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RESUMO

O cancer ¢ uma doenca que acomete milhdes de pessoas todos os anos, o tratamento mais
comumente utilizado, a quimioterapia, faz uso de farmacos que apresentam toxicidade tanto
para células cancerosas quanto para c¢lulas saudaveis, causando uma série de efeitos colaterais
nos pacientes em tratamento. O uso de nanoparticulas poliméricas tem sido bastante estudado
como sistemas de liberacdo controlada e especifica desses farmacos em células cancerigenas, a
fim de diminuir os efeitos colaterais. Neste trabalho investigamos o efeito da adi¢cao de grupos
carboxilatos na galactomanana extraida de sementes de Delonix regia nas propriedades dos
copolimeros deste derivado com a poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAM). A reagdo de
copolimerizagao foi realizada por polimeriza¢ao radicalar, utilizando persulfato de potassio
como iniciador. Galactomanana carboximetiladas (GMCM), com diferentes graus de
substitui¢do, foram utilizadas na sintese dos copolimeros. O aumento do grau de substituicao
(GS) da GMCM proporcionou uma maior inser¢ao de PNIPAM nas cadeias do derivado. Todos
os copolimeros apresentam concentra¢do de associacdo critica (CAC) a 25 ¢ 50 °C. A 50 °C
observa-se que quanto maior o GS maior ¢ a CAC, devido ao aumento da hidrofilicidade pela
inser¢ao das cargas. A temperatura de transi¢do fase de todos os copolimeros foi de 35 °C, com
a diminuicao brusca do tamanho das particulas apods esta temperatura de transi¢ao de fase. Uma
reducdo de tamanho ¢ observada para os copolimeros utilizando a GMCM se comparado ao
copolimero da galactomanana sem carga (GM). Por apresentar tamanho de nanoparticula
inferior a 300 nm, o copolimero com menor grau de substituicdo (CP-GMCM1h, GS = 0,35)
foi escolhido para a adi¢gdo do farmaco anticancer doxorrubicina (DOX) via quimica de
carbodiimidas. O aumento da DOX no sistema reacional nao afetou a quantidade de carga ligada.
A conjugacdo de DOX promoveu a diminui¢do do tamanho das nanoparticulas e o sistema
apresenta uma liberagdo controlada e maior em pH 5,0 que em 7,4. Como as células
cancerigenas possuem maior acidez que as células ndo tumorais, uma liberagdo maior em pH

5,0 pode indicar uma melhor liberacao de farmacos em células tumorais.

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

nanoparticula.



ABSTRACT

Cancer is a disease that affects millions of people every year, the most commonly used treatment,
chemotherapy, uses drugs that are toxic for both cancer cells and healthy cells, causing a series
of side effects in patients undergoing treatment. The use of polymeric nanoparticles has been
extensively studied as controlled and specific delivery systems for these drugs in cancer cells,
in order to reduce side effects. In this work we investigated the effect of adding carboxylate
groups to galactomannan extracted from Delonix regia seeds on the properties of copolymers
of this derivative with poly(N-isopropylacrylamide) (PNIPAM). The copolymerization reaction
was carried out by radical polymerization, using potassium persulfate as an initiator.
Carboxymethylated galactomannans (GMCM), with different degrees of substitution, were
used in the synthesis of the copolymers. Increasing the degree of substitution (DS) of GMCM
promoted greater insertion of PNIPAM into the derivative chains. All copolymers show Critical
Association Concentration (CAC) at 25 and 50 ° C. At 50 ° C, it is observed that the greater the
GS, the greater the CAC, due to the increase in hydrophilicity due to the insertion of charge.
The phase transition temperature of all copolymers was 35 °C, with a sharp decrease in particle
size after this phase transition temperature. A size reduction is observed for the copolymers
using the GMCM compared to the uncharged galactomannan (GM) copolymer. Due to its
nanoparticle size of less than 300 nm, the copolymer with the lowest degree of substitution (CP-
GMCM1h, GS = 0.35) was chosen for the addition of the anticancer drug doxorubicin (DOX)
via carbodiimide chemistry. The increase in DOX in the reaction system did not affect the
amount of connected load. The conjugation of DOX promoted the decrease in the size of the
nanoparticles and the system presents a controlled and greater release at pH 5.0 than at 7.4. As
cancer cells have greater acidity than non-tumor cells, a greater release at pH 5.0 may indicate

better drug release in tumor cells.

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

nanoparticle.
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer

O cancer ¢ um termo que engloba uma gama de doengas (tumores e neoplasma) que
pode afetar qualquer parte do corpo. A principal caracteristica que define um cancer € a rapida
capacidade de multiplicagdo de células ndo saudaveis, que podem crescer além de seus limites
convencionais, podendo invadir regides proximas e se espalhar por outros orgaos (Figura 1),
causando interferéncias no bom funcionamento do organismo (World Health Organization

[WHO], 2022).

Figura 1 — Esquema de formacgao do cancer

CELULAS NORMAIS DIVISAO CELULAR CELULA MUTADA
Formam tecidos e orgaos Células normais crescem, se Célula normal pode sofrer
reproduzem {duplicagdo de DNA) alteracao no material genético
e morrem (DNA)
AGENTES
CANCERIOGENICOS

S ¥

O CANCER
Células mutadas invadem
outros tecidos e drgaos -

REPRODUCAO CELULAR

Célula mutada pode se dividir
de maneira desordenada e
dar origem ao tumor

Fonte: Pinheiro, 2018.

E estimado que em 2020 o namero global de novos casos de cancer foi de 19,3
milhdes e o nimero de obitos foi de 9,9 milhdes (Sung ef al., 2021). A Figura 2 apresenta os
indices de incidéncia e mortalidade dos 10 tipos de cancer que mais acometeram ambos 0s

sexos no ano de 2020.
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Figura 2 — Graficos com o indice de incidéncia e mortalidade mundial para os 10 tipos de
canceres mais recorrentes em cada categoria no ano de 2020
Ambos os sexos
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Fonte: Adaptado de Sung et al., 2021.

O cancer ¢ resultado das influéncias de fatores genéticos e de fatores exdgenos ao
individuo (a¢do de carcinogénicos fisicos, quimicos ou bioldgicos), além de existirem fatores
de risco que podem agravar a ocorréncia dessa doenga, como o uso de tabaco e alcool, consumo
de alimentos ndo saudaveis, sedentarismo, polui¢ao, entre outros (World Health Organization
[WHO], 2022). Estima-se que até 2040 os casos dessa doenca aumentem em 47%, chegando a
28,4 milhdes de novas ocorréncias neste ano, isto levando-se em consideragdo apenas o
crescimento populacional, esse nimero pode ser ainda maior devido ao aumento de fatores de

risco em muitas partes do mundo (Sung et al., 2021).

1.2 Tratamentos contra o cancer

1.2.1 Tratamentos convencionais

Quimioterapia, radioterapia, cirurgia ou uma combinagdo destes trés procedimentos
sdo os tratamentos comumente utilizados para o combate a diversos tipos de canceres (De-Colle,
2022; George; Rockall, 2022; Salamekh et al., 2022). Na quimioterapia sdo utilizados fArmacos
que apresentam toxicidade capaz de matar as células cancerosas ou impedir a sua multiplicacao,

contudo, essas drogas ndo agem apenas em células responsaveis por causar o cancer. Células
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saudaveis, principalmente as que apresentam rapida proliferagdo, como células do foliculo
capilar, células da mucosa bucal e células da medula 6ssea, também acabam sofrendo os efeitos
desses agentes quimioterapicos (Lundqvist; Fujiwara; Seoud, 2015). Esse ataque as células
saudaveis pode desencadear uma série de efeitos colaterais aos pacientes, como lesdes na boca,
febre, fraqueza, diarreia, constipacao, perda de apetite, vomito, dor, alopecia entre outros (Rico
et al.,2020).

Apesar de apresentar toxicidade ao organismo do paciente, a quimioterapia ainda ¢
o tratamento mais utilizado no combate ao cancer (Bukowski; Kciuk; Kontek, 2020). Para evitar
reagoes adversas além do necessario, a finalidade do tratamento deve estar bem elucidada antes
do inicio da quimioterapia, pois para os casos em que a probabilidade de cura ¢ alta, at¢ mesmo
efeitos colaterais significativos podem ser relevados. Contudo, quando a finalidade € prolongar
a sobrevida, deve-se levar em consideracdo minuciosamente o equilibrio entre os beneficios de
tratamento e os efeitos adversos, visto que estes efeitos ndo devem ser piores que os sintomas
da doenca (Lundqvist; Fujiwara; Seoud, 2015).

Desse modo, tem-se desenvolvido novos tipos de tratamento, como a utilizagao de
nanoparticulas para a liberagao controlada desses farmacos ja utilizados na quimioterapia, que
em estudos apresentaram uma diminui¢do dos efeitos colaterais pois esse tipo de material pode
realizar uma liberagdo da droga em células alvo, evitando injurias as células sauddveis (Ma et

al., 2022).

1.2.2 Nanoparticulas para liberacdo controlada de farmacos

As nanoparticulas (NPs) sdo estruturas que apresentam diametro entre 10 ¢ 1000
nm. Nos ultimos anos, esses materiais tém chamado atengdo para aplicacdo como sistemas
nanocarreadores de farmacos, uma vez que, apresentam propriedades Uinicas como a liberagao
controlada de farmacos, reversdo a resisténcia de drogas em células tumorais e terem a
capacidade de acumulagdo passiva em regides tumorais, ocasionada pelo efeito de
permeabilidade e reten¢do aprimorada (EPR) (Meng et al., 2022; Reis et al., 2006; Shinde et
al., 2022).

Para aplicagdes na quimioterapia, ¢ preferido tamanhos de nanoparticulas na faixa
de 50-300 nm. Nessa faixa de tamanho as nanoparticulas apresentam maior facilidade para
atravessar as barreiras celulares, aumentando a absorc¢ao nas células e agao mais rapida (Khosa;

Reddi; Saha, 2018).
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Copolimeros anfifilico, possuem segmentos hidrofilicos e segmentos hidrofobicos
em sua cadeia, apresentando a capacidade de auto-organizacdo em nanoparticulas em meio
aquoso. Destacam-se copolimeros anfifilicos a base de polissacarideos (segmentos hidrofilicos)
que podem ser copolimerizados com polimeros sintéticos hidrofébicos e/ou conjugados com
farmacos hidrofobicos. Como observado na Figura 3, esses copolimeros anfifilicos podem se
organizar em diferentes tipos de nanoparticulas, estas podem ser classificadas em trés categorias:
(A) NPs com estrutura core-shell, (B) NPs com estrutura mistura de dominios hidrofilicos e

hidrofébicos e (C) NPs com estrutura capsula de dupla-camada (Yang et al., 2018).

Figura 3 — Diferentes estruturas para nanoparticulas de copolimeros anfifilicos formadas por
auto-organizacao

(B) NPs com estrutura com mistura  (C) NPs com estrutura
de dominios hidrofilicos e capsula de dupla-camada

| hidrofébicos |
I
s I c. I d.

