasiva que os procedimentos cirurgicos e
geralmente tem o custo menor que outras modalidades utilizadas no tratamento do
cancer (Correia et al., 2021).

As fontes de luz utilizadas na TFD sao lasers, lampadas e diodos
emissores de luz (LEDs). Apesar dos LEDs serem menos potentes que os lasers,
o interesse no seu uso tem crescido visto que sdo de baixo custo e disponiveis em

matrizes flexiveis. Devido a limitada penetracdo da luz nos tecidos, a TFD é
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promissora no tratamento de tumores superficiais e encontra desafios para tumores
profundos. No entanto, ocorreram varios avangos nas técnicas de entrega de luz
como uso de fibra Optica e cateter para direcionamento da luz para tumores grandes
e profundos (Li et al., 2020; Correia et al., 2021).

Os fotossensibilizadores (FS) sdo moléculas que apresentam um grupo
cromoforo que absorve luz em determinado comprimento de onda com elevada
absortividade molar, desencadeando reacdes fotoquimicas. Dentre as caracteristicas
de um FS ideal para tratamento de cancer e outras doencas estdo: ser facilmente
obtido, ter propriedades quimicas previamente estabelecidas na literatura,
apresentar alta absortividade molar na faixa de 600 — 800 nm (faixa em que
a penetragdo da luz no tecido é maxima), ndo apresentar citotoxicidade em
células saudaveis, entre outras (Kwiatkowski et al., 2018; Mansoori et al., 2019;
Kah et al., 2023). Existem mais de 400 compostos que foram propostos como
candidatos para uso como fotossensibilizadores e dentre os poucos que foram
aprovados para aplicacdo clinica estao: porfimero sédico, acido aminolevulinico
(ALA), meta-tetra (hidroxifenil) clorina (m-thpc) e mono-L-aspartil clorina e6 (NP6e)
(Aziz et al., 2023). Até o momento ainda nao foi proposto nenhum FS que apresente
todas as caracteristicas ideais e estudos continuam sendo realizados para descobrir
novos e mais eficazes FS (Aziz et al., 2023; Kah et al., 2023).

A curcumina € um composto natural polifendlico que se destaca por suas
varias atividades farmacolégicas e por sua propriedade fotossensibilizante, o que
tem despertado o interesse da comunidade cientifica para uso na terapia
fotodinamica (Aziz et al., 2023; Kah et al., 2023).

2.1.4 Curcumina

Curcuma longa (conhecida como curcuma, agafrao, agafrao-da-terra,
acafrdo-da-india e turmérico) é uma planta nativa da india que também tem sido
cultivada em varias outras regides do mundo, incluindo o Brasil. A parte do vegetal
de maior interesse € o rizoma (Figura 5) que comumente é utilizado, na forma de p6
(coloragao amarelo-alaranjado), para fins culinarios e médicos (Goel et al., 2008;
Kotha; Luthria, 2019).
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Figura 5 — Rizomas e curcuma em po6
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Em sua composi¢cdo quimica, estdo presentes os curcumindides
(curcumina, demetoxicurcumina e bisdemetoxicurcumina) que sa&o compostos
polifendlicos responsaveis pela coloragao laranja dos rizomas (Goel et al., 2008).
Dos trés curcumindides, a curcumina (Curcumina I; CUR) € a mais abundante na
curcuma, seguida por demetoxicurcumina  (Curcumina Il; DMC) e
bisdemetoxicurcumina (Curcumina Ill; BMC). Suas estruturas quimicas estao
representadas na Figura 6A, 6B e 6C, respectivamente.

A curcumina comercial contém 75-80% de curcumina, 15-20% de
demetoxicurcumina e 3-5% de bisdemetoxicurcumina (Peram et al., 2017; Kotha;
Luthria, 2019; Sharifi-Rad et al., 2020). No geral, os termos curcumina, curcumina
comercial e curcumindides tém sido usados para representar todos os trés
curcumindides (Rodrigues et al., 2015; Nelson et al., 2017; Sharifi-Rad et al., 2020).

A estrutura quimica da curcumina consiste em dois anéis aromaticos
(substituidos com grupo orto-metoxila e hidroxila fendlica) interligados por uma
porcao B-dicetona a, B-insaturada. Os trés curcumindides diferem na substituicdo de

metoxi nos anéis aromaticos (Zheng; Mcclements, 2020).
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Figura 6 — Estrutura quimica (A) da curcumina, (B) da demetoxicurcumina e (C) da
bisdemetoxicurcumina, além (D) dos produtos de degradacgao hidrolitica e oxidativa
da curcumina
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Fonte: Elaborada pela autora.

A porcdo B-dicetona sofre tautomerizacdo ceto-endlica, como
representado na Figura 6A, e este equilibrio € dependente das condigbes
do ambiente (pH e polaridade do solvente). No estado solido, em condi¢des
alcalinas, em solventes apolares (como cloroférmio; CHCI3) e polares aproticos
(dimetilsulfoxido; DMSO), a forma endlica € predominante. Este tautdmero € o mais
estavel, devido a presenca de uma ligagdo de hidrogénio intramolecular e a sua
planaridade que permite uma melhor conjugacao eletronica. Enquanto,
em condi¢gdes acidas, neutras e em solventes polares proticos, o equilibrio é
parcialmente deslocado em diregcdo ao tautdmero ceto, e este & estabilizado por
ligacbes de hidrogénio intermoleculares com o solvente (Manolova et al.,, 2014;
Priyadarsini, 2014; Stanic, 2017).

A curcumina € praticamente insoluvel em solugdo aquosa acida e neutra,
mas € soluvel em solventes organicos como metanol, etanol, acetona e DMSO.

Em meio alcalino, a solubilidade da curcumina aumenta, porém ela degrada
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rapidamente em condigdes neutra e alcalina (Kotha; Luthria, 2019;
Zheng; Mcclements, 2020).

A degradacdo da curcumina ocorre por solvolise (reage com o solvente)
ou processo de oxidagao. A degradacéo hidrolitica leva a formagéo de acido ferulico,
feruloilmetano e vanilina (Figura 6D), enquanto a degradacao oxidativa produz a
biciclopentadiona (Figura 6D) que é o principal produto de degradag¢ao da curcumina
(Nelson et al., 2017; Zheng; Mcclements, 2020).

A curcumina e seus derivados apresentam diversas atividades
farmacolégicas como anti-inflamatdria, antioxidante, antimicrobiana, cardioprotetora,
neuroprotetora e anticancer (Sharifi-Rad et al., 2020; Zheng; Mcclements, 2020;
UroSevic et al., 2022). A atividade anticancer da curcumina foi demonstrada por
Kuttan et al. (1985), através de estudos in vitro e in vivo em cancer do sistema
linfatico.

Os efeitos anticancerigenos da curcumina, como inibicdo do crescimento
das células cancerosas, supressdo da angiogénese, supressdo da metastase e
inducdo de apoptose se devem a sua capacidade de afetar varias vias de
sinalizagao celular, interferir no ciclo celular, inibir citocinas inflamatdrias,
proteinas quinase e fatores de transcricdo (Deng et al., 2016; Xu et al., 2018;
Ashrafizadeh et al.,, 2020). Varios estudos mostram que a curcumina apresenta
atividade citotoxica contra diversas linhagens de células cancerosas, como de
cancer de prostata (Boccellino et al., 2022), mama (Fabianowska-Majewska et al.,
2021), colorretal (Ojo et al., 2022) e pulmao (Mo et al., 2021).

A curcumina também se destaca por apresentar propriedade
fotossensibilizante, o que torna possivel a sua utilizagdo como fotossensibilizador na
terapia fotodindamica (TFD). Seu espectro de absorgédo encontra-se na regido de 300
a 500 nm com comprimento de onda de maxima absorgcdo entre 405 e 435 nm,
dependendo do solvente. Portanto, a luz azul (400 — 500 nm) é usada para ativa-la
(Aziz et al., 2023; Kah et al., 2023).

A literatura cientifica tem reportado que a terapia fotodinamica melhorou
o efeito anticancerigeno da curcumina em varias linhagens de células cancerosas,
como cancer de mama, pele, figado, préstata e rins (Yang et al., 2020;
Xie et al., 2022; Kah et al., 2023). O tratamento de células de cancer renal (KTCTL-
26 e A498) com curcumina em baixa concentragdo e exposigao a luz azul reduziu

significativamente a viabilidade celular. A aplicagdo apenas da luz visivel ou da
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curcumina isolada nao levou a diferencas significativas na proliferagcao celular em
relagéo ao controle (Rutz et al., 2019).

Apesar dos seus varios efeitos terapéuticos, a aplicacdo clinica
da curcumina ¢é limitada, devido a sua baixa solubilidade em agua,
baixa biodisponibilidade e instabilidade quimica em condigdes fisiolégicas
(Nelson et al., 2017; Zheng; Mcclements, 2020). Na busca de contornar as inumeras
limitacbes que a curcumina e os quimioterapicos apresentam, varios sistemas de
liberagcdo de farmacos baseados em nanotecnologia tém sido propostos visto que
podem aumentar a biodisponibilidade e melhorar a eficacia terapéutica. Além disso,
poderia reduzir a toxicidade ao minimizar a distribuicdo inespecifica dos

quimioterapicos nos tecidos (Pan et al., 2019; Chang et al., 2021; Dizaj et al., 2022).

2.2 Nanoparticulas

A nanotecnologia farmacéutica tem ganhado crescente interesse nas
ultimas décadas como ferramenta de entrega de medicamentos para o tratamento
contra o cancer e outras doencas (Palao-Suay et al.,, 2016; Yang et al.,, 2018;
Nirmala et al., 2023).

A razao pela qual as nanoparticulas s&o atraentes como sistemas de
liberacdo de farmacos é baseada nas suas caracteristicas unicas, como tamanho
adequado para aplicagao intravenosa, prote¢do do farmaco na corrente sanguinea,
aumento do tempo de circulagao sistémica dos agentes terapéuticos e capacidade
de promover uma liberacdo controlada do farmaco aumentando a eficacia
terapéutica e reduzindo os efeitos colaterais (Lee; Yeo, 2015; Yang et al., 2018;
Nirmala et al., 2023). Além disso, elas possibilitam uma melhor adesdo do paciente
ao tratamento, através da reducdo das doses e frequéncia da administracao,
mantendo os niveis do farmaco na faixa desejada (Lee; Yeo, 2015).

Os nanocarreadores de farmacos geralmente apresentam tamanhos na
faixa de 10 — 1000 nm. Porém, dependendo da aplicagao em locais especificos, os
sistemas devem se adequar a uma faixa de tamanho definida (Khosa et al., 2018).
Para aplicagdes intravenosas, as nanoparticulas devem apresentar diametro médio
entre 30 e 300 nm, visando um prolongamento do tempo de circulagao sistémica dos
transportadores. Problemas como trombose e rapida eliminagdo pelo sistema

reticuloendotelial (figado, baco e medula éssea) podem ser causados por sistemas
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com tamanhos maiores que 300 nm. Além disso, particulas menores que 10 nm
devem ser evitadas, pois estdo sujeitas a rapida eliminagdo pelos rins
(Ferrari et al., 2018).

Tendo em vista as alteragdes na quantidade e tamanho dos poros dos
vasos sanguineos dos tecidos tumorais (500 — 1000 nm) em relagao aos saudaveis
(6 — 12 nm), muitos sistemas nanoparticulados com tamanhos menores que 200 nm
tém sido projetados para acumular passivamente em tumores, fendbmeno conhecido
como efeito de permeabilidade e retencdo aumentada (EPR) (Figura 7A)
(Danaei et al., 2018; Alavi; Webster, 2021; Shi et al., 2023). Os nanocarreadores
nao sdo capazes de atravessar o endotélio normal rapidamente. Com isso o efeito
EPR permite que as nanoparticulas alcancem os tumores de forma mais seletiva
que os farmacos livres, podendo promover uma minimizagdo da toxicidade
aos tecidos normais e aumento da eficacia terapéutica (Lee; Yeo, 2015;
Nirmala et al., 2023).

Varios biomarcadores sdo especificamente ou altamente expressos na
superficie de células cancerosas. Nanomateriais tém sido modificados com
moléculas direcionadoras, ou seja, ligantes (anticorpos, proteinas, peptideos, acidos
nucléicos e acido folico) para serem reconhecidos seletivamente pelos receptores
expressos nas células-alvo (células cancerosas), como ilustrado na Figura 7B
(Dai et al., 2017; Nirmala et al., 2023; Shi et al., 2023). O direcionamento ativo
tem sido desenvolvido para aumentar o acumulo e absorcdo celular dos
nanocarreadores no ambiente tumoral e promover uma liberagdo direcionada do

farmaco, reduzindo danos as células normais (Attia et al., 2019; Chang et al., 2021).
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Figura 7 - llustracdo esquematica (A) do efeito EPR, (B) direcionamento ativo de
nanoparticulas e (C) liberacdo de farmaco desencadeada por estimulos enddégenos
(A) Direcionamento passivo
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normal tumoral
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Fonte: elaborada pela autora.

A fisiopatologia do tumor se manifesta com alteracées no pH, atividade
enzimatica ou propriedades redox e estes fatores enddégenos tém sido explorados
como estimulos para desencadear uma liberacdo seletiva de farmacos a partir de
nanocarreadores (Figura 7C) (Wang et al., 2018, 2022; Rodriguez et al., 2023). O
crescente interesse por sistemas sensiveis ao pH deve-se ao meio mais acido do
microambiente tumoral quando comparado com tecidos saudaveis (pH 7,2-7,4). No
microambiente extracelular de um tumor, os valores de pH sido de 6,5 a 6,8,
enquanto nos endossomos 0 meio € ainda mais acido (pH de 5,5 a 6,5 no
endossomo inicial e pH de 5,0 a 5,5 no endossomo tardio) (Wang et al., 2016). As
células tumorais proliferam a uma taxa extremamente alta e a falta de nutrientes leva
a aceleragao da glicdlise e ao acumulo de acido latico, diminuindo o pH do meio,
conhecido como efeito Warburg (Bellone et al.,, 2013; Zhou et al.,, 2018).

Nanoparticulas pH-responsivas devem permanecer estaveis na corrente sanguinea
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minimizando a liberacdo prematura do farmaco. E ao atingir o microambiente
tumoral a liberagdo do farmaco é desencadeada pela alteragdo do pH do meio
(Chang et al., 2021). A acidez no microambiente tumoral complementa e estende a
seletividade alcangada pelo efeito EPR (Wang et al., 2018).

Diversos nanocarreadores de farmacos sensiveis ao pH tém sido
projetados utilizando ligagcdes acido-labeis (hidrazona, imina, oxima e acetal) entre
o farmaco e o polimero (conhecidos como conjugados polimero-farmaco ou pro-
farmacos poliméricos) ou na composicdo estrutural do polimero promovendo
uma liberagcdo seletiva do farmaco (Wang et al.,, 2018; Wang et al., 2022;
Chang et al., 2021). Polissacarideos tém sido amplamente estudados como
componentes de nanocarreadores de farmacos tendo em vista suas excelentes
caracteristicas como solubilidade em agua, biodegradabilidade, biocompatibilidade,
baixa toxicidade e facilidade de modificagdo quimica (Yang et al., 2018;
Plucinski et al., 2021; Petrovici et al., 2023).

2.3 Dextrana e dextrana oxidada

Em 1861, Pasteur mostrou que o espessamento de xaropes de cana-de-
acgucar era causado por agao microbiana e, em 1878, Tieghem nomeou a bactéria
causadora de Leuconostoc mesenteroides (Pasteur, 1861; Tieghem, Van, 1878).
Entdo, em 1874, Scheibler descobriu que esse aumento da viscosidade dos xaropes
era causado pela presenga de um carboidrato que foi nomeado dextrana
(Scheibler, 1874). Varias bactérias laticas dos géneros Leuconostoc, Lactobacillus e
Streptococcus sdo conhecidas por sintetizar dextrana. Durante o processo
fermentativo, a sacarose € convertida em dextrana pela acao da enzima dextrana-
sacarase excretada pelas bactérias (Naessens et al., 2005).

A dextrana (DEX) € um homopolissacarideo soluvel em agua que
apresenta cadeia principal de D-glicose unidas por ligagdes a-(1—6) e variadas
quantidades de ramificagbes de D-glicose ligadas a cadeia principal por ligagdes
glicosidicas a-(1—3) e ocasionalmente a-(1—2) e a-(1—4), dependendo da cepa
utilizada (Naessens et al., 2005; Siddiqui et al., 2014). Comercialmente, a dextrana
€ obtida a partir da fermentacao da espécie Leuconostoc mesenteroides NRRL B-

512F em meio com sacarose e contém aproximadamente 95% de ligagdes
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glicosidicas a-(1—6) e 5% de ramificagdes ligadas a-(1—3) (Naessens et al., 2005;

Siddiqui et 1., 2014). Na Figura 8, tem-se uma representacao estrutural da dextrana.

Figura 8 — Representagao da estrutura da dextrana
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Fonte: elaborada pela autora.

Devido a sua solubilidade em agua, baixa toxicidade, boa
biocompatibilidade e biodegradabilidade, a dextrana tem sido aplicada ha mais de
50 anos como expansor de plasma sanguineo e extensivamente estudada no
desenvolvimento de sistemas de liberagdo de farmacos (Raveendran et al., 2016;
Chen et al., 2020; Petrovici et al., 2023). Dentre os sistemas de liberacdo de farmaco
anticancer desenvolvidos estdo nanocarreadores (Grebinyk et al., 2022;
Dong et al., 2023), microesferas (Rai et al., 2016) e hidrogéis (Huang et al., 2020;
Fan et al., 2023).

A abundéncia de grupos hidroxila nas unidades glicosidicas possibilita
arealizacdo de diversas modificacbes quimicas do polissacarideo, ampliando
suas funcionalidades e aplicagcbes. A dextrana apresenta didis vicinais com
hidroxilas orientadas nas posi¢des equatorial-equatorial, que podem ser oxidadas
com periodato de sédio (NalOas), levando a formagédo de dois aldeidos por unidade
glicosidica oxidada (dialdeidos). No geral, o ion periodato ataca os didis
vicinais rompendo as ligagdes C2—-Cs ou C3—C4, sendo possivel a ocorréncia de uma
segunda oxidacdo com liberacdo de acido formico (Figura 9). A clivagem
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das ligagbes C2-Cs ou Cs3-Cs resulta em maior flexibilidade da cadeia
(Kristiansen et al., 2010; Maia et al., 2011).

Figura 9 — Esquema da oxidagédo da dextrana com periodato de sédio. (A) Oxidagéo
com formacgao de aldeidos nas posi¢cdes C3 e C4, (B) formagao de aldeidos em C2 e
C3 e (C) dupla oxidagédo com liberagéo de acido formico

(A)

10, -~ 5 —0  +HCOOH

Fonte: adaptado de Maia et al. (2011).

