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RESUMO

Os marcadores fluorescentes que absorvem na regido espectral do infravermelho
proximo (NIR) podem ser empregados como fotossensitizadores nas terapias
fotodinamica e fototérmica para tratamento de cancer. Além disso, essas sondas séo
Uteis na deteccdo de nanocarreadores, pois permitem o rastreio do destino dessas
particulas in vivo por meio de técnicas de imagem pouco invasivas. No entanto, sdo
necesséarias estratégias para garantir a estabilidade de ligagcdo e a concentracédo
adequada do marcador nas nanoparticulas. Diante disso, o presente trabalho teve
como objetivo a conjugacdo de um derivado carbocianina, o marcador IR780, com
polilactideos (PLA) para obtencdo de um polimero que possa ser empregado em
estudos pré-clinicos para avaliagdo da biodistribuicao de nanoparticulas. PLA reativos
foram sintetizados via polimerizacéo por abertura de anel (ROP) do b,L-lactideo com
um iniciador contendo um grupo ciclooctila, via catalise por octanoato de estanho ou
triazabiciclodeceno (TBD). Analise da reatividade dos PLA demonstrou que apenas
0s polimeros obtidos por reacdo catalisada pelo TBD eram reativos frente a azidas
organicas. O IR780 foi derivatizado e conjugado a PLA via rea¢cdo multicomponente
de cicloadicdo azida-alcino promovida por tensédo de ciclo (SPAAC). O sucesso da
reacdo foi confirmado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
Nanoparticulas contendo o IR780 conjugado ao PLA (IR-PLA) associado a diferentes
poliésteres (PCL, PLGA e PEG-PLA) foram preparadas por nanoprecipitacdo e
caracterizadas pela técnica de fracionamento em campo de fluxo assimétrico (AF4)
associada a deteccdo por espalhamento de luz e fluorescéncia (AF4-MALS-FLD).
Andlises por AF4-MALS-FLD demonstraram que as nanoparticulas apresentam
fluorescéncia estavel, que nao foi transferida para proteinas séricas quando incubadas
a 37°C em meio DMEM contendo 10% de soro fetal bovino, além disso observou-se
gue o IR-PLA foi capaz de se associar a diferentes poliésteres, formando NP estaveis.
Sendo assim, o IR-PLA mostrou ser um marcador fluorescente polimérico versatil, que
pode ser associado a diferentes poliésteres biodegradaveis para a marcacdo dos

nanocarreadores mais seguros e mais utilizados na area farmacéutica.

Palavras-chave: IR780, polilactideo, cicloadicdo azida-alcino, nanoparticulas

fluorescentes, fracionamento em campo de fluxo assimétrico (AF4)



ABSTRACT

Fluorescent near-infrared (NIR) dyes are useful to monitor nanocarriers in vivo and can
serve as photosensitizers in cancer therapy. Furthermore, these probes are useful in
in vivo detecting nanocarriers, because they allow tracking of these particles.
However, new strategies need to be developed in order to guarantee that the dye
photo-physical properties and dye loading within the nanocarrier remain stable. The
aim of this work were the chemical conjugation of a carbocyanine, IR780 dye, to
polylactide (PLA) for stable fluorescent labeling of biodegradable polymeric
nanocarriers. Reactive PLA were synthesized via ring-opening polymerization of b,L-
lactide with an initiator containing a cyclooctyne group, via catalysis by tin octanoato
or triazabicyclodecene (TBD). Analysis of PLAs reactivity showed that only the polymer
obtained by reaction catalyzed by TBD were reactive against organic azides. IR780
was derivatized and conjugated to PLAs via a one-pot strain-promoted azide-alkyne
cycloaddition (SPAAC) reaction. The success of the reaction was confirmed by high
performance liquid chromatography (HPLC). Nanoparticles (NP) containing the dye —
polymer conjugate (IR-PLA) associated with different polyesters (PCL, PLGA and
PEG-PLA) were prepared by nanoprecipitation and characterized by asymmetric flow
field-flow fractionation with light scattering and fluorescence detection (AF4-MALS-
FLD). The analyses of AF4-MALS-FLD data revealed that NIR fluorescence of the NP
remained stable and was not transferred to serum proteins at 37°C, furthermore it was
observed that IR-PLA was capable of associating with different polyesters, forming
stable NP. Thus, IR-PLA has been shown to be a versatile fluorescent polymeric-dye,
which can be associated with different biodegradable polyesters for marking the safest

and most used nanocarriers in the pharmaceutical field.

Key-words: IR780, polylactide, azide-alkyne cycloaddition, fluorescent nanoparticles,

asymmetrical flow field-flow fractionation (AF4)
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1. INTRODUCAO

O uso de nanocarreadores e seu papel na liberagéo controlada e direcionada
de farmacos e no diagndstico por imagem tem sido alvo de diversos estudos ao longo
das ultimas décadas (JOKERST et al., 2011; LI et al., 2017; WANG et al., 2016). As
nanoparticulas (NP) poliméricas tém se destacado em fungéo da possibilidade de se
obter particulas com caracteristicas fisico-quimicas distintas de acordo com o tipo de
polimero utilizado. Além disso, as NP possuem vantagens, como maior estabilidade
em meio biolégico e intestinal, quando comparadas aos lipossomas e aos
nanocarreadores lipidicos em geral (DISCHER; EISENBERG, 2002).

Dentre os diversos tipos de polimeros utilizados no preparo de nanoparticulas,
0s poliésteres alifaticos, como os derivados de lactonas ciclicas, poli-a-hidroxiacidos
como o glicdlico e lactico e seus copolimeros, sdo 0os de maior interesse devido a suas
caracteristicas biodegradaveis e biocompativeis (YU; ZOU; CHENG, 2014).

Polilactideos (PLA) se destacam entre os demais polimeros por serem
biocompativeis e biodegradaveis, sendo utilizados ha bastante tempo na producéo
de proteses e implantes, na engenharia de tecidos e no preparo de nanoparticulas
para entrega direcionada de farmacos (SAINI; ARORA; KUMAR, 2016).

Apesar do PLA apresentar caracteristicas de grande interesse na area
biomédica, a sua utilizacdo no Brasil é dificultada frente ao seu alto custo, uma vez
gue esse polimero e seus derivados ndo sdo produzidos por nenhuma empresa
nacional. Além disso, para aplicacdes em vetorizacdo é necessario 0 preparo de
polimeros com alta pureza e estrutura quimica especifica que garanta sua inocuidade
em estudos pré-clinicos, performance na liberacdo controlada e reprodutibilidade
guando utilizado para o preparo de nanocarreadores poliméricos.

Atualmente, os estudos de desenvolvimento de nanocarreadores tém sido
realizados visando a obtencéo de nanoparticulas funcionalizadas, por meio da ligagcéao
covalente com ligantes de reconhecimento celular e substancias bioativas a cadeia
dos polimeros que constituem tais particulas. Visando assim obter uma entrega
direcionada da “carga” do ativo além da possibilidade de rastreamento das particulas
nas ceélulas e tecidos ( YU et al., 2011; ROBB et al., 2012; XIE et al., 2013).

Para a obtencdo de PLA funcionalizados € necessaria a incorporacdo de
grupos reativos ao longo da cadeia polimérica seguida da ligagdo de moléculas ativas

a cadeia.
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Devido a sua alta eficiéncia e rendimento, as reacfes click vem sendo
amplamente empregadas para a modificagdo de cadeias poliméricas, conforme
revisado por Akeroyd e Klumperman (2011). A insercdo de grupos alcino ou azida ao
longo da cadeia polimérica permite a utilizacdo da quimica click para a conjugacao de
ligantes, sondas fluorescentes e substancias bioativas a polimeros, sem causar
interferéncia nas etapas de polimerizacao, seja por via radicalar ou por abertura de
anel. Além disso, o uso da quimica click se justifica diante da dificuldade de purificacéo
de polimeros, devido a alta dispersidade de massas molares.

Dentre as moléculas utilizadas para funcionalizacao de polimeros, sondas com
excitacdo e emissao de fluorescéncia na regido do infravermelho proximo (NIR, 750 —
1000 nm) sdo de grande interesse no desenvolvimento de novas técnicas de imagem
e diagndstico. Nos comprimentos de onda que englobam a janela espectral do NIR, a
absorcdo e autofluorescéncia de tecidos vivos é baixa, sendo assim chamada de
‘janela de transparéncia biolégica”. Além disso, a penetracdo de luz com esses
comprimentos de onda € muito mais profunda do que no ultravioleta ou visivel, o que
facilita a deteccao por técnica imagem em animais Vvivos e evita a interferéncia com
agentes externos (NOTTELET; DARCOS; COUDANE, 2015).

O IR780 é uma sonda fluorescente lipofilica, que apresenta absor¢do maxima
em 780 nm e emissdo de fluorescéncia em 817 nm. Além de suas propriedades
fluorescentes, que podem ser aplicadas em imagem e diagndstico, diversos estudos
tém demostrado a capacidade do IR780 de promover citotoxicidade fotodependente.
Quando irradiado com laser (808 nm), o IR780 é capaz de promover a formacéo de
espécies reativas de oxigénio e o aumento da temperatura do meio, sendo
amplamente estudado para aplicacdo em terapia fotodindmica (PDT) e fototérmica
(PTT) (PAIS-SILVA; DE MELO-DIOGO; CORREIA, 2017; WANG et al., 2011).

Apesar de sua promissora atividade terapéutica, o uso do IR780 é limitado
devido a alta hidrofobia e toxicidade, aléem de apresentar baixa fotoestabilidade em
meio aquoso (SAMANTA et al., 2010). Para contornar essa limitacdo, associacao do
IR780 a nanocarreadores € uma estratégia interessante para melhorar suas
caracteristicas de solubilidade, estabilidade (JIANG et al., 2015; LI et al., 2016) e
reduzir a toxicidade (JIANG et al., 2015).

Além de poder atuar como um agente fotossensitizador, utilizado em terapias

fotodinamica e fototérmica, o IR780 pode ser empregado em estudos pré-clinicos para
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auxilio na avaliacdo da biodistribuicdo de nanoparticulas, uma vez que a insercao de
marcadores fluorescentes em nanocarreadores permite confirmacao visual do destino
dessas particulas. Diante disso, 0 presente trabalho teve como objetivo sintetizar
polimeros derivados de um lactideo e funcionaliza-los com o marcador IR780, por

meio de ligacdo covalente.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Polilactideo

Poli(acido lactico) (PLA) (Fig. 1), também denominados como polilactideos, sao
polimeros da classe dos poliésteres alifaticos compostos por unidades repetidas de

acido lactico (a-acido 2-hidroxipropanaico).

Figura 1: Representagéo da estrutura quimica de um polilactideo.

A condensacado de duas moléculas de acido lactico d& origem a um dimero
ciclico denominado de lactideo (3,6-dimetil-1,4-dioxano-2,5-diona). Devido a presenca
de um atomo de carbono quiral na sua estrutura quimica, o acido lactico pode ser
encontrado como L- ou b-acido lactico. Assim, trés estereoisémeros do lactideo (LA)
podem ser obtidos (Fig. 2), dois sob a forma homoquiral (L,L.- ou D,b-LA), que sao
opticamente ativos, e um na forma heteroquiral (p,L-LA), inativo opticamente e
denominado de meso-lactideo (PRETULA; SLOMKOWSKI; PENCZEK, 2016). Desse
modo, a estrutura estereoquimica do PLA ira variar de acordo com o tipo de dimero
gue é utilizado para a polimerizacdo. Para o uso em nanocarreadores o poli(p,.-LA) é

0 mais comumente utilizado devido a sua baixa cristalinidade.

Figura 2: Estruturas quimicas dos estereoisbmeros do lactideo.
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A principal via de sintese do polilactideo é a polimerizacdo por abertura de anel
(ROP). Essa via permite a obtencdo de uma variedade de polimeros com
caracteristicas distintas, em termos de composicéo e estrutura da cadeia em funcgéo
do monbémero utilizado, polaridade, massa molar e cristalinidade (PRETULA;
SLOMKOWSKI; PENCZEK, 2016).

A ROP do lactideo pode ser realizada utilizando catalisadores metalicos ou
organicos. Dentre os catalisadores que atuam pelo mecanismo de coordenacéo-
insercao, o estanho (I) (Sn(ll)), gerado a partir do octanoato de estanho (Sn(Oct)2), €
um dos mais estudados e conhecidos por gerarem polimeros com massa molar
elevada, sendo um dos mais empregados na producao de polilactideos, inclusive em
escala industrial. Apesar de muitos autores alegarem que sua utilizacédo € inadequada
devido a toxicidade desse metal, o Sn(ll) é aprovado pela agéncia regulatéria norte-
americana Food and Drug Administration (FDA) (PRETULA; SLOMKOWSKI;
PENCZEK, 2016; YU; ZOU; CHENG, 2014).

Os catalisadores organicos, como o 1,5,7-triazabiciclo-[4.4.0]-dec-5-eno (TBD),
1,8-diazabiciclo-[5.4.0]-undec-7-eno (DBU) e 4-dimetilaminopiridina (DMAP), atuam
na polimerizacdo por um mecanismo nucleofilico, promovendo um bom controle sobre
a estrutura do polimero obtido. Devido a elevada reatividade dos catalisadores
organicos em relacdo aos catalisadores metalicos, as polimerizaces
organocatalisadas ocorrem em segundos a baixas temperaturas, tipicamente de -10
a 25°C (KIESEWETTER et al., 2009; PRATT et al., 2006; YU; ZOU; CHENG, 2014).
Porém, as reacdes organocatalisadas sao mais sensiveis a presenca de impurezas
como &agua, resultando em massas molares mais baixas quando comparado as
reacoes catalisadas pelo Sn(Oct)2.

