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O tratamento do céncer € feito basicamente por meio de quimioterapia, que pode
causar enormes prejuizos a saude do paciente, uma vez que os farmacos atacam nao
somente as células doentes, mas também as células sadias. Por isso, estratégias para
direcionamento dos farmacos a seus devidos alvos vém ganhando muita atencdo nos
ultimos anos porque permitem atuacGes mais eficientes dos principios ativos. Nesse
trabalho foram estudadas reacGes de bioconjugacdo a sistemas poliméricos empregando
click chemistry do tipo tiol-eno, que é uma reacdo simples, rapida, estereoespecifica e que
ndo faz uso de reagentes toxicos. Os resultados indicam que ainda ha muito a ser estudado
acerca da click chemistry e que existem muitas inconsisténcias e lacunas na literatura.
Algumas das questdes relevantes levantadas neste trabalho envolvem a utilizagdo de
solventes tdxicos, a falta de dados sobre efeitos de iniciadores, a extrema complexidade
das reacdes propostas na literatura e outros temas. Dos sistemas testados, ficou
comprovada a reacao tiol-eno entre o estireno e o acido-3-mercaptopropinico e entre a
maleimida e polimeros produzidos via polimerizacdo RAFT. Ademais, ficou claro que o
uso de sistemas copoliméricos pode tornar a captacdo celular até 8 vezes maior,

constituindo sistemas promissores para 0 uso em aplicacgdes sitio-dirigidas.
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Cancer treatment is performed primarily through chemotherapy. Chemotherapy,
however, can cause other damages to the patient’s health, as the drugs can affect both the
diseased and healthy cells. Therefore, targeted release strategies have gained significant
attention recently because they allow for more efficient outcomes. In the present work,
polymer bioconjugation was performed with help of thiol-ene click chemistry reactions.
Click reactions are by definition simple, quick, stereospecific and do not require toxic
reagents usage. However, obtained results indicate that many aspects still must be studied
about click reactions and that many gaps and inconsistencies found in the literature must
be discussed. Some of the most relevant issues raised in the present work are the use of
toxic solvents, the lack of information about the use of different kinds of initiators and
the fact that the proposed click reactions within the literature are extremely complex.
Among all the tested systems, the thiol-ene reaction between styrene and 3-
mercaptopropionic acid and between maleimide and functionalized polymers produced
by RAFT polymerization were shown to work appropriately. It also became clear that the
use of copolymer systems can lead to cell uptakes that are up to 8 times higher,

constituting promising alternatives for use in targeted drug delivery applications.
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Capitulo I — Introducéo

Capitulo 1

Introducéo

1.1. Introducéo

Nas ultimas décadas, o estudo da utilizacdo de polimeros para aplicacfes médicas
e farmacéuticas cresceu exponencialmente em todo o mundo, o que pode ser comprovado
pelo aumento no nimero de publica¢des dos ultimos 20 anos, indicado na Figura 1. Além
disso, somente no periodo compreendido entre o dia 1° de janeiro e o dia 19 de abril de
2017 ja haviam sido publicados 2005 trabalhos relacionados ao uso de polimeros para
aplicacdes biomédicas, o que indica que o crescimento observado nos ultimos 20 anos

continua pronunciado.

3000

2500 +

NUmero de publicacdes
—_ —_ N

[é)] o [é)] o

o o o o

o o o o

1 1 1 1

Ano da publicagao

Figura 1 — Historico do numero de publicaces no periodo compreendido entre
1997 e 2017, segundo a base do Science Direct. Busca empregando as palavras-chave

“polymer” ¢ “biomedical applications” em 19 de abril de 2017.

Esse crescimento é resultado das inumeras possibilidades, em termos de

propriedades fisicas e quimicas, oferecidas pelos polimeros. Muitos polimeros séo
1
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biocompativeis, biodegradaveis e podem ter suas propriedades fisicas, Opticas e
mecanicas manipuladas conforme a aplicacdo pretendida, além de poderem ter a
composicdo quimica da superficie facilmente alterada (SANTOS, 2007). Por isso, esses
materiais despertam grande interesse das industrias médica e farmacéutica. Em particular,
uma das palavras mais comumente associadas a polimeros nos tempos atuais é a
funcionalizacgdo, que consiste na inser¢do de grupos funcionais reativos para posterior
interacdo/reacdo com outros compostos (FENG et al., 2013; PEIXOTO, 2013).