Os produtos dialdeidicos apresentam boa reatividade com N-nucledfilos,
como aminas primarias (—NH2), hidrazinas (N2Hs4) e hidroxilaminas (NH20H)
(Suvorova et al., 2001; Maia et al., 2011).

2.4 Base de Schiff

A reacao de formacédo de base de Schiff foi descoberta pelo quimico
alem&o Hugo Schiff, no ano de 1864, e refere-se a reacédo de aldeidos e cetonas
com um grupo amino (aminas primarias, hidroxilamina, hidrazina, entre outros)
resultando em um produto com ligagao C=N (Figura 10). Produtos obtidos a partir de
aminas primarias sdo denominados como iminas, a partir de hidroxilamina como
oximas e a partir de hidrazinas como hidrazonas (Xin; Yuan, 2012; Xu et al., 2019).

A base de Schiff € uma ligagao covalente dindmica, pois € reversivel com
a variagao do pH, o que a torna interessante na sintese de materiais estimulo

responsivos (Feng et al., 2017; Lima et al., 2021; Tian et al., 2023). Em solug¢ao
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aquosa com pH abaixo de 6,5, a ligacdo imina formada a partir de aminas primarias
e aldeidos é desfeita, enquanto acima deste valor a base de Schiff € considerada
estavel. Uma vantagem dessa reagao € que sua sintese é possivel com a simples

mistura e agitagao dos reagentes (Xin; Yuan, 2012).

Figura 10 — Reacédo global de formacgéao de iminas (base de Schiff) a partir de um
aldeido e uma amina primaria
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Fonte: elaborada pela autora.

Devido a facilidade de sintese e sensibilidade do produto ao pH, a reagao
de formagao de base de Schiff desperta atengdao no desenvolvimento de sistemas de
liberagcdo de farmacos anticancer (Jia; Li, 2015; Xu et al., 2019; Tian et al., 2023).
Ligagdes imina entre o farmaco e o polimero, ou na composi¢gado estrutural do
polimero, podem promover uma liberacdo seletiva do medicamento nos tecidos
tumorais, visto que apresentam um ambiente mais acido que os tecidos saudaveis. A
integridade estrutural das bases de Schiff € mantida em condi¢des fisioldgicas,
enquanto em condigdes acidas a conjugacdo de farmacos pode ser desfeita e
transportadores podem ser desmontados propiciando a liberagdo seletiva do
farmaco (Feng et al., 2017; Curcio et al., 2020; Tian et al., 2023).

Feng et al. (2017) propuseram um pro-farmaco polimérico através da
conjugacao de dextrana oxidada com o farmaco anticancer doxorrubicina via reacéo
de formacdo de base de Schiff. O conjugado mostrou-se sensivel ao pH,
promovendo maior liberagao do farmaco em meio acido. Os resultados de captagao
celular, citotoxicidade e inibicdo da proliferacdo tumoral mostraram que o pré-
farmaco era mais eficaz que o farmaco livre.

Curcio et al. (2020) conjugaram a doxorrubicina, via reagado de formagao
de base de Schiff, em dextrana oxidada acoplada com acido lipdico e obtiveram
vesiculas hemocompativeis com propriedades de liberacdo de DOX responsiva a
variagdo de pH e potencial de redugdo. A camptotecina foi encapsulada nas

vesiculas e ensaios citotéxicos revelaram um aumento do efeito anticancer.
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Tian et al. (2023) sintetizaram pro-farmacos de dextrana conjugada com
doxorrubicina acoplados com anticorpo monoclonal CD147 para entrega de DOX as
células cancerosas via direcionamento ativo. A doxorrubicina e o anticorpo foram
conjugados a dextrana oxidada via reacdo de formacdo de base de Schiff e as
nanoparticulas obtidas mostraram uma liberagao pH-responsiva. Os resultados de
citotocixidade in vitro e ensaios de avaliacao in vivo da eficacia antitumoral indicaram
que os nanosistemas pH-responsivos preparados tinham maior seguranga e efeitos
de direcionamento, em comparagao ao farmaco livre.

A reacao de formacao de base de Schiff também tem sido utilizada na
sintese de copolimeros por enxertia. Carboximetilcelulose oxidada foi enxertada com
metoxi polietilenoglicol amino terminado e dodecilamina por Bordallo et al. (2015).
Nanoparticulas auto-organizadas com potencial para transporte de farmacos
hidrofébicos foram preparadas e caracterizadas.

Lima et al. (2021) preparam copolimeros de galactomanana enxertada
com poli(N-isopropilacrilamida) via reacdo de formacdo de base de Schiff com
propriedades promissoras para carreamento de farmacos, principalmente por

conjugacgao com moléculas que possuem grupos amino em suas estruturas.
2.5 Copolimeros por enxertia

Copolimeros sao polimeros constituidos por diferentes unidades de
repeticado e, de acordo com o arranjo dos monémeros na cadeia, eles podem ser
classificados como em bloco, alternado, aleatério e por enxertia (Figura 11)

(Odian, 2004).

Figura 11 — Estrutura generalizada de alguns tipos de copolimeros
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Fonte: elaborada pela autora.
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Os copolimeros por enxertia sdo constituidos por uma cadeia principal de
um polimero e cadeias laterais de outro polimero, unidos por ligagdo covalente
(Alexandridis, 1996). No geral, copolimeros por enxertia podem ser sintetizados por

trés principais estratégias: “grafting through”, “grafting from” e “grafting to
(Figura 12).

Figura 12 — llustracdo esquematica das principais estratégias de sintese de
copolimeros por enxertia
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Fonte: elaborada pela autora.
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Na abordagem “grafting through” macromondémeros funcionalizados com
grupos vinila sdo copolimerizados com monémeros vinilicos de baixa massa molar.
Na “grafting from” sitios ativos s&o criados na cadeia principal e a partir destes
ocorre o crescimento das cadeias laterais. Enquanto, na estratégia “grafting to” os
copolimeros sdo formados a partir de reagdes de acoplamento entre grupos
funcionais presentes na cadeia principal e grupos terminais reativos das cadeias
laterais pré-formadas. Este ultimo método tem a vantagem de controle do tamanho

das cadeias laterais e possibilidade de caracterizagdo da cadeia principal e das
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cadeias laterais, antes das reagdes de acoplamento (Atanase et al.,, 2017;
Seidi et al., 2018; Jarosz et al., 2019).

Copolimeros por enxertia constituidos por segmentos hidrofilicos e
hidrofobicos tém propriedades anfifilicas. Estes podem se auto-organizar em
nanoparticulas em solugdo aquosa apés a concentragao de associagao critica (CAC),
concentracdo minima de copolimeros necessaria para formagao das nanoparticulas
(Atanase et al., 2017). O processo de auto-organizagéo € espontaneo e dirigido por
interagbes ndo covalentes, como forga de Van der Waals e ligagdes de hidrogénio
que mantém a estabilidade e integridade das nanoparticulas (Lim, 2012). As
nanoparticulas formadas geralmente possuem o nucleo hidrofébico e a camada
externa hidrofilica, o que permite o encapsulamento de agentes terapéuticos
hidrofébicos (Gomes et al., 2020; Lima et al., 2021; Santos et al., 2023).

Um caso especifico sao os copolimeros “duplamente hidrofilicos”
(possuem apenas segmentos hidrofilicos) que adquirem caracteristicas anfifilicas
quando estimulos externos sao aplicados, como temperatura, pH, forca idnica e luz
(Atanase et al., 2017; Tu et al., 2018; Lima et al., 2021).

2.6 Poli(N-isopropilacrilamida)

Polimeros que alteram sua estrutura e propriedades em funcdo de
estimulos externos, como temperatura, pH, forga idnica e luz, sdo conhecidos como
polimeros inteligentes (Qiu; Hu, 2013; Aguilar; Roman, 2014).

O poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAM) (Figura 13A) é um polimero
inteligente, obtido a partir da polimerizagdo do mondmero N-isopropilacrilamida
(NIPAM) (Figura 13B), e foi reportado pela primeira vez em 1968, por
Heskins e Guillet (1968). Em meio aquoso, o PNIPAM apresenta caracteristica
termoresponsiva, sua solubilidade diminui com o aumento da temperatura do meio. A
temperatura em que ocorre a transicao de fase desse polimero € em torno de 32 °C,
caracteristica que tem despertado interesse cientifico em varios estudos que visam
aplicagdes biomédicas, visto que € uma temperatura proxima a do corpo humano
(Schild, 1992; Bordat et al., 2019). O desenvolvimento de sistemas para entrega de
farmacos e para engenharia de tecidos sdo destaque entre as aplicagdes
biomédicas do PNIPAM (Ansari et al., 2022; Santos et al., 2023) .
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Figura 13 — Formula estrutural (A) do monémero vinilico NIPAM, (B) do seu polimero
PNIPAM e (C) ilustracdo da propriedade termoresponsiva do PNIPAM
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O PNIPAM exibe um comportamento do tipo LCST (Lower Critical Solution

o
Fonte: elaborada pela autora.

Temperature), pois em temperaturas abaixo de 32 °C ele é soluvel em agua, ou seja,
as ligagdes de hidrogénio entre o polimero e as moléculas de agua predominam, em
relacdo as interagcdes entre as moléculas do polimero. Em temperaturas mais
elevadas, as ligacbes de hidrogénio intermoleculares e as interagcdes entre os
segmentos hidrofébicos do PNIPAM sao favorecidas, acarretando a desidratacao
e hidrofobizacdo das cadeias poliméricas (Figura 13C) (Chen et al., 2015;
Pasparakis; Tsitsilianis, 2020).

Do ponto de vista termodindmico (AG = AH-TAS), em temperaturas
abaixo da LCST a entalpia de solubilizagdo (AH) é negativa devido a formacao de
ligacdes de hidrogénio entre as moléculas de agua e polimero. Esse processo leva a
um sistema mais organizado com variagao da entropia negativa (AS < 0). Nesta fase,
o termo entalpico é predominante e a variagdo da energia livre de Gibbs (AG) é
negativa, o que proporciona a dissolu¢gdo do PNIPAM. Acima da LCST, ocorre
o fortalecimento das interacbes entre os segmentos hidrofébicos do polimero,
levando a um AH menos negativo e um ganho entropico. Nesta fase, o termo
entrépico predomina e o AG é positivo, ocorrendo a desidratacdo e formacido de
agregados com conformacgao globular compacta (Pasparakis; Tsitsilianis, 2020;
Tang et al., 2021).
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O valor da temperatura de transicado depende de diversos fatores como
massa molar, concentracao, forga ibnica e equilibrio entre os segmentos hidrofilicos
e hidrofébicos. Ao copolimerizar o PNIPAM com segmentos de carater hidrofilico, a
LCST pode ser aumentada, enquanto a LCST é reduzida ao copolimerizar com
segmentos hidrofobicos (Almeida et al., 2012; Lencina et al., 2014).

A copolimerizacdo do PNIPAM tem sido explorada em diversos
polissacarideos, como dextrana (Yeshchenko et al.,, 2022), dextrana sulfatada
(Santos et al.,, 2023), goma do cajueiro (Abreu et al., 2016), galactomanana
(Lima et al., 2021) e quitosana (Babelyte et al., 2023).

Copolimeros por enxertia a base de dextrana e poli(N-isopropilacrilamida)
tém sido sintetizados por polimerizagao via radicais livres utilizando como iniciador
nitrato de amoénio cérico IV (CAN), polimerizagdo radicalar controlada por
transferéncia de atomo (ATRP) e por reagao de acoplamento utilizando quimica de
carbodiimidas (Tabela 1). Dentre as propostas de aplicacdo, destacam-se o
carreamento de farmacos.

A sintese de copolimeros por enxertia via reagao de formacao de base de
Schiff tem sido pouco explorada, principalmente a enxertia do PNIPAM em
polissacarideos. Nosso grupo de pesquisa reportou a preparagéo de copolimeros a
base de galactomanana e PNIPAM por esse tipo de reagcdo com potencial para
carreamento de farmacos (Lima et al., 2021). A enxertia de PNIPAM em dextrana por
essa rota desperta atencédo devido a possibilidade de obtencdo de copolimeros de
forma simples com propriedades como termossensibilidade e resposta ao pH. Essas
caracteristicas potencializam sua aplicagdo como sistemas de carreamento de
agentes terapéuticos, como doxorrubicina e curcumina, para uso na terapia

combinada contra o cancer.
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Tabela 1 — Copolimeros por enxertia a base de dextrana e PNIPAM sintetizados por
diferentes rotas de sintese

Apresentagao
Rota de
] Reagentes do Aplicacao Referéncia
sintese i
copolimero
Potencial para YESHCHENKO et
aplicacao biomédica al. (2022)
Carreamento do
CHERNYKH et al.
Nanoparticula farmaco anticancer
- (2021)
doxorrubicina
Polimerizagao Potencial para CHUMACHENKO
via radicais CAN' aplicagado biomédica et al. (2017)
livres Carreamento do
farmaco anti-
Nanoparticula . . TAN et al. (2011)
inflamatério
indometacina
WANG et al.
Micela -
(2002)
EDC?/NHS? Hidrogel - ZHANG (2005)
Ferramenta para ANASTASE-
Quimica de DCC*EDC - purificar anticorpos RAVION et al.
carbodiimidas policlonais (2001)
. Potencial para
EDC Hidrogel o _ HUH et al. (2000)
aplicacédo biomédica
Carreamento do BLANCO-
CuBr® Micela farmaco anticancer n FERNANDEZ et al.
metotrexato (2017)
Carreamento de WANG et al.
CuCl’ Nanoparticula _
hemoglobina (2014)
ATRP® Potencial para PATRIZI et al.
CuCl Nanoparticula _ _ _
aplicagao biomédica (2009)
Potencial
microtransportador
CuBr Microesfera

KIM et al. (2003)
para culturas de

células

'CAN: Nitrato de amonio cérico IV. 2EDC: Cloreto de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropril) carbodiimida.
SNHS: N-Hidroxisuccinimida. “DCC: N,N'-diciclohexilcarbodiimida. SATRP: Polimerizagdo radicalar
controlada por transferéncia de atomo. 8CuBr: Brometo de cobre (l). 7 CuCl: Cloreto de cobre (I).




51

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver nanoparticulas de dextrana enxertada com poli(N-
isopropilacrilamida) via reagao de formacao de base de Schiff para uso na terapia

combinada contra o cancer.

3.2 Objetivos especificos

e Investigar a influéncia da massa molar da dextrana oxidada e do PNIPAM-
NH2 nas propriedades de copolimeros por enxertia sintetizados via reagao de
formacgao de base de Schiff (concentragcao de associagao critica, temperatura
de transigéo, tamanho de particulas e sensibilidade ao pH);

e Analisar as caracteristicas quimicas, fisicas e morfolégicas de nanoparticulas
de dextrana-g-PNIPAM carregadas com o farmaco doxorrubicina via reagao
de formacdo de base de Schiff e de nanoparticulas co-incorporadas com
doxorrubicina e curcumina;

e \Verificar o efeito da variacdo do pH do meio no percentual de liberagao de
doxorrubicina e curcumina das nanoparticulas;

e Comparar a estabilidade quimica da curcumina livre e incorporada nas
nanoparticulas;

¢ Investigar o efeito da monoterapia e da combinagado da quimioterapia com a
terapia fotodindmica na citotoxicidade das nanoparticulas em células nao-

tumoral e cancerosa.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Fluxograma metodolégico

Na Figura 14, pode-se observar um fluxograma das etapas desenvolvidas

neste trabalho.

Figura 14 - Fluxograma metodoldgico do trabalho
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Fonte: elaborada pela autora.
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4.2 Materiais

Dextranas com massas molares ponderais meédias (Mw)
de 4,5x10* gmol™' (DEXssk) e 3,1 x10% g mol™' (DEXsi0k) determinadas por
cromatografia por exclusdo de tamanho (SEC, Size-Exclusion Chromatography)
foram adquiridas da Sigma-Aldrich e Pharmacia, respectivamente. O monémero N-
isopropilacrilamida (NIPAM), persulfato de potassio (KPS), cloridrato de 2-
aminoetanotiol (AET-HCI), pireno, cloridrato de doxorrubicina (DOX-HCI), curcumina
(obtida da Curcuma longa; 81%) e trietilamina (TEA) foram adquiridos da Sigma-
Aldrich. O reagente lauril sulfato de sodio (LSS) foi adquirido da Vetec. Acetona,
hidroxido de sodio (NaOH), acido cloridrico (HCI), dimetilsulfoxido (DMSO), cloridrato
de hidroxilamina (NH20H-HCI), etilenoglicol e periodato de so6dio (NalOs4) foram
obtidos da Synth. O Meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) foi adquirido
da Vitrocell e o soro fetal bovino foi comprado da Cultilab. Os antibiéticos penicilina e

estreptomicina foram obtidos da Cytiva.

4.3 Oxidacao da dextrana

A reacdo de oxidacao parcial da dextrana foi realizada utilizando o
periodato de sdédio (NalO4) como agente oxidante e foi baseada na metodologia
proposta por Maia et al. (2011), com modificagdes. A dextrana (2,0 g; 1,23 x 1072 mol
de unidade glicosidica) foi dissolvida em 400 mL de agua destilada, sob agitacao
magnética por 24 h. Em seguida, adicionou-se 0,79 g de NalO4 para se obter um
grau de oxidagao tedrico de 30%. A reacdo prosseguiu sob agitacdo magnética
(200 rpm) por 6 h, a temperatura ambiente e protegida da luz. Para finalizar a reacéo,
adicionou-se etilenoglicol. O meio reacional foi dialisado contra agua destilada em
membrana com limite de exclusdo de 14 000 g mol™' e liofilizado. Dextranas
oxidadas (DEX-CHO) obtidas a partir de DEX4sx e DEXs10k foram denominadas
DEX45k—CHO e DEX310k—CHO.

4.3.1 Determinagdao do grau de oxidagao (GO)

O grau de oxidagédo (GO), ou seja, percentual de unidades glicosidicas

oxidadas foi determinado por titulagdo potenciométrica, utilizando o cloridrato de
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hidroxilamina (NH20H-HCI) para converter os aldeidos em oximas (C=N-OH),
mediante liberagao de acido cloridrico (HCI) (Zhao; Heindel, 1991). Uma massa de
50 mg de DEX-CHO foi dissolvida em 25 mL de solugdo de NH20H-HCI 0,25 mol L™’
e deixou-se reagir por 24 h, a temperatura ambiente. Apds, titulou-se com NaOH
padronizado (0,099 mol L™") e calculou-se o GO a partir da equagéo 1. Dextrana n&o

modificada foi utilizada como referéncia.

162XV xcx1073
- 2m

GO x 100% (1)

Onde: V é volume da solugdo de NaOH consumido no ponto de equivaléncia, em mL;
¢ é a concentracdo da solugdo de NaOH, em mol L™"; m é a massa de DEX—CHO,

em gramas e 162 ¢ a massa molar da unidade glicosidica, em g mol™".