O PLA é um polimero de grande interesse na area biomédica, sendo utilizado
h& bastante tempo na producédo de proteses e implantes, na engenharia de tecidos e
no preparo de nanoparticulas para entrega direcionada de farmacos, por ser um
polimero biocompativel e biodegradavel (SAINI; ARORA; KUMAR, 2016). Além disso,
o PLA é o unico polimero produzido em escala industrial que apresenta essas
caracteristicas, sendo a Cargill Inc. a primeira e maior industria a produzir PLA, com
diferentes propriedades (PRETULA; SLOMKOWSKI; PENCZEK, 2016).

O carater hidrofébico do PLA faz com que este polimero seja um excelente

candidato para o encapsulamento de farmacos que possuem baixa solubilidade em
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agua, melhorando a dispersibilidade desses em meios biolégicos. Nanocarreadores a
base de PLA sao utilizados para o encapsulamento de substancias antitumorais para
o tratamento de diversos tipos de cancer, peptideos e proteinas usados no
desenvolvimento de vacinas e agentes de imagem (TYLER et al., 2016).

Apesar de favorecer o encapsulamento de substancias lipofilicas, o caracter
hidrofébico do PLA induz a opsonizacdo das particulas ap6s administracéo
endovenosa e sua rapida eliminacao da circulacdo sanguinea por células do sistema
fagocitico mononuclear (BERTRAND; LEROUX, 2012). Por isso, as hanoparticulas de
PLA sdo comumente revestidas com polietilenoglicol (PEG), um polimero de carater
hidrofilico. O PEG pode estar apenas adsorvido a superficie das nanoparticulas, pelo
uso de um surfactante, ou ligado covalentemente a cadeia de PLA, formando um
copolimero em bloco denominado de polietilenoglicol-b-polilactideo (PEG-PLA).

A associacdo do PEG ao PLA é capaz de modificar a biodistribuicdo de
nanoparticulas, e consequentemente do farmaco encapsulado. A presenca do PEG
na superficie das particulas resulta em uma estabilizacdo estérica que previne a
adsorcao de proteinas a superficie da particula polimérica e reduz a eliminacao pelas
células fagocitarias (MOSQUEIRA et al., 2001). Assim ha um aumento do tempo de
circulacdo sanguinea, que altera in vivo a biodistribuicdo dos ativos associados a

esses nanocarreadores estericamente estabilizados.

2.2. Funcionalizagdo de cadeias poliméricas

A funcionalizacdo de cadeias poliméricas com biomoléculas vem sendo
amplamente estudada na area biomédica. A insercéo de ligantes de reconhecimento
celular e substancias bioativas (farmacos, proteinas, agentes de imagem e
diagnostico) ao longo de cadeias poliméricas € uma estratégia utilizada no
desenvolvimento de nanocarreadores, visando a obtencdo de uma entrega
direcionada do ativo, mas também usada para o rastreamento dessas particulas em
células e tecidos ( YU et al., 2011; ROBB et al., 2012; XIE et al., 2013).

Apesar de ser possivel encontrar uma grande variedade de trabalhos na
literatura sobre a funcionalizacdo de polimeros, ndo se trata de método trivial, pois
envolve muitas vezes esquemas complexos de sintese organica, sendo que cada
metodologia disponivel possui suas limitagcbes dependendo do mondmero e técnica

de polimerizacéo envolvida. Para a funcionalizacdo do PLA e PLA-PEG onde o bloco
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PLA é obtido por ROP, a insercéo de grupamentos reativos na cadeia polimérica pode
ser realizada aplicando-se trés estratégias distintas (Fig. 3). Como é de interesse para
o presente trabalho, sdo discutidas a seguir as estratégias para a insercao de
grupamento alcino em cadeias de PLA. Vale ressaltar que o grupo alcino nao interfere
com o processo de ROP e oferece a possibilidade de realizar reac6es de quimica click
(EL HABNOUNI et al., 2011), sendo de grande relevancia para a funcionalizacéo de
NP a base de PLA.

A primeira estratégia consiste em uma copolimerizacdo utilizando um co-
mondmero reativo ou que ja contenha um grupo funcional, o que permite, a principio,
a insercao de mais de um grupo funcional por cadeia. Essa estratégia foi utilizada por
Pound-Lana e colaboradores (2017), entre outros, que desenvolveram uma rota
sintética para a producdo de copolimero em bloco de polietilenoglicol-bloco-
poli(lactideo-co-glicidil proprargil éter) (PEG-b-P(LA-co-PGE)), com a finalidade de se
obter uma plataforma para a funcionalizacéo desses polimeros. Os autores utilizaram
a presenca de grupos alcino terminais ao longo da cadeia polimérica para a
conjugacdo de um marcador fluorescente contendo grupo azida via reacdo de

cicloadicdo 1,3-dipolar.

Figura 3: Métodos para incorporagéo de grupos reativos ou funcionais em cadeias

poliméricas.
Polimerizacio utilizando Polimerizacio utilizando
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Fonte: Adaptado de Golas e Matyjaszewski (2010)

A segunda abordagem se baseia na funcionalizacdo do final da cadeia
polimérica, através do uso de um iniciador reativo ou funcional. Van Den Berg, Zuilhof
e Wennekes (2016) utilizaram iniciadores reativos contendo grupos ciclooctila e
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tetrazina para sintetizar polilactideos que pudessem ser utilizados em quimica click.
Uma das aplicacdes avaliadas pelos autores foi a sintese de copolimeros em bloco
de PEG-PLA, utilizando o polietilenoglicol contendo o grupo azida (PEGsk-N3) e um
PLA contendo o grupo ciclooctila.

A terceira metodologia que pode ser utilizada é a modificacdo poés-
polimerizacao do final da cadeia, que consiste na derivatizacdo de grupos terminais
de um polimero pré-formado. O final de cadeia em posicdo 6mega de um polimero
obtido por ROP do lactideo consiste em um grupo hidroxila de reatividade moderada,
que pode ser utilizado para realizagdo de modificacfes quimicas. Essa estratégia foi
utilizada por Liénard e colaboradores, que inseriram um grupo alcino terminal a uma
cadeia de PLA por reacéo com o anidrido pentindico (LIENARD et al., 2016).

A pos-funcionalizacdo acrescenta uma etapa a mais no processo de sintese
dos polimeros, além de exigir uma nova etapa de purificacéo apds a funcionalizagéo.
O rendimento do processo de transformacao do grupo de final de cadeia precisa ser
elevado, pois a separacdo entre as cadeias poliméricas funcionalizadas e néo-
funcionalizadas pode ser dificil de ser realizada. Esse método ndo garante a presenca
do grupo funcional desejado em todas as cadeias poliméricas (GOLAS;
MATYJASZEWSKI, 2010).

2.3.  Quimica click

O conceito de quimica click foi definido por Sharpless e colaboradores em 2001
e compreende um conjunto de reagdes “termodinamicamente favoraveis”, que
necessitam de condi¢Oes reacionais simples e séo capazes de gerar produtos com
altos rendimentos. Além disso, para uma reacao ser considerada como quimica click
ela precisa ser modular, de amplo alcance, gerar apenas subprodutos inofensivos,
gue possam ser facilmente removidos por métodos ndo cromatograficos
(recristalizacao e destilac&o), ser estereoespecifica, utilizar reagentes de facil acesso,
nao utilizar solventes ou utilizar solventes que sao facilmente removidos e permitir o
isolamento do produto de maneira simples (KOLB; FINN; SHARPLESS, 2001).

As reacdes de quimica click podem ser classificadas em quatro tipos (Fig. 4):
(1) reacdes de cicloadicdo, que englobam as reacdes de cicloadicdo 1,3-dipolar e
hetero-Diels-Alder; (2) reacdes de abertura de anéis nucleofilicos, como abertura de
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heterociclos tensos (aziridinas, epoxidos e sulfatos ciclicos); (3) quimica de carbonila
do tipo ndo-aldol, que inclui as formacgdes de ureias, tioureias, hidrazonas, éteres de
oxima, amidas e heterociclos aromaticos; (4) adi¢cdes a ligacbes multiplas carbono-
carbono, que incluem epoxidacdes, aziridinagdes, di-hidroxilacbes, adicdes de
halogeneto de sulfenilo, adicbes de halogeneto de nitrosilo e certas adicbes de
Michael (HEIN; LIU; WANG, 2008).

Figura 4: Classificacao dos tipos de reacdes de quimica click.
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Fonte: Adaptado de Tasdelen, Kiskan e Yagci (2016)

2.3.1. Reacéao de cicloadicéo azida-alcino 1,3-dipolar

A reacdo de cicloadicao 1,3-dipolar, também denominada de cicloadicdo azida-
alcino, foi inicialmente descrita por Huisgen em 1967 e ocorre a partir de um alcino
terminal e uma azida organica para a formacdo de um anel 1,2,3-triazol 1,4-
dissubistituido (Fig.5) (HUISGEN; SZEIMIES; MOBIUS, 1967). A reacao inicialmente
proposta por Huisgen apresentava baixo rendimento, geracdo de produtos
secundéarios e condi¢cbes extremas para sua ocorréncia, como a necessidade de altas
temperaturas e longos tempos de reacdo. Esta reacdo passou a ter importancia
sintética com a introducao do cobre (I) como catalisador, que possibilitou a execucao
dessa reacao em condigcdes mais brandas e com altos rendimentos. Desse modo, a

cicloadicao 1,3-dipolar catalisada por cobre (I) (CUAAC) passou a ser considerada
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como um tipo de reacdo click (DERVAUX; DU PREZ, 2012; ROSTOVTSEV et al.,
2002).

Figura 5: Representacao esquematica de uma reacao de cicloadicdo azida-alcino catalisada
por cobre (1).
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O alto rendimento dessas reacdes associado a dificuldade de purificacdo de
polimeros fez com que a reacdo de cicloadicdo 1,3-dipolar fosse utilizada para a
funcionalizacdo de cadeias poliméricas, sem interferir com as etapas de
polimerizacdo. A reacdo CuAAC pode ser empregada na conjugacao de substancias
ativas a cadeias poliméricas, como marcadores fluorescentes (EL HABNOUNI et al.,
2011; MORTON et al., 2014) e peptideos (LUTZ; BORNER; WEICHENHAN, 2006),
formacao de copolimeros em bloco (LEOPHAIRATANA; DE SILVA; KOBERSTEIN,
2018), modificacdo da superficie de nanoparticulas poliméricas com moléculas que
promovem o direcionamento ativo (KROVI; SMITH; NGUYEN, 2010), entre outros.

Apesar do cobre (I) ser um dos catalisadores mais empregados em reacdes
CUAAC, sua utilizacdo em reacdes de bioconjugacdo e imagem in vivo € considerada
inadequada devido a natureza toxica desse metal (DERVAUX; DU PREZ, 2012; HEIN;
LIU; WANG, 2008).

Uma reacéo livre de cobre que vem sendo utilizada é a cicloadicdo azida-alcino
promovida por tensao de ciclo (SPAAC), que consiste na utilizacdo de grupos alcino
ciclicos reativos (ciclooctila) (Fig. 6). Essa reacdo foi descrita primeiramente por
Witting e Krebs em 1961 (apud AGARD; PRESCHER; BERTOZZI, 2004) ao
observarem que a reacgéo entre uma ciclooctila e uma fenil-azida “ocorria como uma
explosao”, fornecendo um triazol como unico produto. A SPAAC se baseia no conceito
de tensédo de anel, que acelera a reacéo entre uma azida e um anel ciclooctila (ZOU
et al., 2018). Desse modo, essas reacdes sao capazes de formar anéis triazois de
maneira rapida, em temperatura ambiente e sem o uso de catalisador (WANG et al.,

2014).
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Figura 6: Representacao esquematica de uma reacao de cicloadicdo azida-alcino
promovida por tenséo de ciclo (SPAAC).
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As reacfes de SPAAC sédo utilizadas para preparar polimeros topoldgicos
(WANG et al., 2014; ZHU et al., 2016), copolimeros em bloco, polimeros conjugados
a marcadores fluorescentes (VAN DEN BERG; ZUILHOF; WENNEKES, 2016),
polimeros conjugados a ligantes biologicos (HUDLIKAR et al., 2016), funcionalizacéo
de nanofibras poliméricas com particulas de ouro (ZHENG et al., 2012), entre outras
aplicacoes. Por ser uma reacao click livre de cobre, a SPAAC vem sendo utilizada em
reacdes bio-ortogonais para modificacdo de biomoléculas em sistemas vivos
(AGARD; PRESCHER; BERTOZZI, 2004; TIAN; SAKMAR; HUBER, 2016). Grande
vantagem dessa abordagem é a total auséncia de subprodutos de reagdo ou

contaminante sendo realizada com eficiéncia em atomos de 100%.

2.4. Marcadores fluorescentes daregido do infravermelho proximo

A fluorescéncia é um fendmeno foto-fisico que consiste na emissédo de radiacao
eletromagnética, que ocorre quando uma molécula excitada retorna ao seu estado
fundamental. A emissdo da fluorescéncia pode ocorrer nas regides do ultravioleta
(UV), visivel (Vis) ou infravermelho proximo (NIR), dependendo da estrutura quimica
do fluorocromo.