Nesse contexto, merece ser ressaltado o uso de materiais poliméricos para o
encapsulamento de farmacos e para a bioconjugacdo® a biomoléculas, visando ao
desenvolvimento de sistemas de liberacdo controlada e/ou sitio-direcionada para o
tratamento de diversas doencas, em especial do cancer (UHRICH et al., 1999; SANCHIS
etal., 2010).

O céncer é hoje uma das doencas que mais matam no mundo e o tratamento,
quando ndo é possivel intervir cirurgicamente, é realizado em grande parte por meio de
quimioterapia®. A quimioterapia, no entanto, esta longe de ser totalmente bem-sucedida,
uma vez que falta a esta técnica um detalhe primordial: apresentar toxicidade seletiva
(FANG et al., 2011). De maneira mais clara, o principal problema desse tipo de
tratamento é que os farmacos empregados destroem ndo s6 as células doentes, mas
também as sadias. Falta, portanto, uma atuacdo mais especifica nos tumores, 0 que
diminuiria os efeitos colaterais e aumentaria a eficiéncia do tratamento. Por isso, vem
sendo estudado o uso de sistemas de liberagdo “inteligentes”, que liberam o
quimioterapico controladamente e/ou diretamente em um sitio especifico (no caso do
cancer, no tumor) (BOHNE & BECK-SICKINGER, 2015). Para alcangar tamanha
especificidade, a associacao de polimeros a biomoléculas capazes de reconhecer e se ligar

de maneira precisa a tumores vem sendo intensamente estudada.

1 Ligacdo entre ao menos uma molécula de origem bioldgica a compostos
sintéticos e/ou bioldégicos, sendo que as propriedades das moléculas
iniciais s&o individualmente preservadas. No contexto proposto, o termo
é usado como sindénimo da associacdo de polimeros a biomoléculas.

2 E o método que utiliza compostos quimicos, chamados quimioterapicos,
para o tratamento de doencas causadas por agentes bioldgicos. Quando
aplicada ao cancer, a quimioterapia ¢é chamada mais especificamente de

guimioterapia antineoplasica.
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Dentro do universo da bioconjugacédo, cabe destacar o crescente interesse pelas
recém descobertas reacbes de click chemistry, que consistem num grupo de reagdes que
vem sendo descritas como rapidas, estereoespecificas e de altissima seletividade, alem de
ndo exigirem o uso de solventes toxicos (HEIN et al., 2008; SHARPLESS et al., 2001).
Com essa descricdo fica simples entender o motivo de tamanho interesse. O fato de que
por defini¢do essas reacdes ndo empregam solventes toxicos e promovem a producdo de
quantidade infima de subprodutos parece fazer da click chemistry o tipo ideal de reacédo
para aplicacdes medicas e farmacéuticas.

A Figura 2 apresenta o0 numero de estudos acerca de liberacdo modificada ja em
fase clinica em todo o mundo. No total, sdo 5177 pesquisas em andamento ou ja
concluidas, registradas pelo National Institutes of Health (NIH) até janeiro de 2017 (NIH,
2017a).

54 138 S Vi

194 {7 h /J’U\ L

L 5

Menor incidéncia I Maior incidéncia

Figura 2 — Mapa de pesquisas em fase de testes clinicos acerca de liberagao
modificada no mundo® (Adaptado de NIH, 2017a).

No Brasil, como indicado na Figura 3, sdo 144 registros, 0 que representa apenas

pouco mais de 2% do numero total de registros mundiais. Dessa forma, ha motivagéo

3 Incluindo liberacdo controlada e sitio-dirigida.
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bastante forte para o desenvolvimento de mais pesquisas brasileiras sobre sistemas de
liberagdo controlada e/ou sitio-direcionadas.

S

Menor incidéncia B Maior incidéncia

Figura 3 - Mapa de pesquisas em fase de testes clinicos acerca de liberagdo
modificada na América do Sul (Adaptado de NIH, 2017b).

No futuro, estima-se que esses sistemas de liberacdo de farmacos compostos por
polimeros associados a biomoléculas e a farmacos venham a possibilitar a cura de
diversos tipos de cancer, minimizando os efeitos colaterais, potencializando o efeito do
farmaco e diminuindo as doses necessarias para o tratamento (BOHNE & BECK-
SICKINGER, 2015).