4.4 Sintese do poli(N-isopropilacrilamida) com terminagao amino (PNIPAM-NH:2)

O PNIPAM-NH2 foi sintetizado por polimerizagdo radicalar dos
mondmeros de N-isopropilacrilamida (NIPAM) em meio aquoso utilizando o
persulfato de potassio (KPS) como iniciador e o cloridrato de 2-aminoetanotiol
(AET-HCIl) como agente de transferéncia de cadeia (Bokias et al., 2001;
Gupta et al., 2011).

Inicialmente, 5,66 g de NIPAM (50 mmol) foram dissolvidas em 80 mL de
agua destilada e gas nitrogénio (N2) foi borbulhado por 30 min na solugédo. O KPS
(148 mg; 0,55 mmol) e o AET-HCI (0,5 ou 1 mmol) foram dissolvidos em 10 mL de
agua destilada, desaerados separadamente e depois adicionados a solugdo do
mondmero. Deixou-se a reagao prosseguir sob agitacdo magnética (200 rpm) por
6 h, a 30 °C e em atmosfera de N2. Por fim, o meio reacional foi dialisado contra
agua destilada e liofilizado. A fim de obter PNIPAM-NH2 com diferentes massas
molares utilizou-se duas razbes molares de AET-HCl/monémero (0,01 e 0,02).
As massas molares ponderais médias (Mw) dos polimeros foram determinadas por
SEC, 3,0x10* e 1,7 x 10* g mol™', e denominados PNIPAMzo e PNIPAM17,

respectivamente.
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4.4.1 Determinagcao da quantidade de grupos amino (NH2)

A quantidade de grupos amino por grama de PNIPAM-NH2 foi
determinada por titulagdo potenciométrica acido-base (Lencina et al., 2014).
Uma massa de 0,25 g de PNIPAM-NHz2 foi dissolvida em 10 mL de agua destilada e,
NaOH 0,1 mol L' adicionado até pH 2 11 para completa desprotonagdo dos grupos
amino. Em seguida, a solugdo foi titulada com solucdo de HCI padronizado
(0,0083 mol L™).

4.5 Sintese dos copolimeros dextrana-g-poli(N-isopropilacrilamida) via reagao

de formacao de base de Schiff

A sintese dos copolimeros foi realizada via reacéo de formacao de base
de Schiff entre o grupo amino terminal do PNIPAM-NH: e os grupos aldeido da DEX-
CHO, de acordo com a metodologia descrita por Lima et al. (2021). Poli(N-
isopropilacrilamida) amino terminado (0,075 g) e dextrana oxidada (0,075 g) foram
dissolvidos em 50 mL de agua destilada. A solugdo de PNIPAM-NH: foi vertida na
solugdo de DEX-CHO e a reagao prosseguiu sob agitacdo magnética (150 rpm) por
24 h e a temperatura ambiente. Posteriormente, foi seca por liofilizagao.

A fim de purificar os copolimeros, estes foram dispersos em acetona
(100 mg de copolimero em 50 mL de acetona) sob agitagdo magnética, por 48 h.
Os copolimeros purificados, que sao insoluveis em acetona, foram separados
do PNIPAM-NHz (soluvel em acetona) que nao reagiu, por centrifugagdo a
10 000 rpm. Por fim, os copolimeros purificados foram dissolvidos em agua e
liofilizados. Trés copolimeros foram sintetizados variando a massa molar da dextrana

de partida e do PNIPAM—-NH:2 e foram denominados Da4skP30k, D310kP3ok € DaskP17k.

4.5.1 Rendimento da reagcao de enxertia (RE%)

O rendimento das reagdes de enxertia foi calculado a partir da

equacao 2.

RE(%) = —Cp X 100% )

MpEX—-CHO tMPNIPAM—NH,
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Onde: mcp € a massa de copolimero purificado; mpex-cHo € a massa adicionada de
dextrana oxidada e menipaM-NH2 € @ massa adicionada de poli(N-isopropilacrilamida)

amino terminado em grama.

4.6 Preparagao das nanoparticulas copolimero-DOX

Nanoparticulas de copolimero-DOX foram preparadas de acordo com
Zhang et al. (2016), com modificagdes. Inicialmente, uma solugdo estoque de
doxorrubicina desprotonada foi preparada dissolvendo DOX-HCI (20 mg) em 2 mL
de DMSO e 25 pL de trietilamina. Posteriormente, 10 mg de copolimero foram
dissolvidos em DMSO (9,9 ou 9,8 mL) e, entdo, 100 ou 200 pL de solugao estoque
de DOX desprotonada foram adicionados ao baldo. O sistema foi mantido a 40 °C,
sob agitacdo magnética (150 rpm) por 24 h e protegido da luz. Em seguida,
o0 meio reacional foi dialisado contra agua destilada por 72 h e liofilizado.
Foram preparadas nanoparticulas com carga tedrica de DOX de 10% (m/m)
(Da5kP30k—DOX1) e 20% (m/m) (D45kP3ok—DOX2).

A quantidade de DOX nas nanoparticulas foi determinada por
espectrofotometria na regido do UV-vis (Aabs = 502 nm; UV-1800, Shimadzu)
utilizando uma curva de calibragao (3) em DMSO (APENDICE B).

Abs = 0,02173[DOX] - 0,03605  R2= 0,9994 (3)

Onde: Abs ¢ absorbancia e [DOX] é concentragao de doxorrubicina.

A eficiéncia de carregamento de farmaco (ECF) e a carga de farmaco (CF)

foram calculados a partir das equacdes (4) e (5), respectivamente.

massa de farmaco nas nanoparticulas

ECF (%) =

x 100% (4)

massa de farmaco adicionado

massa de farmaco nas nanoparticulas

CF (%) = x 100% (5)

massa de nanoparticulas
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4.7 Preparagao das nanoparticulas copolimero-DOX/CUR

A incorporagdo da curcumina nas nanoparticulas DaskP30k—DOX2 foi
realizada de acordo com Gao et al. (2017), com modificagdes. Inicialmente, 10 mg
de DaskP30k—DOX2 e curcumina, 10 ou 20% (m/m), foram dissolvidos em 2 mL de
DMSO. A solucéo foi gotejada em 10 mL de agua destilada e deixada sob agitacao
magnética lenta (50 rpm) por 1 h. Em seguida, a solugao foi dialisada contra agua
destilada e liofilizada. As nanoparticulas preparadas foram denominadas
Da4skP30k—DOX/CUR1 e DaskP30k—DOX/CUR2, com carga tedrica de CUR de 10 e
20% (m/m), respectivamente.

A quantidade de CUR nas nanoparticulas foi determinada por
espectrofotometria na regido do UV-vis (Aabs = 435 nm; UV-1800, Shimadzu)

utilizando uma curva de calibragao (6) em DMSO.

Abs = 0,1474[CUR] - 0,0402 R?=0,9988 (6)

Onde: Abs é absorbancia e [CUR] é concentragao de curcumina.

A eficiéncia de carregamento de farmaco (ECF) e a carga de farmaco (CF)
foram calculados a partir das equacoes 4 e 5.

A estabilidade quimica da curcumina livre e incorporada nas
nanoparticulas foi investigada em tampéo fosfato (PBS) pH 7,4 e 5,0 a 0,1 mol L™,
através da verificagdo da mudancga do valor da absorbancia da curcumina, baseada
na metodologia realizada por Luo et al. (2017). Solugdes de curcumina livre e das
nanoparticulas Da4skP30«—DOX/CUR2 em PBS, com concentragdo de CUR de
10 yg mL™", foram incubadas a 37 °C. Em intervalos de tempo determinados, a
absorbancia da curcumina foi determinada por espectrofotometria na regido do UV-
vis (Aabs = 425 nm; UV-1800, Shimadzu). A absorbancia em t = 0 h foi considerada
como 100%. Devido a baixa solubilidade da CUR em meio aquoso, a CUR livre foi
dissolvida em PBS com DMSO 5%.

Uma ilustragcdo esquematica das sinteses de DEX-CHO, PNIPAM-NHz2,
copolimero DEX-g-PNIPAM e das nanoparticulas copolimero-DOX e copolimero-

DOX/CUR podem ser observadas na Figura 15.
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Figura 15 — llustragdo esquematica das sinteses de (I) DEX-CHO, (lI) PNIPAM-NHz2,
(I11) copolimero DEX-g-PNIPAM e das (IV) nanoparticulas copolimero-DOX e
copolimero-DOX/CUR
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4.8 Caracterizagoes

4.8.1 Espectroscopia de absorgao na regiao do infravermelho por transformada
de Fourier (FTIR)

Os espectros das dextranas, derivados oxidados, PNIPAM-NHz,
copolimeros e nanoparticulas carregadas com DOX e DOX/CUR foram obtidos em
pastilhas de brometo de potassio (KBr) em equipamento IR Tracer 100 da Shimadzu,
na faixa de 400 a 4000 cm™.

4.8.2 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram obtidos usando
espectrédmetro Brucker Avance DRX300 e 500. A analise das dextranas e seus
derivados oxidados foi realizada em D20 a 70 °C, dos copolimeros em D20 e
DMSO-ds a 25 °C e das nanoparticulas carregadas com DOX e DOX/CUR em
DMSO-ds a 25 °C. O 2,2-dimetil-2-silapentano-5-sulfonato-de de sodio (DSS) foi
usado como um padrao interno para referéncia de deslocamento quimico (0,00 ppm)

em D20. Os espectros em DMSO-ds foram ajustados a partir do sinal do solvente.

4.8.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A curcumina comercial foi analisada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (APENDICE A e ANEXO A) em equipamento Shimadzu LC-20AD acoplado
a um detector de fotodiodo UV-visivel SPD-M20A. Para a analise foi utilizado uma
coluna C18 (250 x 4,60 mm, tamanho de particula 5 yum) da Phenomenex.
A fase movel utilizada consistiu em uma mistura de acetonitrila e acido férmico
0,1% (v/v) na proporgao de 50:50 (v/v) a 30 °C, com fluxo de 1 mL min~! e volume de
injecdo de 20 uL de amostra (0,5 mg mL™"). O comprimento de onda de detecgéo foi
425 nm.
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4.8.4 Cromatografia por exclusao de tamanho (SEC)

A distribuicdo de massa molar dos polissacarideos e dos PNIPAM-NH: foi
determinada por cromatografia por exclusdo de tamanho em equipamento Shimadzu
LC-20AD acoplado a um detector de indice de refragao (RID-10A).

Para a andlise das dextranas e dos seus derivados oxidados foi utilizada
uma coluna PolySep Linear (300 x 7,8 mm) com pré-coluna PolySep Linear
(35 x7,8 mm). O eluente utilizado foi NaNO3 0,1 mol L', a 30 °C, fluxo de
1 mL min~' e volume de inje¢éo de 50 yL de amostra (1,0 mg mL™"). Para calibragdo
foram utilizados padrbes de pululana P-82 (Shodex) e os valores das massas

molares foram estimados utilizando a seguinte curva padréo:

log Mpk = — 1,1233Ve + 14,3364 R?=0,9921 (7)

onde: Mpk € a massa molar de pico e Ve € o volume de eluigao.

Para as amostras de PNIPAM-NH2 utilizou-se coluna Phenogel 103 A
(300 x 7,8 mm), utilizando tetrahidrofurano (THF) como eluente com fluxo de
1,0 mLmin™' e volume de inje¢do de 50 yL. Padrbes de poliestireno foram
empregados para calibragdo e os valores das massas molares foram estimados

utilizando a curva padréo a seguir:

log Mpk = —0,4966Ve + 7,4160 R2 = 0,9970 (8)

4.8.5 Concentragao de associagao critica (CAC)

A concentracdo de associagcdo critica foi determinada por
espectrofluorimetria utilizando o pireno como sonda fluorescente, conforme realizado
por Patrizi et al. (2009), com modificagées. A partir de uma solugdo estoque de
pireno em acetona na concentragdo 5 x 10™* mol L™, preparou-se uma solugdo de
pireno em PBS 7,4 a 0,1 mol L™, com concentragdo 5 x 10~ mol L™'. A acetona foi
evaporada por fluxo de nitrogénio.

Solugdes dos copolimeros nas concentragdes de 2 x 1072 a 0,8 mg mL™"

foram preparadas utilizando a solugdo de pireno 5 x 10" mol L™'. Os espectros de
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excitacdo (310 — 360 nm) das solugdes, a 25 e 37 °C foram obtidos utilizando um
espectrofluorimetro (RF 600 SHIMADZU), aplicando um comprimento de onda de
emissao (Aem) de 374 nm. A razdo das intensidades (ls3s/lss4) pela concentragao

logaritmica dos copolimeros foi usada para determinar a CAC.

4.8.6 Espalhamento de luz dindmico (DLS)

A temperatura de transicdo de fase (LCST) dos PNIPAM—NH2 (PNIPAM3sok
e PNIPAM17k) e dos copolimeros (DaskP3ok, D310kP3ok € DaskP17x), 0 didmetro médio e
o indice de polidispersividade (IPD) das nanoparticulas foram determinados por
espalhamento dindmico de luz (DLS) usando o ZetaSizer Nano ZS da Malvern
Instrument (modelo ZEN3600) com comprimento de onda do laser de 633 nm e
angulo de espalhamento de 173°.

Para a determinagcdao da LCST, solugdes dos PNIPAM-NH:2 e dos
copolimeros (0,5 mg mL™') em PBS 7,4 a 0,1 mol L' foram aquecidas na faixa de
25 a 50 °C e as medic¢des foram realizadas a cada aumento de 1 °C, com tempo de
equilibrio térmico de 4 minutos.

As medidas do didametro médio e IPD das nanoparticulas foram realizadas
na concentragdo de 0,5 mg mL™', em PBS 7,4 (0,1 mol L") a 37 °C e equilibrio
térmico de 10 min.

A sensibilidade ao pH dos copolimeros foi avaliada por DLS em PBS 7,4 e
5,0 a 0,1 mol L', simulando o pH do ambiente fisiologico e endossémico,
respectivamente. Os copolimeros em agua (1 mg mL™"; 0,5 mL) foram diluidos com
PBS (0,2 mol L', 0,5 mL), em seguida, aquecidos a 37 °C. O tamanho das

nanoparticulas foi medido em intervalos de tempo determinados (10 a 720 min).

4.8.7 Microscopia de forga atomica (MFA)

As imagens de microscopia de forga atbmica (MFA) das nanoparticulas
DaskP3sok e  DaskP3ok—DOX1 foram adquiridas no equipamento TT-AFM
(AFM Workshop - EUA) em modo de contato intermitente, utilizando ponta de Silicio
(Si) (TAP300-G10, TED PELLA) com frequéncia de ressonancia de
aproximadamente 238 kHz. As solucdes das nanoparticulas foram colocadas em

banho ultrassénico a 30 °C por 30 min, posteriormente depositadas sobre uma
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superficie de mica e secas em estufa a 36 °C por 15 min. As analises foram
realizadas no Nucleo de Pesquisa em Biodiversidade e Biotecnologia — BIOTEC da
Universidade Federal do Delta do Parnaiba (UFDPar).

A morfologia das nanoparticulas DaskP3ok—DOX2 e DaskP3ok—DOX/CUR2
foi observada no equipamento MFP-3D-Bio da Asylum Research em modo de
contato intermitente, utilizando ponta de Si (240AC-NA) com frequéncia de
ressonancia de aproximadamente 70 kHz. As solugdes das nanoparticulas foram
colocadas em banho ultrassénico a 30 °C por 30 min, posteriormente depositadas
sobre uma superficie de mica e secas a vacuo. As analises foram realizadas no
Laboratério de Microscopia Avangada do Departamento de Fisica da Universidade
Federal do Ceara (UFC).

4.9 Estudo de liberagao in vitro da doxorrubicina e da curcumina

Os estudos de liberacdo de DOX e CUR foram realizados em PBS 7,4 e
5,0 (0,14 mol L") contendo lauril sulfato de sédio (LSS) a 0,1% (m/v).
Resumidamente, as nanoparticulas em agua (1 mg mL™") foram diluidas com PBS
para concentragdo 0,5 mg mL™" e depois transferidas para as membranas de dialise
(massa molar de corte 14 000 g mol™'). As membranas de dialise foram submersas
em meio de liberagdo com agitacdo constante a 75 rpm, 37 °C e no escuro. Em
intervalos de tempo especificos, foram retirados 3 mL do meio de liberagdo e
substituidos pelo mesmo volume de tampao fosfato. A quantidade de DOX e CUR
liberada foi determinada por espectroscopia de fluorescéncia (DOX: Aex= 480 nm e
Aem = 590 nm; CUR: Aex = 425 nm e Aem = 540 nm) utilizando curva de calibragédo em
PBS 7,4 (APENDICE C) e PBS 5,0 (APENDICE D) contendo LSS a 0,1% (m/v).

As curvas de calibracdo da DOX e CUR foram as seguintes:

|.F.= 3470,43[DOX] + 82,98 R2=0,9999  (PBS 7,4 + LSS 0,1%) (7)
|.F.= 3692,71[DOX] + 65,78  R2=0,9996  (PBS 5,0 + LSS 0,1%) (8)
|.F.= 3078,97[CUR] + 10,21  R2=0,9997  (PBS 7,4 + LSS 0,1%) (9)

|.F.= 3059,16[CUR] + 39,03 R2=0,9991 (PBS 5,0 + LSS 0,1%) (10)
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onde: I.F. é intensidade de fluorescéncia, [DOX] & concentragdo de doxorrubicina e

[CUR] é concentragao de curcumina.

O mecanismo de liberagdo da DOX e da CUR das nanoparticulas foi
estudado utilizando o modelo cinético proposto por Zeng et al. (2011) (Equagao 11)
que descreve um mecanismo de liberagdo baseado na interagdo farmaco-carreador,
além do processo de difusdo. A diferenca de energia livre de Gibbs (AG; Equacgao 12)
entre os estados livre e ligado determina a quantidade de farmaco inicialmente livre
ou ligado ao carreador. Os trés parametros utilizados na caracterizacdo do

mecanismo de liberagao sao ks, koff € AG.

& — ﬂ — o kst L _ e kosrt

My - Kon+ Koff (1 € )+ kon"'koff(1 € ! ) (11)
Kon

AG = —kpT(Xon (12)

Koff

Onde: M: é a quantidade de farmaco liberada no tempo t; Mo € a quantidade inicial
de farmaco; ks, kon € koff representam as constantes de velocidade para os processos
de difusdo, associacdo e dissociacao, respectivamente; ks € a constante de
Boltzmann (1,380 x 1072 J K™') e T é a temperatura absoluta utilizada durante os

experimentos de liberagao (310 K).