As moléculas que possuem excitacdo e emissao de fluorescéncia na regido do
NIR (750 — 1000 nm) séo de grande interesse nas técnicas de imagem e diagndstico,
pois nessa janela espectral a absorcéo e autofluorescéncia de tecidos vivos € baixa o
gue evita a interferéncia com agentes externos e principalmente porque a penetracéo
da luz NIR nos tecidos é maior, o que facilita a deteccdo em animais vivos (YEN et al.,
2013; NOTTELET; DARCOS; COUDANE, 2015).

Dentre as moléculas que apresentam fluorescéncia na regido do NIR, as

indocianinas sdo as mais conhecidas e estudadas, sendo a indocianina verde (ICG)
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aprovada pela FDA para a utilizagdo como contraste em técnicas de diagndstico
(PAIS-SILVA; DE MELO-DIOGO; CORREIA, 2017). No entanto, como a ICG
apresenta baixa solubilidade em agua e baixa estabilidade na presenca de luz, novas
moléculas derivadas vém sendo desenvolvidas para contornar essas limitacbes
(SAMANTA et al., 2010).

Dentre os derivados das cianinas disponiveis, o marcador IR780 vem se
destacando por apresentar maior estabilidade e intensidade de fluorescéncia, quando
comparado com a ICG (ZHANG et al., 2010).

2.4.1. Marcador fluorescente IR780

O marcador iodeto de 2-[2-[2-cloro-3-[(1,3-di-hidro-3,3-dimetil-1-propil-2H-
indol-2-ilideno)etilideno]-1-ciclo-hexen-1-illetenilo]-3,3-dimetil-1-propilindolio,
conhecido como IR780 (Fig. 7), € uma cianina heptametina catibnica, que apresenta
uma forte absorcdo e emissdo na regido do infravermelho proximo, com elevado
coeficiente de extingdo molar (2.65-3.3x10°> Mt cm™) em 780 nm (ALVES et al.,
2018).

Figura 7: Estrutura molecular do marcador IR780.

Devido a suas propriedades de fluorescéncia, o IR780 pode ser aplicado em
técnicas de imagem e diagnostico, incluindo técnicas de imagem in vivo (LI et al.,
2017; TAN et al., 2012). Além disso, quando irradiado com luz laser (808 nm), o IR780
é capaz de promover a producdo de oxigénio singleto (*O2) e o aumento da
temperatura do meio com alta eficiéncia, promovendo um efeito citotoxico
fotodependente. Por isso, esse marcador vem sendo amplamente estudado para
aplicagdo em terapia fotodinamica e fototérmica (PAIS-SILVA; DE MELO-DIOGO;
CORREIA, 2017; WANG et al., 2016). Por apresentar propriedades que permitem o
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diagndstico e o tratamento de maneira simultanea, o IR780 € denominado como um
terandstico.

Além da atividade citotdxica, Zhang e colaboradores (2010) demonstraram que
o IR780 é capaz de uma acumulacao preferencial em mitocondrias de células de
tumores xenograficos em camundongos nude e tumores de pulmao induzidos
quimicamente em camundongos C57BL.

Apesar dessas propriedades apresentadas pelo IR780, que o tornam um
promissor agente terapéutico no cancer, sua utilizacdo € limitada devido a sua
caracteristica hidrofobica (solubilidade em agua: 0,4ug/mL) e toxicidade (doses
maiores que 1mg/kg em ratos), além de apresentar baixa fotoestabilidade em meio
aguoso (SAMANTA et al., 2010). Para contornar essas limitacdes e melhorar suas
caracteristicas de solubilidade e estabilidade fotofisica, foram utilizados
nanocarreadores para encapsular o IR780 e a realizagdo de modificagbes estruturais
na molécula do marcador (JIANG et al., 2015; LI et al., 2016). A figura 8 resume as
principais caracteristicas do IR780, as vantagens de sua associa¢ao a hanoestruturas
e suas aplicacdes na fototerapia do cancer e em imagem e diagnostico, conforme

revisado por Alves e colaboradores (2018).

Figura 8: Representacdo esquematica das aplicacfes descritas na literatura de
nanoestruturas contendo o IR780

Terapia
fototérmica

Terapia

V¥ Solubilidade P~ o )
; fotodinamica

¢ Eliminagéo sanguinea 4 / 7
1‘ Toxicidade aguda

IR780

" Dispersibilidade em agua

A Tempo de circulagdo sanguinea
A" Tempo de residéncia

A\ Biocompatibilidade

A\ Absorgzo no NIR Nanoestruturas
contendo o IR780

Imagem por
fluorescéncia

Fonte: Adaptado de Alves e colaboradores (2018).
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O IR780 ja foi encapsulado em diversos tipos de nanocarreadores, entre eles
nanoparticulas de transferrina (WANG et al., 2016), micelas (PAIS-SILVA; DE MELO-
DIOGO; CORREIA, 2017), nanoparticulas de albumina (HAN et al., 2017), lipossomas
(YANG et al., 2018), carreadores lipidicos nanoestruturados (LI et al., 2016),
nanoesferas e nanocapsulas de PLA e poli-e-caprolactona (PCL) (BAZYLINSKA et al.,
2014; PIETKIEWICZ; WILK; BAZYLINSKA, 2016) entre outros.

A presenca do atomo de cloro na molécula de IR780 faz com que esse
marcador seja a unica cianina reativa disponivel comercialmente, que pode ser obtida
em grande escala. Ele permite que sejam feitas modificacdes quimicas na estrutura
do IR780 para conjugacédo a outras moléculas, sendo essa uma rota conveniente para
obtencéo de nanocarreadores terandsticos baseados nesse marcador (Yi et al., 2016).

Yuan e colaboradores (2015) modificaram o atomo de cloro da molécula de
IR780, inserindo uma cadeia de PEG2k, e modificaram a cadeia carbonica lateral,
inserindo uma cadeia carbdnica contendo treze atomos de carbono (C13). Além de
melhorar a dispersibilidade do IR780, os autores obtiveram uma molécula (PEG-
IR780-C13) capaz de se auto-organizar como micelas, que foram empregadas para
terapia fototérmica e imagem in vivo.

Palao-Suay e colaboradores (2017) conjugaram a molécula de IR780 em um
copolimero em bloco de polietilenoglicol e um derivado metacrilato do succinato de a-
tocoferol (PEG-b-poliMTOS), visando a obtencdo de um sistema polimérico que
possuisse propriedades fototérmicas, fotodindmicas e de direcionamento para
tumores. Nesse sistema, o IR780 esta presente na superficie das nanoparticulas,
sendo possivel encapsular uma quantidade adicional do marcador.

Lin e colaboradores (2017) conjugaram o IR780 ao acido hialurdénico para
obtencdo de um sistema auto-organizavel aplicado na terapia fototérmica em cancer
de bexiga com super-expressédo de CD44 (receptor de acido hialurdnico).

Estes trabalhos demonstram que modificacdes quimicas podem ser realizadas
na molécula de IR780, sem que haja prejuizo de suas propriedades fotofisicas e como
fotossensitizador na PDT/PTT.
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3. JUSTIFICATIVA

A conjugagcdo de um marcador fluorescente da regido do infravermelho
préximo, como o IR780, ao polilactideo por meio de uma ligacdo covalente permite a
obtencdo de um polimero funcional que pode ser utilizado no preparo de
nanocarreadores para a realizacdo de estudos pré-clinicos por imagem in vitro e
estudos de biodistribuicdo in vivo. O uso desses polimeros permite a determinacao
mais precisa do destino das nanoparticulas usando técnicas de imagem, devido a
ligacdo mais estavel entre a sonda fluorescente e o nanossistema. Além disso, devido
as caracteristicas da sonda utilizada, que € também um fotossensitizador, 0s
polimeros obtidos podem ser aplicados em terapia fotodindmica e fototérmica no
tratamento de tumores.

Para essa finalidade é essencial o uso de uma molécula com forte excitacédo e
emissao na regiao do infravermelho préximo, para que haja uma maior penetracédo da
luz nos tecidos e menor interferéncia da autofluorescéncia dos tecidos para efeito de
diagnéstico, e a sua ligacdo covalente ao polimero para garantir a manutencéo da sua

associa¢do ao nanocarreador apos administracao in vivo.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Sintetizar polimeros derivados do lactideo funcionalizados com um marcador
fluorescente com excitacdo e emissdo de fluorescéncia no infravermelho préoximo,
visando a obtencdo de produtos que possam ser utilizados no preparo de
nanoparticulas a serem avaliadas posteriormente em estudos pré-clinicos de

biodistribuicdo por técnicas de imagem.

4.2. Objetivos especificos

- Obter uma rota sintética otimizada para a sintese de polimeros derivados do lactideo
funcionalizados com grupamento alcino reativo em escala adequada para a avaliacéo
in vitro e in vivo de nanocarreadores (0,1 a 1 g);

- Caracterizar os polimeros sintetizados em termos de massa molar, dispersidade e
insercao dos grupamentos funcionais;

- Avaliar a reatividade do grupamento alcino em funcédo da massa molar do polimero;
- Obter uma rota sintética otimizada para a conjugacdo do marcador fluorescente
IR780 aos polimeros derivados do lactideo;

- Caracterizar os polimeros conjugados ao IR780 em termos de insercdo do marcador
na cadeia polimérica;

- Preparar e caracterizar nanoparticulas a partir dos polimeros conjugados com o
marcador IR780;

- Avaliar as propriedades de fluorescéncia das nanoparticulas preparadas;

- Avaliar a interacdo das nanoparticulas contendo o IR780 conjugado ao PLA com

proteinas séricas.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Materiais

O 3,6-dimetil-1,4-dioxano-2,5-diona (b,L-lactideo, Sigma, 98%) foi purificado por
trés recristalizagcdes sucessivas utilizando tolueno anidro, seco sob alto vacuo e
armazenado em atmosfera de argbnio. O diclorometano anidro (DCM, Aldrich, 99%)
foi armazenado com peneiras moleculares de 3A e degaseificado sob um fluxo de
argonio durante 30 min antes da utilizacdo em polimerizacdes. Os catalisadores 1,5,7-
triazabiciclo-[4.4.0]-dec-5-eno (TBD, Sigma-Aldrich, 98%) e 2-etil-hexanoato de
estanho (Il) (Sn(Oct)2, Sigma 95%) e o iniciador (1R,8S,9s)-biciclo-[6.1.0]-non-4-in-9-
ilmetanol (BCN-OH, Aldrich) foram purificados por destilacdo azeotropica de tolueno
anidro e utilizados imediatamente. Tetraidrofurano de grau HPLC (THF, J.T.Baker) foi
estabilizado com 250 ppm de 2,6-di-terc-butil-4-metilfenol (BHT, Sigma-Aldrich).
Dimetilformamida anidra (DMF, Sigma) foi destilada e armazenada sob argonio. lodeto
de 2-[2-[2-cloro-3-[(1,3-di-hidro-3,3-dimetil-1-propil-2H-indol-2-ilideno)etilideno]-1-
ciclo-hexen-1-illetenilo]-3,3-dimetil-1-propilindolio (IR780, Aldrich 98%), azida de
sédio (Sigma, 99,5%), N,N,N’,N",N"-pentametildietilenetriamina (PMDETA, Aldrich
99%), brometo de cobre (I) (CuBr, Sigma- Aldrich, 298.0%), Lipoid® S75 (Lipoid),
Miglyol® 812N (Sasol), Pluronic® F68 (Sigma-Aldrich), polilactideo-co-glicolideo 50:50
(PLGA 50, M, 45.000g/mol, Sigma-Aldrich), poli-e-caprolactona (PCL,
Mp: 65.000 g/mol, Sigma-Aldrich), o0s solventes tolueno anidro (Aldrich, 99%),
diclorometano grau PA, hexano, propan-2-ol e acetona (Vetec) foram utilizados como
recebidos. Os polimeros polilactideo (PLA, Mn: 8600 g/mol; B: 1,26), os copolimeros
de polilactideo com polietilenoglicol PEGsk-PLA2ok (Mn: 23200; B: 1,33 e
Mp: 22.200 g/mol; B: 1,38) e o copolimero de polilactideo com glicidil propargil éter
(PLA-co-PGE com 1,5% molar de PGE; Mp: 11.600 g/mol; B: 1,7) foram previamente
sintetizados em nosso grupo de pesquisa de acordo com metodologia descrita em
Pound-Lana et al. (2017).
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5.2. Sintese de polilactideo funcionalizado com grupo alcino ciclico ativado

Para a obtencdo de polilactideos funcionalizados com grupo alcino ciclico
ativado (BCN-PLA) foi utilizado um iniciador contendo o grupamento reativo ciclooctila
(BCN-OH). O b,L-lactideo foi polimerizado por abertura de anel, utilizando como
catalisador o Sn(Oct)2 ou o TBD. O Sn(Oct)2 necessita de temperaturas relativamente
altas (acima de 100°C) para a polimerizacao do LA, podendo ser realizada em massa
(na auséncia de solvente), ao passo que o TBD, muito mais reativo, deve ser utilizado
em temperaturas baixas (até 25°C) e consequentemente usando-se um solvente
organico para a obtencdo de uma mistura reacional homogénea. As metodologias
especificas de sintese utilizando cada um dos catalisadores estdo descritas a seguir.