(A) NPs com estrutura core-shell

ﬁgy

NP conjugado de Nanogel Lipossomeo
pohssacarldo-farmaco

Nota: N Cadeia hidrofilica ~_~ Cadeia hidrofobica a» Farmaco hidrofébico
Fonte: Adaptado de Yang ef al., 2018.

As nanoparticulas com estrutura core-shell podem ser formadas através de duas
abordagens. A primeira consiste basicamente na dispersdo do derivado de polissacarideo
anfifilico em 4gua, as vezes necessitando de agitagdo mecanica, aquecimento brando ou
sonicacao, esse método € mais apropriado para materiais anfifilicos com alta solubilidade em
agua. A outra abordagem ¢ o método da didlise, utilizado para materiais anfifilicos que
apresentam baixa solubilidade em dgua. Esse procedimento consiste na dissolugdao do material

em um solvente organico miscivel em 4gua (ex.: DMSO, DMF e metanol), seguida de dialise
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dessa solu¢do contra 4gua para remogao do solvente organico e formac¢ao das nanoparticulas
(Lietal,2021; Yang et al., 2018).

As nanoparticulas core-shell apresentam nucleo hidrofobico que pode ser usado
como “reservatorio” para farmacos hidrofobicos, isso faz com que a solubilidade e estabilidade
desses farmacos sejam aumentados em solucdo aquosa e evite a degradacdo e eliminagdo
prematuras. A utilizagao desses nanosistemas com farmacos encapsulados visam sua liberagao
controlada em sitios especificos, uma vez que podem responder a estimulos internos (pH,
temperatura, potencial redox e enzimas) ou externos (luz com comprimento de onda especifico

ou campo magnético) (Yang et al., 2018).
1.3 Galactomanana

As galactomananas sdo heteropolissacarideos neutros constituidos por uma cadeia
principal linear de residuos de B-D-manose unidas por ligagdes glicosidicas f-(1—4), na qual
residuos de a-D-galactose estao unidos por ligagdes do tipo a-(1—6) (Figura 4) (Kapoor, 1972;
Tamaki; Teruya; Tako, 2010).

Figura 4 — Estrutura geral de uma galactomanana
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Fonte: Elaborado pelo autor.

I

Esses polissacarideos sdo “materiais de reserva” encontrados abundantemente no
endosperma de sementes de leguminosas. Esses polissacarideos se acumulam nos periodos de
crescimento e desenvolvimento, e apdés um periodo de laténcia sao utilizados para fornecer
monossacarideos metabolizaveis para um novo ciclo de crescimento (Avigad; Dey, 1997). As
galactomananas se diferenciam pela razdo Manose/Galactose (M/G) que pode variar de 1:1 a

5:1. Essas variagdes ocorrerem para galactomananas de diferentes espécies de plantas, ou
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devido a fatores ambientais quando comparando a razdo M/G de uma mesma espécie, ou até
mesmo ao método de isolamento (Avigad; Dey, 1997; Buckeridge; Dietrich; De Lima, 2000).
A Tabela 1 apresenta algumas razdes M/G para galactomananas de Delonix regia reportadas na

literatura.

Tabela 1 — Razdes M/G para galactomananas de Delonix regia
Trabalho Razdo M/G Pais de origem Referéncia
(Cheirmadurai; Thanikaivelan;

A L3 India Murali, 2016)

B 3,1 Brasil (Lima et al., 2021b)

C 3,5 Meéxico (Rodriguez-Canto et al., 2019)
D 4,0 Japao (Tamaki; Teruya; Tako, 2010)
B 5.0 Nigéria (Nwokocha; Williams; Yadav,

2018)

Fonte: Elaborado pelo autor.

As galactomananas sdo amplamente utilizadas na industria de alimentos como
espessantes, emulsificantes e estabilizantes, e nas industrias de papel, téxtil, de explosivos e na
prospeccao de petroleo, as mais utilizadas industrialmente sdo as obtidas de Cyamopis
tetragonolobus (goma guar) e de Ceratonia siliqua (alfarroba) (Cunha; Paula; Feitosa, 2009;
Thombare et al., 2016). Trabalhos mais recentes reportam o uso desses materiais em aplicagoes
biomédicas como na produ¢do de hidrogéis injetaveis (Lima et al., 2020), e na producdo de
nanoparticulas (Ghosh et al., 2018; Gomes et al., 2020; Lima et al., 2021b; Sarmah et al., 2014).

A Delonix regia, comumente chamada de flamboyant (devido as suas flores
vermelhas) (Figura 5), pertence a familia das leguminosas e ¢ nativa de Madagascar, contudo
atualmente é encontrada em regides tropicais e subtropicais, em paises como Brasil, India,
Meéxico, Nigéria, Egito, Africa do Sul, entre outros. Ela é utilizada como arvore de
ornamentacao de jardins, parques e estradas devido a beleza de suas flores, como arvore
agroflorestal para fornecimento de sombra para determinadas plantacdes e como cerca viva

(Kapoor, 1972; Nwokocha; Williams; Yadav, 2018).
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Figura 5 — Arvore flamboyant de uso ornamental

Fonte: G1, 2012
Na época de frutificacdo esta planta produz uma grande quantidade de vagens e

sementes, que atualmente ainda ndo sao muito utilizadas (Bake; Yusuf; Sadiku, 2016). Desse
modo, a Delonix regia apresenta-se como uma boa fonte de galactomanana que pode ser
utilizada na biomedicina (Yadav; Maiti, 2020). A Figura 6 apresenta a semente de Delonix regia,

o endosperma separado e a galactomanana isolada.

Figura 6 — (A) Semente de Delonix regia; (B) Endosperma;
(C) Galactomanana isolada

Fonte: Elaborado pelo autor.
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1.4 Reacdo de Carboximetila¢ao

Gomas naturais sdo biodegraddveis, baratas e facilmente encontradas na natureza,
desse modo, nas duas ultimas décadas esses polissacarideos tém sido amplamente estudados
para uso na medicina com perspectivas de aplicagdo em sistemas de liberagdo controlada de
farmacos e em engenharia de tecidos (Dong et al., 2022; Gong et al., 2022; Prajapati et al.,
2013). Contudo, as gomas naturais podem apresentar algumas caracteristicas que limitam suas
aplicagdes nesses usos, como, viscosidade, taxa de hidratacdo ndo controlada, suscetibilidade
de degradagdo enzimatica e contaminacdo microbiana (Badwaik et al., 2022). A fim de
contornar esses empecilhos, pode-se realizar modificagdes estruturais nesses polissacarideos
para obteng¢do de caracteristicas fisico-quimicas desejaveis, além de introduzir grupos
funcionais que permitem a ligacdo de farmacos ao material (Carneiro et al., 2021; Kirschning;
Dibbert; Driager, 2018).

A reagdo de carboximetilacao ¢ realizada pela reacdo do dcido monocloroacético e
os alcoois primdrios e secundarios presentes na estrutura do polissacarideo, que podem ser
esterificados com grupos carboximetil (Figura 7). Essa ¢ a modificacdo quimica mais utilizada
em polissacarideos para aumentar solubilidade e atividade (Chakka; Zhou, 2020). As principais
vantagens desse método de modificagdo sdo o baixo custo com reagentes quimicos, a facilidade

do processo e a ndo toxicidade do produto (Verraest et al., 1995).
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Figura 7 — Reacdo de carboximetilagdo de uma galactomanana

OH OH

Fonte: Adaptado de Badwaik et al., 2022.

O grau de substitui¢ao (GS) ¢ o nimero médio de grupos carboximetil introduzidos,
por unidade monossacaridica, ao substrato, que determina parcialmente as propriedades da
goma derivada. A inser¢ao do novo grupo funcional ocorre de forma desigual ao longo da cadeia
do polissacarideo, dependendo de sua estrutura morfoldgica. O rendimento e GS podem ser
melhorados controlando-se condi¢des reacionais como concentracdo dos reagentes, tempo €
temperatura. Para analise do GS varios métodos sdo reportados na literatura, entre eles analise
potenciométrica, condutimetria, espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho por
transformata de Fourier (FT-IR) e ressonancia magnética nuclear (RMN) (Badwaik et al., 2022;

Chakka; Zhou, 2020; Liu et al., 2017b).

1.5 Copolimeros por enxertia

Copolimeros por enxertia a base de polissacarideos tém se mostrados bastante
promissores para aplicagdo como sistemas carreadores para liberagao controlada de farmacos,
isso acontece por apresentarem biocompatibilidade e serem biodegradaveis (Meng et al., 2022).

A estrutura desses materiais consiste em uma cadeia principal composta por um polissacarideo,
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que pode ser modificado ou ndo, da qual se ramificam cadeias do polimero sintético inserido
por meio de uma reagao. Os principais métodos para obtencao de copolimeros sdo grafting from
e grafting to, a Figura 8 apresenta os esquemas reacionais para essas duas estratégias (De Paula

et al., 2015; Garcia-Valdez; Champagne; Cunningham, 2018; Kumar et al., 2021).

Figura 8 — Esquemas das reacdes para formacao de copolimeros via grafting from (1) e grafting
to (II)
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Fonte: Adaptado de Garcia-Valdez; Champagne; Cunningham, 2018.

Na abordagem grafting from (Figura 8(I)), também conhecida como polimerizagao
iniciada na superficie, a cadeia principal do polissacarideo deve ser funcionalizada com um
iniciador, que promove a polimerizagdo do monomero desejado, criando cadeias poliméricas a
partir da superficie de substrato. Esse processo ¢ geralmente utilizado quando se deseja
densidades de enxertia mais elevadas. Ja na abordagem grafting to (Figura 8(1I)), o polimero
sintético ¢ produzido previamente, ¢ o substrato deve apresentar grupos funcionais capazes de
reagir com o grupo funcional terminal presente no polimero pré-formado, a partir de uma reacao
ha o acoplamento entre substrato e polimero sintético (Garcia-Valdez, Champagne;
Cunningham, 2018; Kedzior et al., 2019). A Figura 8(III) apresenta duas reacdes utilizadas para
producdo de copolimeros pela abordagem grafting to, a quimica de carbodiimida que faz a
ligacdo entre polimeros que apresentam acidos carboxilicos € aminas primarias em suas

estruturas, e a reacdo de base de Schiff que faz a ligacdo entre um polimero que apresenta
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aldeidos ou cetonas em sua estrutura e outro que apresenta aminas primarias (Carneiro et al.,

2021; Liu et al., 2017a).