4.10 Ensaio de citotoxicidade

A citotoxicidade das nanoparticulas  DaskPsok, DaskP3ok—DOX1,
DaskP30k—D0OX2, DaskP30k—DOX/CUR2, da doxorrubicina livre, da curcumina livre e da
mistura DOX/CUR livre em células de céancer colorretal humano (HTC-116) e
linhagem nao-tumoral de fibroblasto murino (L929) foi avaliada através do ensaio de
redugdo do brometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT; coloragao
amarela). As células foram cultivadas em meio de Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM), suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibidticos,
mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5% de CO:a.

As células da linhagem L929 (1 x 10° cél mL™') e HCT-116
(6 x 10*cél mL™") foram semeadas em placas de 96 pogos e incubadas a 37 °C e
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5% de COz2 por 24 h. Posteriormente, as amostras foram diluidas em meio de cultura,
seguindo uma diluicdo seriada (r = 2; Tabela 2), e incubadas por 69 h a 37 °C e
5% de CO2. Apss o periodo de incubagao, o sobrenadante foi removido, adicionou-
se 150 uL da solugdo de MTT (0,5 mg mL™") e incubou-se por 3 h. Em seguida,
o precipitado (Formazano; coloragéo purpura) formado foi dissolvido em 150 uL de
DMSO, a absorbancia medida em 595 nm utilizando espectrofotdbmetro de placa
(Molecular Devices, Spectramax 190) e a viabilidade celular (%) determinada. A
concentracéo inibitéria média (Clso), que € a concentracdo necessaria para inibir
50% das células, com respectivos intervalos de confiangca (IC 95%) foi obtida por

regressao nao-linear utilizando o programa GraphPadPrism versao 8.0.

Tabela 2 — Faixa de concentracdo utilizada no teste de
citotoxicidade para cada amostra

Faixa de concentragao

Amostras
(ng mL™)
DOX livre 5-0,078
CUR livre 10 - 0,156
DOX/CUR livre 5-0,078
D4skP30k 500-7,8
DaskP30k—DOX1 500-7,8
D4s5kP30k—DOX2 100 - 1,56
D4s5kP30k—DOX/CUR2 100 - 1,56

Fonte: dados da pesquisa.

Para avaliar o efeito de fotocitotoxicidade, apds 6 h de incubagdao com as
nanoparticulas DaskP3sok, DaskP30k—DOX2, DaskP30k—DOX/CUR2, doxorrubicina livre,
curcumina livre e mistura DOX/CUR livre, as células L929 e HCT-116 foram expostas
a luz azul (diodos emissores de luz com A = 458 nm e densidade de poténcia de
19 mW/cm?) por 5 min. Apdés a exposicdo a luz, as placas foram incubadas
novamente para completar 69 h, em estufa a 5% de COz2e 37 °C. Apdés completar o
periodo de incubacdo, foram realizadas as mesmas etapas do experimento sem
exposicao a luz (Figura 16). Os ensaios foram realizados no Laboratorio de Cultura
de Células do Delta (LCCDelta) da Universidade Federal do Delta do Parnaiba
(UFDPar).
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Figura 16 — Esquema do procedimento de determinagdo da viabilidade celular na
auséncia e exposigao a luz azul
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Fonte: elaborada pela autora.

4.11 Ensaio de captacgao celular

A captagao celular da DOX livre, CUR livre, mistura DOX/CUR livre e das
nanoparticulas DaskP3ok—DOX1, DaskP3ok—DOX2 e DaskP3ok—DOX/CUR2 foi avaliada
em células HCT-116 por microscopia confocal de varredura a laser (LSM 710, Zeiss,
Alemanha). As células HCT-116 foram semeadas em placas de 24 pocgos
(5 x 10* cél pogo™') em meio DMEM com 10% de soro fetal bovino, 1% de penicilina
(100 U mL™") e estreptomicina (100 ug mL™") sobre laminula estéril. As células foram
incubadas com os agentes terapéuticos ou as nanoparticulas, na Clsoa 37 °C por
24h. Apdés a incubagdo, as células foram lavadas com PBS, fixadas com
paraformaldeido tamponado a 4% (m/v) em PBS e os nucleos celulares foram
corados com 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI). As células tratadas apenas com meio
foram utilizadas como controle negativo. As imagens foram obtidas na Central

Analitica da Universidade Federal do Ceara.
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4.12 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada no programa Statistica 10.0. Os dados
foram descritos como média + desvio padrdo (DP). A significancia estatistica dos
dados avaliados foi determinada por ANOVA unidirecional, seguida pelo teste de

Tukey. Os valores foram considerados significativos quando p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Oxidagao da dextrana

As dextranas de diferentes massas molares (DEXssk e DEXs1ok)
foram oxidadas com periodato de sédio. Adicionou-se 0,79 g do reagente para
obtencédo de um percentual tedrico de grupos aldeido de 30%. O grau de oxidacao
real das amostras (Tabela 3), determinado pelo método da hidroxilamina
(APENDICE E), foi menor que o percentual de aldeidos teérico, devido & formacgao
de estruturas hemiacetalicas (Balakrishnan et al., 2005, Gomez et al., 2007;
Maia et al., 2011).

Tabela 3 — Grau de oxidacdo dos derivados DEXssk—CHO e

DEX310k—CHO
Grau de oxidagao
Amostras
Teoérico (%) Real (%)
DEX45x-CHO 24,7+0,2
30
DEX310k-CHO 27,4 +£0,1

Fonte: dados da pesquisa

Durante o processo de oxidagdo pode ocorrer a formacao de estruturas
hemiacetalicas a partir da reacédo entre os grupos aldeido das unidades oxidadas e
as hidroxilas proximas de unidades nao oxidadas. A formacédo dos hemiacetiais
protege as hidroxilas impedindo a oxidagdo dessas unidades glicosidicas
(Balakrishnan et al., 2005; Gomez et al., 2007; Maia et al., 2011). Na Figura 17,
observam-se possiveis estruturas hemiacetalicas formadas a partir do derivado
dialdeidico resultante da clivagem da ligacdo C3-C4 da unidade glicosidica da

dextrana.
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Figura 17 — Estrutura dialdeidica resultante da clivagem da ligacdo C3-C4 e
possiveis estruturas hemiacetalicas formadas
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Fonte: adaptado de Maia et al. (2011).

5.2 Caracterizacao das dextranas e seus derivados oxidados

5.2.1 Espectroscopia de absorg¢ao na regidao do infravermelho por transformada
de Fourier (FTIR)

As dextranas e seus derivados oxidados foram caracterizados por FTIR
(Figura 18). Nos espectros das dextranas observaram-se bandas em 3400 cm™
atribuidas ao estiramento —OH; em 2922 cm™' referente ao estiramento C-H;
em 1648 cm™ relativo as vibragdes de deformagéo angular O—H de agua adsorvida
no polissacarideo; em 1154 cm™ caracteristica do estiramento C-O-C da
ligagado glicosidica; em 1017 cm™ correspondente a vibragdo de estiramento da
ligagdo C-O, e em 914 cm™" atribuida a ligacdo a—-glicosidica (Purama et al., 2009;
Siddiqui et al., 2014).

Nos espectros dos derivados oxidados nao foi possivel observar o
surgimento de banda em 1730 cm™, atribuida ao estiramento C=0 de aldeido. Tem
sido reportado na literatura a dificuldade na observacao da banda caracteristica de
C=0 de aldeido em polissacarideos oxidados com grau de oxidagdo <50%
(Lisman et al., 2014; Roy et al., 2023).
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Figura 18 - (A) Espectros de FTIR das dextranas e seus derivados oxidados
e (B) zoom da regido de 1770 a 1600 cm™’
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Fonte: dados da pesquisa.

5.2.2 Ressondncia magnética nuclear de hidrogénio (RMN "H)

A estrutura quimica da dextrana e seus derivados também foi verificada
por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio. Os espectros de RMN 'H das
dextranas, na Figura 19 (A e B), mostraram um sinal em & = 4,95 ppm atribuido ao
préton anomérico da unidade glicosidica unida pela ligagao a-1—6 e um sinal fraco
em O = 5,29 ppm relativo ao préton anomérico da unidade glicosidica unida pela
ligacdo a-1—3. Os sinais de 6 = 3,4 a 4,0 ppm correspondem aos protons dos
carbonos C2, C3, C4, C5 e C6 dos anéis glicosidicos (Maia et al., 2005).

Nos espectros dos derivados oxidados, Figura 19 (C e D), foram
observados novos sinais de intensidade fraca entre & = 8,40 e 9,80 ppm referentes
aos protons de aldeido, confirmando a modificagdo quimica. A baixa intensidade dos
sinais pode ser devido a formacdo de hemiacetais, que pode ser confirmada pelo
surgimento dos sinais entre & = 4,50 e 6,00 ppm, atribuidos aos prétons presentes

em suas estruturas (Maia et al., 2005; Meena et al., 2018).
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Figura 19 — Espectros de RMN 'H das dextranas (A) DEXask, (C) DEX310k € seus
derivados oxidados (B) DEX45x-CHO, (D) DEX310k-CHO em D20 a 70 °C
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Fonte: dados da pesquisa.
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5.2.3 Cromatografia por exclusao de tamanho (SEC)

A distribuicdo de massa molar das dextranas e de seus derivados
oxidados foi determinada por SEC e os cromatogramas estdo apresentados na
Figura 20. Na Tabela 4, estdo mostrados os valores de massa molar de pico (Mpk),
massa molar ponderal média (Mw), massa molar numérica média (Mn) e dispersao
(D).

A reagdo de oxidagcdo resultou em derivados com massas molares
menores que o material de partida. Maia et al. (2005 e 2011), que também
realizaram a oxidagdo de dextrana, obtiveram derivados com massas molares
menores que a dextrana e atribuiram esse comportamento a ocorréncia de
degradagao da cadeia polimérica no processo reacional. Balakrishnan et al. (2005) e
Gomez et al. (2007) observaram uma grande redugdo na massa molar do alginato
com o aumento do grau de oxidagao, indicando que a degradacao € diretamente

proporcional a quantidade de periodato de sédio no meio reacional.
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Figura 20 — Cromatogramas das dextranas e seus derivados

oxidados
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Fonte: dados da pesquisa.

Tabela 4 — Dados de massas molares das dextranas e seus derivados oxidados
determinadas por SEC

Mpk Mw Mn b
Amostras
/(10% g mol™) (Mw/ Mn)
DEXask 33 45 1,2 3,8
DEXasx-CHO 2,5 3,1 1,0 3.1
DEX310k 18,0 31,0 4,1 7,6
DEXz310k-CHO 55 10,0 1,6 6,3

Fonte: dados da pesquisa.

O efeito da degradacao da cadeia polimérica foi maior na dextrana de
partida com elevada massa molar (DEX31ok; Mw = 31,0 x 10* g mol™"). O derivado
oxidado DEX310k-CHO (Mw = 10,0 x 10* g mol™') apresentou Mw 68% menor que
a DEX310k, enquanto o DEXask-CHO (Mw = 3,1 x 10* g mol™') apresentou Mw 31%
que a DEXssk. Isto indica que cadeias poliméricas longas podem ser mais
susceptiveis a clivagem da cadeia polimérica no processo de oxidagao.
Comportamento similar foi observado para dextranas com massas molares de
20,4 x 10* (Dex) e 7,2x10*gmol™' (Dex60). Apos a reagdo de oxidagdo os

derivados oxidados apresentaram massas molares 45 e 19% menores que as
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dextranas de partida Dex e Dex60, respectivamente (Flynn et al., 2023).

A modificagdo quimica também levou a diminuicdo dos valores de
dispersdo indicando a obtencdo de cadeias com tamanhos mais homogéneos
(Gomez et al., 2007; Flynn et al., 2023).

5.3 Sintese do poli(N-isopropilacrilamida) com terminagdao amino

A sintese dos PNIPAM-NH:z de diferentes massas molares (PNIPAM17 e
PNIPAMaok) foi realizada por polimerizagdo radicalar dos monémeros de N-
isopropilacrilamida (NIPAM) utilizando o persulfato de potassio (KPS) como iniciador
e o cloridrato de 2-aminoetanotiol (AET-HCI) como agente de transferéncia de

cadeia (Figura 21).

Figura 21 — Esquema reacional da sintese do poli(N-isopropilacrilamida) com
terminagdo amino
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Fonte: elaborada pela autora.

O AET tem sido empregado como eficiente agente de transferéncia de
cadeias devido a fraca ligagdo S-H e a alta reatividade do radical tiil (S’)
(Henriquez et al., 2003; Marques et al., 2016; Lima et al., 2021). A polimerizagao
utilizando agentes de transferéncia de cadeias permite a obtencao de polimeros com
grupos terminais definidos. O AET foi utilizado a fim de fornecer ao polimero a
terminacdo amino que possibilita a reagdo com os grupos aldeido presentes na
dextrana oxidada.

A quantidade de grupos amino nos PNIPAM-NH2 foi determinada por
titulagdo potenciométrica. Para o PNIPAM17 (1,1 x 10™ mol g™') a quantidade
de grupos amino por massa de material foi maior que para o PNIPAMasok
(7,3 x10°mol g'), o que ja era esperado visto que foi adicionado uma maior
quantidade de AET na sintese do PNIPAM17k.
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5.4 Caracterizagao do poli(N-isopropilacrilamida) com terminagao amino

5.4.1 Espectroscopia de absorg¢ao na regidao do Infravermelho por transformada
de Fourier (FTIR)

Na Figura 22, estdo mostrados os espectros dos poli(N-isopropilacrilamida)
amino terminados e do mondémero NIPAM. As bandas em 3437 e 3300 cm™' sdo
atribuidas ao estiramento N-H de amida, 2972 cm™" esta relacionada a vibragdo de
estiramento C-H do grupo isopropil, 1651 cm™' atribui-se ao estiramento C=0 de
amida, 1545 cm™ a vibragdo de deformagio angular de N-H do grupo amida,
1458 e 1386 cm™' correspondem as deformagdes de CH2 e CHs, respectivamente,
ea banda em 1172 cm™ corresponde ao estiramento C-N dos grupos amida
(Jijo et al., 2010). A auséncia de bandas em 1620 e 1410 cm™', correspondentes
a vibracado de estiramentos C=C e deformagao angular =C-H de alcenos, indicam

a polimerizagdo do monémero (Lu et al., 2011).

Figura 22 — Espectros de FTIR dos PNIPAM17, PNIPAMsok e do
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5.4.2 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

A estrutura quimica dos PNIPAM-NH: foi verificada por RMN 'H e '3C.
Nos espectros de RMN 'H (Figura 23) foram observados sinais em & = 1,14 (a)
e 3,90 ppm (b), atribuidos aos protons metilicos (—CH(CHs)2) e metinico (-CH(CHz3)2)
do grupo isopropil, respectivamente. Os sinais em & = 1,58 (c) e 2,01 ppm (d) séo
referentes aos protons metilénicos (-CH-CH2) e metinico (-CH-CH2) da cadeia
regular do polimero, respectivamente. O sinal em & = 7,8 ppm (e) corresponde ao
préton do grupo amida (LEAL et al., 2013). Além disso, os sinais entre & = 2,60 e
2,85 ppm foram atribuidos aos prétons metilénicos (CH2-CH2) do agente de

transferéncia de cadeia 2-aminoetanotiol (AET) (Leal et al., 2013).

Figura 23 — Espectros de RMN 'H (A) PNIPAM17« e (B) PNIPAM3ok em D20 a 25 °C
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Fonte: dados da pesquisa.

Nos espectros de RMN "C (Figura 24) observaram-se sinais em
0 =24,25 (a) e 44,44 ppm (b), atribuidos aos carbonos metilicos (-CH(CHs)2) e
metinico (—~CH(CHs)2) do grupo isopropil. Os sinais em & = 37,32 (c) e 45,71 ppm (d)
correspondem aos carbonos metilénico (-CH-CHz) e metinico (-CH-CH2) da cadeia
regular do polimero. O sinal em & = 178 ppm (e) é atribuido ao carbono carbonilico
do grupo amida (ISE et al., 2011). Sinais referentes aos carbonos do grupo terminal

ndo foram observados nos espectros de RMN '3C, possivelmente devido a baixa
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quantidade presente no material.

Figura 24 — Espectros de RMN "3C (A) PNIPAM17 e (B) PNIPAM3sokem D20 a 25 °C
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5.4.3 Cromatografia por exclusao de tamanho (SEC)

A distribuicdo de massa molar dos PNIPAM-NH:2 sintetizados foi
determinada por SEC e os cromatogramas estdo apresentados na Figura 25.
Na Tabela 5, estdo mostradas as razées molares AET/NIPAM e os valores de Mgk,
Mw, Mn € D. Pode-se observar que a quantidade de AET adicionado é inversamente
proporcional a massa molar dos PNIPAM-NHo..

O agente de transferéncia de cadeia tem a fungcdo de controlar o
comprimento das cadeias, com isso 0 aumento de AET no meio, ou seja, maior
quantidade de sitios para crescimento de cadeias, impede que o polimero cresca
muito durante a reacao e proporciona a obtengdo de homopolimeros com massas
molares menores (Leal et al., 2013; Lencina et al., 2014).

Os valores de Mw, Mn e B do PNIPAM17« foram proximos aos obtidos por
Gupta et al. (2011) que também sintetizaram PNIPAM-NHz2 (Mw = 1,90 x 10*g mol™;
Mn=1,12 x 10*g mol™" e B = 1,69) utilizando o0 mesmo procedimento e razdo molar
AET/NIPAM de 0,02.
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Figura 25 — Cromatogramas dos PNIPAM-NH: sintetizados
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Fonte: dados da pesquisa.

Tabela 5 — Valores das razbes molares AET/NIPAM, Mpk, Mw, Mn € D para os
PNIPAM-NH2 sintetizados

Mpk Mw Mn P
Amostras AET/NIPAM
/(10% g mol™") (Mw/ Mn)
PNIPAM3ok 0,01 3,6 3,0 1,9 1,6
PNIPAM17k 0,02 1,7 1,7 1,0 1,7

Fonte: Dados da pesquisa.

5.4.4 Espalhamento de luz dindmico (DLS)

Solugdes de PNIPAM-NHz (0,5 mg mL™") em PBS 7,4 foram analisadas
por DLS e a variagdo da taxa de contagem (intensidade de luz espalhada) com o
aumento da temperatura foi avaliada, como mostrado nas Figuras 26A e 27A.

A temperatura de transi¢ao de fase (LCST) foi determinada pelo inicio do
aumento da taxa de contagem. Para o PNIPAMsowk e PNIPAM17x observa-se um
brusco aumento na taxa de contagem em 33 e 35 °C, respectivamente, indicativo
que as cadeias de PNIPAM-NH: foram desidratadas e a interacdo entre as cadeias
passou a prevalecer. A taxa de contagem é uma medida da intensidade de luz
espalhada e seu crescimento estda associado ao aumento da quantidade de
particulas no meio (Huang et al., 2017). Para ambos os polimeros foi observada uma
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reducao da taxa de contagem em temperaturas acima da LCST seguida de novo
aumento o que sugere a precipitacdo de parte dos agregados formados
(Kurzhals et al., 2017).