5.2.1. Sintese de BCN-PLAg catalisada por Sn(Oct)2

A reacdo de polimerizacdo por abertura de anel catalisada por Sn(Oct)2 foi
realizada conforme procedimento adaptado de Pound-Lana e colaboradores (2017)

(Fig. 9).

Figura 9: Esquema reacional da polimerizag&o do lactideo utilizando BCN-OH como
iniciador e Sn(Oct), como catalisador.
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O iniciador BCN-OH (5,6 mg; 0,037 mmol) foi adicionado a um baldo de fundo
redondo e seco por destilacdo azeotropica com tolueno anidro (3 mL). O catalisador
Sn(Oct)2 (13,3 pL; 0,037 mmol) foi adicionado junto ao BCN-OH e estes foram
submetidos a uma nova etapa de secagem por destilacdo azeotrépica com tolueno
anidro (3 mL). O p,L-lactideo (300 mg; 2,1 mmol) foi adicionado junto ao BCN-OH e
Sn(Oct)2. O baldo foi equipado com uma barra magnética e vedado com septo de
borracha. Foram aplicados cinco ciclos de vacuo/argénio. Apds a obtencdo de uma
atmosfera inerte dentro do baldo, o0 mesmo foi submetido a aquecimento em banho

de dleo a 128°C (temperatura interna de 120°C). A reacao foi mantida sob agitagéo
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magnética até que o meio reacional apresentasse uma alta viscosidade. O baldo foi
retirado do banho de éleo e mantido a 25°C para reducdo da temperatura. Para a
purificacdo o polimero foi dissolvido em diclorometano (2 mL), precipitado em hexano
(15 mL), solubilizado em diclorometano (2 mL), precipitado em isopropanol (15 mL) e

o solvente residual foi removido sob alto vacuo.

5.2.2. Sintese de BCN-PLAg catalisada por TBD

A polimerizacdo por abertura de anel organocatalisada foi realizada conforme

procedimento adaptado de Van Den Berg, Zuilhof e Wennekes (2016) (Fig. 10).

Figura 10: Esquema reacional da polimerizacao do lactideo utilizando BCN-OH como
iniciador e TBD como catalisador.
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O catalisador TBD (5,3 mg; 0,035 mmol) foi adicionado a um baldo de fundo
redondo e seco por destilacdo azeotropica com tolueno anidro (3 x 5 mL). O iniciador
BCN-OH (5,6 mg; 0,037 mmol) foi adicionado junto ao TBD e estes foram submetidos
a uma nova etapa de secagem por destilagdo azeotropica com tolueno anidro (5 mL).
O p,L-lactideo recristalizado (300 mg; 2,1 mmol) foi adicionado em um segundo baléo.
Os baldes foram vedados com septos de borracha e foram aplicados cinco ciclos de
vacuo/argbnio em cada baldo. Ap6s a obtencdo de uma atmosfera inerte, foram
adicionados 1,0 e 3,0 mL de diclorometano anidro e degaseificado aos baldes
contendo BCN-OH e TBD e o lactideo, respectivamente.

Apos a solubilizacdo dos reagentes, a solucéo de lactideo foi adicionada junto
ao BCN-OH e ao TBD sob agitacdo magnética, com o auxilio de uma seringa seca e
em atmosfera inerte. A reacdo foi mantida sob agitagcdo magnética durante 10 min em
temperatura ambiente. Foram adicionados 0,5 mL de uma solugéo de acido benzoico
em DCM (10 mg/mL) ao baldo para desativar o catalisador e assim finalizar a reacéo.
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O diclorometano foi removido por rotaevaporagao a presséo reduzida. Para
purificagdo o polimero foi redissolvido em 1,5 mL de diclorometano e precipitado em

15 mL de isopropanol e o solvente residual foi removido sob alto vacuo.

5.3. Avaliacdo da reatividade do grupamento alcino ciclico presente no BCN-
PLA

Para avaliar a reatividade do grupamento alcino ciclico presente na cadeia de
BCN-PLA foi realizada uma reacdo de cicloadicdo azida-alcino utilizando a 3-(a-
azidoacetil)-cumarina (azidocumarina, NszCumarina) como molécula fluorescente
modelo, conforme procedimento adaptado de Pound-Lana e colaboradores (2017)
(Fig. 11).

O BCN-PLA (10,0 mg) foi adicionado a um baldo de fundo redondo, equipado
com uma barra magnética, e solubilizados em acetona (2,0 mL). A azidocumarina (2
eg. em relacédo ao alcino) foi adicionada junto ao polimero. O baldo foi vedado com
septo de borracha, degaseificado com fluxo de argdnio e a reagédo foi mantida sob
agitacdo magnética em atmosfera de argbnio, por 16 h a 25°C. Apds o tempo de

reacao, o solvente foi removido em rotaevaporador.

Figura 11: Esquema reacional para a conjugacéo da 3-(a-azidoacetil)-cumarina ao BCN-
PLA via reacéo de cicloadi¢do azida-alcino.
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A avaliacdo da incorporacdo da N3C na cadeia polimérica foi realizada por
cromatografia de permeacédo em gel, conforme metodologia descrita no item 5.8.1.,
sendo a detecgdo no ultravioleta realizada utilizando o comprimento de onda de 345

nm (comprimento de onda de maxima absorcédo da NsCumarina em THF).
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5.5. Sintese de IR-N3

A tentativa inicial de inser¢do do grupamento azida ao marcador IR780 foi
realizada conforme procedimento descrito por Yu e colaboradores (2012) e

esquematizado na figura 12.

Figura 12: Esquema reacional para sintese do IR-Ns,

NaN3
DMF, 40°C, 7h

IR780 (0,34 mg; 5,1 x 10" mol) e azida de sddio (0,33 mg; 5,1 x 10 mol) foram
adicionados em um frasco de vidro ambar e solubilizados em DMF anidro (1 mL). A
solucéo foi desgaseificada com um fluxo de argénio e mantida sob agitacdo magnética
por 7h com aquecimento em banho-maria a 40°C, ao abrigo da luz e em atmosfera de
argonio.

ApoOs o término da reacao, o solvente foi removido sob vacuo, o produto obtido
foi solubilizado em acetato de etila e filtrado em coluna de silica gel. O produto obtido
foi analisado em um espectrofotometro de UV-VIS-NIR, sendo a varredura realizada
entre 350 e 1100 nm.

5.6. Conjugacdo do IR780 ao BCN-PLA via reacdo multicomponente de

cicloadicao azida-alcino promovida por tensao de ciclo

O marcador fluorescente IR780 foi conjugado ao BCN-PLA via reacao
multicomponente de cicloadicdo azida-alcino promovida por tenséo de ciclo (SPAAC)
(Fig. 13). Nessa reacao o IR780 é convertido em azida organica na presenca do PLA

com alcino ciclico, sendo este o substrato da segunda etapa reacional.

38



Figura 13: Esquema reacional para conjugacéo do IR780 ao BCN-PLA via reacéo
multicomponente de cicloadicdo azida-alcino sem catalisador.
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BCN-PLA (50 mg), IR780 (0.5 eq. em relacdo ao alcino) e azida de sodio (10
eg. em relagéo ao IR780) foram adicionados em um frasco de vidro ambar tipo frasco
de penicilina, equipado com uma barra magnética, e solubilizados em DMF anidro (5
mL). O frasco foi vedado com uma tampa de borracha e lacrado com lacre de aluminio.
A solucéo foi desgaseificada com argbénio e mantida sob agitacdo magnética por 16h,
a 25°C, ao abrigo da luz e em atmosfera de argdnio.

ApGs o tempo de reacdo, o solvente foi removido sob alto vacuo. O produto
obtido foi solubilizado em acetato de etila e centrifugado por 5 min a 1000 rpm para a
remocao dos sais presentes (azida de sédio, cloreto de sddio e iodeto de sédio). O
sobrenadante foi recolhido e o solvente foi evaporado sob alto vacuo.

O produto obtido foi solubilizado em acetonitrila e analisado por
espectrofotometria de UV-VIS-NIR e a confirmagéo do sucesso da reacgéao foi realizada
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), conforme procedimento descrito

no item 5.8.2.

5.7. Conjugacdo do IR780 a P(LA-co-PGE) via reagdo multicomponente de

cicloadicao azida-alcino catalisada por cobre

A tentativa de conjugacéo do IR780 ao P(LA-co-PGE) foi realizada via uma
reacdo multicomponente de cicloadicdo azida-alcino catalisada por cobre, conforme

procedimento adaptado de Pound-Lana e colaboradores (2017) (Fig. 14).
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Figura 14: Esquema reacional para conjugacédo do IR780 ao P(LA-co-PGE).
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Em um baldo Schlenk, equipado com uma barra magnética, foram adicionados
P(LA-co-PGE) (20 mg; 2,1 x 10°®* mol de PGE), IR780 (4,16 mg; 6 x 10° mol) e azida
de sédio (4,04 mg; 6 x 10> mol). O baldo foi vedado com um septo de borracha e
foram aplicados cinco ciclos de vacuo/argbnio. Foram adicionados, com o auxilio de
uma microseringa, o brometo de cobre (0,45 mg; 3 x 10® mol) e o PMDETA (0,64 pL;
3 x 10 mol). Os componentes foram solubilizados em DMF anidro (2 mL) e a reagéo
foi mantida sob agitacdo magnética por 24h com aguecimento em banho de 6leo a
60°C e em atmosfera de argonio.

Apo6s o término da reacdo o solvente foi removido em rotaevaporador. O
produto obtido foi solubilizado em diclorometano e filtrado em silica gel.
Posteriormente, o solvente foi removido em rotaevaporador e produto obtido foi

analisado por espectrofotometria no UV-VIS-NIR.

5.8. Caracterizacdo dos polimeros
5.8.1. Cromatografia de permeacéao em gel

A massa molar média numérica (M,) dos polimeros e sua dispersidade foram
determinados por cromatografia de permeacdo em gel (GPC) em um cromatografo
Agilent Technologies 1260 Infinity acoplado a um detector UV Agilent 1260 Infinity
(G1314F) e um detector de indice de refracao diferencial (G1362A RID a 35°C) em
série, utilizando uma pré-coluna Varian PL gel 5 pym MiniMix-D 50%x4,6 mm e duas

colunas Agilent PL gel 5 ym MiniMix-D 250%4,6 mm em série mantidas a 30°C.
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Foi utilizado tetraidrofurano (THF) de grau HPLC estabilizado com 250 ppm de
BHT como eluente, a um fluxo de 0,25 mL/min. A detecc¢éo no ultravioleta foi realizada
utilizando o comprimento de onda de 345 nm.

As amostras foram diluidas em proporcéo adequada no eluente, de modo a se
obter uma concentracgédo final de polimero de 3 mg/mL, filtradas em um filtro de 0,22
um (PVDF Millipore®) e o volume de injegéo foi de 20 pL.

O sistema foi calibrado em termos de relacéo entre tempo de retencédo e massa
molar do polimero utilizando padrdes de poliestireno de dispersdo estreita Agilent
Technologies EasiVial (162-371.100 g/mol) e os resultados foram analisados
utilizando o Agilent GPC/SEC Software.

5.8.2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Para verificar o sucesso da reacdo de conjugacgéo do marcador IR780 ao BCN-
PLA, os polimeros foram analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia em
um cromatografo Waters 2695 acoplado a um detector de UV-VIS Waters 2489. O
método utilizado foi desenvolvido e validado por Machado e colaboradores (em
andamento n&o publicado)(MACHADO, [s.d.])(MACHADO, [s.d.])(MACHADO, [s.d.]).

A separacdo foi realizada em uma coluna C18 Gemini - NX Phenomenex® (150
x 4,6 mm, 5um), acoplada a uma pré-coluna C18 Gemini Phenomenex
SecurityGuard™ Cartridges AJO-7597 4 mm x 3 mm, 3 ym, mantida a uma
temperatura de 30°C. Foi utilizada uma fase mével em gradiente, a um fluxo de 1
mL/min, composta por acetonitrila: agua (65:35 v/v) acidificada com acido acético
glacial PA 0,1% (Fase movel A) e acetonitrila 100% (Fase movel B). O gradiente
utilizado esta apresentado na tabela 1.

As amostras foram preparadas em acetonitrila, a uma concentracdo de
polimero na faixa de 0,2 a 1,2 mg/mL de polimero. O volume de injecéo utilizado foi
de 40 pL e a deteccdo foi realizada em 700 nm (comprimento de onda maximo
disponivel no detector UV-VIS). O tempo de corrida utilizado foi 13 min, garantindo a
eluicdo completa da amostra e estabilizagcdo do gradiente entre as amostras. O

processamento de dados foi realizado no software Empower 2 (Waters Inc.).
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Tabela 1: Gradiente de fase mével utilizado para separacdo do marcador IR780 livre e
conjugado ao PLA.

Tempo Fase movel A (%) Fase movel B (%)
; Acetonitrila: 4gua (65:35 v/v) acidificada o
(min) 0
com &cido acético glacial PA 0,1% Acetonitrila (100%)
0 100 0
4 100 0
6 10 90
9 10 90
10 100
13 100

5.8.3. Andlise por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

As andlises de RMN !H foram realizadas em um espectrometro de ressonancia
magnética nuclear Bruker Ascend™ 400 MHz utilizando uma sonda RT-DR-BF/1H-
5mm-0OZ SP. As amostras foram diluidas em cloroférmio deuterado (CDCI3) numa
concentracdo na faixa de 25 a 70 mg/mL. O espectro foi adquirido a 25°C, foram
acumulados 128 transientes e os resultados foram processados utilizando o software
TopSpin 3.5. Os deslocamentos quimicos (6) foram expressos em partes por milh&o

(ppm) relativo a referéncia do tetrametilsilano (TMS) (0 ppm).