1.2. Motivacéo

Como discutido anteriormente, o cancer € uma das doencas que mais matam em
todo o0 mundo e o tratamento é feito basicamente por meio de quimioterapia. A

quimioterapia, entretanto, pode causar enormes prejuizos colaterais a satde do paciente,
4
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ja que os farmacos atacam ndo somente as células doentes, mas também as células sadias.
Por isso, ao longo das Gltimas décadas foi possivel observar uma tendéncia continuada
para o surgimento de um novo olhar acerca do tratamento do cancer, que esta diretamente
associado a observacao da necessidade de uma atuacdo mais especifica dos farmacos,
para diminuir os efeitos colaterais, permitir a diminuicdo da dosagem e tornar o
tratamento mais eficiente.

Dessa maneira, hd hoje grupos de pesquisa que ainda defendem o
desenvolvimento de novos quimioterapicos para o tratamento dos mais variados tipos de
cancer. No entanto, as atengdes comecam a se voltar com maior intensidade para o
desenvolvimento de novos sistemas de liberacdo dos quimioterapicos ja existentes
(PREOBRAZHENSKAYA et al., 2006). Esse desenvolvimento, entretanto, ainda se
encontra nos estagios iniciais e ha pouquissimos estudos clinicos concluidos até o
momento (NIH, 2017a; NIH, 2017b), a despeito do enorme interesse pelo tema. Dessa
maneira, todo e qualquer conhecimento que possa ser agregado pode acelerar o
desenvolvimento de sistemas de liberacdo diferenciados, ou, mais especificamente, de
sistemas de liberacdo sitio-dirigidos.

H4, portanto, forte motivacdo para o estudo e desenvolvimento de sistemas de
liberacdo com atuacdo especifica (sitio-dirigidos) para o tratamento do céancer. Isso é
particularmente verdadeiro no Brasil, em que esse tipo de pesquisa corresponde a apenas
cerca de 2% dos registros mundiais, quando se comparam as Figuras 2 e 3. Em particular,
a etapa de bioconjugacdo das biomoléculas aos polimeros exige bastante cuidado durante
o0 desenvolvimento desses sistemas, pois ha sempre o risco de comprometer a atividade
das biomoléculas, que sdo muito sensiveis.

Apesar de haver técnicas de bioconjugacdo ja muito bem estabelecidas, ha apenas
2 produtos comerciais no mercado que alcancaram simultaneamente os objetivos de
atingir o alvo de interesse e de realizar a liberacdo do quimioterapico (ANSELMO &
MITRAGOTRI, 2014). S&o eles 0 KADYCLA® e o ADCETRIS® (ANSELMO &
MITRAGOTRI, 2014). No entanto, nenhum dos dois envolve ainda o uso de polimeros,
0 que comprovadamente poderia melhorar o desempenho do produto (SIEPMANN et al.,
2012). Dessa maneira, ha a necessidade de aprofundar os estudos acerca desse tema e, se
possivel, propor novas rotas que permitam fazer a ligacéo entre biomoléculas e polimeros,

como por exemplo rotas que fagam uso da click chemistry.
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1.3. Objetivo

O objetivo principal deste trabalho consistiu em utilizar reacdes de click
chemistry* para realizar a conjugacéo de biomoléculas a polimeros funcionalizados. No
trabalho foi proposto o uso da cisteina e da albumina de soro bovino como modelos para
investigar rotas de bioconjugacgédo para o posterior desenvolvimento de um sistema de

liberacdo sitio-dirigida eficiente para o tratamento de cancer.

1.4. Objetivos especificos

Os objetivos especificos perseguidos pelo presente estudo foram:

i) Produzir polimeros funcionalizados capazes de serem bioconjugados a
biomoléculas;

ii) Realizar a conjugacéo entre polimero e biomolécula por meio de reacGes do
tipo click chemistry, empregando biomoléculas modelo;

iii) Avaliar a ocorréncia das reacdes de bioconjugacao;

iv) Realizar ensaios de captacédo celular para avaliagdo da eficiéncia dos sistemas

propostos.