1.5.1 Polimerizagdao via radicais livres (Grafting from)

A polimerizagdo radicalar ¢ um processo de reacdo em cadeia, que envolve trés
etapas: iniciacdo, propagacdo e terminagdo. A Figura 9 apresenta o mecanismo de
polimerizacdo de mondmeros vinilicos em celulose (polissacarideo). A iniciacdo consiste na
formacao de radicais na estrutura do polissacarideo que atacam o mondmero, esse processo
pode comecar através do uso de iniciadores quimicos ou radiagdo. Na etapa de propagagao um
numero n de mondmeros se liga a um radical de propagacao, nesse processo hd o crescimento
do polimero sintético adjacente. A terminacdo corresponde ao processo no qual as cadeias
laterais param de crescer, ocorre quando os radicais em propagacdo sofrem combinacao,
desproporg¢ao ou sdo inibidos pelo uso de substancias capazes de reagir com os radicais livres

formando radicais pouco reativos (Kumar et al., 2021; Odian, 2004).
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Figura 9 — Esquema da reagdo de polimerizagdo via formacao de radicais
livres em um polissacarideo
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Fonte: Adaptado de Kumar et al., 2021.

O persulfato de potéassio (KPS) é um iniciador quimico amplamente utilizado na
sintese de copolimeros a base de polissacarideos (Kekez et al., 2016; Kumar; Sharma; Singh,
2019; Yang et al., 2013a). Dentre suas vantagens destaca-se a sua solubilidade em agua, baixo
custo e ser o melhor iniciador radicalar para abstra¢ao de hidrogénio (Tosh; Routray, 2014).

Como o iniciador ¢ radicalar, o KPS (K»S>0s) € primeiro convertido a SO, ", esta
espécie abstrai um proton da cadeia do polissacarideo formando um sitio radical capaz de reter

o0 mondmero, a polimerizagdo prossegue no caminho da copolimerizagdo (Kumar et al., 2021)
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1.6 Poli(/V-isopropilacrilamida)

O Poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAM) (Figura 10(A)) ¢ um polimero sintético
termorresponsivo, obtido a partir da polimerizagdo do mondmero vinilico N-
isopropilacrilamida (NIPAM) (Figura 10(B)). Esse polimero tem sido amplamente estudado por
apresentar grande potencial para criacao de nanosistemas termorresponsiveis para a liberagao
controlada de farmacos, visto que, tem alta biocompatibilidade, e apresenta comportamento
termorresponsivo proximo a temperatura do corpo humano (Carneiro et al., 2021; Liu et al.,

2017a; Zhao et al., 2018).

Figura 10 — Estrutura molecular do PNIPAM (A) e do NIPAM (B)
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Fonte: Adaptado de Narang; Venkatesu, 2019.

O PNIPAM apresenta comportamento de transicdo de fase denominado
Temperatura critica de solucdo inferior (LCST - Low Critical Solution Temperature), proximo
de 32°C. Ou seja, abaixo dessa temperatura o polimero encontra-se com as cadeias hidratadas
(Figura 11(A)), quando a temperatura estd acima da LCST do material as cadeias poliméricas

desidratam e colapsam (Figura 11(B)) (Narang; Venkatesu, 2019; Schild, 1992).
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Figura 11 — Comportamento do PNIPAM abaixo (A) e acima (B) da LCST
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Fonte: Adaptado de fanzalaco; Armelin, 2017.

Esse comportamento ¢ observado, pois, as moléculas de PNIPAM apresentam
porcdes hidrofilicas (grupos amidas) e por¢des hidrofobicas (cadeia de hidrocarboneto e grupos
isopropil). Abaixo da LCST a estabilidade do PNIPAM em solucdo aquosa ¢ mantida pelas
ligacdes de hidrogénio entre os grupos amidas e as moléculas de 4gua. Nesse estado, as cadeias
do polimero estao expandidas e hidratadas e o PNIPAM tem carater hidrofilico. Com o aumento
da temperatura, as ligagdes de hidrogénio entre o PNIPAM e a agua vao se enfraquecendo e as
atracdes entre os grupos isopropil do polimero vao aumentando. Acima da LCST, essas ligagdes
de hidrogénio sdo completamente quebradas e sdo formadas ligacdes de hidrogénio
intramoleculares que leva ao colapso da estrutura. Nesse estado as cadeias do polimero
encontram-se contraidas e o PNIPAM tem carater hidrofobico (Narang; Venkatesu, 2019; Zhao
etal., 2018).

O PNIPAM tem sido enxertado em vdrios polissacarideos para a producdo
copolimeros termorresponsivos: celulose (Kumar et al., 2019), dextrana (Yeshchenko et al.,
2022), 4-CBS-quitosana (Zhao et al., 2018), Alginato (Liu et al., 2017b), goma do cajueiro
(Abreu et al., 2016). Gomes et al. (2020) produziu copolimeros termorresponsiveis de
galactomanana de Dimorphandia gardneriana ndo modificada (razdo M/G de 1,23) e
hidrolisada com PNIPAM utilizando nitrato cérico amoniacal (CAN) como iniciador, para
investigar a influéncia da massa molar da galactomanana no tamanho das nanoparticulas.
Observou-se que a galactomanana com menor massa molar produziu nanonoparticulas menores.
Lima et al. (2021a) produziu copolimeros termorresponsiveis de galactomanana de Delonix
regia (razdo M/G de 3,1:1) com PNIPAM utilizando reag¢do de base de Schiff entre os aldeidos

da GM oxidada e aminas do PNIPAM-NH: pré-formado, investigou-se o tamanho das
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nanoparticulas em funcido do tamanho da massa molar do PNIPAM-NH>, observou-se que o
copolimero produzido com o PNIPAM de maior cadeia, apresentou tamanho de nanoparticulas

menor.
1.7 Doxorrubicina

A doxorribicina (DOX) (Figura 12) ¢ um farmaco quimioterapico amplamente
utilizado no tratamento de varios tipos de canceres, como, cancer de ovario, de pulmao, de osso,
de mama, de tireoide, leucemia e linfoma. A DOX apresenta a capacidade de interferir com a
replicagdo e transcricdo do DNA. Ao se intercalar com o DNA, esse farmaco impede o
desenrolamento do DNA e suprime a topoisomerase II, levando a morte celular. (Almajidi et

al.,2023; Arshad et al., 2023; Sritharan; Sivalingam, 2021).

Figura 12 — Estrutura da Doxorrubicina
o] OH (0]

OH

Fonte: Elaborado pelo autor.

Apesar de ser eficiente no tratamento de diversos tipos de canceres, a DOX tem seu
uso em aplicagdes terapéuticas limitado, pois, o uso prologado desse fairmaco pode gerar
toxicidade a tecidos saudaveis e 6rgdos causando danos ao coracdo, rins, figado, cérebro e
suprimindo células tronco. Contudo, o maior problema com o uso da DOX esta relacionado
com sua capacidade de promover a resisténcia a multidroga no organismo, pois, desse modo, a
suscetibilidade das células cancerosas a DOX cai substancialmente (Almajidi ef al., 2023; Li et
al., 2018).

Visando diminuir os efeitos colaterais, pesquisas t€ém buscado o desenvolvimento
de novos nanosistemas para transporte de DOX para células alvo. Nanoparticulas poliméricas

apresentam a capacidade de melhorar a permeabilidade, penetragdao e acumulagdo da DOX em
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células cancerosas (Exner; Ivanova, 2022; Lee et al., 2023; Miao et al., 2021; Sur et al., 2019).

A DOX por apresentar uma amina primaria em sua estrutura pode ser conjugada a
polimeros que apresentam grupos aldeido ou cetona via reagdo de base de Schiff (formada
ligagdo imina), e a polimeros que apresentam éacido carboxilico via quimica de carbodiimidas
(formada ligagcdo amida). A principal vantagem dessas reacdes de conjugacao entre carreador e
farmaco ¢ a propriedade pH-responsiva das ligagdes formadas. Estudos reportam maior
liberacao de DOX em pH préximo de 5,0 e menor liberagao em pH 7,4 (Carneiro et al., 2021;
Wang et al., 2019). Como células cancerosas sdo mais acidas que células saldaveis, sistemas
que apresentam a DOX conjugada por ligacdo imina ou amida podem ser utilizados para

liberacdo desse farmaco preferencialmente em células doentes.

1.8 Quimica de carbodiimidas

Polissacarideos que apresentam grupos carboxilicos (-COOH) em sua estrutura
podem ser ligados covalentemente com farmacos que apresentam aminas primarias (R-NH>),
por meio da quimica de carbodiimidas. Nessa reacdo, o grupo carboxila ¢ previamente ativado
na presenca de um agente de acoplamento, como o 1-etil-3-(-3-dimetilaminopropil)
carbodiimida (EDC). O EDC ¢ uma carbodiimida soluvel em agua usada para acoplar grupos
carboxila ou fosfato a aminas primarias. Embora a N-hidroxissuccinamida (NHS) ou a N-
hidroxisulfossuccinamida (sulfo-NHS) ndo sejam necessarios para a reticulagdo de
carbodiimidas como reagdo de etapa tUnica, elas geralmente sdo adicionadas a reagdo para
aumentar a eficiéncia de acoplamento mediada por EDC. Normalmente, o EDC reage com os
grupos carboxilicos formando um intermediario instavel reativo a amina (éster O-acilisoureia).
Se ndo reagir com amina em solugdo aquosa, o éster O-acilisoureia ird hidrolisar e regenerar o
grupo carboxila. Entdo para estabilizar este intermediario, NHS ou sulfo-NHS convertem este
estér reativo em um estér ativo mais estavel. Os ésteres formados com NHS ou sulfo-NHS sao
reativos para grupos amina (nucleéfilo) presente na estrutura de um farmaco, liberando o grupo
NHS ou sulfo-NHS e formando uma ligacao amida estavel (Marques et al., 2020). O esquema

reacional para a quimica de cabodiimidas estd apresentado na Figura 13.
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Figura 13 — Esquema reacional da quimica de carbodiimidas entre
polissacarideo funcionalizado com grupos carboxilicos e farmacos com
grupos amina
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Fonte: Adaptado de Marques et al. (2020).

Essa reacao precisa ocorrer em meio tamponado, com pH entre 5 e 8§,
preferivelmente. Em pH levemente 4cido o nitrogénio na molécula do EDC estara protonado,
tornando essa molécula mais suscetivel ao ataque nucleofilico dos grupos carboxilatos. Em
contrapartida, o NHS ¢ efetivo em meio neutro ou levemente alcalino, visto que, em meio 4cido,
aminas primarias podem ser protonadas e ndo reagir por ataque nucleofilico. O tampao utilizado
na rea¢ao nao pode conter aminas primarias ou grupos carboxilicos, pois, eles podem interferir
na reagao do EDC. Desse modo, o tampao mais favoravel para utilizar nessa reagdo ¢ o MES
(acido 4-morfolinoetanosulfonico) com pH entre 5 e 6, enquanto tampdes fosfato e acetato
podem promover uma diminui¢do da reatividade da carbodiimida (Alavarse et al., 2022;
Marques et al., 2020).

Neste trabalho, pretende-se produzir copolimeros termorresponsivos de
galactomanana carboximetilada com PNIPAM, e por meio da quimica de carbodiimidas
conjugar o farmaco doxorrubicina na estrutura do copolimero, para a formacdo de

nanoparticulas carregadas com DOX, com potencial para tratamento oncologico.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar o efeito da presenca dos grupos carboximetilados no polissacarideo sobre
sintese e propriedades de sistemas nanoparticulados de galactomanana carboximetilada com

PNIPAM, para incorporagao de doxorrubicina e liberagdo controlada deste fArmaco.