5.9. Preparo e caracterizacao de nanoparticulas contendo IR780

As nanoparticulas (nanoesferas e nanocapsulas) contendo IR780 encapsulado
fisicamente ou na forma de conjugado ao PLA (ligacdo quimica covalente) (IR-PLA)
foram preparadas pelo método de nanopreciptacdo (FESSI et al., 1989) e as

metodologias especificas de preparo para cada particula estdo descritas a sequir.

5.9.1. Nanoesferas

Foram preparadas duas formulacfes de nanoesferas (NS): uma NS contendo
0 IR780 encapsulado (NS PEG-PLA + IR780) e uma NS contendo o IR780 conjugado
ao PLA4« (NS PEG-PLA + IR-PLA4k), conforme descrito na tabela 2.
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Tabela 2: Relacdo dos constituintes e suas quantidades necessarias para o preparo de
nanoesferas contendo o IR780 encapsulado e conjugado ao PLA.

Formulagéo IR-PL Ask PL Ask PEGsk-PLAzok IR780
NS PEG-PLA + IR780 0 mg 10 mg 10 mg 140 pug
NS PEG-PLA + IR-PLA 4 mg 6 mg 10 mg 0 mg

Os polimeros (20 mg) foram dissolvidos em acetona (2 mL). A solucdo do
polimero foi vertida lentamente, com o auxilio de uma seringa, em agua ultrapura (4
mL), sob agitacdo magnética a 25°C. A agitacdo magnética foi mantida por 10 min. A
acetona e parte da agua foram evaporadas a pressdo reduzida utilizando-se um
rotaevaporador até um volume final de 2 mL, obtendo-se assim uma suspensao de
nanoesferas a uma concentracédo de 10 mg de polimero por mL.

Para o preparo da NS contendo o IR780 encapsulado (NS PEG-PLA + IR780),
o volume adequado de uma solucéo estoque recém-preparada do marcador em etanol
foi adicionado junto a solucdo de polimero. As demais etapas foram realizadas
conforme descrito.

As nanoesferas foram preparadas utilizando uma proporcdo de PEG-PLA e

PLA de 50:50, o que corresponde a aproximadamente 10% de PEG, em massa.

5.9.2. Nanocapsulas

Foram preparadas trés formula¢gdes de nanocapsulas (NC) contendo o IR-PLA
associado a poliésteres biodegradaveis comumente usados para o preparo de
nanocarreadores e com diferentes graus de hidrofobicidade (PCL, PLGA 50 e PEG-
PLA).

O poliéster (24 mg), IR-PLA (5 mg), Lipoid® S75 (30 mg) e Miglyol® 810N (100
pL) foram solubilizados em acetona (8 mL) sob aquecimento a 40°C e agitacao
magnética. A solucdo foi vertida lentamente, com o auxilio de uma seringa, em agua
ultrapura (16 mL) contendo Pluronic® F68, sob agitacdo magnética a temperatura
ambiente, com excecdo da formulacdo que continha o PEG-PLA, para a qual foi
utilizada apenas agua ultrapura, sem adicdo de Pluronic® F68. A agitagcdo magnética
foi mantida durante 10 min. A acetona e parte da agua foram evaporadas a pressao

reduzida utilizando-se um rotaevaporador até um volume final de 4 mL, obtendo-se

43



assim uma suspenséao de nanocapsulas a uma concentracdo de 7,25 mg de polimero

por mL.

5.10. Caracterizacdo das nanoparticulas

5.10.1. Andlise de tamanho, indice de polidispersao e potencial zeta

O tamanho das particulas e o seu indice de polidisperséo foram determinados
pela técnica de espalhamento dindmico da luz (DLS, do inglés dynamic light
scattering), utilizando um angulo de 173° (retroespalhamento). A carga superficial
(potencial Zeta - Q) foi determinada através da mobilidade eletroforética acoplada ao
DLS. Ambas as analises foram realizadas no equipamento Zetasizer Nano ZS
(Malvern, modelo Zetasizer Nano series).

As amostras foram diluidas em proporc¢ao adequada (geralmente 1:500 para as
NC e 1:50 para as NS) em solu¢do aquosa de NaCl 1mM e as analises foram
realizadas a 25°C. Cada amostra foi analisada trés vezes pelo préprio equipamento,
sendo que para a determinacédo de tamanho cada andlise possuiu de 12-17 corridas
e para a determinacao de potencial zeta foi estabelecido de um numero de corridas
igual a 50. Os resultados obtidos foram expressos como média + desvio padrao (DV).

5.10.2. Anélise da fluorescéncia

Os espectros de emissdo de fluorescéncia na regido do infravermelho foram
adquiridos em uma configuragdo modular compreendendo um laser pulsado de
Tsunami (Spectra Physics) a 780 nm com largura de banda de 6 nm, poténcia de laser
de 190 mW, duracdo de pulso de 80 fs e filtro de corte de 780 nm para suprimir a
contribuicdo da dispersdo de luz incidente. Os dados brutos foram suavizados com
uma média adjacente de dez pontos no software OriginPro-9. Uma amostra de IR780
livre ou IR-PLA na forma nanoestruturada foi diluida em acetonitrila ou agua,
transferida para uma cubeta de quartzo de comprimento 6ptico de 10 mm e registrado
0 espectro de emisséao de fluorescéncia.

Espectrofluorimetros comuns, como os disponiveis na Universidade Federal de
Ouro Preto, possibilitam a aquisicdo de espectros de emissdo apenas até o

comprimento de onda de 750 nm. Como o marcador IR780 apresenta comprimentos
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de onda de maxima absor¢cdo e emissdo superiores ao limite dos equipamentos
disponiveis, as andlises foram realizadas na Universidade de Stellenbosch (Africa do
Sul).

5.11. Andlise por fracionamento por campo de fluxo assimétrico (AF4)

O fracionamento das suspensdes de nanoparticulas foi realizado em
equipamento de fracionamento por campo de fluxo assimétrico (AF4) acoplado a
detectores de UV (254 nm), espalhamento estatico da luz (MALS) e fluorescéncia
(FLD) (Postnova Analytics AF2000 MT) de acordo com a metodologia adaptada de
POUND-LANA et al. (2017).

As amostras foram previamente diluidas em meio DMEM com 10% de soro fetal
bovino (SFB) e mantidas a 37°C durante toda a andlise, assim como o amostrador,
canal de separacédo e detectores. O tempo de eluicdo foi de 60 min, divididos em: 5
minutos de injecdo (sendo 3 min o tempo de transi¢cdo), 10 min para o decaimento
exponencial do fluxo cruzado de 1,5 mL/min para 0,05 mL/min, 30 min de fluxo
cruzado constante em 0,05 mL/min e 15 min de fluxo cruzado nulo, garantindo assim
a eluicao total das nanoparticulas. As distribui¢cdes de valores de diametro de giracao
(por MALS) foram determinadas em fluxo usando o sinal do detector de UV (254 nm)
como valor de concentracdo (relativa entre as fracfes), respectivamente, como
descrito em POUND-LANA e colaboradores (2017). Os comprimentos de onda de
excitacao e emissao estao descritos junto aos respectivos resultados.
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6. RESULTADOS

6.1. Sintese e caracterizacdo de polilactideo com grupamento alcino

Foram obtidos diversos polimeros derivados do PLA de diferentes massas

molares, conforme descrito na tabela 3.

Tabela 3: Polimeros obtidos e suas principais caracteristicas

(;::)(c))(ljl'lrng?)g inizzzaoor:rlr;?:![?(; eo Ig?n? loV|;) (zl/';ne;;)b b Conversdo (%)°
Catalisador: Sn(Oct),
PLAGok 1:55 8.000 8.800 1,37 98
Catalisador: TBD
- 3.300 1,22 -
- 4.000 1,43 -
PLAsKk 6.000 1,30 76
PLAzok 195 5000 20.000 1,50 90
- 5.000 1,15 -
PLAsk 8.000 1,11 65
PLA 1.27 4.000 4.000 1,26 46

A razdo molar entre o iniciador e o catalisador utilizada foi de 1:1 para todas as polimerizacdes;
aCaodigo utilizado para os experimentos seguintes

bDeterminado por GPC

¢Calculada como a razédo entre a massa de polimero obtida e a massa de polimero esperada.

M,alvo é a massa molar média numérica esperada baseada na proporcéo inicial de iniciador em relagéo
ao mondémero, considerando uma unidade de iniciador por cadeia e 100% de conversdo do monémero;
M, exp Massa molar média numérica determinada experimentalmente (GPC);

b Dispersidade da distribuicdo de massas molares, calculada como a raz&o M, /M, obtidas por GPC.

A polimerizacéo catalisada pelo Sn(Oct)2 foi mantida por 15 min, sendo que
apos 6 min de reacdo 0 meio reacional ja apresentava uma alta viscosidade, indicativa
da conversdo do monémero em polimero. Essa polimerizacdo apresentou uma alta
porcentagem de conversao (98%). O polimero obtido por essa reacdo (PLAgk)
apresentou uma massa molar proxima ao desejado e distribuicdo uniforme de
tamanho (b < 1,5), indicando um controle do processo de polimerizacdo, necessario
para a obtencdo de polimero de massa molar e estrutura quimica predeterminadas.

Sendo assim, foi realizada apenas uma polimerizacao utilizando esse catalisador.
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Em relacdo a polimerizagéo catalisada pelo TBD, foi necessaria a realizagédo
de varias reacdes até a obtencdo de polimeros que apresentassem a massa molar
desejada.

No geral, os polimeros obtidos por reacdo catalisada pelo TBD apresentaram
valores de massas molares e dispersidade variados. As porcentagens de converséo
dos polimeros variaram de 46 a 90%. O polimero PLAz2ok apresentou massa molar
superior a esperada, além de um alto valor de b, quando comparado aos demais,
indicando uma distribuicdo de massas molares ndo uniforme. Os polimeros PLAsk e
PLA4k apresentaram uma massa molar préxima ao desejado, com distribuicdo de

tamanho homogénea (baixo valor de D).

6.2. Avaliacdo da reatividade do grupamento alcino ciclico presente no BCN-
PLA

A técnica de GPC fornece uma separac¢ao dos analitos em funcao do diametro
hidrodinAmico (Dn). Desse modo moléculas com maior Dn apresentam um menor
tempo de retencéo. Por essa técnica sdo determinadas as massas molares relativas,
a partir de uma curva de calibracdo construida utilizando padrées poliméricos de
massa molar conhecida. Os padrées mais difundidos sdo os de poliestireno
solubilizados em THF, como foi usado nesse estudo. Além disso, a técnica de GPC
foi utilizada para a obtencéo de informac6es sobre a reatividade quimica do polimero.
Para avaliar a reatividade do grupo alcino ciclico (ciclooctila) a azidas organicas foi
realizada uma derivatizacdo deste grupo utilizando uma molécula modelo, a 3-(a-
azidoacetil)-cumarina. Essa molécula possui 0 grupo azida para ligacdo a ciclooctila
do BCN-PLA e méaximo de absorcao caracteristico em 345 nm. Quando analisada por
GPC, a azidocumarina apresentou tempo de retencao superior a 22 min (dado néo
apresentado). O BCN-PLA néo apresenta absor¢édo em 345 nm, assim a detecc¢ao por
UV neste comprimento de onda associada a tempos de retencéo curtos confirma a
ligagéo covalente da cumarina ao polimero.

Analise por GPC do PLAg apds reacdo de cicloadicdo azida-alcino com a
NsCumarina demonstrou auséncia de absor¢do em 345 nm, indicando que a reagéo

de conjugagdo com o marcador nao foi bem-sucedida (Fig. 15A).
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Figura 15: Cromatogramas obtidos por GPC dos polimeros apés a reacao de cicloadicdo
azida-alcino com a azidocumarina
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(A) Cromatograma para o0 PLAs. Em preto observa-se o sinal de indice de refracdo e em vermelho o
sinal de absor¢é@o no UV (345 nm). (B) Cromatogramas para PLAak, PLAsk, PLAsk € PLA2ok. No insert

observa-se um aumento do cromatograma, sendo possivel identificar um pequeno sinal de absorcao
para o Nscumarina-PLAzok.

Dentre os polimeros obtidos por reacdo catalisada pelo TBD, os PLA4k, PLAsk,
PLAsk e PLA20k, foram selecionados para avaliagdo da reatividade do grupamento

ciclooctila através da reacéo de conjugacédo com a azidocumarina.

48



Andlise por GPC demonstrou que, apds a reacdo de cicloadi¢cdo azida-alcino
(AAC) com a azidocumarina, os polimeros PLA4, PLAek € PLAsk apresentaram
absorcdo intensa em 345 nm, confirmando a formacédo da ligacdo covalente entre a
azidocumarina e o polimero, ao longo da distribuicdo de massas molares (Fig. 15B).

O PLA2ok apresentou apenas uma fraca absorcdo em 345 nm.

6.3. Sintese de IR-N3

Apos a reacdo de sintese do IR-N3 o produto obtido foi analisado por
espectrofotometria no UV-VIS-NIR. O espectro de varredura obtido (Fig.16)
apresentou apenas uma banda de absorcao centrada em 397 nm, com auséncia do
pico de absorcdo caracteristico do marcador IR780 em 780 nm, indicando que o

mesmo foi consumido e eventualmente degrada durante a reacao.