1.5. Estrutura da proposta de tese

A proposta de tese estd estruturada em nove capitulos, incluindo este primeiro
capitulo, que apresenta uma breve introducdo, os objetivos e a motivacdo para o
desenvolvimento do estudo. No Capitulo 1l é apresentada uma extensa revisdo
bibliografica referente a primeira parte do trabalho, que contempla uma das rotas de
bioconjugacdo testadas: a reacdo tiol-eno. No Capitulo 111 sdo descritos os materiais e
métodos empregados na primeira etapa da tese. Nele sdo apresentados com detalhes os
procedimentos adotados nesta primeira rota de bioconjugacao testada. Os resultados de
todos os testes da primeira parte sdo apresentados e discutidos no Capitulo IV. O Capitulo

V apresenta uma revisao bibliografica complementar e que se refere exclusivamente a

4 S&8o reacdes répidas, especificas, de alto rendimento, que empregam

reagentes ndo tdéxicos e resultam em produtos também ndo tdxicos.
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segunda rota de bioconjugagdo contemplada neste trabalho: a rota tiol-maleimida. E
importante ressaltar que, apesar dessa nova revisdo bibliografica ser focada mais
especificamente na segunda etapa, a primeira revisdo apresentada no Capitulo 11 é mais
abrangente. Dessa maneira, muitas das informacbes contidas no Capitulo Il sdo
importantes para a compreensdo da segunda parte do trabalho, embora ndo sejam
repetidas para ndo tornar a leitura demasiadamente longa e repetitiva. No Capitulo VI sdo
apresentados os materiais e métodos referentes a segunda parte do trabalho, seguida pelos
resultados e discussdes no Capitulo VII. As conclusdes e sugestdes para trabalhos futuros
sdo apresentadas no Capitulo VIII. Finalmente, no Capitulo 1X sdo apresentadas as
referéncias bibliogréficas utilizadas em toda a tese.

Vale ressaltar que a decisdo de separar o trabalho em duas partes distintas foi
tomada para facilitar a compreensdo do leitor. No entanto, as duas partes da tese estdo

interconectadas e apresentam o mesmo objetivo em comum.

1.6. Informacdes sobre a tese

A presente tese foi desenvolvida no Laboratério de Engenharia de Polimerizagdo
(EngePol) vinculado ao Programa de Engenharia Quimica da COPPE/ UFRJ. Neste local
foram realizados todos os experimentos e praticamente todas as analises de caracterizacdo
dos materiais. As andlises de RMN apresentadas no Capitulo IV foram realizadas no
Laboratdério de RMN do Instituto de Macromoléculas (IMA) também situado na UFRJ.
As analises de RMN incluidas no Capitulo VII foram realizadas no Laborato6rio
Multiusuario de RMN em Solucéo localizado no Instituto de Quimica (1Q) da UFRJ. Os
ensaios de captacdo celular foram realizados no Laboratoério de Microbiologia Celular da

Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro.
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Capitulo 11

Revisdo Bibliogréafica: Parte I

2.1. Polimeros

Polimero, segundo a definicdo do dicionario Aurélio (2014), é um “tipo de
molécula formada quando duas ou mais moléculas chamadas monémeros se combinam
umas com as outras”. Ainda segundo o dicionario, “um polimero pode conter milhares de
mondmeros”. Complementando a definicdo de forma mais cientifica, pode-se dizer que
os polimeros sdo macromoléculas formadas pela ligacdo entre moléculas menores,
chamadas monémeros, que se conectam por meio de ligacBes quimicas covalentes
formadas nas reacdes de polimerizagdo (ODIAN, 2004; MANO, 1985).

Ao longo da historia, os polimeros foram sendo gradativamente incorporados as
areas médica e farmacéutica porque sdo de facil producdo, podem ter a composicdo
quimica da superficie alterada facilmente para fornecer propriedades bastante distintas
dos materiais originais, podem ser biocompativeis, podem ser biodegradaveis e
apresentam excelentes propriedades Opticas e mecanicas (ODIAN, 2004). Além disso,
para 0 caso de aplicaces relacionadas a liberacdo controlada e/ou sitio-dirigida de
farmacos, os polimeros apresentam outra vantagem em relacdo aos demais materiais: a
possibilidade de realizar o encapsulamento in situ de principios ativos (NGWULUKA,
2010).

Como exemplos de aplicacdes de materiais poliméricos nessas areas, pode-se citar
0 uso de resinas acrilicas, normalmente a base de poli(metacrilato de metila) ou poli(acido
acrilico), para producdo de cimentos 6sseos, lentes de contato, agentes embolizantes e
resinas dentérias (FRAZER et al., 2005; SANTQOS, 2007). Além disso, os polimeros vém
também sendo empregados amplamente na engenharia de tecidos e na liberacéo
controlada de farmacos (KAMALY et al., 2016; KOHANE & LANGER, 2008).