Figura 26 — (A) Taxa de contagem e (B) didametro médio em fungdo da temperatura
para o PNIPAMsokem PBS 7,4 0,1 mol L™
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Fonte: dados da pesquisa.

Figura 27 — (A) Taxa de contagem e (B) didmetro médio em func&o da temperatura
para o PNIPAM17xem PBS 7,4 0,1 mol L™*
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Fonte: dados da pesquisa.

Os PNIPAM-NH2 apresentaram valores distintos de LCST por possuirem
massas molares diferentes. O valor da temperatura de transicdo de fase pode ser
influenciado por uma série de fatores como concentracdo, massa molar, presencga de
sais e copolimerizagao com outros polimeros (Khimani et al., 2019). Com o aumento
do comprimento da cadeia polimérica, as intera¢des intercadeias tornam-se mais
intensas ocorrendo um ganho entropico, o que proporciona uma reducao na LCST
(Pamies et al., 2009; Pasparakis; Tsitsilianis, 2020).

A variagdo do tamanho de particulas com o aumento da temperatura
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também foi avaliada e a partir da temperatura de transicao observou-se um aumento
do tamanho das particulas (Figuras 26B e 27B). As cadeias de PNIPAM-NH:2
tornaram-se mais hidrofébicas e tenderam a formar agregados com tamanhos

maiores que 2000 nm.

5.5 Sintese dos copolimeros dextrana-g-poli(N-isopropilacrilamida)

Os copolimeros DaskPsok, Ds1okP3ok € DaskP17« foram sintetizados via
reacao de formacgao de base de Schiff entre os grupos amino terminais dos PNIPAM-
NH2 e os grupos aldeido das dextranas oxidadas a fim de se obter materiais com
caracteristicas termo- e pH-responsivas, bem como com capacidade de auto-
organizacao em nanoparticulas (Figura 28).

Na abordagem de enxertia “grafting to” cadeias poliméricas com grupos
terminais reativos sdo acopladas a cadeia principal (como polissacarideos).
Uma vantagem deste método € o controle do tamanho tanto da cadeia principal
quanto das cadeias laterais, sendo possivel caracteriza-las antes da reacédo de
enxertia. Porém, uma das suas limitacoes € a baixa densidade de enxerto devido ao
impedimento estérico entre as cadeias laterais, que dificulta a reacdo de novas

cadeias com os sitios ativos da cadeia principal (Atanase et al., 2017).

Figura 28 — Esquema reacional da sintese dos copolimeros via reagao de formagao
de base de Schiff
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Fonte: elaborada pela autora.
Os valores de rendimento das sinteses dos copolimeros foram
estatisticamente iguais, como observado na Tabela 6. Os rendimentos foram
proximos aos alcangados por Lima et al. (2021) que enxertaram PNIPAM-NH2 de

diferentes massas molares em galactomanana de Delonix regia via reagao de
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formacado de base de Schiff (49 — 52%) e utilizaram as mesmas condigbes de
sintese. Reacbes de enxertia através da estratégia “grafting to” geralmente
apresentam baixos rendimentos devido ao impedimento estérico entre as cadeias
laterais que impede a insercdo de novas cadeias (Atanase et al., 2017,
Lima et al., 2021).

Tabela 6 — Valores dos rendimentos reacionais dos copolimeros sintetizados

Copolimeros Rendimento (%)
D45kP30k 47 £1
D310kP30k 47 + 2
D4s5kP17k 49 £1

Fonte: dados da pesquisa.

5.6 Caracterizacao dos copolimeros

5.6.1 Espectroscopia de absorg¢ao na regidao do Infravermelho por transformada
de Fourier (FTIR)

Na Figura 29, estdo apresentados os espectros dos copolimeros por
enxertia DaskP3ok, D310kP3ok € D17kP3ok. Foram observadas bandas caracteristicas da
dextrana oxidada e do poli(N-isopropilacrilamida), indicando a ocorréncia da reacao
de enxertia. Foram observadas bandas em 3400 cm™', atribuida ao estiramento O-H
e em 1154 cm™, referente ao estiramento C-O-C da ligagéo glicosidica. E a banda
em 1545 cm™, atribuida a vibragdo de deformacao angular da ligagdo N-H de amida
oriunda do PNIPAM-NHz2.

As bandas correspondentes ao estiramento C=0 de amida (1650 cm™") do
PNIPAM e ao estiramento C=N (1690-1590 cm™') das ligagbes iminas formadas
entre as DEX-CHO e os PNIPAM-NH2 foram possivelmente sobrepostas a banda de
estiramento O-H de agua adsorvida no polissacarideo. Su et al. (2016) prepararam
microgéis via reagcdo de formacdo de base de Schiff entre dextrana oxidada e
etilenodiamina e nos espectros de FTIR a banda referente ao v (C=N) das liga¢des

iminas ficaram sobrepostas a banda de v (O-H) de agua adsorvida no polissacarideo.
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Figura 29 — (A) Espectros de FTIR dos copolimeros DaskP3sok, D31okPsok €
D17«P3ok € (B) zoom da regido de 1770 a 1480 cm™
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Fonte: dados da pesquisa.

Na Tabela 8, estdo mostradas as razdes entre a absorbancia das bandas
em 1545 cm™, correspondente ao PNIPAM-NHz, e 1154 cm™ da ligagéo glicosidica
da dextrana oxidada. A variagdo na massa molar da dextrana oxidada nao
influenciou na enxertia. Enquanto a redugcao do tamanho da cadeia de PNIPAM-NH:2

proporcionou maior grau de enxertia devido ao menor impedimento estérico.

Tabela 7 — Razao entre as areas das bandas 1545 e
1154 cm™ (A1sss/A1154) para os copolimeros
sintetizados

Copolimeros A1545/A1154
DaskP30k 0,0035
D310kP30k 0,0036
D4skP17k 0,0081

Fonte: dados da pesquisa.

Lima et al. (2021) também observaram a mesma tendéncia de aumento
do grau de enxertia ao utilizarem PNIPAM-NH2 de baixa massa molar na sintese de
copolimeros a base de galactomanana via reagao de formacao de base de Schiff,

justificada pelo menor impedimento estérico.
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5.6.2 Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN "H)

A presengca de dextrana oxidada e poli(N-isopropilacrilamida) nos
copolimeros  sintetizados também foi confirmada por RMN 'H (Figura 30).
Foram observados sinais atribuidos aos prétons dos carbonos C2, C3, C4, C5 e C6
dos anéis glicosidicos da dextrana oxidada (6 = 3,4 — 4,0 ppm), bem como o
referente ao préton anomeérico (6 4,97 ppm). Além disso, trés sinais correspondentes
ao PNIPAM (6 = 1,14 (-CH (CH3)z2), 1,58 (-CH-CH2) e 2,01 ppm (-CH-CH2)) também
foram detectados nos espectros dos copolimeros. O sinal atribuido ao préton
metinico do grupo isopropil do PNIPAM (& = 3,90 ppm) encontra-se sobreposto aos
sinais da dextrana oxidada. Nos espectros ainda foram observados sinais de proton
de aldeido, o que torna possivel a conjugag¢ao dos copolimeros com farmacos que

possuem grupo amino na estrutura, como a doxorrubicina.

Figura 30 — Espectros de RMN 'H dos copolimeros (A) DaskP3aok, (B) D310kP3ok €
(C) D4skP17« em D20 a 25 °C
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Fonte: dados da pesquisa.

A substituicdo molar (SM), ou seja, a quantidade de NIPAM por unidade

glicosidica (UG), foi determinada a partir da razdo das areas dos sinais
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correspondentes aos prétons metilicos do grupo isopropil (-CH(CHs)z2) do PNIPAM
em & = 1,14 ppm (P) e o sinal relativo ao préton anomérico da ligacédo a-1,6 em
0 =4,95 ppm (A) (Equacéao 13).

P
SM = NIPAM _ ﬁ (13)
UG A

O copolimero DasskP17k apresentou uma maior quantidade de NIPAM e os
copolimeros DasskPsok € Ds1okP3ok mostraram valores de SM préximos (Tabela 9).
Esta mesma tendéncia foi observada por FTIR. A enxertia ndo foi influenciada pela
variagao da massa molar da dextrana oxidada, enquanto a reducdo do tamanho da
cadeia do PNIPAM-NH2 proporcionou uma maior enxertia justificada pelo menor

impedimento estérico.

Tabela 8 — Valores de substituicao molar (SM) para
os copolimeros sintetizados

Copolimeros SM
D4skP 3ok 0,042
D310kP30k 0,043
DaskP17k 0,075

Fonte: dados da pesquisa.

5.6.3 Concentracao de associagao critica (CAC)

A concentragdo de associagao critica (CAC), ou seja, a concentragéo
minima de copolimeros necessaria para a formagdo das nanoparticulas,
foi determinada por espectroscopia de fluorescéncia usando pireno como
sonda, que apresenta sensibilidade a polaridade do ambiente circundante
(Kalyanasundaram; Thomas, 1977). A razdo das intensidades (ls3s/l334) do espectro
de excitagao do pireno foi medida em uma série de concentragdes dos copolimeros
a 25 e 37 °C e utilizada para caracterizar a polaridade do ambiente em que o pireno
se encontrava (Figura 31).

Em baixas concentracdes, os valores de l33s/lsz4 eram baixos, indicando
que o pireno estava disperso no meio aquoso. No entanto, apds atingir uma

determinada concentragéo, a razao ls3s/ls34 aumentou, sugerindo que o pireno se
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encontrava em meio apolar, referente aos dominios hidrofébicos formados pela
associagao dos copolimeros. Tanto a 25 °C quanto a 37 °C observou-se um
aumento na razdo lsss/ls34, sugerindo a formagdo de aglomerados a 25 °C.
Aformagdo de aglomerados com o aumento da concentragdo de copolimero,
mesmo em temperaturas abaixo da temperatura de transicdo, é atribuida a
associacao intercadeias (Kjgniksen et al., 2003). Este comportamento também foi
observado por Tan et al. (2011) para dextrana-g-PNIPAM, por Constantin et al. (2017)
para pululana-g-PNIPAM, por Abreu et al. (2016) para goma do cajueiro-g-PNIPAM e
por Gomes et al., (2020) e Lima et al. (2021) para galactomanana-g-PNIPAM.

Figura 31 — Raz&o das intensidades (Isss/l334) do espectro de excitagdo
do pireno em fungdo da concentracdo dos copolimeros DaskP3ok,
D310kP3ok € DaskP17« em PBS 7,4 a 25 e 37 °C
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Os valores de CAC foram determinados pela intersegcdo entre as linhas
mostradas na Figura 31 e estdo reportados na Tabela 9. Os trés copolimeros
apresentaram capacidade de auto-organizacdo em nanoparticulas em
concentragbes abaixo de 0,35 ug mL™'. Os copolimeros DaskP3ok e D31okP3ok
mostraram valores de CAC proximos, indicando que ambos tém balango
hidrofilico/hidrofobico semelhante. Os menores valores de CAC para o copolimero
D4skP17x deve-se a maior quantidade de PNIPAM, que favorece a formacido dos

dominios hidrofébicos em concentragbes menores (Constantin et al., 2017).

Tabela 9 — Valores de CAC para os copolimeros DaskP3ok,
D310kP3ok € DaskP17« em PBS 7,4 a 25 e 37 °C

CAC (mg mL™)

Copolimeros

25°C 37°C
D4s5kP 30k 0,30 0,27
D310kP30k 0,31 0,29
DaskP 17k 0,22 0,17

Fonte: dados da pesquisa.

Os valores de CAC (Tabela 9) para os copolimeros sintetizados foram
inferiores aos encontrados por Tan et al. (2011), que também enxertaram dextrana
com PNIPAM (2,870 mg mL™" a 25 °C e 0,762 mg mL™' a 37 °C), utilizando
polimerizagao via radicais livres. No entanto, foram maiores que os determinados por
Blanco-Fernandez et al. (2017) para copolimeros de dextrana-g-PNIPAM
(0,08 mgmL™" a 37 °C) sintetizados via ATRP e por Lima et al. (2021) para
copolimeros de galactomanana-g-PNIPAM (0,056 mg mL~' a 25 °C e 0,039 mg mL™"
a 50 °C) obtidos via reacao de formacao de base de Schiff. O grau de enxertia de
PNIPAM é um fator que influencia na associacdo dos copolimeros o que pode ter

levado a essas diferencas nos valores de CAC dos copolimeros comparados.
5.6.4 Espalhamento de luz dindmico (DLS)
A mudanca na taxa de contagem em fungdo da temperatura foi utilizada

para determinar a temperatura de transicdo de fase dos copolimeros, como pode ser

visto nos graficos mostrados na Figura 32.



Figura 32 — Variagdo da taxa de contagem e diametro
meédio em fungdo da temperatura para os copolimeros
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Os valores de LCST para todos os copolimeros foram maiores que
o do PNIPAM-NHz2 de partida (PNIPAMsoc: 33 °C e PNIPAM+7: 35 °C). Esta
tendéncia deve-se ao carater hidrofilico da dextrana oxidada, que proporcionou um
reforco das ligagbes de hidrogénio entre as moléculas de copolimero e agua
(Almeida et al., 2012). Os copolimeros DaskP3sok € D310kP3ok apresentaram o mesmo
valor de temperatura de transicdo de fase (34 °C), indicando que ambos tém
similaridade no balango hidrofilico/ hidrofébico, o que corrobora com os resultados
de CAC.

A influéncia do comprimento das cadeias de PNIPAM na temperatura de
transicdo também €& observada ao comparar os valores de LCST dos copolimeros
DaskP3ok (34 °C) e DaskPi7x (37 °C). As interagbes intercadeias e a variagdo de
entropia do sistema aumentam quanto maior for o comprimento da cadeia de
PNIPAM, o que acarreta menores valores de LCST (Pamies et al., 2009;
Pasparakis; Tsitsilianis, 2020). Patrizi et al. (2009) sintetizaram copolimeros de
dextrana-g-PNIPAM via polimerizagdo radicalar controlada por transferéncia de
atomo (ATRP) e relataram a mesma tendéncia de LCST menores para copolimeros
com cadeias maiores de PNIPAM.

Ao analisar a variagao do diametro médio com o aumento da temperatura
foi observada uma redugao no tamanho das particulas para todos os copolimeros
(Figura 32), resultado da desidratacédo e contracdo das cadeias de PNIPAM.
A copolimerizagdo causou uma alteragdo no ajuste estrutural interno entre as
moléculas levando a uma tendéncia contraria a observada para os PNIPAM-NH2
(Figura 26B e 27B) (Lencina et al., 2014). Comportamento semelhante de redugao
do tamanho de particulas com o aumento da temperatura foi observado para
copolimeros de galactomanana-g-PNIPAM (Gomes et al., 2020; Lima et al., 2021)
e alginato-g-PNIPAM (Vasile; NITA, 2011) e pode ser influenciado pelo percentual de
enxertia e pelo comprimento das cadeias de PNIPAM.

Vasile e Nita (2011) reportaram para copolimeros de alginato-g-PNIPAM
que a diminuicdo ou o aumento do tamanho de particulas € dependente do
percentual de PNIPAM no copolimero. Copolimeros com baixo percentual de
PNIPAM, 25% (m/m), tenderam a ter o tamanho de particulas aumentado com o
aquecimento, enquanto os copolimeros com alto conteudo de PNIPAM, 43% m/m,
mostram comportamento inverso.

Yang et al. (2013) relataram que geralmente a redugcdo abrupta do
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tamanho de particulas € encontrada em copolimeros com cadeias laterais longas,
enquanto o aumento do tamanho pode ser observado em copolimeros com cadeias
laterais curtas.

A acentuada redug&o no tamanho e o aumento na taxa de contagem com
0 aumento da temperatura confirmaram a termossensibilidade dos copolimeros e a
capacidade de auto-organizagao em nanoparticulas. Os copolimeros a partir da
temperatura de transicdo formaram nanoparticulas com tamanhos menores que
250 nm, o que os tornam promissores para o uso como sistemas de liberacdo de

farmacos.

5.6.5 Sensibilidade ao pH do meio

A sensibilidade dos copolimeros a variagdo do pH foi estudada
monitorando-se mudancas no tamanho de particulas em PBS 7,4 e PBS 5,0
a 0,1 mol L" por 720 min, a 37 °C (Figura 33).

Apos aquecer as solugcbes dos copolimeros a 37 °C por 10 min em
PBS 7,4 foram formadas nanoparticulas de 133 £ 4 (Da4skP3ok), 147 £ 1 (D310kP30k) €
151 £ 2 nm (D4skP17¢), com distribuicdo de tamanho unimodal. Nas primeiras horas
foi observada uma redugcdo no tamanho e manteve-se sem variagao significativa a
partir de 2, 4 e 6 h para os copolimeros DaskP17k, DaskP3ok, D310kP30k, respectivamente
(Figura 32A). A redugdo do didametro médio pode ser atribuida a desidratagao
progressiva das cadeias do PNIPAM. Este comportamento demonstra que a
integridade das nanoparticulas € mantida e que a base de Schiff entre a dextrana
oxidada e o PNIPAM ¢ relativamente estavel em pH 7,4.

Em pH 5,0, a distribuicio de tamanho das nanoparticulas dos
copolimeros DaskP3sok € Ds1okP3ok permaneceu unimodal, porém com tamanhos
maiores que em pH 7,4. Os didmetros médios para os copolimeros DaiskPsok €
D310kP3ok apdés aquecimento de 10 min a 37 °C em PBS 5,0 foram 184,8 + 0,2 e
196,0 + 1,6 nm. A clivagem, em meio acido, das liga¢des iminas entre as cadeias
laterais de PNIPAM e a dextrana oxidada proporcionou um aumento da
hidrofilicidade levando ao intumescimento das nanoparticulas. Ja para o copolimero
Da4skP17x, foi observada uma separacao das bandas de distribuicdo de tamanho ao
longo do tempo (Figura 32B), sugerindo separagdo dos componentes das

nanoparticulas em meio acido. Estes resultados mostraram que as nanoparticulas
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se tornaram instaveis em meio acido devido a clivagem das ligagdes iminas,

confirmando a propriedade pH-responsiva dos copolimeros.

Figura 33 — (A) Variagdao do diametro médio em fungao
do tempo para os copolimeros em PBS 74 e 5,0 a
37 °C e (B) distribui¢gdes de tamanho para o copolimero
Da4skP17« em PBS 5,0 a 37 °C em funcéo do tempo
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Fonte: dados da pesquisa.