2.2 Especificos

e Sintetizar e caracterizar derivados carboximetilados de galactomanana de Delonix regia
com diferentes graus de substitui¢do;

e Sintetizar copolimeros de galactomanana e galactomanana carboximetilada com
PNIPAM via copolimerizagao radicalar utilizando KPS como iniciador;

e Avaliar o efeito da carga (grau de substituicdo) da galactomanana nas propriedades dos
copolimeros: grau de enxertia de PNIPAM, concentragdo de associagdo critica (CAC),
temperatura de transicdo de fase (LCST), tamanho de nanoparticulas, indice de
polidispersdo (IPD) e potencial zeta;

e Produzir e caracterizar copolimeros conjugados com doxorrubicina, e avaliar os efeitos
da DOX nas propriedades das nanoparticulas: tamanho de nanoparticulas, indice de
polidispersao e potencial zeta;

e Avaliar a morfologia das nanoparticulas com e sem DOX por microscopia de forga
atomica (AFM);

e Avaliar o efeito do pH na cinética de liberagdo in vitro da DOX das nanoparticulas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

As sementes de Delonix regia foram coletadas em Senador Pompeu-CE em 2020.

A N-isopropilacrilamida (NIPAM) 97%, o persulfato de potassio (KPS), o
N,N,N’,N’-tetrametileno-diamino (TEMED), o metanol, o 1-etil-3-(-3-dimetilaminopropil)
carbodiimida (EDC), o N-hidroxissuccinamida (NHS), cloridrato de 2-aminoetanotiol
(AET-HCI) o acido 4-morfolinoetanosulfonico (Tampao MES), o 4cido acético, o acetato de
sodio, e o cloridrato de doxorrubicina (DOX) foram adquiridos da Merck. A acetona, o acido
monocloroacético e o dimetilsulfoxido (DMSO) foram adquiridos da Synth. O lauril sulfato de
sodio foi adquirido da Dindmica.

A membrana de dialise com limite de exclusdo de massa molar de 14.000 g mol !
foi adquirida da Sigma-Adrich, e a membrana de dialise com limite de exclusao de massa molar

de 1.000 g mol 'foi adquirida da Spectra/Por.

3.2 Extracdo e rendimento da galactomanana de Delonix regia

O processo de extragao da galactomanana seguiu o procedimento descrito por Lima
et al. (2020). Pesou-se 100,0 g de sementes de Delonix regia que foram lavadas e acomodadas
em placa de petri coberta com algodao embebido com 4gua destilada. A placa de petri foi levada
a autoclave por uma hora e trinta minutos para intumescimento das sementes. As sementes
intumescidas foram descascadas manualmente e separou-se os endospermas, estes foram
mantidos em agua destilada por 12 h. Para o processo de trituragdo dos endospermas em
liquidificador, foi-se adicionado 1,5 L de dgua destilada e triturou-se por 20 min esse material.
A solugdo resultante foi centrifugada a 6000 rpm por 30 min, recolheu-se o sobrenadante que
foi precipitado em etanol 2:1 v/v (etanol:solucao de galactomanana). O precipitado foi filtrado
em funil de placa sinterizada n°® 3, lavado trés vezes com etanol PA e duas vezes com acetona.
Transferiu-se essa galactomanana lavada para um almofariz, esse material foi seco e macerado
sob jato de ar quente. Essa galactomanana foi denominada de GM.

O rendimento da extracao foi determinado utilizando-se a Equagao 1.
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m
M x100% (1)

Semente

Rendimento(%) =

onde: mgm € a massa de galactomanana obtida apos o processo de extragao (g) € Msemente € @

massa de semente utilizada (g).

3.3 Reacdo de carboximetilacio da galactomanana

A metodologia utilizada para a rea¢do de carboximetilagao da galactomanana foi
baseada na metodologia descrita por Gupta et al. (2004). Colocou-se em um baldo de fundo
redondo 2,0 g (0,01 mol) de galactomanana, 2,0 g (0,02 mol) de 4&cido monocloroacético (AMC),
4 mL (0,04 mol) de NaOH (10 mol L") e 16 mL de metanol. A reaciio procedeu-se sob agitacio
magnética a 60 °C e sob refluxo, utilizou-se dois tempos reacionais (1 h e 2 h). Ao final do
tempo de cada reacdo, transferiu-se o material obtido para um funil de placa sinterizada n° 3,
onde foi lavado com uma solugdo de metanol/agua (80 % v/v) e posteriormente com acetona.
Solubilizou-se o polissacarideo modificado em agua destilada e neutralizou-se essa solugao
com HCI (1 mol L™"). Essa solugio foi dialisada contra d4gua destilada para a remogio de sais e
subprodutos. Acompanhou-se a condutividade da agua para determinar o fim da didlise. Os
derivados carboximetilados foram secos por liofilizacdo e denominados de GMCMI1h e
GMCM2h.

O rendimento da reacdo de carboximetilagdo foi determinado utilizando-se a

Equacao 2.

Meycm
Mmey + Mapc

Rendimento(%) = x100% (2)

onde mgmcMm € a massa de galactomanana carboximetilada (g), mgm € a massa de galactomanana

utilizada (g) e mamc ¢ a massa de acido monocloroacético utilizado (g).

3.4 Determinacio do grau de substituicao (GS)

Para determinar o grau de substituicao, 100 mg dos derivados carboximetilados
foram solubilizados em 25 mL de dgua destilada. As solugdes foram percoladas em coluna com
resina Amberlite IRA-120 H' para a protonac¢do do 4cido carboxilico. As solugdes com os

materiais protonados foram liofilizadas, e toda a massa dos materiais secos foi redispersa em
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25 mL de agua destilada. Determinou-se a quantidade de grupos acidos nos derivados
carboximetilados através de titulagdo potenciométrica com NaOH 0,1 mol L! padronizado.

A Equacao 3 foi utilizada para calcular o GS.

s = n? de mols de grupos acidos 3)
" n2de mol de unidade monossacaridica

Utilizou-se o método de aproximagdo sucessiva para levar em consideracdo a

adi¢@o do grupo carboximetil na estrutura do polissacarideo.

3.5 Reag¢do de copolimerizacio de GM ¢ GMCM com Poli(/N-isopropilacrilamida) via

formacao de radicais livres

A metodologia utilizada para a ragdo de copolimerizagao baseou-se na descrita por
Shi e Zhang (2007). Dissolveu-se o 100 mg polissacarideo (GM ou GMCM) em 20 mL de dgua
destilada, que ficou sob agitagdo magnética por 24 h. Antes de iniciar a reagao, borbulhou-se
nitrogénio na solugdo por 30 min. Adicionou-se ao sistema reacional o iniciador KPS
(dissolvido em 1 mL de agua) com razdo molar 7:1 (polissacarideo:KPS), apés 10 min
adicionou-se o TEMED (dissolvido em 1 mL de 4gua) com razao molar 1:1 (KPS:TEMED),
ap6s 10 min adicionou-se 0 NIPAM com razao molar 1:1 (polissacarideo:NIPAM). A reagao de
copolimerizagdo procedeu-se por 4 h a, aproximadamente, 28 °C e sob atmosfera de nitrogénio.
Ao final do tempo de reacdo, a solugdo resultante foi dialisada contra adgua destilada, para
remo¢do de materiais que ndo reagiram. Acompanhou-se a condutividade da agua para
determinar o fim da dialise. Essas solu¢des foram secas por liofilizagdo e os copolimeros (CP)

obtidos foram denominados como listado na Tabela 2.

Tabela 2 — Denominac¢do dos copolimeros obtidos

Polissacarideo Copolimero
GM CP-GM
GMCM1h CP-GMCMI1h
GMCM2h CP-GMCM2h

Fonte: Dados da pesquisa.
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3.6 Purificacio dos copolimeros e rendimento reacional

Para remover o homopolimero que tenha se formado durante a reacdo, dispersou-
se os copolimeros em acetona sob agitacdo magnética por 48 h, nesse processo ocorre a
dissolug¢do dos homopolimeros, enquanto o copolimero permanece precipitado. Centrifugou-se
essa solucao a 6000 rpm por 40 min. Apds a centrifugacao adicionou-se 30 mL para dispersar
o precipitado e realizou-se outra centrifugagdo, esse processo foi repetido duas vezes. Por fim
recolheu-se o precipitado, que foi redissolvido em dgua destilada e, posteriormente, liofilizado.

Determinou-se o rendimento da reagdo de copolimerizagdo apos a purificacao

através da Equacao 4.

Mcpp

RE(%) = x 100% 4)

Mgy + Mypam

onde mcpp € a massa do copolimero purificado(mg); mgm € a massa de galactomanana utilizada

(mg); e mnipam € @ massa do mondmero utilizada (mg).

3.7 Sintese do homopolimero Poli(/V-isopropilacrilamida) (PNIPAM)

O homopolimero PNIPAM foi sintetizado para auxiliar caracterizagdo dos
copolimeros por FTIR e RMN, este material foi sintetizado em meio aquoso via reacao radicalar,
utilizando KPS como iniciador e AET-HCI como agente de transferéncia de cadeia, de acordo
com o procedimento descrito por Gupta, Ghute e Badiger (2011), com modificagdes. Foram
dissolvidas 5,66 g de NIPAM em 4agua destilada e nessa solucdo foi borbulhado gas nitrogénio
(N2) por 30 min, ap0s esse periodo adicionou-se o KPS (0,148g) e o AET-HCI (0,057 g), ambos
com relacdo molar 1:1 com o NIPAM, a reacdo foi realizada por 6 h sob atmosfera de N>. A

solucdo resultante foi dialisada e o posteriormente o liofilizado.

3.8 Reacdo via quimica de carbodiimida entre copolimero e farmaco

A reacdo de conjugacdo entre copolimero e doxorrubicina foi realizada entre os
grupos carboxilicos presentes na estrutura do copolimero e as aminas primarias presentes no
farmaco, utilizando EDC e¢ NHS como intermediarios. Em um baldo de fundo redondo
dissolveu-se10 mg do CP-GMCM 1h em 8 mL de tampido MES (pH = 6,00; 0,1 mol L") sob

agitacdo magnética, dissolveu-se o EDC e NHS em 1 mL do mesmo tampao MES,
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separadamente, e adicionou-se ao baldo. Utilizou-se a razdo molar COO:EDC:NHS de 1:1:1.
Apo6s 30 min, adicionou-se a reacio um volume de uma solugio 10 mg mL~! de doxorrubicina
em tampdo MES (pH = 6,00; 0,1 mol L), utilizou-se as razdes massicas CP:DOX de 10:1 e
10:2, essa reacdo procedeu-se por 24h sob agitacdo e protegida da luz. Ao final do tempo de
reacdo a solucdo resultante foi dialisada contra agua destilada, acompanhou-se a condutividade
da dgua para determinar o fim da didlise. Essas solugdes foram secas por liofilizagdo e os

materiais foi denominados CP-GMCM1h-DOX (10:1) e CP-GMCM1h-DOX (10:2).