No caso especifico das aplicagdes farmacéuticas, foco da presente proposta, 0s
polimeros podem se apresentar sob a forma de filmes para liberagdo transdérmica, sob a

forma de particulas secas ou em suspenséo/emulsdo para aplicacdo intramuscular, oral ou
8
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intravenosa, ou ainda sob a forma de implantes para liberacdo via subcutanea (HANS &
LOWMAN, 2002; GAUMET et al., 2008). Os sistemas mais estudados, no entanto, sao
aqueles que fazem uso dos polimeros na forma de pequenas particulas, cujos tamanhos
dependem da aplicacdo desejada. Para aplicacdes intramusculares ou subcutaneas, 0s
tamanhos médios variam entre 20-100 um. Administracdes via intravenosa requerem
particulas com diametros significativamente menores que 5 um, para que ndo causem
embolia, uma vez que os capilares sanguineos apresentam didmetros em torno de 5-6 um
(HANS & LOWMAN, 2002). Quanto a forma de eliminar esses materiais, vale ressaltar
que particulas menores que 20-30 nm sdo filtradas pelos rins e eliminadas na urina,
enquanto as particulas maiores sdo eliminadas nas fezes, absorvidas pelo organismo ou
retiradas cirurgicamente (GAUMET et al., 2008).

2.2. Reacdes de polimerizacao via radicais livres

A poliadicdo via radicais livres € muito empregada para a producdo de polimeros
para aplicagdes farmacéuticas (KADAJI & BETAGERI, 2011). Nas poliadi¢des, o
polimero cresce rapidamente, pois as rea¢fes acontecem em cadeia; além disso, ndo ha a
formacéo de subprodutos (ODIAN, 2004). O mecanismo das reacdes de polimerizacdo
via radicais livres pode ser didaticamente dividido em trés etapas, que compreendem a
iniciagdo, a propagacdo e a terminagdo, como mostra a Figura 4. A etapa de iniciagdo
compreende a geracdo de radicais livres pela decomposi¢do (normalmente térmica) do
iniciador (ODIAN, 2004). Na etapa de propagacdo, os radicais formados reagem com as
moléculas de monémero, que sdo incorporadas a cadeia em crescimento. O crescimento
da cadeia continua até que ocorra um dos mecanismos usuais de terminagdo: terminacao
por combinacdo, quando dois radicais se combinam; ou terminagdo por
desproporcionamento, quando ha a transferéncia de um atomo de hidrogénio de uma
cadeia em crescimento para outra (ODIAN, 2004). A etapa de transferéncia de cadeia
ocorre quando a cadeia em crescimento reage com uma molécula do meio, seja um
mondmero, um polimero, uma molécula de solvente ou uma impureza do sistema,
resultando na interrup¢do do crescimento da cadeia e dando inicio a uma nova cadeia
polimérica (NEVES, 2002).

Dentre as técnicas de polimerizacao via radicais livres, a técnica de polimerizacao

mais simples é a polimerizagdo em massa. Nesse tipo de reacdo sdo adicionados ao

9
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sistema simplesmente o(s) mondmero(s) e o iniciador. A etapa de iniciagdo normalmente
ocorre por meio da elevacdo da temperatura, como ja mencionado, mas pode ser
adicionado um agente ativador em casos especificos, quando nao se deseja elevar a
temperatura do meio (CANEVAROLO, 2006; MANO, 1985).

LI - Iniciacdo
R-4M 2 ,p |
+ . | Propagacéo
H.
Py +M ——— Py -
Kte 7]
Pn ' +Fm - l:.:1+t'n .
Ke —  Terminacéo
Pn ' +Pm — P‘n + Pm
Kttem 7
P+ +M Po + P - Transferéncia de
K r .
P.-+P, tep B.+P, - cadeia

Figura 4 — Mecanismo convencional de polimerizac&o via radicais livres. | € o iniciador,
M é o mondmero, R- é o radical primario, P- é a cadeia em crescimento e P é a cadeia
polimérica inativa (MACHADO, 2007; ODIAN, 2004).

As principais desvantagens da polimerizagdo em massa sdo o fato de ndo ser
possivel produzir polimeros na forma de particulas e também o fato de a transferéncia de
calor ser dificultada, devido ao aumento pronunciado da viscosidade do meio com o
progresso da reacdo. As grandes vantagens do uso dessa técnica residem no fato de que
ndo sdo empregados solventes ou qualquer outro componente que possa afetar a cinética
da reacgdo e no fato de ser uma técnica extremamente simples (CANEVAROLO, 2006).
A polimerizacdo em massa é, portanto, muito empregada para a realizagdo de estudos
cinéticos e para a avaliacdo de possiveis interacdes entre polimero e farmaco, por
exemplo, pois elimina interagdes com agentes surfactantes, solventes e demais compostos

empregados em outras técnicas de polimerizagéo.