Figura 16: Espectros de absorcado do marcador fluorescente IR780 e do produto obtido apos
reacdo com azida de sddio, em acetonitrila.
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Em preto observa-se o espectro de absorcéo do IR780, analisado em acetonitrila a uma

concentracao de 1,4 ug/mL, e em vermelho o espectro de absor¢édo do IR780 apds reacdo com azida
de saddio (IR-Ns), analisado em acetonitrila a uma concentragdo de 6,84 pg/mL.
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6.4. Conjugacao do IR780 ao BCN-PLA via reagdo multicomponente de
cicloadicao azida-alcino promovida por tensao de ciclo (SPAAC)

Foram utilizados os polimeros PLA4k, PLAsk € PLA2ok para a realizagdo das
reacoes de conjugacdo do marcador IR780 a PLA contendo grupo alcino ciclico
ativado.

Apés as reacbBes de conjugacdo, os produtos obtidos foram diluidos em
acetonitrila e analisados por espectrofotometria no UV-VIS-NIR. Os espectros de
varredura do produto obtido, em todas as reacdes, apresentaram uma banda de
absorcao intensa com comprimento de onda maximo (Amax) igual a 789 nm, o que
representa um deslocamento batocrémico de 9 nm em relagdo ao Amax do IR780
precursor da reacdo. Esse deslocamento pode ser decorrente da presenca dos
grupamentos triazol e carbonila presentes no IR-PLA. Os espectros do IR780 livre e

conjugado ao PLA4 podem ser observados na figura 17.

Figura 17: Espectros de absorcdo no UV-VIS-NIR para o IR780 livre e IR-PLA4
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Apos a analise por espectrofotometria no UV-VIS-NIR, os polimeros foram
entdo analisados por CLAE-UV para confirmagéo da insercdo do marcador IR780 a
cadeia polimérica do BCN-PLA. Como este marcador apresenta absor¢ao apenas na
regiao do infravermelho proximo, nao foi possivel realizar a analise dos polimeros IR-
PLA por GPC, uma vez que o detector disponivel abrange apenas os comprimentos

de onda do ultravioleta.
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Figura 18: Cromatogramas obtidos apds analise por CLAE-UV do marcador IR780 e dos
polimeros conjugados ao IR780 (IR-PLA4, IR-PLAsk € IR-PLAk).
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A figura 18 apresenta os cromatogramas obtidos apds analise do marcador
IR780 livre e de cada um dos polimeros (IR-PLA4, IR-PLAsk e IR-PLA20k). Pode-se

observar que o IR780 livre apresentou tempo de retencao préximo a 3 min, enquanto
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que o IR780 ligado ao PLA apresentou tempo de retencao préximo a 8 min. O tempo
de retencdo do IR-PLA corresponde a uma composicdo de fase moével com teor de
acetonitrila superior a 90%, ja que o gradiente alcanca um teor maximo em acetonitrila
de 96%.

O BCN-PLA néo possui absor¢cao no comprimento de onda utilizado (700 nm),
de modo que seu cromatograma apresenta apenas linha de base (resultado n&o
mostrado).

A presenca de pico com tempo de retencao préximo a 8 min indica a formacéo
de ligacao covalente entre os polimeros e o marcador. Observa-se que a quantidade
de marcador livre (tempo de retencdo < 3 min) presente nas amostras de IR-PLA4 e
IR-PLAsk € pequena, indicando que as condigbes reacionais utilizadas foram
adequadas para a reacdo SPAAC.

A comparacédo entre os trés cromatogramas (Fig. 19) mostra que o tempo de
retencdo variou de acordo com o tamanho da cadeia polimérica, sendo que menores
massas molares apresentam menor tempo de retencdo. Além disso, observa-se uma
maior intensidade do sinal para o polimero de menor M,, demonstrando que polimeros
menores apresentam maior capacidade de conjugacao.

Figura 19: Comparacédo entre os cromatogramas dos polimeros conjugados ao IR780, IR-
PLA4k (preto), IR-PLAgk (vermelho) e IR-PLAk (azul).
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6.5. Ressonancia Magnética Nuclear do 'H

Foram obtidos os espectros de RMN 'H para o IR780, o BCN-PLAsk e 0 IR-
PLAsk a fim de verificar a composi¢cao quimica do produto da reacéo.

Para o IR780 (Fig. 20) foram observados os seguintes picos: 6 8,37-8,34 ppm
(d, 2H), 7,42-7,39 ppm (m, 4H), 7,28-7,24 ppm (m, 2H), 7,20-7,18 ppm (d, 2H), 6,25-
6,21 ppm (d, 2H), 4,20-4,16 ppm (t, 4H), 2,75-2,72 ppm (t, 4H), 2,01-1,98 ppm (m, 2H),
1,96-1,90 ppm (m, 4H), 1,73 (s, 12H), 1,10-1,06 ppm (t, 6H). As integrais foram
calibradas utilizando como referéncia o sinal (e) correspondendo a dois grupamentos
metileno por molécula de IR780, sendo atribuido a ele um valor igual a 4. Os dados
obtidos confirmam a estrutura do IR780 e estdo de acordo com os dados descritos na
literatura (PALAO-SUAY et al., 2017; YUAN et al., 2015).

Figura 20: Espectros de ressonancia magnética nuclear *H para o IR780
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A amostra de IR780 foi preparada na concentracéo de 25 mg/mL

Para o BCN-PLAsk e para o IR-PLAsk (Fig. 21) foi possivel identificar os
seguintes picos: & 5,23-5,14 (m,1H) e 1,59-1,55 (m, 3H), referentes a estrutura
quimica do polilactideo. As integrais foram calibradas utilizando como referéncia o
proton (b), com valor igual a 1. Observa-se uma relacédo de, aproximadamente, 1:3

entre os valores de integracédo dos protons (b) e (a), como esperado. Sinais referentes
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ao BCN podem ser observados em 6 2,37-2,20 ppm (m) e 1,00-0,83 ppm (m) (insert
na Fig. 23).

No espectro do IR-PLAsk (Fig. 21) é possivel observar sinais correspondentes
aos hidrogénios aromaticos da molécula do marcador IR780 (& 8,08-8,06; 7,58-7,24;

7,18-7,17), indicando que, mesmo em baixa concentra¢do, o0 marcador esta presente
na amostra.

Figura 21: Espectros de ressonancia magnética nuclear *H para o BCN-PLAg € IR-PLAsk.
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As amostras foram preparadas nas seguintes concentracdes: BCN-PLAsk: 50 mg/mL e IR-PLAgk: 67
mg/mL (concentracdo estimada de IR de 3 mg/mL).

3.04
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E possivel identificar no espectro do BCN-PLAsk e do IR-PLAsk a presenca de
picos referentes ao TBD, utilizado como catalisador da reagdo de polimerizagao (6
3,31-3,25 ppm; 2,03-1,95 ppm) e a solventes como cloroformio residual (s, 7,26 ppm),
acetona (s, 2,18 ppm), acetato de etila (s, 2,05; q, 4,12; t, 1,26), dimetilformamida (s,
8,02; s, 2,96; s, 2,88), isopropanol, além de graxa de silicone (s, 0,07).

6.6. Conjugacédo do IR780 ao P(LA-co-PGE) via reacdo multicomponente de
cicloadi¢cao azida-alcino catalisada por cobre

O produto da reacdo do PLA-co-(PGE) com IR780 nao apresentou absorcao
em comprimentos de onda caracteristicos do marcador, quando analisado por
espectrofotometria no UV-VIS-NIR, indicando que a reacdo nao foi bem-sucedida.
Esse polimero ndo foi analisado por CLAE/UV-VIS devido a auséncia de absor¢cao

observada no espectro do visivel no modo em batelada.

6.7. Preparo e caracterizacdo de nanoparticulas

Foram preparadas cinco formulacdes de nanoparticulas, sendo duas
formulacdes de nanoesferas e trés de nanocapsulas. Em relacéo as NS, foi preparada
uma formulacdo uma contendo o IR780 ligado ao PLA (NS PEG-PLA + IR-PLA) e
outra contendo o IR780 encapsulado (NS PEG-PLA + IR780), a fim de comparar o
comportamento do marcador NIR ora ligado covalentemente ao polimero, ora
aprisionado fisicamente na matriz polimérica (encapsulado). Em relacao as NC, foram
preparadas formulacdes contendo o IR-PLA associado aos polimeros PEG-PLA, PCL
e PLGA, para avaliar o uso do IR-PLA como marcador polimérico verséatil de NP.

As formulagbes foram caracterizadas quanto ao seu diametro, indice de
polidispersdo e potencial zeta. Os valores obtidos para cada formulacdo estao
apresentados na tabela 5. As nanoparticulas apresentaram tamanho reduzido, com
diametros médios, determinados por DLS, na faixa de 69 e 174 nm e distribuicdo
homogénea de tamanho (Pdl < 0,3), sendo que as NS apresentaram tamanhos
inferiores ao das nanocapsulas. O potencial zeta ({) foi negativo de acordo com a

presenca de grupos polarizaveis do PLA. Embora o marcador tenha carga positiva, a

55



concentracdo de moléculas do marcador por polimero é baixa e pode ser facilmente

mascarada pelo PEG.

Tabela 4: Caracterizacdo das formulacdes preparadas em termos de tamanho, indice de
polidisperséo e potencial zeta.

Formulacéo Dn (nm) £ DV Pdl ¢ (mV) £ DV
PEG-PLA + IR-PLA 69,0+ 1,3 0,150 -24,2 £ 3,4
Nanoesferas
PEG-PLA + IR780 78,0+ 0,6 0,176 -24,2 £ 3,4
PEG-PLA + IR-PLA 1235+1,1 0,164 -38,3+0,7
Nanocapsulas PCL+IR-PLA 168,5+ 0,7 0,130 -42,4+1,2
PLGA+IR-PLA 173,9+0,5 0,110 -47,0+0,7

Dn Diametro hidrodindmico

Pdl indice de Polidispers&o

¢ Potencial Zeta

DV desvio padréo das trés leituras realizadas pelo equipamento

6.8. Analise das propriedades fotofisicas por espectrofluorimetria

Os espectros de excitagdo e emissdo do marcador IR780 (Fig. 22) foram
determinados em acetonitrila, sendo observado um comprimento de onda de maxima
excitacao (Aexc) igual a 780 nm e um comprimento de onda de maxima emissao (Aem)

igual a 817 nm.
Figura 22: Espectros de excitacido e emissdo do marcador IR780 em acetonitrila.
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Os polimeros IR-PLA« e IR-PLAsk foram analisados, em acetonitrila, e

apresentaram fluorescéncia intensa, com mesmo comprimento de onda de maxima

emissao do IR780 (Aem = 817 nm), conforme pode ser observado na figura 23A. Os

espectros foram normalizados pois as amostram se encontravam com concentracdes

diferentes de marcador.

Figura 23: Espectros de emissao de fluorescéncia do IR780 livre e dos polimeros IR-PLA4
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A amostra de IR-PLA4« foi analisada em duas concentragdes diferentes.

Observa-se que houve uma reducao na intensidade da fluorescéncia com o aumento

da concentracdo de IR-PLA, acompanhado por um deslocamento batocromico do

maximo de emisséo, indicando a ocorréncia de quenching (Fig. 23B). Esse efeito pode
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ser explicado pela reabsor¢cdo de fétons emitidos quando a concentracdo em

cromoforo é alta. Esse tipo de quenching por efeito de filtro interno também foi

observado para a formulacdo de NS contendo IR-PLA4, analisada em agua, conforme

apresentado na figura 24.

As NS PEG-PLA+-IR-PLA4, na concentracdo de 7,8 pg/mL, também foram

analisadas em acetonitrila. Observa-se que, para uma mesma concentracao de

particulas, a amostra preparada em acetonitrila apresentou uma maior intensidade de

fluorescéncia, quando comparada a amostra analisada em agua, com perda de

aproximadamente 50% da intensidade de fluorescéncia em meio aquoso (Fig. 24B).

Figura 24: Espectros de fluorescéncia de nanoesferas contendo IR-PLA4, em agua (A) e
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6.9. Andlise por AF4-MALS-FLD

As formulagcbes de nanoparticulas foram analisadas pela técnica de AF4
associada a deteccéo por MALS e fluorescéncia (AF4-MALS-FLD).

Os fractogramas obtidos para as nanoparticulas contendo o IR-PLA associado
a outros polimeros estdo apresentados na figura 25. E possivel observar que a
separacdo das fracbes da amostra de particulas foi satisfatoria, observando-se um
aumento do tamanho das particulas (raio de giracdo (Rg) e do raio hidrodinamico (Rn))

em funcéo do tempo de retencao.

Figura 25: Fractograma das formulages de nanoesfera e nanocépsulas contendo o IR780
conjugado ao PLA associado a diferentes polimeros
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Para andlise das NS PEG-PLA+IR-PLA foram utilizados os comprimentos de onda de excitacéo e
emissdo de 760 e 780 nm, respectivamente. Para as demais particulas os comprimentos de onda
utilizados foram 780 nm para excitacdo e 808 nm para emissao.

Rg Raio de giragdo, determinado por MALS

Rh Raio hidrodindmico, determinado por DLS

As nanoparticulas (NS e NC), analisadas em meio DMEM contendo 10% de
soro fetal bovino a uma temperatura de 37°C, apresentaram fluorescéncia no

infravermelho proximo, indicando que o IR-PLA se associou aos demais polimeros

59



para a formacao das particulas e que essas particulas sao estaveis em meio de cultivo
de células.