3.9 Caracterizacido dos materiais de partida e copolimeros obtidos

3.9.1 Cromatografia de Permeacdo em Gel (GPC)

Determinou-se a distribuicdo de massa molar da galactomanana e de seus derivados
carboximetilados por cromatografia de permeagdo em gel em equipamento Shimadzu LC-
20AD acoplado a um detector de indice de refragdo (RID-10A). Para a analise dos materiais foi
utilizada coluna PolySep Linear (300 mm x 7,8 mm) com pré-coluna PolySep Linear (35 mm
x 7,8 mm). O eluente utilizado foi NaNO3(aq) 0,1 mol L™!, a 30 °C, fluxo de 1 mL min' e
volume de inje¢do de 50 uL de amostra (1,0 mg mL™"). Para calibragiio foram utilizados padrdes
de pululana P-82 (Shodex).

A massa molar de pico (Mpk) foi determinada utilizando-se a Equagao 5.

Log(My,) = 14,4084 — 1,1571V, (R)=0,98 (5)

onde M ¢ a massa molar de pico (g mol™') e V. é o volume de elui¢io (mL).

3.9.2 Espectroscopia de adsorcdo na regidao do infravermelho por transformada de Fourier

(FTIR)

Obteve-se os espectros da galactomanana, seus derivados carboximetilados, do
homopolimero PNIPAM, dos copolimeros e do copolimero carregado com doxorrubicina em
equipamento IR Tracer 100 da Shimadzu, utilizando pastilhas de KBr, com varredura de nimero

de onda de 4000 a 400 cm ™.
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3.9.3 Ressondncia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H)

Os espectros de Ressondncia magnética nuclear foram obtidos usando
espectrometro Brucker Avance DRX500. A andlise da galactomanana e seus derivados
carboximetilados foi realizada em D,O a 70 °C, e dos copolimeros em D;0O a 25 °C. O 3-
trimetilsililpropanosulfonato de sddio (DSS) foi usado como um padrao interno para referéncia

de deslocamento quimico (0 ppm).

3.10 Caracterizagao das nanoparticulas obtidas

3.10.1 Concentracdo de associacdo critica (CAC)

Determinou-se a concentragdo de associagdo critica por espectrofluorimetria
utilizando o pireno como sonda fluorescente, conforme realizado por Patrizi ef al. (2009). A
partir de uma solugio estoque de pireno em acetona na concentragio 5x10*mol L™!, preparou-
se uma solugdo de pireno com concentragio 5x10'mol L™! em 4gua. Em um baldo volumétrico
adicionou-se a solu¢do de pireno em acetona, a acetona foi evaporada sob fluxo de gas
nitrogénio depois adicionou-se dgua deionizada até o volume do baldo.

Preparou-se solu¢des dos copolimeros nas concentragdes de 0,01 a 0,8 mg mL™!
utilizando a solugdo de pireno 5x10 'mol L', Os espectros de excitacdo (310 — 360 nm) das
solugdes, a 25 e 50 °C foram obtidos utilizando um espectrofluorimetro Shimadzu RF 600 e
comprimento de onda de emissdao (Aem) de 374 nm. A razdo das intensidades (I338/1334) pela

concentragdo logaritmica dos copolimeros foi usada para determinar a CAC.

3.10.2 Espalhamento de luz Dinamico (DLS)

Avaliou-se a variagdo do tamanho das nanoparticulas ¢ do indice de polidispersao
(IPD) em fun¢ao do aumento de temperatura, e o potencial zeta em dgua destilada utilizando o
equipamento ZetaSizer Nano ZS da Malvern, modelo ZEN3600 com laser de comprimento de
onda de 633 nm e angulo de espalhamento de 173°. A temperatura de transi¢cao de fase (LCST),
ou seja, temperatura na qual ha a formagdo de nanoparticulas por auto-organizagdo, foi
determinada para solugdes dos copolimeros com concentragdo de 1 mg mL~!. Aqueceu-se as
solugdes no equipamento no intervalo de 25 a 50 °C, com as medidas sendo realizadas a cada

acréscimo de 1 °C e tempo de equilibrio térmico de 4 min.



38

Avaliou-se o tamanho, IPD e potencial zeta das nanoparticulas carregadas com
doxorrubicina utilizando o equipamento ZetaSizer Nano ZS da Malvern, modelo ZEN3600 com
laser de comprimento de onda de 633 nm e angulo de espalhamento de 173°. Preparou-se
solugdes de CP-GMCM1h-DOX (10:1) e CP-GMCM1h-DOX (10:2) 1 mg mL"!, essas

solucdes foram analisadas a 37 °C com tempo de equilibrio térmico de 10 min.

3.10.3 Eficiéncia de encapsulamento (EE%) e Carga de farmaco (CF%)

A quantidade de doxorrubicina presente nas nanoparticulas foi determina utilizando
um espectrofotometro UV-Vis Shimadzu UV-1800 (Aaps = 502 nm), a partir da andlise de uma
solu¢do de DOX em DMSO (1 mg de DOX em 3 mL de DMSO). A Equacao 6 apresenta a

curva de calibragdo para converter o valor de absorbancia em quantidade de DOX.

Abs = — 0,02994 + 0,0216[DOX] (R>=0,9997) (6)

onde: Abs ¢ a absorbancia medida e [DOX] ¢ a concentracdo de DOX.

A eficiéncia de encapsulamento (EE%) e carga de farmaco (CF%) foram
determinadas pelas Equagdes 7 e 8, respectivamente.
Massa de farmaco nas nanoparticulas

EE (%) = 1
(%) Massa total defarmaco utilizada x 100 )

CF (%) = Massa de farmaco nas nanoparticulas 100 .
T Massa de nanoparticulas x 8)

3.10.4 Microscopia de For¢ca Atomica (AFM)

As morfologias das nanoparticulas CP-GMCM1h e CP-GMCM1h-DOX foram
observadas no equipamento MFP-3D-Bio da Asylum Research em modo de contato, utilizando
um cantilever retangular do tipo Econo - TESP, da Asylum Research, com frequéncia de
ressonancia 260 kHz e constante de mola nominal de k= 40 N m™!. Preparou-se solugdes de
nanoparticulas que foram colocadas em banho ultrassonico por 30 min, depois depositou-se 10
uL dessas solugdes sobre superficie de mica e esperou-se a dgua das solugdes evaporar por 30

min.
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3.10.5 Liberacdo da doxorrubicina in vitro

O perfil de liberagao in vitro da DOX das nanoparticulas de CP-GMCM1h-DOX
(10:1), foi determinado utilizando sistema de diélise. Dissolveu-se 3 mg de CP-GMCM1h-DOX
(10:1) em 3 mL de solugdo tampao fosfato (PBS) + lauril sulfato de s6dio 0,1% (m/v), realizou-
se liberagdoes em pH 7,4 e 5,0. Colocou-se a solugdo em membrana de celulose (com limite de
exclusdo de 1000 g mol ) e realizou-se a dialise desse material contra 30 mL de tampdo fosfato
+ lauril 0,1% utilizada para preparar a solucdo da membrana. Recolheu-se aliquotas de 3 mL
em intervalos de tempo pré-determinados para a determinacao da quantidade de DOX liberada,
por espectroscopia de fluorescéncia (Aex= 480 nm; Aem= 590 nm) utilizando curvas de calibracao
de PBS (pH 7,4 € 5,0) com lauril 0,1% (m/v). As curvas de calibragdo estdo apresentadas nas

Equacgdes 9 e 10 para os pH 7,4 ¢ 5,0, respectivamente.

LF. = 3470,43[DOX] + 82,98 (R%=0,9999)  (9)
LF. = 3692,71[DOX] + 65,78 (R>=0,9996)  (10)

onde: L.F. ¢ a intensidade de fluorescéncia da [DOX] € a concentra¢ao de doxorrubicina liberada.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao da galactomanana e derivados carboximetilados

4.1.1 Rendimento da extracdo da GM

O rendimento de extracdo de galactomanana de Delonix regia obtido foi de 17,8%
+ 0,6%, esse valor foi maior que os rendimentos de 10% reportados por Rodriguez-Canto et al.
(2019) e Cheirmadurai, Thanikaivelan e Murali (2016), as sementes desses trabalhos tinham
origem no México e India, respectivamente. Para sementes do Brasil, Ramos (2016) reporta
valores de rendimento de 14,5%. No trabalho de Tamaki, Teruya e Tako (2010), para sementes
do Japao observou-se rendimento de galactomanana de aproximadamente 20%.

Variagdes nos rendimentos de extracao de galactomanana podem estar relacionadas
intrinsecamente as sementes, visto que, fatores como variedade genética, clima da regido e
composi¢ao do solo podem alterar a quantidade de endosperma presente nas sementes, e/ou

esses rendimentos podem variar devido ao método de extracao utilizado (Vilar6 et al., 2018).

4.1.2 Reacdo de carboximetilacdo e determinacdo do grau de substituicdo

Os rendimentos e graus de substitui¢do obtidos estao apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Rendimento e grau de substituicdo dos derivados carboximetilados obtidos

Derivado Rendimento (%) GS
GMCMI1h 33,9+0,8 0,35+ 0,01
GMCM2h 22,1 +4.8 0,60 + 0,02

Fonte: Dados da pesquisa.

O GS da GMCM h esta proximo dos valores obtidos por Gupta et al. (2004) para
condig¢des reacionais similares, contudo, a GMCM2h apresentou valor superior a todos os GS

obtidos no trabalho supracitado que foi de 0,46 para a melhor condi¢ao reacional utilizada.

4.1.3 Espectroscopia de absorgdo na regido do infravermelho (FT-IR)

Na Figura 14 sdo apresentados os espectros de FT-IR da GM e das GMCM (1h e

2h). Os espectros apresentam bandas caracteristicas da galactomanana, como a banda em 3410
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cm!, referente ao estiramento vibracional O-H de grupos alcool, e a banda em 2910 cm™!
atribuida ao estiramento C-H da estrutura do polissacarideo. As bandas em 1645 e 1395 cm™!
sdo referentes a dgua adsorvida e as deformagdes CHa, respectivamente. As bandas de absorc¢ao
em 1150, 1089 e 1029 cm™! estdo relacionadas aos estiramentos vibracionais acoplados de C-
C-C, C-O-H e C-O-C respectivamente. As bandas caracteristicas da galactomanana que
evidenciam a presenca de -D-manopiranose € a-D-galactopiranose sdo observadas em 872 e
810 cm™!, respectivamente (Cheirmadurai; Thanikaivelan; Murali, 2016; Rodriguez-Canto et
al., 2019).