10
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2.3. Liberagéo controlada e sitio-dirigida de farmacos

Nessa tese ndo foi realizado o encapsulamento de nenhum farmaco, uma vez que
0 objetivo principal foi estudar a ligacdo dos polimeros a biomoléculas. No entanto, como
a principal motivagdo para o desenvolvimento do trabalho foi a posterior aplicagdo em
sistemas de liberacédo diferenciados, cabe aqui uma revisao sobre esse tema de maneira a
contextualizar o trabalho e convencer o leitor acerca da importancia dos sistemas
propostos.

Os sistemas de liberagdo controlada de fa&rmacos permitem, como o préprio nome
sugere, maior controle da exposicéo do farmaco ao longo do tempo durante a aplicacéo.
Além disso, permitem em alguns casos a passagem do farmaco através de barreiras
fisioldgicas, previnem a eliminacdo precoce do principio ativo, reduzem os efeitos
colaterais e reduzem o numero de doses de medicamento a serem administradas
(SIEPMANN et al., 2012). O desenvolvimento de sistemas de liberagéo controlada de
farmacos tem como principais objetivos modificar a farmacodindmica®, potencializando
dessa forma o efeito terapéutico do farmaco; modificar a farmacocinética®, garantindo
assim o controle da absorcdo e a distribuicdo tecidual do principio ativo; e reduzir os
efeitos toxicologicos dos compostos (HENRIQUE et al., 2006). Além disso, podem, por
meio de uma técnica conhecida como encapsulamento, mascarar odor e cor indesejados
e evitar a fotodegradacdo e a oxidacdo dos farmacos (DESAI et al., 1996; ESPOSITO et
al. 1996; WAY, 2013). Dessa forma, os sistemas de liberacdo controlada vém sendo
muito estudados, principalmente para aplicagdes relacionadas ao tratamento do cancer,
visando a diminuicdo dos efeitos colaterais, aumento da especificidade e diminuicao das
doses.

A grande vantagem dos sistemas de liberacdo controlada de farmacos é que eles
podem manter a dose do principio ativo dentro da faixa terapéutica por periodos

prolongados. Nas formas de administracdo convencionais, ocorrem picos de concentragao

Estuda os efeitos bioguimicos e fisioldgicos dos farmacos no organismo,

além de seus mecanismos de acdo e a relacdo existente entre a

concentracdo e os efeitos dos principios ativos.

6 - - ~ . ~
Estuda as etapas de administracao, absorcéao, biotransformacéao,
biodisponibilidade e excrecdo dos farmacos; ou seja, o caminho que os

fdrmacos percorrem no organismo.
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e pode ocorrer de a dose ultrapassar o limite terapéutico e atingir uma concentragao
plasmatica toxica para o individuo. Além disso, quando o medicamento é administrado
em multiplas doses, a concentracdo no plasma pode atingir nivel subterapéutico antes que
a dose seguinte seja administrada, como indica a Figura 5, 0 que pode prejudicar o
tratamento.

— Liberacdo Convencional
— Nivel Terapéutico

Tempo

Nivel Téxico
Liberacdo Controlada

Concentracdo da Substancia

Figura 5 — Comparacao entre os perfis da liberagcdo convencional e da liberagédo
controlada (adaptado de DREW UNIVERSITY, 2014).

Tomando como exemplo o farmaco doxorrubicina (DOX), um dos
quimioterapicos mais empregados no tratamento do cancer (ALMEIDA et al., 2005), €
possivel localizar muito facilmente trabalhos que visaram ao desenvolvimento de
sistemas de liberacdo controlada. A DOX causa, assim como quase todos os
quimioterapicos, inimeros efeitos colaterais nos pacientes. Mais especificamente, cerca
de 10 a 11% dos pacientes tratados com doxorrubicina desenvolvem cardiomiopatia e o
indice de morte dentre esses pacientes é de aproximadamente 50% (CHATTERJEE et al.,
2010; OCTAVIA et al, 2012). Devido, portanto, a elevada incidéncia de
desenvolvimento de problemas cardiacos, as doses de doxorrubicina costumam ser
limitadas (CHATTERJEE et al., 2010). Algumas estratégias vém sendo adotadas por
grupos de pesquisa para tentar contornar o problema da limitacdo da dose da