Entretanto, para a NS PEG-PLA+IR780 essa transferéncia do marcador néo foi
observada (Fig. 26). Isso corrobora o fato da ligacdo do IR780 covalentemente ao

polimero garantir a estabilidade da marcagéo fluorescente das nanoesferas.

Figura 26: Fractograma das formula¢des contando IR780 encapsulado (preto) e conjugado
ao PLA (vermelho).

Proteinas
Nanoesferas 170

o Rh ] 65
155
150
145
J40

100

0]
o
1

60

——NS PEG-PLA + IR780 4 30

——NS PEG-PLA + IR-PLA | 25

40
1 Volume

20+

morto

Raio por MALS (nm)

J11s

a5
= — T T } T T T T 10

Sinal de fluorescéncia normalizado (a.u.)

Tempo de retengéo (min)

A fluorescéncia das NS contendo o IR780 ligado ao polimero e encapsulado se
mostrou estavel, mesmo apods a incubacdo em meio DMEM contendo 10% de FBS a
37°C, ndo havendo reducéo da intensidade de fluorescéncia ao longo do tempo por
16h (Fig. 27A). Entretanto, observou-se que, para a formulacao que contém o IR780
encapsulado, com o tempo ha um aumento da fluorescéncia associada as proteinas
séricas (Fig. 27B), indicando que a transferéncia do marcador para essas proteinas
ocorre de maneira progressiva ao longo do tempo. Durante o processo de preparo das
nanoesferas, parte do marcador pode se associar a superficie da particula, o que
resulta em uma transferéncia rapida para as proteinas, apés incubacdo em meio
DMEM contendo FBS.
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Figura 27: Fracionamento em campo de fluxo assimétrico (AF4) das formulacdes contando
IR780 conjugado ao PLA (A) e encapsulado (B), apds incuba¢cdo em DMEM/FBS a 37°C.
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7. DISCUSSAO

7.1. Sintese, caracterizacdo e avaliacdo da reatividade de polimeros derivados

do polilactideo contendo grupo alcino reativo

O uso do TBD como um potente catalisador de polimerizacédo por abertura de
anel de ésteres ciclicos foi descrito por Pratt e colaboradores (2006). Segundo o0s
autores, o TBD atua por um mecanismo bifuncional, sendo capaz de ativar o iniciador
e 0 mondmero, 0 que justifica a sua elevada atividade catalitica, promovendo reacfes
de polimerizacdo em segundos a temperatura ambiente ou mais baixas, com um bom
controle da massa molar e dispersidade.

Entretanto, os polimeros obtidos pela reacdo catalisada pelo TBD
apresentaram massas molares e indices de polidispersdo variados, provavelmente
devido a presenca de contaminantes como agua. Reacfes de polimerizacdo por
abertura de anel sdo sensiveis a umidade, uma vez que essas reac¢des sao iniciadas
por grupamentos hidroxila. A umidade presente no ambiente pode interferir no
processo de polimerizacdo devido a desativacdo do TBD, impedindo a formacao do
polimero, participando da iniciacdo de cadeias, interrompendo o crescimento de
cadeias ou hidrolisando as cadeias ja formadas, resultando em polimeros com baixa
M e maior dispersidade.

Devido as interferéncias da dgua no processo de polimeriza¢éo, associado ao
fato do TBD ser uma substancia higroscépica e deliquescente, a utilizacdo desse
catalisador exige um processo rigoroso de purificacdo e secagem de todos os
reagentes. Além disso, é necessario que as reacdes sejam realizadas em ambiente
com atmosfera inerte.

O PLA20k apresentou massa molar superior a esperada, além de um alto valor
de B. E possivel que a reacdo de polimeriza¢do tenha ocorrido sem que todo o
iniciador tivesse sido consumido, gerando cadeias poliméricas longas, além de uma
grande variacdo no tamanho das cadeias.

Os polimeros PLAsk e PLA4k apresentaram massa molar proxima ao desejado,
com um baixo valor de P. Isso pode ser devido a ado¢do de um processo de secagem
mais rigoroso do catalisador, que apresentou uma forma cristalina apds esse
processo. Além disso, todos os demais reagentes utilizados nessas polimerizacdes

foram recém-adquiridos, tendo sido abertos no momento da reacao.
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Pratt e colaboradores (2006) investigando a possibilidade de utilizagdo do TBD
como catalisador de polimerizacdo, obtiveram polimeros de L-lactideo com elevada
conversdo e baixo valor de B. Van Den Berg, Zuilhof e Wennekes (2016) também
obtiveram PLA com elevada conversao e baixo P utilizando o TBD como catalisador
em sistema em fluxo, através do uso de um microrreator. Entretanto, as
polimerizagdes feitas em batelada apresentaram uma baixa conversao. Em ambos
os trabalhos, o TBD foi armazenado e manipulado dentro de uma caixa de atmosfera
inerte (glove box), o que limita a contaminacao do catalisador com a agua presente
no ambiente.

Apesar da grande variacio de M, dos PLA obtidos pela polimerizacio
catalisada pelo TBD, a reacdo de cicloadicdo azida-alcino com a azidocumarina
demonstrou que a reatividade do grupamento ciclooctila foi mantida, uma vez que o
marcador foi efetivamente conjugado a cadeia polimérica. Desse modo, os polimeros
obtidos por essa via foram utilizados para conjugacao do marcador IR780.

Na andlise realizada por RMN 'H para o BCN-PLAsk a relacdo de,
aproximadamente, 1:3 entre os valores de integracdo dos protons (b) e (a), corrobora
para a confirmacéo da estrutura do polimero.

Li e colaboradores (2015) sintetizaram a molécula de BCN-OH e a
caracterizaram por RMN H. Segundo os autores, o espectro do BCN-OH apresenta
picos entre 3,60 e 0,63 ppm. Entretanto, no espectro obtido para o0 BCN-PLAsk foi
possivel identificar apenas dois sinais referentes ao BCN. Para o espectro do BCN-
PLAsk obtido, ha uma alta densidade de sinais na regido onde os picos do BCN se
localizam, podendo haver uma sobreposicdo entre eles, o que impede sua
identificacao.

Foi realizada uma polimerizacéo do lactideo utilizando como iniciador o BCN-
OH e catalisada pelo Sn(Oct)2. Apesar desse catalisador gerar polimeros com bom
controle da massa molar e baixo b, seu uso em polimeriza¢gbes contendo o BCN-OH
como iniciador, visando a insercdo de um grupamento reativo na cadeia polimérica,
nao se mostrou adequado. Ao avaliar a reatividade do grupo ciclooctila utilizando a
azidocumarina observou-se que ndo houve a conjugacdo do marcador na cadeia
polimérica, indicando uma degradacéo desse grupamento reativo, o que inviabiliza a

utilizacao desse catalisador. Essa degradacao pode ter sido ocasionada tanto pelo
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uso do Sn(Oct)2 como catalisador da polimerizag&o ou da alta temperatura empregada

na polimerizagao.

7.2. Conjugacéao do IR780 ao PLA

Yu e colaboradores (2012) modificaram a molécula de IR780, inserindo um
grupo azida no lugar do atomo de cloro, visando o desenvolvimento de uma sonda
fluorescente para deteccdo de sulfeto de hidrogénio em células vivas. Segundo os
autores, o IR780-Ns3, em tampao HEPES 40 mM pH 7.4, apresentou uma banda de
absorcao centrada em 610 nm. Entretanto, o espectro de varredura para o produto
obtido neste trabalho, sintetizado de acordo com a metodologia descrita pelos autores,
nao apresentou absor¢cdo em comprimento de onda préximo ao descrito pelos autores,
sendo observada apenas uma pequena banda de absorcao centrada em 397 nm.

Considerando a instabilidade de azidas orgéanicas, € possivel que a molécula
de IR780-N3 formada tenha se degradado durante o processo, uma vez que nao se
observa absorgao caracteristica da molécula precursora (Amax: 780 nm), indicando que
a mesma foi consumida durante a reacéo, e que o produto obtido ndo apresenta as
propriedades foto-fisicas esperadas.

No trabalho desenvolvido por Yu e colaboradores (2012), é possivel observar
indicios da baixa estabilidade do IR780-N3z obtido, como o baixo rendimento da reacéo
(35%) e a necessidade de realizar toda a purificacdo do produto obtido em um curto
espaco de tempo (30 min) e em atmosfera inerte.

Diante da dificuldade de obtencao da molécula de IR780-Ns de maneira isolada
pelo método descrito na literatura, suspeitando-se a degradacao do produto formado,
optou-se pela realizacdo da conjugacdo do IR780 ao BCN-PLA via reacédo
multicomponente, na qual o marcador com azida € formado in situ, na presenca do
polimero contendo um grupamento alcino. Assim, o IR780-Ns formado pode reagir
com o alcino presente na cadeia polimérica, antes que ocorra a sua degradacao.

Dentre os polimeros sintetizados, 0 PLA4k, PLAsk e PLA2ok foram selecionados
para a realizacdo da conjugacdo do IR780 por apresentarem massas molares
variadas, permitindo avaliar a influéncia do tamanho da cadeia polimérica na reacéo
de conjugacdo. Andlises por espectrofotometria no UV-VIS-NIR e CLAE/UV-VIS

confirmaram a inser¢do do IR780 a cadeia polimérica de PLA.
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A CLAE é uma técnica de separacdo amplamente utilizada na quimica de
polimeros, sendo um dos principais métodos para determinar a distribuicdo de
funcionalidades ao longo da cadeia de polimeros sintéticos. Quando utilizada para
analise de polimeros, a CLAE € denominada de cromatografia de polimeros por
eluicdo em gradiente (GEPC, do inglés gradient elution polymer chromatography)
(POMERANZ; OLESIK, 2011; STRIEGEL, 2002, 2003).

O BCN-PLA néo absorve no comprimento de onda utilizado (700 nm), de modo
gue o sinal do detector de UV-Vis observado é decorrente da presenca do IR780 na
amostra. Conforme observado, o IR780 livre apresenta um tempo de retengéo proximo
a 3 min. Quando ligado a cadeia de PLA, o IR780 apresenta um maior tempo de
retencdo, devido ao aumento da sua lipofilia em relagédo ao precursor livre. Essas
diferencas no tempo de retencao permitem identificar se o marcador foi conjugado, ou
nao, a cadeia polimérica do PLA.

A comparacdo entre os trés cromatogramas demonstra que o tempo de
retencado variou de acordo com o tamanho da cadeia polimérica, sendo que menores
massas molares apresentam menor tempo de retencdo. Essa observacdo esta de
acordo com o conhecido aumento da lipofilia do PLA com o aumento do grau de
polimerizacdo nessa faixa de massas molares (D’ADDIO et al., 2012). Além disso,
observa-se uma maior intensidade do sinal de UV para o polimero de menor Mn,
indicando que polimeros menores apresentam maior capacidade de conjugac¢éo. Essa
relacdo também foi observada durante a andlise da reatividade dos polimeros
utilizando a azidocumarina. Esse fato pode ser atribuido a contribui¢éo de trés fatores:
(1) para uma mesma massa de polimero, uma menor Mn representa uma maior
concentragdo de grupamentos reativos disponiveis para conjugagdo; (2) com o
aumento do tamanho das cadeias poliméricas ocorre uma reducédo da mobilidade no
meio reacional e (3) cadeias poliméricas maiores tendem a se enrolar em estruturas
globulares e o grupo reativo alcino presente no final da cadeia pode ficar orientado de
maneira que impeg¢a o0 contato com o grupo azida complementar do marcador,

gerando impedimento estérico e reduzindo a reatividade.
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A técnica de RMN é uma técnica poderosa para identificacdo da estrutura
molecular de um composto e da sua modificacdo quimica. Porém, areacdo de SPAAC
entre 0 IR780 e 0o BCN-PLA, com a formacéo do anel triazol, envolve a modificacédo
de grupamentos quimicos que ndo possuem hidrogénios e ndo afeta a nuvem
eletrénica de hidrogénios proximos. Outro fator limitante € a concentracdo da amostra
a ser analisada. A concentracdo do marcador fica baixa, podendo estar abaixo do
limite de deteccdo. Isto ocorre porque somente o fim de cadeia do polimero sofre
modificacdo, sendo necessaria uma massa elevada de substancia para a identificacao
de um Unico grupo quimico numa molécula de massa molar alta. No entanto, a
amostra ndo pode apresentar uma concentracao elevada demais, pois pode aumentar
a viscosidade do meio, dificultando a analise. Desse modo, esta técnica nao foi ideal
para determinar o sucesso da reagéo de conjugacéao. Entretanto, os resultados obtidos
por RMN associados aos resultados por CLAE corroboram a formagéo do IR-PLA.

Foi avaliada também a possibilidade de inser¢do do IR780 em uma cadeia de
P(LA-co-PGE). Devido a baixa reatividade do grupo alcino presente no PGE, foi
utilizado o cobre como catalisador da reacdo. Entretanto, o produto obtido nao
apresentou absorcdo em comprimentos de onda caracteristicos do marcador, quando
analisado por espectrofotometria no UV-VIS-NIR, indicando que a reag&o nao foi bem-
sucedida.