Nos espectros dos materiais carboximetilados observa-se o surgimento de bandas
em 1730 e 1580 cm ™! referentes ao estiramento C=0 de 4cido carboxilico e estiramento

assimétrico C=0 de carboxilato, respectivamente (Silva et al., 2004).

Figura 14 — Espectros de FT-IR da galactomanana e seus derivados
carboximetilados
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Fonte: Dados da pesquisa.
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4.1.4 Ressondncia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H)

Nos espectros de RMN 'H (Figura 15) da galactomanana e seus derivados
carboximetilados observa-se a presenca do sinal em Opss 5,02 ppm referente ao préton
anomérico da a-D-galactose e do sinal em Opss 4,73 ppm referente ao proton anomérico da f3-
D-manose. Os demais protons (Hz, Hs, Hs, Hs e H¢) de ambas as unidades monossacaridicas

aparecem nos sinais presentes na faixa o 3,5-4,2 ppm (Verma; Rimpy; Ahuja, 2020).

Figura 15 — Espectros de RMN 'H (500 MHz, DO, 70 °C) para GM e seus derivados
carboximetilados
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Fonte: Dados da pesquisa.

A razdo M/G foi determinada pela razdo das areas dos picos em 4,73 ppm referente
a manose ¢ em 5,02 referente a galactose (Figura 15) (Tamaki; Teruya; Tako, 2010). Para a
galactomanana ndo modificada a razdo M/G obtida foi de 2,6. Lima et al. (2020) e Lima et al.
(2021b) reportaram valores de razdo M/G de 2,7 e 3,1, respectivamente, para galactomananas

de Delonix regia nativas do Brasil. Essas variagdes entre as razdes podem ser causadas pela
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diferente localizacdo geografica e por condigdes de crescimento das respectivas arvores de onde
as sementes foram coletadas (Sun et al., 2018).

Para os derivados carboximetilados a razdo M/G foi de 4,4 e 4,1 para GMCMI1h e
GMCM2h, respectivamente. Esse aumento na razdo M/G esta relacionado com a hidrdlise
sofrida pela galactomanana durante a reacdo de carboximetilagdo, indicando que houve quebra
da ligacdo a-glicosidica, o que ocasiona a perda de galactose na estrutura da galactomanana.
Comportamento similar € reportado na literatura para derivados de galactomanana que

passaram por processos de hidrolise (Gomes et al., 2020; Rodriguez-Canto et al., 2019).
4.1.5 Cromatografia de Permeacgdo em Gel (GPC)
Os cromatogramas da GM e seus derivados carboximetilados estdo apresentados na

Figura 16. A partir dos volumes de eluicdo maximo de pico de cada material, pode-se estimar

as massas molares aplicando a Equacgdo 5.

Figura 16 — Cromatogramas da GM e seus derivados carboximetilados
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Fonte: Dados da pesquisa.

A Tabela 4 apresenta os valores Ve e Mk da GM e seus derivados carboximetilados

(GMCM).
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Tabela 4 — Volume de eluicdo e massa molar de pico da galactomanana e deus derivados
carboximetilados

Amostra Volume de elui¢do Ve (mL) Massa molar de pico My x 107 (g mol™!)
GM 7,34 8,19
GMCMI1h 8,30 0,63
GMCM2h 8,22 0,79

Fonte: Dados da pesquisa.

A galactomanana apresentou valor de massa molar de 8,19x10° g mol™!, valor
superior aos reportados por Tamaki, Teruya e Tako (2010) que foi de 2,50x10° g mol ! e por
Lima et al. (2022) que foi de 5,80x10°> g mol™!. A diferenga no valor de massa molar para
galactomananas de mesma espécie pode estar relacionada como local de origem das sementes
ou método de extracao.

Observa-se que os derivados carboximetilados apresentam volumes de eluicio
maiores que a galactomanana ndo modificada, isso indica que a massa molar desses materiais
€ menor que a massa molar do polissacarideo ndo modificado. Essa diminui¢ao de massa molar
dos derivados carboximetilados esta relacionada com a hidrélise sofrida pela galactomanana

durante a reag¢do de carboximetilagao.

4.2 Caracterizacio dos copolimeros

4.2.1 Rendimento da reagdio de copolimerizagio

A Tabela 5 apresenta os rendimentos para as reagdes de copolimerizagcdo do

PNIPAM na galactomanana e seus derivados carboximetilados.

Tabela 5 — Rendimento das reagdes de copolimerizagao para os copolimeros obtidos a partir da
galactomanana e seus derivados carboximetilados apos a purificacao

Copolimero Rendimento (%)
CP-GM 62+5
CP-GMCM1h 57+2
CP-GMCM2h 60+4

Fonte: Dados da pesquisa.

Os rendimentos observados apresentam valores proximos, indicando que a
mudanga de substrato ndo interfere de forma relevante no rendimento da reagdo de

copolimerizagdo. Estudos realizados por Dos Santos et al. (2023) indicam a perda de massa
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durante o processo de didlise, além da massa de homopolimero (PNIPAM nao ligado ao
polissacarideo) formada durante a reagdo de copolimerizacao que ¢ retirada no processo de

purificacao.

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

A Figura 17 apresenta os espectros de FT-IR dos copolimeros e de seus precursores.
Os espectros dos copolimeros foram avaliados para determinar a ocorréncia da reagdo de
copolimerizagdo. Os copolimeros apresentaram bandas caracteristicas da galactomanana em
3410 e 2910 cm™! referentes aos estiramentos O-H e C-H, respectivamente, em 872 cm!'
atribuida ao estiramento C-O-C (1—4) de B-D-manopiranose ¢ em 810 cm™' do estiramento C-
O-C (1—6) de a-D-galactopiranose. Também se observa no espectro do copolimero bandas
referentes a0 PNIPAM, a banda em 2972 cm™! atribuida ao estiramento C-H do grupo isopropil
(-CH(CHs3),) e a banda em 1543 cm™! e 1458 cm™ sdo devidas ao dobramento N-H (amida II)
e C-N, respectivamente. O homopolimero apresenta uma banda em 1649 cm™! referente ao
estiramento C=0 (amida I), contudo no copolimero ela estd sobreposta a banda de agua

adsorvida que estd na mesma regido (Abreu et al., 2016).

Figura 17 — Espectros de FT-IR dos copolimeros sintetizados, da GM, GMCM
e PNIPAM
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Os espectros dos copolimeros indicam que houve a insercdo de cadeias de PNIPAM

na estrutura da galactomanana e de seus derivados carboximetilados.

4.2.3 Ressondncia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H)

A andlise dos espectros de RMN foi realizada para confirmacdo da enxertia de
PNIPAM nas cadeias dos polissacarideos e o teor de NIPAM dos copolimeros. A Figura 18
apresenta o RMN 'H do PNIPAM e dos copolimeros. No espectro do PNIPAM, com base nos
dados reportados na literatura, os seguintes deslocamentos quimicos (Opss ppm) foram
observados: 1,14 (-CH(CHa)2) (a), 1,55 (-CH-CH>) (b), 2,00 (-CH-CH>) (¢) e 3,89 (-CH(CH3)2)
(d) (Luo et al., 2012).

Figura 18 — Espectros de RMN 'H (500 MHz, D0, 25 °C) do homopolimero (PNIPAM) e dos
copolimeros
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Os espectros dos copolimeros, apresentam sinais em & 5,02, referentes ao proton
anomérico da galactose da galactomanana, e os sinal em dpss 1,14, dpss 1,55 € dpss 2,00
caracteristicos do PNIPAM, confirmando a ocorréncia a reagdo de enxertia. O sinal referente
ao hidrogénio d (-CH(CH3)2) do PNIPAM encontra-se sobreposto os sinais dos protons (Hz-Hg)
das unidades monossacaridicas da galactomanana observados na faixa dpss 3,5-4,2 ppm.

Para determinar a razdo de NIPAM, ou seja, a razdo molar de unidades desses
mondmero enxertadas no polissacarideo, realizou-se a divisao de 1/6 da area do sinal dos
protons metilicos do grupo isopropil (dpss 1,14 ppm) pela area do sinal do proton anomérico da
galactose (Opss 5,02 ppm) (Ghimici; Constantin, 2011). A Tabela 6 apresenta os valores de razao

de NIPAM em cada um dos copolimeros.

Tabela 6 — Razdo de NIPAM na estrutura dos polissacarideos para os copolimeros sintetizados

Copolimero (A1,14/6)/As,02
CP-GM 0,78
CP-GMCM1h 1,00
CP-GMCM2h 2,40

Fonte: Dados da pesquisa.

Observa-se que quanto maior o grau de substituicdo de grupos carboximetil da
galactomanana precursora, o copolimero sintetizado apresenta maior teor de NIPAM. Na
enxertia de PNIPAM em sulfato de dextrana, nas mesmas condi¢des reacionais utilizadas neste
trabalho, Dos Santos et al. (2023) que também calculou a razdo de NIPAM pelo espectro de
RMN, reporta valor de razao de NIPAM de 0,46, valor inferior aos obtidos neste trabalho. Lima
et al. (2021b) que produziu copolimeros de galactomanana de Delonix regia nao modificada
com PNIPAM utilizando CAN como iniciador, reporta valores de razao de NIPAM em seus

materiais de 12,1 e 5,4, valores também determinados pelos espectros de RMN.

4.2.4 Cromatografia de Permeagdo em Gel (GPC)

A Figura 19 apresenta os cromatogramas de GPC dos copolimeros sintetizados e
dos polissacarideos precursores, observa-se que houve aumento no Ve para todos os
copolimeros quando comparados com seus respectivos materiais de partida. A Tabela 7

apresenta os valores de Ve e My de todos os materiais.



Figura 19 — Cromatogramas de GPC dos copolimeros sintetizados e seus
respectivos materiais precursores
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Tabela 7 — Volume de elui¢do e massa molar de pico dos copolimeros e seus materiais

precursores

Amostra Volume de eluigdo Ve (mL)  Massa molar de pico Myk x 10> (g mol™)

GM 7,34 8,19

CP-GM 8,04 1,27

GMCM1h 8,30 0,64

CP-GMCM1h 8,50 0,37

GMCM2h 8,22 0,79

SCP-GMCM2h 8,31 0,66

Fonte: Dados da pesquisa.

Essa diminuicdo de massa molar para os copolimeros pode estar associada a

degradacao da cadeia do polissacarideo. Liu e Sun (2008) propde um mecanismo para a

degradagdo de polissacarideo em reagdo de copolimerizagdo utilizando KPS, onde hé a cisdo

da ligagdo glicosidica devido a abstragdo do hidrogénio anomérico pelo radical sulfato (Figura

20).
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Figura 20 — Proposta de mecanismo para degradagdo de cadeia de polissacarideo para reagdes
de copolimerizagao tendo KPS como iniciador

Fonte: Adaptado de Liu e Sun (2008).