doxorrubicina com sistemas de liberacdo diferenciados.
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HRUBY et al. (2005) estudaram a utilizacdo de um copolimero anfifilico em
bloco de poli(éxido de etileno) com poli(alil glicidil éter) para formular um sistema de
liberacdo controlada de doxorrubicina sensivel a variagdes de pH. Os autores empregaram
0S grupamentos amino e cetona da doxorrubicina para permitir a conjugacao do farmaco
ao polimero. Para isso, foram inseridos nos copolimeros grupos hidrazida que, apds a
conjugacao com a DOX, formam grupos hidrazonas, que s&o sensiveis a variagdes de pH.
Foram feitos testes de liberacéo in vitro do ativo em diferentes pHs e ficou comprovado
que a liberacdo é mais rapida em pH 5,0 do que em pH 7,4. Esse resultado é muito
interessante, porque o pH dos tumores é mais acido (em torno de 5,0) do que o pH do
plasma sanguineo (aproximadamente 7,4), o que tornaria a liberagdo muito mais
localizada, reduzindo assim os efeitos adversos causados pelo farmaco.

KATAOKA et al. (2000) também estudaram o encapsulamento da doxorrubicina
em copolimeros em bloco anfifilicos, como copolimeros de poli(etileno glicol) e poli(B-
benzil-L-aspartato). Os autores obtiveram micelas de tamanho médio variando entre 50-
70 nm e carregadas com 15 a 20% de doxorrubicina. Assim como HRUBY et al. (2005),
KATAOKA et al. (2000) também perceberam uma aceleracdo na liberacdo do farmaco
em pHs mais proximos de 5,0. O uso das micelas permitiu 0 aumento do tempo de
circulacdo da DOX, provavelmente, segundo os autores, por causa da diminuicdo da
captacdo das micelas pelo sistema reticuloendotelial por um mecanismo de estabilizagéo
estérica. Os testes in vivo mostraram que o0 sistema proposto apresentou atividade
antitumoral mais elevada, quando comparado com o uso da DOX livre. Os autores
ressaltaram também que a estabilidade do sistema era ainda maior quando a concentracao
de quimioterapico era aumentada, ocorrendo o encapsulamento também de derivados
(dimeros) do farmaco nas micelas.

RAHMAN et al. (1986) realizaram um estudo in vivo em ratos, comparando 0 uso
de lipossomas carregados com cardiolipina’ e doxorrubicina com o uso de doxorrubicina
livre. Os autores mostraram que, além de alterar substancialmente a farmacocinética do

farmaco, tornando a liberacdo mais lenta e aumentando em quatro vezes o tempo de meia-

7 A cardiolipina é um dos componentes da parte interna da membrana
mitocondrial cardiaca dos mamiferos. Além disso, a cardiolipina também
¢ uma molécula que apresenta antigenicidade, que é a capacidade de

estimular a producdo de anticorpos.
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vida no plasma, o encapsulamento tambeém proporcionou uma reducdo da toxicidade da
DOX, indicada pela diminuigdo do tempo de meia-vida do fArmaco nos tecidos cardiacos.

AKBARZADEH et al. (2012) estudaram a utilizacdo de nanoparticulas
magnéticas recobertas com poli(N-isopropilacrilamida-co-acido metacrilico) para a
liberacdo controlada de doxorrubicina. Os testes de liberag&o in vitro mostraram que, apds
200 h a 37 °C, 43% da doxorrubicina foi liberada e que o percentual liberado aumentou
quando foi aumentada também a temperatura do meio. Os autores realizaram também
testes de citotoxicidade das nanoparticulas recobertas e os resultados indicaram que o
sistema estudado é biocompativel. Mais testes serdo ainda realizados, para determinar se
as particulas sdo capazes de atingir o tumor do cancer de pulméo, alvo predeterminado
pelos autores.

BOUHADIR et al. (2001) estudaram a utilizacao de hidrogéis de alginato de sddio
de baixa massa molar reticulados com adipato de dihidrazida. Os hidrogéis foram
carregados com trés diferentes quimioterapicos modelo (doxorrubicina, metotrexato e
mitoxantrona) e cada um deles foi ligado ao polimero de alginato de uma maneira
diferente. Em especial para o caso da doxorrubicina, a estratégia empregada foi a ligacédo
covalente entre as hidrazidas do agente reticulante e a cetona da posi¢do C13 da DOX.
Os testes de liberagdo in vitro indicaram que, variando a concentracdo de adipato de
hidrazida, é possivel controlar o perfil de liberacdo dos farmacos e que a doxorrubicina
aparentemente interage covalentemente e ionicamente com o polimero proposto.