Comportamentos semelhantes foram observados por Kong et al. (2020)
que sintetizaram derivados anfifilicos via reacdo de formacao de base de Schiff entre
celulose oxidada e compostos aminados com diferentes comprimentos de cadeia
carbonica (hexilamina, oleilamina e rodamina). As nanoparticulas formadas por auto-
organizagao eram estaveis em pH 7,0, enquanto em meio acido (pH 4,0) a ruptura

das cadeias laterais a partir da clivagem da base de Schiff, que se inicia na
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superficie da nanoparticula e prossegue lentamente para o seu interior, proporcionou
um aumento da hidrofilicidade levando ao intumescimento das nanoparticulas.
Os autores observaram que quanto maiores eram as cadeias laterais dos derivados,
mais dificil era a entrada de ions H* no interior das nanoparticulas para a

desestruturacado dos nucleos hidrofébicos.
5.7 Resumo geral dos copolimeros

Na Figura 34, tem-se uma ilustragdo geral dos copolimeros sintetizados
via reagao de formacao de base de Schiff, destacando as principais caracteristicas

de cada sistema.

Figura 34 — Esquema geral dos copolimeros sintetizados e suas principais
caracteristicas
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Fonte: elaborada pela autora.

Para identificar o copolimero mais adequado para a conjugag¢ao do
quimioterapico doxorrubicina na etapa seguinte do estudo, os dados de LCST, CAC,
tamanho de particulas e IPD foram avaliados. Os trés copolimeros mostraram
capacidade de auto-organizagdo em nanoparticulas, com propriedades
termorresponsivas e pH-responsivas. O tamanho de particulas e o indice de
polidispersdao sdo parametros importantes no desenvolvimento de sistemas de
entrega de farmacos. Tamanho de particulas menor que 200 nm é vantajoso para

acumulo e penetracdo nos tecidos tumorais, e IPD baixo indica que as
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nanoparticulas apresentam tamanhos mais proximos. O copolimero DaskP3ok
apresentou menores valores de tamanho de particulas e de IPD em comparagao
com os demais copolimeros, o que o torna promissor para a conjugagao com a

doxorrubicina.
5.8 Preparacgao das nanoparticulas copolimero-DOX

Por ser um dos quimioterapicos mais eficientes e com uma amina primaria
na sua estrutura, a doxorrubicina foi escolhida como farmaco modelo para preparar
sistemas transportadores a partir do copolimero Da4skP3ok. O farmaco foi conjugado
aos copolimeros através da formagdo da base de Schiff entre o grupo amino da
doxorrubicina e os grupos aldeido residuais dos copolimeros (Figura 35). A
estabilidade da base de Schiff diminui a medida que o pH do meio reduz, o que torna
possivel uma maior liberagdo do farmaco a partir da clivagem das ligagdes iminas
em ambiente tumoral (Zhao et al., 2017; Su et al., 2018; Curcio et al., 2020).

Figura 35 — llustracdo esquematica da preparagao de nanoparticulas de copolimero-
DOX por auto-organizagao e clivagem da base de Schiff em meio acido, causando a
liberacdo da DOX
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5.9 Caracterizag¢ao das nanoparticulas carregadas com doxorrubicina

5.9.1 Espectroscopia de absorg¢ao na regidao do infravermelho por transformada
de Fourier (FTIR) e ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN "H)

A estrutura quimica das nanoparticulas carregadas com doxorrubicina foi
examinada por FTIR (Figura 36) e RMN 'H (Figura 37). Em comparagédo aos
espectros de FTIR do copolimero sem farmaco, uma nova banda foi observada em
1581 cm™, atribuida a vibragéo de estiramento C=C dos anéis aromaticos presentes
na estrutura da DOX. Além disso, o aparecimento da banda em 1730 cm™ deve-se
a existéncia de carbonila de cetona na DOX (Gao et al., 2017). No espectro de RMN
'H a presenca de DOX pode ser confirmada pelo aparecimento dos sinais na regido
entre 6 = 7,60 e 8,00 ppm, atribuidos aos prétons dos anéis aromaticos presentes na

estrutura do farmaco (Curcio et al., 2020).

Figura 36 — (A) Espectros de FTIR do copolimero DsskP3ok € das nanoparticulas
DaskP30ok-DOX1 e DaskP3ok-DOX2 e (B) zoom da regi&o de 1770 a 1480 cm™’
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Fonte: dados da pesquisa.
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Figura 37 — Espectros de RMN "H do (A) Da4skP3ok, (B) DaskP30k-DOX1 e (C) DaskP3ok-
DOX2 em DMSO-dsa 25 °C
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Fonte: dados da pesquisa.

5.9.2 Eficiéncia de carregamento de farmaco (ECF) e a carga de farmaco (CF)

A eficiéncia de carregamento de farmaco e a carga de farmaco
das nanoparticulas Da4skP30k-DOX1 e DaskP3ok-DOX2 foram determinadas por
espectrofotometria na regido do UV-vis e os dados estdo mostrados na Tabela 10.
Maiores valores de ECF e CF foram obtidos para as nanoparticulas DaskP3ok-DOX2,
0 que pode ser atribuido a maior quantidade de DOX utilizada no processo de
preparacdo que favoreceu a reacido de formacao de base de Schiff entre o farmaco
e o copolimero. O aumento da concentracdo de DOX em duas vezes resultou num

aumento de trés vezes no valor da CF.

Tabela 10 — Eficiéncia de carregamento e carga de farmaco
das nanoparticulas carregadas com doxorrubicina

Nanoparticulas ECF (%) CF (%)

D4s5kP30k-DOX1 41,7 + 4 42 3,8+0,42

D4skP30k-DOX2 78,4 + 3,7° 13,1 £ 0,6°
Letras iguais na coluna nao apresentam diferencas significativas
(a=0,05).

Fonte: dados da pesquisa.
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O valor de CF das nanoparticulas DaskP3o—DOX1 foi proximo ao obtido
para conjugados de DEX-DOX (CF 4,5 + 0,2%) sintetizados via reagao de formagao
de base de Schiff por Sagnella et al. (2014), utilizando condi¢gbes de sintese
semelhantes ao presente trabalho. Os autores utilizaram 10% (m/m) de
doxorrubicina, a temperatura ambiente por 24 h, em DMSO.

As nanoparticulas D4skP3ok—DOX2 apresentaram maiores valores de ECF
(78,4 £ 3,7%) e CF (13,1 £ 0,6) que os obtidos por Li et al. (2017) (ECF 24,0 e 19,2%;
CF 9,56 e 9,99%) e Li et al. (2020) (ECF 45,7% e CF 7,8%) para conjugados de
dextrana-DOX que também foram sintetizados via reagao de formacao de base de
Schiff, porém em condi¢des diferentes de sintese. Li et al. (2017) usaram 50% (m/m)
de DOX, 72 h de reagdo a 50 °C, em tampao acetato e Li et al. (2020) usaram
58% (m/m) de DOX, 24 h de reagado a 60 °C, em DMSO.

As condi¢des de sintese utilizadas no presente trabalho proporcionaram a
obtencdo de nanoparticulas com valores de ECF e CF similares ou maiores
comparados aos conjugados a base de dextrana e DOX reportadas na literatura.
Portanto, os resultados indicam que a condicdo de sintese utilizando 20% (m/m)

de DOX, 24 h de reagao a 40 °C, em DMSO, mostrou-se mais eficiente.

5.9.3 Espalhamento de luz dindmico (DLS)

O didametro médio e IPD das nanoparticulas sem DOX e carregadas com
DOX foram medidos por DLS em PBS 7,4 a 37 °C. Os valores de didmetro médio
foram menores que 200 nm e de IPD foram inferiores a 0,4, indicando boa

homogeneidade de tamanho (Tabela 11).

Tabela 11 — Valores de diametro médio e IPD para as
nanoparticulas sem DOX e carregadas com DOX
Nanoparticulas Diametro médio (nm)* IPD*
D4skP30k 133 + 42 0,21 + 0,02ab
D310kP30k 147 + 1° 0,26 + 0,022
D4skP17k 151 £+ 2b 0,35+ 0,01¢
DaskP30k-DOX1 105 + 5¢ 0,24 + 0,022b
Da4skP30k-DOX2 85 + 5d 0,37 £ 0,01¢

* Medidos por DLS em PBS 7,4 a 37 °C, apds aquecimento de 10 min.
Letras iguais na coluna ndo apresentam diferengas significativas (a=0,05).
Fonte: dados da pesquisa.
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A variacdo da massa molar da dextrana e do PNIPAM influenciaram no
tamanho das nanoparticulas. A dextrana de maior massa molar e o PNIPAM de
menor comprimento de cadeia levaram a formacdo de nanoparticulas maiores.
O copolimero DasskP17x  apresentou maior grau de enxertia devido ao menor
impedimento estérico das cadeias de menor comprimento (PNIPAM17«). E isto pode
ter proporcionado a formagao de nucleos hidrofébicos maiores. Blanco-Fernandez
et al. (2017) sintetizaram copolimeros de dextrana enxertada com PNIPAM via ATRP
e obtiveram nanoparticulas com tamanho de 176 + 21 nm a 37 °C. Comparado aos
PNIPAM-NH: utilizados no presente trabalho, o PNIPAM-NH: utilizado pelos autores
possui menor massa molar (Mw = 4,7 x 10% g mol™"), o que pode ter proporcionado
uma maior enxertia e consequente formagao de nucleos hidrofébicos maiores.

Ao incorporar doxorrubicina, 10 e 20% (m/m), no copolimero DaskP3ok
foram formadas nanoparticulas menores. A maior carga de farmaco resultou em
nanoparticulas 36% menores que as nanoparticulas sem farmaco. Essa
tendéncia de reducdo do tamanho pode ser devido ao aumento das interacdes
entre as por¢des hidrofébicas que levaram a formacdo de nucleos menores
(Huang et al., 2018).

As nanoparticulas mostraram tamanhos adequados (< 200 nm) para
administragcao intravenosa e para promover o acumulo de medicamentos em
tumores através do efeito de permeabilidade e retencdo aumentada (EPR)
(Ferrari et al., 2018; Wu, 2021).

O tamanho dos sistemas de entrega de medicamentos influencia na
distribuicdo nos tecidos e na depuragao plasmatica. Nanocarreadores projetados
para aplicacdo intravenosa devem apresentar uma faixa definida de tamanhos
variando de 30 a 300 nm para garantir um tempo de circulagao sistémica prolongado
do transportador. Sistemas com tamanhos > 300 nm podem provocar trombose e
serem eliminados pelo sistema reticuloendotelial, enquanto particulas menores que
10 nm podem ser rapidamente eliminadas pelos rins (Ferrari et al., 2018).

O tamanho das particulas também é um importante parametro empregado
para direcionar passivamente principios ativos aos tumores. Em relagao aos tecidos
normais, 0S vasos sanguineos dos tecidos tumorais mostram um aumento no
numero e tamanho dos poros, permitindo o acumulo de nanoparticulas (< 200 nm)
no intersticio do tumor, fenbmeno conhecido como efeito de permeabilidade e

retencdo aumentada (Steichen et al., 2013; Wu, 2021).
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5.9.4 Microscopia de for¢ca atémica (MFA)

A morfologia e o tamanho das nanoparticulas DaskP3ok, D4skP3ok-DOX1 e
D4skP30k-DOX2 foram observados por MFA. As micrografias (Figura 38) mostraram
que as nanoparticulas sao esféricas. Os tamanhos das nanoparticulas DaskP3ok,
D45kP30k-DOX e DaskP3ok-DOX2 foram de 14, 21 e 42 nm, respectivamente, valores
bem menores que os obtidos por DLS. A diferenca nos tamanhos obtidos por MFA e
DLS pode ser justificada pelo fato da analise por MFA ser realizada com a amostra

seca e os dados fornecidos pelo DLS s&o das nanoparticulas em solugao.

Figura 38 — Imagens de microscopia de for¢ca atdbmica de altura
(A, C e E) e de amplitude (B, D e F) das nanoparticulas D4skP3ok,
Da4skP30k-DOX e Da4skP30k-DOX2, respectivamente

(A)

(E)

o

[

Fonte: dados da pesquisa.
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5.9.5 Estudo de liberagao in vitro da doxorrubicina

A influéncia do pH no percentual de liberacdo de DOX das nanoparticulas
Da4s5kP3ok-DOX1 (Figura 39A) e DaskP3ok-DOX2 (Figura 39B) foi investigada em
PBS 7,4 e 5,0 contendo LSS a 0,1% a 37°C.

Figura 39 - Perfil de liberacdo in vitro da DOX das
nanoparticulas (A) D4skP3ok-DOX1 e (B) D4skP3ok-DOX2 em PBS
7,4 e 5,0 contendo LSS 0,1% a 37 °C
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Fonte: dados da pesquisa.
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A liberagdo de DOX das nanoparticulas D4skP30k-DOX1 e DaskP30k-DOX2
em pH 7,4 (condicdo normal dos tecidos e do sangue), apds 96 h, foi de 35 £ 5 e
41 + 5%, respectivamente. Enquanto, em pH 5,0 (condicdo do compartimento
endossbémico), foi de 59 + 2 e 69 + 2%. O maior percentual de DOX liberado pelas
nanoparticulas DaskP30k-DOX2, possivelmente deve-se ao seu menor tamanho
(85 nm) em comparagdo com as nanoparticulas DaskP3ok-DOX (105 nm).
Nanoparticulas de menores tamanhos possuem maior area de contato com o meio
levando a uma maior liberagédo do farmaco (Rizvi; Saleh, 2018) .

Em pH 5,0, as ligagbes iminas sdo menos estaveis, levando a clivagem
parcial da ligagao entre a DOX e o copolimero e entre a dextrana oxidada e as
cadeias de PNIPAM-NH2. Ambos os fatores podem contribuir para a maior
porcentagem de DOX liberada em um ambiente acido. Estes resultados sugerem
que as nanoparticulas carregadas com DOX podem ser relativamente estaveis no
plasma apos serem administradas por via intravenosa, permitindo um tempo de
circulagdo sanguinea prolongado com reduzida liberagdo de DOX. Além disso,
podem promover uma maior liberagdo do quimioterapico no ambiente intratumoral,
possibilitando uma reducéo dos efeitos colaterais (Li et al., 2016). As nanoparticulas
D45kP30k-DOX1 e DaskP3ok-DOX2 mostraram perfil de liberagdo dependente do pH,
0 que sugere potencial para uso como sistemas de entrega de farmacos anticancer.

A cinética de liberagcdo de DOX das nanoparticulas DaskP30k-DOX1 e
Da4skP30k-DOX2 foi estudada utilizando o modelo cinético de Zeng (Equacéo 11).
Esse modelo considera tanto o processo de difusdo do farmaco quanto as
interacdes farmaco-carreador, e os parametros cinéticos (ks — constante de difusao,
koff — constante de dissociacéo e AG — diferenca de energia livre de Gibbs entre os
estados livre e ligado) podem ser utilizados para explicar o processo de liberagao.
A correlagcdo desses parametros com o perfil de liberagdo de um medicamento
modelo pode ser observada na Figura 40. O processo de difusdo do farmaco é mais
rapido que os processos de associagao e dissociacao. Na fase inicial da liberacao
(liberagdo de explosdo) as moléculas de farmaco nao ligadas sao liberadas.
Posteriormente, o estagio da liberacdo sustentada é ditado pelo processo de
dissociagdao e o percentual de liberacdo desse estagio € proporcional ao Kofr.
Estudos de parametros mostraram que o AG € proporcional a quantidade de
farmaco liberado na fase inicial da liberagcado, fornecendo informagdo da interacao

farmaco-carreador (Zeng et al., 2011; lonita et al., 2022).



Figura 40 — Correlagao dos parametros cinéticos do modelo
de Zeng com um perfil de liberagdo de um medicamento
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Os parametros cinéticos ks, kon e kot da liberagdo de DOX das

nanoparticulas DaskP3ok-DOX1 e DaskP3ok-DOX2 foram determinados ajustando os

dados de liberacdo a equacao 11. O AG foi calculado a partir da equacao 12 e os

valores obtidos estdo mostrados na Tabela 12.

Tabela 12 — Parametros cinéticos da liberacdo de DOX das nanoparticulas D4skP3ok-

DOX1 e DaskP3ok-DOX2

Parametros
Nanoparticulas pH ks Kon Koff AG R?
(h™) /(10721 ))

74 0,2746 0,00563 0,0017 -4 .86 0,9907
D4skP30k-DOX1

50 0,2514 0,0160 0,0065 -3,85 0,9895

74 0,2799 0,0030 0,0016 -2,70 0,9823
D4skP30k-DOX2

50 0,1722 0,0103 0,0074 -1,40 0,9954

Fonte: dados da pesquisa.
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O mecanismo de liberacdo do farmaco pode ser resumido como uma
liberagdo rapida do farmaco livre por meio de difusdo, seguido de uma liberagao
lenta do farmaco ligado por meio do processo de dissociagéo, visto que ks > Kkon €
ks > koff, como observado na Tabela 12. Os valores negativos de AG observados
para ambas as nanoparticulas indicam uma forte interagdo farmaco-carreador.
Para as nanoparticulas Da4skP3ok-DOX2 foram observados maiores valores de AG,
em ambos os pHs, o0 que corrobora com o maior percentual de DOX liberado na fase
inicial do processo de liberagdo, em comparagédo com as nanoparticulas DaskP3ok-
DOX1. Em pH 5,0, para os dois sistemas observaram-se valores de AG maiores que
em pH 7,4, o que indica enfraquecimento da interacdo farmaco-carreador e
corrobora com o maior percentual de DOX liberado em condicbes acidas.
Além disso, maiores valores de kot foram observados em pH 5,0, o que se deve ao
meio acido favorecer a clivagem das ligagdes iminas promovendo a maior liberagao
de DOX.

5.9.6 Ensaio de citotoxicidade

A citotoxicidade in vitro das nanoparticulas DaskP3ok, DaskP3ok-DOX e
Da4skP30k-DOX2 e da DOX livre em células L929 (linhagem nao tumoral de fibroblasto
murino) e HCT-116 (cancer de colorretal) foi avaliada pelo ensaio de MTT, apds 72 h
de incubacdo (Tabela 13 e APENDICE F). Na Tabela 13, estdo apresentados os

valores de Clso das nanoparticulas e da DOX livre nas linhagens testadas.

Tabela 13 — Valores de Clso das nanoparticulas DaskP30k-DOX e DaskP3ok-DOX2 e
DOX livre pelo ensaio MTT apés 72 h de incubagao
Clso (ug mL™")

Linhagens Intervalo de confianga (95%)
celulares
D4skP30k-DOX* DaskP30k-DOX2* DOX livre
5,22 0,27
L929 >19
(4,35 -6,35) (0,24 - 0,30)
9,03 1,67 0,12
HCT-116
(5,57 — 18,9) (1,47 = 2,17) (0,09 — 0,17)

*Concentragao de DOX.
Fonte: dados da pesquisa.
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As nanoparticulas DasskPsok  (sem farmaco) ndo apresentaram
citotoxicidade as células testadas, com valor de Clso > 500 yg mL™'. Enquanto as
nanoparticulas Da4skP30k-DOX1 e D4skP3ok-DOX2 mostraram maior citotoxicidade em
células cancerosas que em célula ndo tumoral, o que corrobora com os resultados
do ensaio de liberagdo in vitro que mostrou um maior percentual de liberagao de
DOX em meio acido devido a clivagem das ligagdes iminas. Estes resultados podem
ser um indicativo de seletividade em relagdo as células cancerigenas e
potencializam o uso destas nanoparticulas como carreadores de farmacos
anticancer, visto que poderiam minimizar os efeitos colaterais causados pela
quimioterapia as células saudaveis.