4.3 Caracterizacio das nanoparticulas

4.3.1 Concentracdo de associacdo critica (CAC)

A concentracdo de associacdo critica do copolimero corresponde a concentracao
minima necessaria para a formagdo de nanoparticulas por auto-organizagao. Essa analise foi
realizada por espectrometria de fluorescéncia utilizando o pireno como sonda. O pireno por ser
bastante hidrofébico ¢ muito suscetivel a varia¢des da polaridade do meio (Patrizi et al., 2009).
Nas solugdes de copolimeros conforme hd o aumento da concentracdo, ha o surgimento de
dominios hidrofobicos, para os quais o pireno em solugdo vai transferir-se preferencialmente.
Essa mudan¢a de um dominio hidrofilico para um hidrofébico gera uma variacao brusca na
razao de intensidade (I338/1334) no espectro de excitagdo do pireno. Para ambientes hidrofilicos
a razdo I33g/l334 apresenta valores baixos, enquanto em ambientes hidrofobicos apresentam
valores altos (Constantin et al., 2017; Patrizi et al., 2009).

A Figura 21 apresenta a variagdo da razao de intensidade (I33s/1334) do espectro da
excitacdo do pireno pela concentragdo das solugdes de copolimeros a 25 € 50 °C. Os valores de
CAC (Tabela 8) para cada um dos copolimeros foi determinado no ponto de intersecao entre as

retas tragadas antes e depois do ponto de inflexao.



Figura 21 — Variagdo da razdo I33s/I334 do espectro de excitagdo do pireno em fungdo da
concentragdo das solugdes dos copolimeros sintetizados a 25 e 50 °C
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Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 8 — Valores de CAC para os copolimeros a 25 e 50 °C

Copolimeros CAC (mgmL 1) a25°C CAC (mgmL ") a50°C
CP-GM 0,16 + 0,02 0.1+ 0,01

CP-GMCMIh 033 £ 0,01 0,22 + 0,02

CP-GMCM2h 0,33 +0,03 0,27 + 0,02

Fonte: Dados da pesquisa.

Todos os copolimeros apresentaram CAC em ambas as temperaturas. A 50 °C os
copolimeros sofrem desidratagdo por estarem a uma temperatura acima da LCST, apresentando
valores CAC inferiores aos observados a 25 °C. A CAC observada para os materiais a 25 °C,
pode ser explicada pela tendencia das cadeias de PNIPAM de se agregarem por auto-

organizacao produzindo nanoestruturas, mesmo estando abaixo da LCST (Abreu et al., 2016).
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Os valores de CAC maiores para os copolimeros produzidos a partir das
galactomananas carboximetiladas, estao relacionados com a maior dificuldade de formagao de
nanoparticulas por auto-organizagao, visto que, por apresentarem grupos carboximetil na cadeia
principal sio materiais mais hidrofilicos. £ necessria uma concentragio mais elevada de
copolimero em solucdo para que as interagdes hidrofobicas entre as cadeias de PNIPAM
prevalecam sobre as interagdes hidrofilicas dos materiais com o meio aquoso.

Gupta, Ghute e Badiger (2011) sintetizaram copolimero de carboximetil guar com
PNIPAM e reportam CAC a 25 °C de 1,38 mg mL!, valor superior ao encontrado neste trabalho
para os copolimeros de galactomanana carboximetilada com PNIPAM.

Gomes et al. (2020) reporta valores de CAC para copolimeros de galactomanana
de Dimorphanda gardneriana ndo modificada e hidrolisada com PNIPAM, utilizando CAN
como iniciador, variando entre 0,09 e 0,21 mg mL !, valores proximos ao encontrados neste
trabalho.

Lima et al. (2021b) produziu copolimeros de galactomanana de Delonix regia com
PNIPAM, utilizando CAN como iniciador, com razoes de NIPAM de 12,1 (CP-1) e 5,4 (CP-2).
A 25 °C CP-1 e CP-2 apresentaram CAC de 1,65 e 1,81 mg mL"!, respectivamente. A 50 °C
CP-1 e CP-2 apresentaram CAC de 0,27 e 0,52 mg mL! respectivamente. Mesmo
apresentando menor razdo de NIPAM, o CP-GM sintetizado neste trabalho apresenta CAC em
ambas as temperaturas muito mais baixo do que os encontrados por Lima et al. (2021b), isto

pode ser devido ao método de sintese ser diferente.

4.3.2 Espalhamento de luz dindmico (DLS)

O diametro das nanoparticulas e o indice de polidispersdao (IPD) foram analisados
por DLS, a fim de compreender o comportamento termorresponsivel dos copolimeros. Solucdes
aquosas (I mg mL™") dos copolimeros foram aquecidas de 25 a 50 °C, determinando-se a
temperatura de transicdo de fase (LCST) como a temperatura em que houve uma mudanga
brusca no tamanho das particulas analisadas.

A partir da LCST as interagdes hidrofébicas entre a estrutura do copolimero se
sobressaem as interagdes do copolimero com o meio aquoso, nesse ponto as ligagdes de
hidrogénio entre dgua e grupos polares do copolimero sdo desfeitas, ocorrendo a formagao de
nanoparticulas, onde o PNIPAM encontra-se no nucleo (Zhao et al., 2018). A temperatura de
transi¢ao para o PNIPAM (homopolimero) ¢ de 32 °C, ja para os copolimeros sintetizados neste

trabalho observou-se que a LCST foi de 35 °C (Figura 22), isso ocorre pois, para os copolimeros
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a temperatura de transicdo de fase varia com a propor¢do entre segmentos hidrofilicos
(polissacarideo) e hidrofobicos (PNIPAM). Quanto maior for a razdo hidrofobica no material,
mais proéximo de 32 °C sera a LCST do copolimero. Em contrapartida, quanto maior a razao
hidrofilica no material maior e mais distante de 32 °C sera a LCST (Almeida; Amaral; Lobao,
2012; Khimani et al., 2019). Todos os copolimeros apresentarem a mesma LCST indicando que
o efeito hidrofilico da quantidade de cargas dos polissacarideos, que tornaria a LCST maior
para os materiais com mais carga, foi balanceado pelo efeito hidrofobico da quantidade de
PNIPAM que foi enxertada, visto que, conforme houve o aumento de carga do polissacarideo
maior foi a enxertia de PNIPAM observada.

A Tabela 9 apresenta o tamanho das nanoparticulas, o IPD e o potencial zeta a 25 e
37 °C. Observa-se que para os trés copolimeros houve uma significativa diminui¢do de tamanho
com o aumento da temperatura. A diminui¢dao do IPD a 37 °C aponta para uma distribuigdo de
tamanho mais homogénea. O potencial zeta estd relacionado com a estabilidade das
nanoparticulas, comumente, quanto maior o valor (em modulo) maior serd a quantidade de
cargas na superficie das nanoparticulas, fazendo com que haja maior repulsao entre as
nanoparticulas, aumentando a estabilidade. As nanoparticulas dos trés copolimeros
apresentaram valores de potencial zeta negativo, indicando que a suas superficies apresentam
cargas negativas. As nanoparticulas dos materiais carboximetilados apresentam potencial zeta
maior (em modulo) indicando que s3o mais estaveis em solucdo (Du ef al., 2005; Huang et al.,

2018).



53

Figura 22 — Relagdo do tamanho de nanoparticulas com variagdo da temperatura de 25 a 50 °C
para os copolimeros sintetizados a partir de GM e GMCM com PNIPAM
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Fonte: Dados da pesquisa.

Copolimeros com PNIPAM podem apresentar dois tipos de comportamento de
transi¢ao de fase. O primeiro comportamento ¢ o observado para os copolimeros sintetizados
neste trabalho, no qual ha uma diminuicdo do tamanho das nanoparticulas ap6s a LCST,
indicando uma transi¢do de estado “bobina desdobrada” para globular, esse comportamento ¢é
observado para copolimeros com cadeias laterais longas. O segundo comportamento, quando
sdo obtidas cadeias laterais curtas, ¢ observado um aumento no tamanho das nanoparticulas
acima da LCST, as particulas passam de um estado segmentado (baixo tamanho) para particulas
agregadas (alto tamanho) (Yang et al., 2013b), Lima et al. (2021b) observou o segundo
comportamento para copolimeros de galactomanana de Delonix regia com PNIPAM, que
apresentam razdes de NIPAM de 12,1 e 5,4, indicando que apesar de apresentar maior grau de
enxertia, seus copolimeros presentaram cadeias de PNIPAM mais curtas do que as obtidas para

os copolimeros sintetizados neste trabalho.
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Tabela 9 — Tamanho e IPD de nanoparticulas a 25 ¢ 37 °C

Potencial Potencial
Tamanhoa IPDa Tamanhoa IPDa
Nanoparticulas zeta (mV) a zeta (mV) a

25°C 25°C 37°C 37°C

25°C 37°C

CP-GM 1364 0,82 -8,14 356 0,44 -10,5

+ 130 +0,07 +0,9 + 10 + 0,05 +0,7

CP-GMCM1h 656 0,62 -17,7 219 0,18 -19,5

+65 +0,06 +0,4 +1 +£0,01 +0,7

CP-GMCM2h 783 0,78 -23.6 341 0,25 -24.6

+ 181 + 0,04 + 1,8 +3 +0,01 + 0,9

Fonte: Dados da pesquisa.

Gomes et al. (2020) e Carneiro et al. (2021), que produziram copolimeros de
galactomanana (Dimorphandia gardneriana) e PNIPAM e dextrana com PNIPAM,
respectivamente, reportam a diminui¢do do tamanho de nanoparticulas em funcdo da massa
molar do polissacarideo utilizado na sintese de copolimeros termorresponsiveis, polissacarideos
com menor massa molar produzem copolimeros que formam nanoparticulas menores. Os
copolimeros CP-GMCMI1lh e CP-GMCM2h foram sintetizados com galactomananas
carboximetiladas com massas molares de 6,4 x 10* e 7,9 x 10* g mol™!, respectivamente,
enquanto o CP-GM foi sintetizado com galactomanana de 8,2 x 10° g mol™!, portanto, espera-
se que os copolimeros produzidos a partir da das galactomananas carboximetiladas
apresentassem tamanho de nanoparticulas menores que o CP-GM, contudo, esse
comportamento s6 foi observado para o CP-GMCMI1h. O CP-GMCM2h por ter uma maior
quantidade de carga na estrutura da galactomanana, pode apresentar maior repulsao intercadeias,
levando a nanoparticulas muito maiores do que as formadas pelo CP-GMCM 1h.

Como as nanoparticulas do copolimero CP-GMCMI1h apresentaram tamanho
inferior a 300 nm e boa homogeneidade, elas foram escolhidas para incorporar o farmaco

anticancer doxorrubicina.

4.4 Caracterizacao das nanoparticulas carregadas com doxorrubicina

4.4.1 Espectroscopia de absorgdo na regido do infravermelho (FT-IR)

A Figura 23 apresenta os espectros de FT-IR de CP-GMCM 1h, CP-GMCM1h-DOX
(10:1) e CP-GMCM1h-DOX (10:2). Nos espectros dos copolimeros carregados com farmacos
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observa-se um aumento na intensidade da banda em 1730 cm™! atribuido a C=0 de cetonas
presentes na estrutura da doxorrubicina (Gao et al., 2017). Indicando a ocorréncia da reacao e

confirmando a presenga de DOX na estrutura do material.