Além da baixa reatividade do grupo propargila em relacdo ao alcino ciclico
ativado do BCN, o uso de catalisador faz com que esta reacdo seja mais complexa,
devido a necessidade do encontro de mais moléculas no meio reacional em mais
etapas. Assim, a velocidade de reacdes click dependem de diversos fatores, como o
tipo de alcino, solvente e o catalisador utilizados (REMZI BECER; HOOGENBOOM;
SCHUBERT, 2009; ZOU et al., 2018). Por isso é possivel que a reacdo entre o PLA-
co-PGE e o IR780 ocorra de maneira lenta e com baixo rendimento, ndo sendo
possivel observar a formacéo do produto desejado nas condicdes utilizadas.

Desse modo, o BCN-PLA se mostrou mais adequado para a obtencéo de um
polimero conjugado com o marcador IR780.

Estudos prévios demonstraram a conjugacao do IR780 a cadeias poliméricas,
por outras vias reacionais, como PEG2k (YUAN et al., 2015), a um copolimero em bloco
de polietilenoglicol e um derivado metacrilato do succinato de a-tocoferol (PEG-b-
poliMTOS) (PALAO-SUAY et al., 2017) e ao acido hialurénico (LIN et al., 2017).
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Apesar desses relatos prévios de modificacdo na estrutura quimica do IR780, o
presente estudo é o primeiro exemplo de ligacdo desse marcador por quimica click e

também o primeiro exemplo de ligacdo a um poliéster biodegradavel.

7.4. Preparo e caracterizacao de nanoparticulas contendo o IR-PLA
7.4.1. Caracterizagao por tamanho, Pdl, potencial zeta e fluorescéncia

Diversos sistemas de nanocarreadores contendo o IR780 ja foram descritos na
literatura, para aplicacbes em técnicas de imagem por fluorescéncia e em terapias
fotodindmica e fototérmica para tratamento de tumores, conforme revisado por Alves
e colaboradores (2018).

A inflamacéo associada a regido tumoral aumenta a permeabilidade dos vasos
e gera a presenca de fenestras na parede endotelial dos vasos sanguineos que irrigam
os tumores. Além disso, a drenagem linfatica da regido tumoral é dificultada, o que
gera o efeito de aumento da permeabilidade vascular e retencédo de particulas de
tamanho reduzido nesses locais (efeito EPR- enhanced permeation and retention
effect). Como amplamente descrito na literatura, particulas com tamanho reduzido
tendem a se acumular em tecidos tumorais (MAEDA et al., 2000).

As nanoparticulas obtidas neste trabalho apresentaram um tamanho
nanomeétrico, com didametros hidrodindmicos variando de 70 a 170 nm. As NC
apresentaram diametros maiores que as NS, devido a presenca do nucleo oleoso, e
potencial zeta mais negativo, devido a presenca de acidos graxos na lecitina de soja
(Lipoid® S75) utilizada no preparo das nanocapsulas (MOSQUEIRA et al., 2000). A
presenca de uma carga superficial negativa garante a estabilidade coloidal das
suspensdes, devido a repulsdo eletrostatica entre as particulas. Adicionalmente, a
presenca de PEG na superficie das particulas confere uma estabilidade frente a
opsonizacao por impedimento estérico.

Trindade e colaboradores (2018) prepararam nanocapsulas utilizando os
polimeros PCL, PLA, PLGA e PEG-PLA e encapsularam o marcador DIL. Os valores
de tamanho, Pdl e potencial zeta foram semelhantes aos obtidos no presente trabalho.

A analise das propriedades fotofisicas do IR-PLA e das nanoparticulas

demonstram que a capacidade de emitir energia sob a forma de fluorescéncia do

67



IR780 foi mantida ap6s a reacdo de conjugacdo com o BCN-PLA, permitindo a
formacao de nanoparticulas fluorescentes. A manutencéo da fluorescéncia do IR780
apos modificacbes em sua estrutura quimica foi demonstrada por outros autores ao
utilizarem o IR780 modificado presente em nanoestruturas como marcador
fluorescente em técnicas de imagem in vitro (LIN et al., 2017) e in vivo (YUAN et al.,
2015).

Foi observado que em concentracdes elevadas de IR-PLA ocorre uma
supresséao da fluorescéncia (quenching). Essa supressao pode ter ocorrido devido a
um efeito denominado de filtro interno, no qual o féton de luz emitido por uma molécula
é reabsorvido por outra molécula no meio (FONIN et al., 2014).

Também foi observado que, para uma mesma concentracdo de particulas, a
amostra preparada em acetonitrila apresentou uma maior intensidade de
fluorescéncia, quando comparada a amostra analisada em agua. Essa supressédo da
fluorescéncia pode ocorrer devido a perda de energia da molécula por processos nédo
radiativos através da colisdo de moléculas de IR780 presentes na superficie da

nanoesfera com a agua do meio.

7.4.2. Avaliagcdo da interacdo das nanoparticulas com proteinas séricas por

fracionamento em campo de fluxo assimétrico (AF4-MALS-FLD)

O fracionamento em campo de fluxo assimétrico (AF4) € uma técnica de
separacdo em meio aquoso, utilizada para separar componentes de uma amostra
coloidal, em funcdo do seu coeficiente de difusdo, ou seja, do seu tamanho, numa
faixa que varia de apenas alguns nanémetros até, aproximadamente, 800 nm.

Em amostras de nanoparticulas é possivel separar fragcbes de diametro
uniforme dentro de uma amostra polidispersa, e caracterizar com precisdo a
polidispersidade da amostra através do tamanho de cada fracdo e da proporcao
relativa das fracfes. Ao nosso sistema de separacdo sdo associados detectores de
modo que o tamanho das frac¢des, eluindo em fluxo continuo, é determinado por duas
técnicas de espalhamento de luz em paralelo: o espalhamento de luz estatico (MALS),
que determina o didmetro de giracdo (que considera a distribuicdo dos pontos de
massa em relacéo ao centro de massa da particula) e o espalhamento de luz dinamico

(DLS), que determina o diametro hidrodinamico e esta relacionado ao coeficiente de
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difusdo da particula no eluente. A proporcdo de cada fracdo é obtida utilizando a
deteccdo por absor¢cdo no UV, sendo que em 254 nm o sinal detectado é
principalmente devido ao espalhamento da luz incidente, ou seja, uma medida da
turbidez da fracéo eluente.

Além disso, foi desenvolvida uma metodologia para estudar a particdo e a
transferéncia de marcadores fluorescentes de nanoparticulas para proteinas do soro.
Essa metodologia foi previamente descrita por Trindade e colaboradores (2018). Este
estudo consiste na incubacdo da amostra de nanoparticulas fluorescentes em meio
contendo proteinas do soro, seguida da separacdo da mistura no canal de AF4, e
caracterizacdo das fracdes por detector de fluorescéncia. As proteinas do soro
possuem um diametro reduzido (<10 nm), sendo eluidas como um pico fino com tempo
de retencdo inferior ao das nanoparticulas. Comparando as areas dos picos de
fluorescéncia é possivel determinar a contribuicdo da fluorescéncia associada as
proteinas e a fluorescéncia associada as nanoparticulas, a partir da amostra
complexa.

Trindade e colaboradores (2018) utilizaram a técnica de AF4-MALS-FLD para
avaliar a estabilidade de NC de PCL, PLA, PLGA e PEG-PLA contendo o marcador
DIL em meio DMEM contendo 10% de FBS. Os autores observaram, para todas as
formulacdes estudadas, que ocorre apenas uma pequena transferéncia do marcador
para as proteinas do FBS ao longo do tempo de incubacdo. O marcador DIL possui
um carater altamente lipofilico, permanecendo fortemente associado ao nucleo oleoso
das nanocapsulas estudadas, ndo sendo transferido para as proteinas.

Aplicando-se essa técnica as NS preparadas com IR780, foi evidenciada uma
diferenca fundamental em termos de marcacao fluorescente. As NS com IR780
conjugado ao PLA mantiveram a sua fluorescéncia e somente uma fracdo minima da
fluorescéncia foi associada as proteinas do soro, ao passo que as NS com IR780
encapsulado apresentam fluorescéncia intensa associada as proteinas, com aumento
em funcdo do tempo, indicando um processo de transferéncia prolongado. Ou seja,
guando o IR780 estd encapsulado na NS, ele passa rapidamente da NS para as
proteinas, o que compromete a confiabilidade de testes in vitro e in vivo. Isso corrobora
o fato da ligagédo do IR780 covalentemente ao polimero garantir a estabilidade da

marcacao fluorescente das nanoparticulas.
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As NC preparadas com IR-PLA associado aos polimeros PCL, PLGA e PEG-
PLA, quando incubadas em meio contendo proteinas do soro, também apresentaram
uma fluorescéncia estavel, com apenas uma pequena fracdo de marcador associado
as proteinas. Essa fracdo de IR780 que é transferida para as proteinas pode ser
decorrente da presenca de uma pequena fracdo do marcador que néo foi conjugado
ao polimero, uma vez que 0 mesmo ndo passa por processo de purificacdo para a
remocao do marcador livre.

Outros métodos sado descritos na literatura para avaliar a interacdo de
nanoparticulas com as proteinas séricas, embora cada método apresente as suas
limitagcbes. Em seu trabalho, Pietkiewicz, Wilk e Bazylinska (2016) utilizaram duas
metodologias para avaliar o grau de interacdo de NS de PLA contendo diferentes
substancias hidrofébicas (curcumina, ftalocianina de zinco e IR780) com a albumina
(BSA). A primeira consiste na determinacao da intensidade de fluorescéncia, medida
utilizando o comprimento de onda de maxima excitacdo especifico de cada fluoréforo,
associada as proteinas que estavam imobilizadas em um suporte soélido, apés
incubacdo com as formulacdes. A segunda metodologia consistiu na determinacéo da
absorbancia em 280 nm por espectrofotometria no UV-VIS de amostras contendo uma
concentragcdo pré-determinada de NS incubadas com concentracdes crescentes de
BSA. Segundo os autores, a NS com curcumina apresentou maior interacdo com a
BSA, seguida da NS com ftalocianina de zinco e da NS com IR780, sugerindo uma
capacidade elevada das NS em encapsular e reter IR780 em relacdo aos demais
compostos.

Conforme demonstrado pelas nossas andlises por AF4, quando a amostra de
NP contendo um marcador € incubada com meio contendo proteinas, pode ocorrer
uma transferéncia do marcador da particula para as proteinas. O método de AF4
evidencia a associacao de marcador fluorescente as proteinas, ja que € um método
em fluxo que permite uma separacdo dos componentes nanometricos dentro de uma
amostra complexa em fung¢ao do tamanho, ao passo que as metodologias em batelada
ndo sdo capazes de diferenciar a associacdo de NP as proteinas da transferéncia do
marcador para proteinas. Assim, o método de AF4 se mostrou uma potente
ferramenta para auxiliar na compreensdo da interacdo entre proteinas e
nanoparticulas; e entre farmacos associados fisicamente a nanoparticulas e

proteinas.
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8. CONCLUSOES

No presente trabalho foi obtido um PLA reativo, através de uma polimerizacao
por abertura de anel utilizando uma base organica forte (TBD) como catalisador e
iniciador (BCN-OH) possuindo o grupo reativo ciclooctila. Com melhorias das
condicdes de secagem dos reagentes, foi possivel obter polimeros com as
caracteristicas desejadas, em termos de massa molar, distribuicio de massas
(polimeros com Mn 8000 e 4000 g/mol) e reatividade a azidas organicas, apesar da
baixa reprodutibilidade dessa reacdo em termos de massa molar do polimero.

Foi desenvolvida uma rota sintética para conjugacao do marcador fluorescente
IR780 ao PLA contendo o grupamento alcino reativo (BCN-PLA), via reacéo
multicomponente de cicloadicdo azida-alcino promovida por tensdo de ciclo na
auséncia de catalisador. Além da simplicidade dessa reacdo e alto rendimento, a
reacdo multicomponente foi necessaria para contornar a instabilidade do intermediario
IR-N3 demonstrada nesse trabalho.

O PLA conjugado ao marcador IR780 obtido apresentou caracteristicas
fotofisicas adequadas de fluorescéncia NIR, que validam seu potencial em estudos
pré-clinicos de biodistribuicdo de nanoparticulas. Uma das caracteristicas mais
interessante desse marcador polimérico NIR foi a estabilidade da marcacéo
fluorescente de nanoparticulas em meio aquoso, mesmo em condi¢cdes semelhantes
a estudos in vitro (37°C e na presenca de proteinas séricas), quando comparado com
0 marcador encapsulado.

Sendo assim, o IR-PLA mostrou ser um marcador fluorescente polimérico
versatil, que pode ser associado a diferentes poliésteres biodegradaveis para a

marcacao dos nanocarreadores mais seguros e mais utilizados na area farmacéutica.
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9. PERSPECTIVAS FUTURAS

Sao perspectivas para trabalhos futuros provenientes dos resultados obtidos

nesse trabalho:

e Aprimorar as metodologias sintéticas desenvolvidas, visando a obtencdo de

melhor controle da massa molar dos polimeros;

e Avaliar in vitro a citotoxicidade do IR-PLA;

e Avaliar o uso do IR-PLA na marcacdo de nanoparticulas em estudos de

internalizagao celular por microscopia confocal e citometria de fluxo;

e Avaliar o0 uso do IR-PLA na marcacdo de nanoparticulas em estudos de

biodistribuic&o in vivo.

e Avaliar a atividade in vitro do IR-PLA em terapia fotodinamica/fototérmica para

o tratamento de tumor.
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