As nanoparticulas Da4skP30k-DOX2 que possuem maior carga de farmaco
apresentaram maior citotoxicidade em comparacao as nanoparticulas DaskP30k-DOX1
em ambas as linhagens testadas, o que pode ser devido ao maior percentual de
DOX liberado pelas nanoparticulas DaskP30k-DOX2. Li et al. (2016) sintetizaram pro-
farmacos de hidroxietilamido-doxorrubicina com diferentes cargas de farmaco e a
maior citotoxicidade apresentada pelo pré-farmaco com maior carga de farmaco foi
atribuida a maior liberagao intracelular seletiva.

As nanoparticulas carregadas com DOX apresentaram valores de
concentracao inibitéria média maiores que a DOX livre. Alguns autores também
observaram um aumento da Clso apds a incorporagdo do farmaco em
nanocarreadores e este comportamento tem sido atribuido a cinética de liberacéo
lenta, bem como a lenta internalizacdo nas células (Sagnella et al., 2014;
Li et al., 2016; Zhang et al., 2020). Apesar do maior valor de Clso, as nanoparticulas
carregadas com DOX apresentaram vantagens em relagdo ao farmaco livre, como
tamanho adequado para se acumular passivamente por efeito EPR, uma liberacao

controlada sensivel ao pH do meio e menor citotoxicidade em células normais.

5.9.7 Ensaio de captagao celular

A captacédo celular da DOX livre e das nanoparticulas D4skP30k-DOX1 e
D4skP30k-DOX2 foi investigada qualitativamente em células HCT-116 por microscopia

confocal de varredura a laser (Figura 41).
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Figura 41 — Captacao celular da DOX livre e das nanoparticulas D4skP3ok-DOX1 e
Da4skP3ok-DOX2 apds incubacdo com células HCT-116 por 24 h observadas por
microscopia confocal de varredura a laser. Os nucleos celulares foram corados com
DAPI (azul) e a fluorescéncia vermelha representa a DOX

DAPI Sobreposigao

--
e
--

Fonte: dados da pesquisa.

D 45 P30k-DOX1 DOX livre Controle negativo
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As imagens de fluorescéncia mostraram que apos 24 h de incubacéo,
a DOX livre e as nanoparticulas estavam distribuidas no citoplasma e no
nucleo, com maior localizagao das nanoparticulas no citoplasma. Esses resultados
sugerem que as nanoparticulas DaskP30k-DOX1 e DaskP3ok-DOX2 podem ter sido
internalizadas via endocitose, enquanto as moléculas de DOX livre podem se
difundir através da membrana plasmatica e nuclear. Além disso, a maior distribuicdo
de nanoparticulas no citoplasma em comparagdo com a DOX livre pode ser devido
a liberacdo sustentada de DOX pelas nanoparticulas em resposta ao ambiente
acido dos endossomos que pode promover a clivagem das ligagdes iminas
(Cambén et al., 2013; Su et al., 2018). Comportamentos semelhantes também foram
observados em outros nanocarreadores responsivos ao pH e justificado pela
diferenca no mecanismo de internalizagdo da DOX livre e dos nanocarreadores,
além daliberagcdo lenta do farmaco pelos nanocarreadores (Su et al.,, 2018;
Chen et al., 2019; Kong et al., 2020).

5.10 Resumo geral das nanoparticulas copolimero-DOX

Na Figura 42, tem-se um esquema geral das nanoparticulas obtidas da
conjugacao do copolimero DaskPsok com a doxorrubicina, 10 ou 20% (m/m),

via reagao de formacao de base de Schiff, e suas principais caracteristicas.

Figura 42 — Esquema geral das nanoparticulas copolimero-DOX preparadas e suas
principais caracteristicas
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Fonte: elaborada pela autora.
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Para identificar as nanoparticulas mais adequadas para a co-incorporagao
da curcumina e uso na terapia fotodindmica combinada a quimioterapia na etapa
seguinte do estudo, avaliou-se os dados de ECF, CF, tamanho de particulas, IPD e
Clso em células L929 e HCT-116. As nanoparticulas Da4skP3ok-DOX2 exibiram ECF e
CF significativamente maiores em comparagdo com as nanoparticulas DaskP3ok-
DOX1. Isso indica que as nanoparticulas DaskP30k-DOX2 podem transportar uma
maior quantidade de doxorrubicina, melhorando a eficacia do tratamento.
Além disso, as nanoparticulas DaskP30k-DOX2 apresentaram menor tamanho de
particulas, o que podera facilitar o seu acumulo nos tecidos tumorais e internalizagao
nas células cancerosas, aumentando a eficacia terapéutica. As nanoparticulas
Da4skP30k-DOX1 e DaskP3ok-DOX2 mostraram maior citotoxicidade em células
cancerosas que em células nado tumorais, o que pode ser um indicativo de
seletividade em relacdo as células cancerigenas. Além disso, as nanoparticulas
D4skP3ok-DOX2 demonstraram atividade anticancer superior, corroborando com sua
maior CF e menor tamanho de particulas.

Com base nos maiores valores de ECF e CF, menor tamanho de
particulas e atividade anticancer superior, as nanoparticulas DaskP3ok-DOX2
mostraram-se mais adequadas para a co-incorporagao da curcumina para uso na

terapia fotodinAmica combinada a quimioterapia.

5.11 Preparagao das nanoparticulas copolimero-DOX/CUR

A curcumina possui varias atividades farmacolégicas e propriedade
fotossensibilizante, porém apresenta limitagdes para aplicacdo clinica, como baixa
solubilidade em agua, baixa biodisponibilidade e limitada estabilidade quimica em
condicbes fisioldgicas. Entdo, para contornar esses problemas, a curcumina foi
incorporada nas nanoparticulas D4skP3ok-DOX2, por interagao ndo covalente com as
porcoes hidrofdbicas, obtendo-se um nanocarreador para uso na terapia

fotodindmica combinada a quimioterapia (Figura 43).
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Figura 43 — llustracdo esquematica da formacédo das nanoparticulas copolimero-
DOX/CUR para uso na terapia fotodinamica combinada a quimioterapia
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Fonte: elaborada pela autora.

5.12 Caracterizagdo das nanoparticulas carregadas com doxorrubicina e

curcumina

5.12.1 Espectroscopia de absorcao na regiao do infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR) e ressondncia magnética nuclear de hidrogénio
(RMN "H)

As nanoparticulas carregadas com doxorrubicina e curcumina foram
caracterizadas por FTIR (Figura 44) e RMN 'H (Figura 45). Apds a incorporacgéo da
curcumina, foi possivel observar nos espectros de FTIR o aparecimento da banda
em 1513 cm™ referente as vibragbes de v (C=0), & (CC=C) e & (CC=0)
(Kolev et al., 2005; Mangolim et al., 2014). As bandas em 1581 cm™, atribuida ao v
(C=C) dos anéis aromaticos e em 1626 cm™", correspondente ao v (C=0 conjugado)
(Khodabakhshian et al., 2021). No espectro de RMN 'H foram observados novos
sinais na regido entre 6 = 6,70 e 7,60 ppm, referentes aos protons aromaticos, bem
como em ©& = 3,83 ppm, atribuidos aos prétons dos grupos metoxi presentes na

estrutura da curcumina (Dey; Sreenivasan, 2015; Prasad et al., 2020).
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Figura 44 — Espectros de FTIR das nanoparticulas DaskP30k-DOX2, DaskP3ok-

DOX/CUR1 e DaskP30k-DOX/CUR2

Absorbancia

D45kP30k-DOXICUR1

D45kP30k-DOX2

D45P30K-DOX/CUR2

1626 1581 1513

T J T

Fonte: dados da pesquisa.

1 ) I 1
4000 3500 3000 2500 2000

I
1500

I
1000

Numero de onda (cm™)

) v I M 1 v I
500 1700 1600 1500

Figura 45 — Espectros de RMN "H do (A) DaskP3ok, (B) DaskP30k-DOX2 e (C) DaskP3ok-

DOX/CUR2 em DMSO-ds
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5.12.2 Eficiéncia de carregamento de farmaco (ECF) e a carga de farmaco (CF)

Os valores de eficiéncia de carregamento de farmaco e de carga de
farmaco das nanoparticulas carregadas com DOX e CUR estdo mostrados na
Tabela 14. As nanoparticulas D4skP30k-DOX/CUR2 apresentaram maiores valores de
ECF e CF em comparagcédo com as nanoparticulas D4skP30k-DOX/CUR1, isso pode
ser devido a maior concentragdo de CUR na sua preparacdo que favoreceu as
interagbes nao-covalentes entre a curcumina e as porgdes hidrofébicas (DOX e
PNIPAM). O aumento da concentracdo de CUR em duas vezes promoveu um

aumento da CF de quase trés vezes.

Tabela 14 — Eficiéncia de carregamento e carga de farmaco das nanoparticulas
carregadas com doxorrubicina e curcumina

ECF (%)de CF (%)de ECF (%)de CF (%)de

Nanoparticulas
DOX DOX CUR CUR

D45kP30k-DOX/CUR1 78,4 + 3,72 12,9+1,32 41,0 £ 4,22 3,7+0,42
D45kP30k-DOX/CUR2 78,4 + 3,72 12,6 £ 0,72 66,1 +4,1° 11,0 £0,7°

Letras iguais na coluna ndo apresentam diferengas significativas (a=0,05).
Fonte: dados da pesquisa.

Os valores de ECF e CF de CUR alcangados no presente estudo foram
similares ou inferiores aos obtidos por Gao et al. (2017) para conjugados de
alginato-DOX/CUR e Zhang et al. (2016) para conjugados de metoxi-polietilenoglicol-
DOX/CUR, respectivamente.

Gao et al. (2017) sintetizaram conjugados de alginato-DOX via reagao de
formacido de base de Schiff e encapsularam a curcumina. O percentual de
curcumina utilizado foi 10% (m/m) e os valores de ECF de CUR (44,6 £ 1,22%) e
CF de CUR (4,2 £ 0,2%) obtidos foram préximos aos alcangados no presente estudo
para as nanoparticulas DaskP30k-DOX/CUR1, apesar dos conjugados alginato-DOX
apresentarem maiores valores de CF de DOX (21,14 + 0,87%).

Zhang et al. (2016) conjugaram doxorrubicina em metoxi-polietilenoglicol
via reagao de formacao de base de Schiff e realizaram a incorporagao da curcumina.
Foram alcangados valores de ECF de CUR (91%) e CF de CUR (18,2%) maiores
que os obtidos para as nanoparticulas D4skP30k-DOX/CUR2, ao utilizar 20% (m/m) de

curcumina na preparagao das nanoparticulas. As nanoparticulas PEG-DOX
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possuiam valor maior de CF de DOX (18,7%) que as nanoparticulas DaskP3ok-
DOX/CUR2, o que pode ter proporcionado uma maior interagdo da curcumina e

consequentemente maior percentual de CUR incorporada.

5.12.3 Espalhamento de luz dindmico (DLS)

As  nanoparticulas  D4s5kP3ok-DOX/CUR1 e  DaskP3ok-DOX/CUR2
apresentaram diametros meédios de 60 - 80 nm e distribuicdo homogénea de
tamanho (IPD < 0,4) (Tabela 15), em PBS 7,4 a 37 °C.

Tabela 15 — Valores de didmetro médio e IPD para as nanoparticulas
carregadas com DOX e DOX/CUR

Nanoparticulas Diametro médio (nm)* IPD*

D4s5kP30k-DOX2 85 + 52 0,38 + 0,01°
D45kP30k-DOX/CUR1 79 £ 12 0,37 £ 0,012
D45kP30k-DOX/CUR2 61+ 3P 0,21 £ 0,04°

*Medidos por DLS em PBS 7,4 a 37 °C, apds aquecimento de 10 min.
Letras iguais na coluna ndo apresentam diferencgas significativas (a=0,05).
Fonte: dados da pesquisa.

O aumento da carga de farmaco nas nanoparticulas proporcionou a
formacao de nucleos mais compactos devido ao aumento das interagbes entre as
porcdes hidrofébicas. Os valores de tamanho das nanoparticulas do presente
trabalho foram menores que os obtidos para nanoparticulas a base de alginato
(177,6 = 3,2 nm) (GAO et al.,, 2017) e metoxi-polietilenoglicol (183,5 = 4,5 nm)
(Zhang et al., 2016) carregadas com DOX/CUR.

As nanoparticulas apresentaram tamanhos apropriados para
administragcdo intravenosa (30-300 nm) e para um direcionamento passivo
(<200 nm) em ambiente tumoral via efeito EPR.

Na Figura 45, tem-se uma representacdo das nanoparticulas co-
incorporadas com DOX/CUR e suas principais caracteristicas. Em comparagao com
as nanoparticulas Da4skP30k-DOX/CUR1, as nanoparticulas DaskP3ok-DOX/CUR2
mostraram capacidade de transportar maior quantidade de agentes terapéuticos,
aléem de exibirem menores valores de tamanho de particula e IPD, caracteristicas
que poderao facilitar o acumulo em tecidos tumorais, internalizagdo nas células

cancerosas e melhorar a eficacia terapéutica. Portanto, as nanoparticulas DaskP3ok-
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DOX/CUR2 foram selecionadas para dar continuidade a caracterizacdo morfoldgica

e os estudos in vitro.

Figura 46 — Esquema geral das nanoparticulas copolimero-DOX/CUR preparadas e
suas principais caracteristicas

ECF de CUR = 41,0%

_CR CF de CUR=3,7%
10% (m/m) Tamanho =79 nm
IPD =0,37
Auto-organizagio D.45P30,-DOX/CUR1
ECF de CUR = 66,1%
D g P -DOX2 S CUR CF de CUR = 11,0%
20% (m/m) Tamanho = 61 nm

Ds5xP3-DOX/CUR2  IPD =0,21

® DOX # Base de Schiff

Fonte: elaborada pela autora.

5.12.4 Microscopia de forga atbmica (MFA)

As nanoparticulas DaskP30k-DOX/CUR2 foram caracterizadas quanto a
morfologia e tamanho por MFA (Figura 47).

Figura 47 — Imagens de microscopia de forgca atdbmica (A) de altura e (B) de
amplitude da nanoparticula D4skP30k-DOX/CUR2

(A) (B)

N

-

o
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Fonte: dados da pesquisa.
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As micrografias mostraram que as nanoparticulas sao esféricas, com
tamanho médio de 34 nm. O valor de tamanho obtido por MFA foi menor que o
fornecido por DLS. A variagdo de tamanho observada entre as medidas de DLS e

AFM deve-se a diferenca nas condi¢des do processamento.

5.12.5 Estabilidade quimica da curcumina nas nanoparticulas

A estabilidade quimica da curcumina livre e incorporada nas
nanoparticulas DaskP30k-DOX/CUR2 foi investigada em PBS 7,4 e 5,0 a 37 °C
através da verificacdo da mudanca do valor da absorbancia da curcumina no

decorrer do tempo (Figura 48).

Figura 48 — Estabilidade quimica da curcumina livre e incorporada
nas nanoparticulas D4skP3ok-DOX/CUR2 em PBS 7,4 € 5,0 a 37 °C

Dgs5kP30k-DOX/CUR2-pH7,4 ® CURIivre-pHT74

~—~ 120 -

2 ® Dys5.P30x-DOX/CUR2-pH5,0 = CUR livre - pH 5,0

cu

"q:") 100 -

g )

$ s0- !'i

c ii

© . I

£ 60 ¥

— = !

e § ¥

£ 40 4

s 1. °©

5 209 o, ¢ » =

o *e . . .

0 ] 1 |} | | 1 |} ]

0 10 20 30 40 50 60 70

Tempo (h)

Fonte: dados da pesquisa.

No experimento com a CUR livre em PBS 5,0, observou-se que em 2 h
aproximadamente 15% de curcumina havia sido degradada. Enquanto, em PBS 7,4
o percentual de curcumina degradada foi bem expressivo, em torno de 75%. Esse
comportamento ocorre, pois a curcumina em meio aquoso pode sofrer degradagao
oxidativa e hidrolitica, e esses processos ocorrem mais rapido em pH > 7,0

(Nelson et al., 2017; Zheng; Mcclements, 2020). A instabilidade quimica é uma das
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causas da baixa biodisponibilidade da curcumina. A quantidade de curcumina
remanescente nas nanoparticulas (PBS 5,0 = 46%; PBS 7,4 = 28% apo6s 72 h) em
ambos os pHs foi maior que para a CUR livre (PBS 5,0 = 17%; PBS 7,4 = 7% apos
72 h), indicativo de que as nanoparticulas podem promover uma prote¢cdo da

curcumina desses processos de degradacao.

5.12.6 Estudo de liberagdao in vitro da doxorrubicina e curcumina

O estudo de liberacdo in vitro de DOX e CUR das nanoparticulas Da4skP3ok-
DOX/CUR?2 foi realizado em PBS 7,4 e 5,0 (0,1 mol L") contendo LSS a 0,1% a
37 °C (Figura 49). Em meio acido, o percentual de liberacdo de DOX (63 = 2%),
apos 96 h, foi maior que em PBS 7,4 (37 + 3%). As ligagdes iminas sdo sensiveis ao
pH do meio e em condi¢cbes acidas sao facilmente clivadas podendo liberar um
maior percentual de farmaco. A ruptura das ligagdes iminas pode promover a
liberacdo da DOX e a clivagem das cadeias de PNIPAM-NH2 que compdem as
nanoparticulas, o que pode também ter proporcionado a maior liberacdo de CUR
(PBS 5,0=61%2% e PBS 7,4 =14 + 1% apds 96 h), em condi¢des acidas.

Figura 49 — Perfil de liberacdo in vitro da DOX e da CUR das
nanoparticulas Da4skP30k-DOX/CUR2 em PBS 7,4 e 5,0 contendo
LSS 0,1% a 37 °C
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Fonte: dados da pesquisa.
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Em pH 7,4, foi observado uma redugao do percentual de liberagdo de
CUR ap6s 10 h de estudo. Em pH fisiolégico, a degradagdo da curcumina € mais
rapida levando a reducdo da concentracdo de CUR no meio de liberagao.
Este comportamento também foi observado por Subtaweesin et al. (2018) para
filmes de celulose bacteriana carregado com curcumina e justificado pela
degradacgao da curcumina em pH > 7,0.