Figura 23 — Espectros de FT-IR CP-GMCM1h, CP-GMCM1h-DOX (10:1) e
CP-GMCM1h-DOX (10:2)
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Fonte: Dados da pesquisa.

4.4.2 Eficiéncia de encapsulamento (EE%) e Carga de farmaco (CF%)

A presenca de DOX nos conjugados de copolimeros-DOX também foi confirmada
pela espectroscopia UV-Vis, devido a presenca da banda de absor¢ao em 502 nm referente a
DOX. A Tabela 10 apresenta a eficiéncia de encapsulamento (EE%) e carga de fAirmaco (CF%)

de doxorrubicina nas nanoparticulas determinadas por espectroscopia UV-Vis.
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Tabela 10 — Eficiéncia de encapsulamento (EE%) e Carga de farmaco (CF%) de doxorrubicina
nas nanoparticulas de CP-GMCM1h-DOX (10:1) e CP-GMCM1h-DOX (10:2)

Nanoparticulas EE (% m/m) CF (% m/m)
CP-GMCM1h-DOX (10:1) 36 +4 32+04
CP-GMCM1h-DOX (10:2) 19+4 34+0,7

Fonte: Dados da pesquisa.

A reagdo para producao do CP-GMCM 1h-DOX (10:2) utilizou o dobro de DOX do
que o utilizado para a reagdo de CP-GMCMI1h-DOX (10:1), contudo, ambos os materiais
apresentam a mesma carga de fairmaco, indicando que a reag@o que utilizou a maior quantidade
de DOX apresentou uma menor eficiéncia de encapsulamento. O fato de ambas as
nanoparticulas apresentarem a mesma carga de farmaco, mesmo tendo utilizado quantidades de
DOX diferentes, indica que o CP-GMCMIh atingiu sua capacidade maxima de reagir com
DOX ja na reacdo do CP-GMCM1h-DOX (10:1).

Nos estudos realizados por Carneiro et al. (2021) que produziu copolimeros de
dextrana com PNIPAM para encapsulamento de DOX, material parecidos com o deste trabalho,
ou seja, polissacarideo+PNIPAM, por meio de uma reagdo de base de Schiff que forma uma
ligagdo covalente entre copolimero e fdrmaco, foram encontrados valores de eficiéncia de
encapsulamento variando de 39,9 a 41,7 %, e cargas de farmaco variando entre 3,6 e 3,8%.
Esses valores de EE e CF foram proximos dos encontrado neste trabalho para o CP-GMCM 1h-
DOX (10:1). Kim et al. 2012 reporta eficiéncia de encapsulamento de 83% e carga de farmaco
de 8,3% de DOX em micelas de acido hialuronico-DOX (197 nm).

4.4.3 Espalhamento de Luz Dindmico (DLS)

O tamanho, o IPD e o potencial zeta das nanoparticulas carregadas com DOX a

37 °C foram avaliados por DLS, os dados estdo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 — Tamanho, IPD e potencial zeta das nanoparticulas carregadas com doxorrubicina

Nanoparticula Tamanho (nm) a 37 °C IPD Potencial zeta (mV)
CP-GMCM1h-DOX (10:1) 209 +3 0,24 £ 0,01 -19,5+ 0,03
CP-GMCM1h-DOX (10:2) 209+ 1 0,25+ 0,01 -19,5 £ 0,03

Fonte: Dados da pesquisa.
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As nanoparticulas carregadas com DOX apresentaram tamanho inferior ao
observado para as nanoparticulas de CP-GMCM1h sem farmaco (219 + 1), isso provavelmente
ocorre devido um aumento das interagdes hidrofobicas intramoleculares devido a presenca de
DOX no nucleo das nanoparticulas, levando a contra¢do das nanoparticulas (Huang et al., 2018).
As nanoparticulas carregas também apresentaram baixo valor de IPD, indicando que essas
nanoparticulas apresentam distribui¢do de tamanho homogéneo. O potencial zeta das
nanoparticulas carregadas com DOX ¢é o mesmo que o das nanoparticulas CP-GMCM1h sem

farmaco.

4.4.4 Microscopia de Forca Atomica (AFM)

A morfologia das nanoparticulas de CP-GMCMI1h (Figura 24) e CP-GMCM 1h-
DOX (10:1) (Figura 25) foi determinada por microscopia de for¢a atomica, observa-se que as

nanoparticulas sdo esféricas.

Figura 24 — Imagem de AFM das nanoparticulas de CP-GMCMI1h (A) e
ampliagdo (C); imagem da altura das nanoparticulas de CP-GMCM1h (B) e
ampliacao (D)
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 25 — Imagem de AFM das nanoparticulas de CP-GMCM1h-DOX
(10:1) (A) e ampliagao (C); imagem da altura das nanoparticulas de CP-
GMCM1h-DOX (10:1) (B) e ampliagdo (D)
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Fonte: Dados da pesquisa.

A Tabela 12 apresenta os tamanhos das nanoparticulas de CP-GMCM1h e CP-
GMCMI1h-DOX (10:1) determinadas por AFM.

Tabela 12 — Tamanho das nanoparticulas de CP-GMCM1h e CP-GMCM1h-DOX (10:1)
determinadas por AFM

Nanoparticula Tamanho (nm)
CP-GMCM1h 91+9
CP-GMCM1h-DOX (10:1) 78 £ 8

Fonte: Dados da pesquisa.

As nanoparticulas apresentaram tamanho menor do que o observado para esses
mesmos materiais por DLS, essa diferenca ocorre, pois, a andlise por AFM ¢ realizada com a
mostra seca, em quando que por DLS ¢ analisado o diametro hidrodinamico das nanoparticulas.
Observa-se que as nanoparticulas carregadas com DOX sdo menores que as nanoparticulas sem

DOX em ambas nas técnicas de analise.
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4.4.5 Liberacdo in vitro de DOX das nanoparticulas

A liberacao in vitro da DOX das nanoparticulas de CP-GMCM1h-DOX (10:1) foi
realizada em tampao PBS com pH 7,4 e 5,0 (Figura 26). Para interpretar o mecanismo de
liberagdo de DOX das nanoparticulas, utilizou-se o0 modelo de Zeng (Zeng; Na; Wu. 2011). As

Equacgdes 11 e 12 sdo as equagdes para o modelo de Zeng.

Mt Koff t Kon t

— = (1K) —— (1 e Kosr 11

My Kon + Koff ( ) Kon + Koff ( ) (h
K

AG = —kBT< "") (12)
Korr

onde Kon € Kofr s30 as taxas de associagdo e dissociacdo do farmaco, respectivamente; Ks ¢ a
taxa constante de difusdo/conveccdo; AG ¢ a diferencga entre as energias livres entre os estados

livre e ligado; kg € a constante de Boltzmann; T ¢ a temperatura.

A Figura 26 apresenta os perfis de liberacdo de DOX das nanoparticulas de CP-
GMCM1h-DOX (10:1) em PBS (0,1 mol L") + Lauril 0,1% (m/v) com pH 7,4 ¢ 5,0 e 0 modelo
de Zeng para cada perfil de liberagdo. A Tabela 13 apresenta os valores dos parametros do

modelo de Zeng para cada perfil de liberagao.
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Figura 26 — Perfis de liberacio de DOX das nanoparticulas de CP-
GMCM1h-DOX (10:1) em PBS (0,1 mol L") + Lauril 0,1% (m/v) com
pH 7,4 ¢ 5,0 e 0 modelo de Zeng para cada perfil de liberagdo

50
{—=—pH74
454---- Modelo de Zeng pH 7,4
1 * pHS50
40'_ ---- Modelo de Zeng pH 5,0
R %7
@© 30 -+
© ;
© o5
8 ]
= 20+
8 o
B 15+
CU L
= 10+
5
O ] - ] - ] - ] - ] - ] - ] - ] - ]
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Tempo (h)

Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 13 — Parametros do modelo de Zeng para os perfis de liberagdo de DOX das
nanoparticulas em PBS (0,1 mol L") + Lauril 0,1% (m/v) com pH 7,4 ¢ 5,0

7,4 0,0066 0,0025 0,0886 -1,65 0,9910
5,0 0,0010 0,0033 0,0769 -1,44 0,9401

Fonte: Dados da pesquisa.

Observa-se que tanto no pH 7,4 quanto no pH 5,0 o parametro K ¢ maior que os
parametros Kon € Kofr, isso indica que ocorre uma liberagdo mais rapida inicial por difusdo do
farmaco que esté interagindo mais fracamente com a matriz, seguido de uma liberagdo mais
lenta do farmaco que estd interagindo mais fortemente com a matriz. Desse modo, a DOX
adsorvida na estrutura da nanoparticula ¢ liberar primeiro, seguida da liberacdo da DOX que
esta ligada a nanoparticula. O maior valor de AG observado para a liberacao em pH 5,0 indica
um enfraquecimento na ligacao entre o farmaco e a matriz, isso pode ser explicado pela maior
facilidade de hidrdlise da ligacdo amida que existe entre firmaco e matriz.

A liberagdo de DOX ap6s 168 h em pH 7,4 (pH de células saudaveis) foi de 27,9 %
+ 0,1%, enquanto para pH 5,0 (pH de tecidos com células cancerosas) a liberagao foi de 36,0%

+ 1,1%, comportamento similar foi observado no trabalho de Wang et al. (2019), para a
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liberagdo de DOX conjugada a microesferas de inulina por quimica de carbodiimidas, apds 168
h em pH 7,4 havia sido liberado 24 % do farmaco, enquanto em pH 5,2, a quantidade de farmaco

liberada foi de 36 %.
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5 CONCLUSAO

Observou-se a influéncia da carga da galactomanana caboximetilada na reagao de
copolimerizagdo radicalar do PNIPAM utilizando KPS, com o aumento do GS da
galactomanana percursora, ou seja, quanto maior a carga, verificou-se o aumento no teor de
PNIPAM enxertado ao polissacarideo.

A concentragdo de associagdo critica dos copolimeros também sofreu influéncia da
carga das galactomananas precursoras, observou-se que quanto maior o GS do material, maior
¢ a CAC, devido ao aumento da hidrofilicidade pela presenca de mais cargas.

Apenas o CP-GMCM1h apresentou tamanho de nanoparticula adequado para a
liberacao de farmacos em células. O menor tamanho de nanoparticula para este material ¢
devido sua massa molar menor que o CP-GM e por apresentar menos carga que o CP-GMCM2h,
que lhe confere menor repulsdo entre as cadeias do polissacarideo.

A maior liberagdo de DOX do CP-GMCM1h-DOX (10:1) em pH mais &cido (pH
5,0), indica que esse material pode liberar o farmaco de modo mais especifico em células
cancerigenas, visto que, essas células sdo mais 4acidas quando comparadas com células nao

tumorais.
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