Esses resultados sugerem que as nanoparticulas DaskP30k-DOX/CUR2
podem ser um promissor nanosistema de co-liberacdo de farmacos para a terapia
anticancer, visto a possibilidade de uma liberagdo pH-responsiva dos agentes
terapéuticos em células cancerosas.

A cinética de liberagdo de DOX e CUR das nanoparticulas DaskP3ok-
DOX/CUR2 foi estudada utilizando o modelo cinético de Zeng e os parametros
cinéticos ks, kon, kof € AG estdo mostrados na Tabela 16. O modelo cinético nao foi
aplicado para a liberagdo de CUR em pH 7,4, pois ap6s 10 h de estudo ocorreu uma
reducdo do percentual de CUR liberado, o que leva a valores de constantes de

velocidade negativos.

Tabela 16 — Parametros cinéticos da liberacdo de DOX e CUR das nanoparticulas
Da4skP30k-DOX/CUR2

Parametros
Nanoparticulas Farmaco pH ks Kon Koff AG R?
(h™) /(10721 J)
DOX 7,4 0,4307 0,0027 0,0012 -3,50 0,9714
D4s5kP30k- 50 0,3804 0,0150 0,0072 -3,10 0,9918
DOX/CUR2 7,4 - - - - -
CUR

50 0,110 0,0011  0,0015 1,30 0,9709

Fonte: dados da pesquisa.

Foram observados valores de ks > Kkon € ks > Kkoff, indicando que o
mecanismo de liberacdo da DOX e CUR das nanoparticulas ocorre inicialmente com
uma liberagdo rapida dos farmacos livres por meio de difusdo, seguido de uma
liberacdo lenta do farmaco ligado por meio do processo de dissociagao. O valor de
AG em pH 5,0 foi maior que em pH 7,4 para a liberacdo de DOX, indicando o

enfraquecimento da interacao farmaco-carreador, o que corrobora com o maior
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percentual de liberacdo de DOX nesse pH. Ao comparar os valores de AG para
liberagdo de DOX e CUR em pH 5,0 observou-se valor de AG bem maior para a
liberagcdo de CUR. Isto indica que as interagdes CUR-nanoparticula (interagdo nao-
covalente) sdo mais fracas que as interagcbes DOX-nanoparticula (base de Schiff),
confirmando o maior percentual de CUR liberado na fase inicial do processo de
liberacdo em meio acido. Além disso, foram observados valores de koff maiores em
pH 5,0 o que se deve a clivagem da base de Schiff ser favorecida em condigbes
acidas, aumentando a liberacdo de ambos os agentes terapéuticos das

nanoparticulas.

5.12.7 Ensaio de citotoxicidade

A fotocitotoxicidade in vitro da DOX livre, CUR livre, mistura DOX/CUR
livre e das nanoparticulas DaskP3ok, D4skP30k-DOX e Da4skP3ok-DOX/CUR2 em células
HCT-116 e L929 foi avaliada com e sem a exposicéo a luz azul por 5 min, através do
ensaio de MTT apds 72 h de incubacdo (Tabela 17, Tabela 18, APENDICE G,
APENDICE H e APENDICE ).

As nanoparticulas DaskP3ox apresentaram Clso > 500 ug mL-' nas células
estudadas. Enquanto as nanoparticulas DaskP30k-DOX2 e DaskP30k-DOX/CUR2 se
mostraram citotoxicas frente as linhagens testadas. Embora as nanoparticulas
carregadas com DOX e DOX/CUR tenham apresentado citotoxicidade contra as
células L929, os valores de Clso foram menores que os observados para a linhagem
HCT-116, ou seja, as nanoparticulas apresentaram maior citotoxicidade a linhagem
cancerosa em comparagdo a linhagem n&o-tumoral. Esse comportamento foi
observado tanto no experimento sem exposicdo a luz azul quanto mediante
exposi¢ao por 5 min.

A terapia fotodindmica (TFD) mediada pela curcumina promoveu uma
reducdo da Clso quando as células foram expostas a luz azul por 5 min, apds 6 h de
incubagdo com CUR livre ou com a nanoparticula Da4skP30k-DOX/CUR2, indicando

que a terapia fotodinamica melhora a atividade citotéxica da curcumina.
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Tabela 17 — Valores de Clso da DOX livre, CUR livre e mistura DOX/CUR livre em células L929 e HCT-116 sem e com TFD, pelo ensaio MTT
apo6s 72 h de incubacgao

Clso (ug mL™)

Amostras L929 L929 + TFD HCT-116 HCT-116 + TFD
DOX CUR DOX CUR DOX CUR DOX CUR
0,27 0,26 0,12 0,25
DOX livre - — - -
(0,24 - 0,30) (0,21 -0,31) (0,07 — 0,15) (0,19-10,31)
7,5 2,8 2,40 0,57
CUR livre - - — -
(6,8 -8,4) (2,56 — 3,13) (1,9-2,9) (0,53-10,61)
DOX/CUR 0,36 0,30 0,51 0,43 0,12 0,10 0,19 0,16
livre (0,32-0,40) (0,26-0,34) (0,41-0,64) (0,34-0,54) (0,1-0,14) (0,08-0,12) (0,15-0,24) (0,13-0,20)

Fonte: dados da pesquisa.

Tabela 18 — Valores de Clso das nanoparticulas D4skP3ok-DOX2 e DaskP30k-DOX/CUR2 em células L929 e HCT-116 sem e com TFD, pelo
ensaio MTT apos 72 h de incubagao

Clso (ug mL™)

Amostras L929 L929 + TFD HCT-116 HCT-116 + TFD
DOX CUR DOX CUR DOX CUR DOX CUR
Da4skP30k- 5,22 3,75 1,67 2,20
DOX2 (4,35 — 6,35) - (3,01 — 4,81) - (1,47 = 2,17) - (1,71 — 2,86) -
Da4skP30k- 416 3,63 2,00 1,73 1,62 1,41 1,10 0,96

DOX/CUR2 (3,53-4,96) (3,08—4,32) (1,52-2,57) (1,33-2,24) (1,41-1,84) (1,23-1,61) (0,91-1,30) (0,80 —1,14)

Fonte: dados da pesquisa.
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Além disso, com a TFD, as nanoparticulas Da4skP30k-DOX/CUR2
(Clso= 1,10 ug mL™", em HCT-116) causaram maior citotoxicidade em comparagao
com as nanoparticulas DaskP3ok-DOX2 (Clso = 2,20 yg mL™', em HCT-116).
Esses resultados sugerem que a combinagdo da quimioterapia com a terapia
fotodindmica em formulagdo nanoparticulada pode alcangcar melhor atividade
citotoxica que a nanoparticula com tratamento individual.

Zhang et al. (2022) e Rajiu et al. (2015) avaliaram o efeito da combinagé&o
da quimioterapia e da terapia fotodinamica no tratamento de células de mama (MCF-
7) e cancer de figado humano (HepG2), respectivamente, utilizando nanoparticulas
incorporadas com CUR e DOX/CUR. Os estudos demonstraram que a combinagao
das terapias promoveu o aumento da citotoxicidade nas células estudadas por meio
da geracao fotoinduzida de radicais livres e o tratamento com as nanoparticulas
DOX/CUR + TFD exibiu maior citotoxicidade que as nanoparticulas apenas com
CUR + TFD.

Para a mistura DOX/CUR livre foram observados valores de Clso maiores
(L929) ou estatisticamente iguais (HCT-116) quando comparado com a DOX livre.
Lin et al. (2018) observaram que a combinagao DOX/CUR livre bloqueou o efeito
citotoxico da DOX em células L929 e MCF-7/ADR. Para os autores,
este comportamento provavelmente aconteceu devido a uma afinidade competitiva
entre a CUR e a DOX pelos canais de transporte na superficie da membrana
plasmatica causando a reducéo da internalizac&o celular de DOX.

Os valores de Clso para as nanoparticulas carregadas com DOX
e DOX/CUR foram maiores que dos agentes terapéuticos livres, possivelmente
devido a cinética de liberagdo lenta e a lenta internalizacdo nas células
(Sagnella et al., 2014; Li et al., 2016; Zhang et al., 2020). Vale destacar que as
nanoparticulas apresentaram caracteristicas vantajosas em relacdo aos farmacos
livres, como tamanhos adequados para o acumulo passivo nos tecidos tumorais via
EPR, protecdo da CUR de processos hidroliticos e oxidativos, além de liberagao

controlada sensivel ao pH do meio.
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5.12.8 Ensaio de captagao celular

A captagédo celular da mistura DOX/CUR livre e das nanoparticulas
D45kP3ok-DOX/CUR2 foi investigada qualitativamente em células HCT-116 por
microscopia confocal de varredura a laser, baseada na fluorescéncia intrinseca da
DOX (vermelha) e da CUR (verde). Como observado na Figura 50, a mistura
DOX/CUR e as nanoparticulas DaskP3ok-DOX/CUR2 estavam localizadas no
citoplasma e no nucleo. As nanoparticulas apresentaram maior distribuicdo no

citoplasma.

Figura 50 — Captagao celular da DOX/CUR livre e das nanoparticulas Da4skP3ok-
DOX/CUR2 apos incubagdo com células HCT-116 por 24 h observadas por
microscopia confocal de varredura a laser. Os nucleos celulares foram corados com
DAPI (azul), a fluorescéncia vermelha representa a DOX e a verde representa a
CUR. Fluorescéncia amarela representa a mistura das cores vermelha (DOX) e
verde (CUR)

DAPI DOX CUR Sobreposigao

Controle negativo

DOX/CUR livre

Ddskpsok-DOXICU R2

Fonte: dados da pesquisa.
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Moléculas pequenas, como farmacos, podem penetrar na membrana
plasmatica e nuclear por difusdo passiva, enquanto nanoparticulas carregadas com
farmacos é conhecido serem internalizadas por via endocitica. Os diferentes perfis
de captacgao celular da mistura DOX/CUR e das nanoparticulas D4skP3ok-DOX/CUR2
pode ser atribuido as diferentes vias de internalizacdo e a lenta liberagdo dos
agentes terapéuticos das nanoparticulas (Zhang et al., 2016; Gao et al., 2017). Estes
resultados confirmam que as nanoparticulas D4skP3ok-DOX/CUR2 foram capturadas
pelas células cancerosas HCT-116, garantindo a liberagéo intracelular da DOX e da
CUR.

5.13 Resumo geral das nanoparticulas copolimero-DOX e copolimero DOX/CUR

Na Figura 51, pode-se observar os principais resultados das
nanoparticulas Da4skP30k-DOX2 e DaskP3ok-DOX/CUR2 que foram testadas na

combinacao da quimioterapia com a terapia fotodinamica.

Figura 51 — Comparacgao dos resultados das nanoparticulas DaskP3ok-
DOX2 e D4s5kP30k-DOX/CUR2 que foram testadas na combinagéo da
quimioterapia com a terapia fotodinamica
/
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Fonte: elaborada pela autora.



117

O presente trabalho teve enfoque na preparagdo, caracterizacdo e
avaliagdo da atividade citotoxica de novos nanocarreadores capazes de co-
incorporar dois agentes terapéuticos com potencial aplicagdo na terapia combinada
(quimioterapia e terapia fotodindmica) contra o cancer. Notavelmente,
as nanoparticulas DaskP30k-DOX/CUR2 apresentaram alta ECF e CF, além de
caracteristicas vantajosas em relagéo aos agentes terapéuticos livres (DOX e CUR),
como tamanhos adequados para o acumulo passivo nos tecidos tumorais via EPR,
protecdo da CUR de processos hidroliticos e oxidativos, bem como liberacao
controlada sensivel ao pH do meio. Além disso, a combinac&o da quimioterapia com
a terapia fotodinamica em nanosistemas promoveu melhor atividade anticancer em
comparagao as nanoparticulas com tratamento individual.

Apesar da pesquisa nao ter focado no aprofundamento das analises
bioldgicas, reconhecemos a importancia da realizagao de ensaios para quantificagao
de espécies reativas de oxigénio intracelular, analises de ciclo celular e apoptose em
estudos futuros para uma melhor compreensdo dos mecanismos moleculares
envolvidos no processo de morte celular. Além disso, sdo necessarios estudos
in vivo em modelos animais para compreender a biodistribuigdo das nanoparticulas

e avaliar os efeitos delas no organismo, incluindo nos tecidos tumorais e saudaveis.
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6 CONCLUSAO

Copolimeros por enxertia termo- e pH-responsivos foram sintetizados via
reacao de formacao de base de Schiff entre o grupo amino terminal do PNIPAM-NH2
e 0s grupos aldeido da dextrana oxidada, com diferentes massas molares.
Os copolimeros foram capazes de se auto-organizar em nanoparticulas apos
estimulo térmico. A integridade das nanoparticulas foi mantida em pH 7,4, enquanto
em pH 5,0 ocorreu o intumescimento e separacdo das bandas de distribuicdo de
tamanho devido a clivagem das ligagdes imina, o que confirma a propriedade pH-
responsiva dos copolimeros. A doxorrubicina foi conjugada aos copolimeros via
reacdo de formacdo de base de Schiff e a curcumina foi co-incorporada por
interacao nao covalente. Nanoparticulas com tamanhos apropriados para aplicacao
intravenosa e para promover o acumulo do medicamento em tecidos tumorais via
efeito de permeabilidade e retencdo aumentada (EPR) foram obtidas.
As nanoparticulas carregadas com DOX e DOX/CUR mostram perfil de liberagéo
dependente do pH do meio, uma vez que as ligagbes iminas sao clivadas em
condi¢cbes acidas. Os testes de estabilidade quimica da curcumina mostraram que
as nanoparticulas promoveram uma protegcdo da curcumina dos processos de
degradagao. Além disso, as nanoparticulas carregadas com DOX e DOX/CUR
mostraram citotoxicidade em células HCT-116. A combinac&do da quimioterapia com
a terapia fotodinamica em nanosistemas promoveu uma melhor atividade citotoxica
nas células HCT-116 em comparagdo a monoterapia. Portanto, as nanoparticulas
D45kP30k-DOX/CUR2 exibiram potencial como sistema inteligente para terapia

combinada contra o cancer.
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APENDICE A- CROMATOGRAMA DA CURCUMINA COMERCIAL E TABELA COM
0OS PERCENTUAIS DOS CURCUMINOIDES

CUR

Resposta do detector

DMC
BMC

T T T T ¥ | T T ' I !

0 2 4 6 8 10 12
Tempo de retengao (min)

Fonte: dados da pesquisa

Tempo de retengao

Curcumindides Percentual (%)
(min)
CUR 8,6 81
DMC 8,0 16
BMC 7,4 3

Fonte: dados da pesquisa.
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APENDICE B — CURVAS DE CALIBRAGAO DA DOXORRUBICINA E DA
CURCUMINA EM DMSO
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Fonte: dados da pesquisa.
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APENDICE C — CURVAS DE CALIBRAGAO DA DOXORRUBICINA EM PBS 7,4 +

LSS 0,1% E PBS 5,0 + LSS 0,1%
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Fonte: dados da pesquisa.
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APENDICE D - CURVAS DE CALIBRAGAO DA CURCUMINA EM PBS 7,4 + LSS
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APENDICE E — CURVAS DE TITULACAO POTENCIOMETRICA DA DEXask,
DEXa4sk-CHO, DEX310k E DEX310k-CHO
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APENDICE F — GRAFICOS DE VIABILIDADE CELULAR DAS LINHAGENS L929
E HCT-116 TRATADAS COM DOXORRUBICINA LIVRE E COM AS
NANOPARTICULAS D4skP30k, Da5kP30k-DOX E DaskP3ok-DOX2
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Fonte: dados da pesquisa.

Viabilidade celular (%)

1,01

D45kP30k-DOX2 -HCT'.I.":i
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APENDICE G — GRAFICOS DE VIABILIDADE CELULAR DAS LINHAGENS L929
E HCT-116 TRATADAS COM DOXORRUBICINA LIVRE, CURCUMINA LIVRE E
MISTURA DOX/CUR LIVRE, SEM E COM TFD

150
L929 [ poXx
[ pox+ TFD
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32
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D
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DOX (ng mL") 0,042 0,083 0,167 0,334 0,668
CUR(pgmL") 0,036 0,073 0,146 0,291

Fonte: dados da pesquisa.
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APENDICE H — GRAFICOS DE VIABILIDADE CELULAR DAS LINHAGENS L929
E HCT-116 TRATADAS COM AS NANOPARTICULAS DaskP30k, DaskP30k-DOX2 E
D4skP30k-DOX/CUR2, SEM E COM TFD
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Fonte: dados da pesquisa.
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APENDICE | - TABELA COM VALORES DE Clso DAS NANOPARTICULAS
DaskP30k, DaskP30k-DOX2 E DaskP30k-DOX/CUR2 EM CELULAS L929 E HCT-116,

SEM E COM TFD

Clso (ug mL™)

Intervalo de confianga (95%)

Nanoparticulas

HCT-116 +
L929* L929 + TFD* HCT-116*
TFD*
D4skP30k > 500 > 500 > 500 > 500
39,82 28,64 12,78 16,8
D4s5kP30k-DOX2
(33,25-48,45) (23,0-36,7) (8,9 - 16,6) (13,08 - 21,82)
Das5kP30k- 33,04 15,78 12,86 8,7
DOX/CUR2 (28,0 -39,25) (12,13 -20,36) (11,2 -14,6) (7,26 - 10,32)

*Concentragao de nanoparticula.
Fonte: dados da pesquisa.



ANEXO A - FICHA DE INFORMAGOES DA CURCUMINA COMERCIAL

SIGMA-ALDRICH" T —

3050 Spruce Street, Saint Louis, MO 63103, USA
Website: www .sigmaaldrich.com

Email USA: techserv@sial.com

Outside USA: eurtechserv@sial.com

— Certificate of Analysis

Curcumin - from Curcuma longa (Turmeric), powder

Product Number: C1386

Batch Number: SHBL0796

Brand: SIGMA

CAS MNumber: 458-37-1

MDL Number: MFCD00008365

Formula: C21H2006

Formula Weight: 368.38 g/mol

Storage Temperature: Store at -20 C

Quality Release Date: 01 MAY 2019

Test Specification Result

Appearance (Color) Yellow to Orange Orange

Appearance (Form) Powder Pow der

Solubility (Color) Yellow to Orange Yellow-Orange

Solubility (Turbidity) Clear to Hazy Very Slightly Hazy
10 mg/mL, EtOH

UV/VIS Absorbance 420 - 430 nm 424 nm

Purity (HPLC) > 65 % 81 %

. L
Michael Grady, Manager

Quality Control
Milw aukee, WI US

Sigma-Aldrich warrants, that at the time of the quality release or subsequent retest date this product conformed to the information
contained in this publication. The current Specification sheet may be available at Sigma-Aldrich.com_ For further inquiries, please contact
Technical Service. Purchaser must determine the suitability of the product for its particular use. See reverse side of invoice or packing
slip for additional terms and conditions of sale.
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