OLIVEIRA et al. (2012) estudaram o encapsulamento de amoxicilina e
doxorrubicina em particulas de copolimeros de poli(metacrilato de metila) (PMMA) e
poli(acetato de vinila) (PVAc) produzidas em suspensdo. O autor relatou que as reacfes
com doxorrubicina afetaram a morfologia das particulas produzidas e a cinética da reacao.
Mais especificamente, a DOX parece exercer um efeito inibitério sobre a reacdo de
polimerizagdo (especialmente com o PVAc). Segundo OLIVEIRA et al. (2012), esse
efeito inibitdrio pode ser ocasionado pela prépria estrutura do farmaco, que se assemelha
aos inibidores habitualmente empregados em reacdes de polimerizacdo, ou ainda por
conta de efeitos de difusdo e efeito gel da reacdo, que sdo alterados quando o
antineoplasico é utilizado. Além disso, os autores destacaram uma possivel interagcdo
entre o polimero e a DOX, observada por meio do aumento da massa molar dos produtos,

indicando um possivel efeito reticulador das cadeias.
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Os trabalhos apresentados acima sdo exemplos que ilustram o desenvolvimento
de sistemas de liberacdo diferenciados. Alguns deles fizeram uso de polimeros
“inteligentes”, que sdo aqueles capazes de responder a estimulos, como a variacdo de
temperatura ou de pH. Outros fizeram uso da técnica de encapsulamento com polimeros
ja bastante empregados pela inddstria farmacéutica, como o PMMA. Em todos os casos
apresentados, no entanto, o objetivo perseguido foi a obtencdo de um perfil de liberagéo
prolongado ou simplesmente o aumento do tempo de circulacdo do farmaco no
organismo.

No entanto, quando se estudam sistemas de liberacdo para tratamento de
neoplasias, fala-se muito de sistemas de liberacdo sitio-dirigidos. A liberacdo sitio-
dirigida ou in situ permite que o farmaco seja levado até um local especifico do tecido
celular. Para que isso ocorra, os carreadores sdo modificados superficialmente, de forma
que uma determinada biomolécula permita o reconhecimento do alvo da particula, onde
deve ocorrer a liberacdo do farmaco. Vale ressaltar que nem sempre a liberacéao sitio-
dirigida visa a controlar a taxa de liberacdo do farmaco, como nos sistemas de liberacdo
controlada. Usualmente, os sistemas sitio-dirigidos podem ser alcancados com auxilio de
estratégias de direcionamento a um alvo, o que é conhecido como vetorizagao
(DUMITRIU, 2001; DREW UNIVERSITY, 2014; PEIXOTO, 2013).

S&o duas as estratégias de direcionamento mais empregadas nos sistemas de
liberacdo sitio-dirigida. Uma delas, o direcionamento ativo, emprega ligantes direcionais,
como anticorpos, aptimeros® e outras biomoléculas; enquanto a outra, o direcionamento
passivo, se aproveita do efeito de evidenciada permeabilidade e retencdo (KIM et al.,
2009), que serd melhor definido adiante. As duas estratégias sdo discutidas

separadamente a seguir.
2.3.1. Direcionamento passivo
As células cancerosas crescem muito rapidamente e podem entrar na corrente

sanguinea e invadir os tecidos (metastase). Um tumor primario ou secundario tem origem

a partir de uma unica célula anormal e, para crescer, se alimenta de oxigénio e nutrientes

8Séo pequenos trechos de DNA ou RNA que se ligam especificamente a

moléculas alvo especificas.
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das células sadias adjacentes. Quando o tamanho do tumor atinge cerca de 150-200 pum,
no entanto, as células mais internas ndo conseguem mais receber esses nutrientes. Nessa
fase, os tumores produzem um fator de crescimento vascular endotelial conhecido como
VEGF, que estimula a angiogénese, que € a criacdo de novos vasos sanguineos a partir
dos ja existentes (DUNCAN, 1999). E a angiogénese que permite a continuagio do
crescimento tumoral, ja que, uma vez vascularizadas, as células mutantes continuam
recebendo alimento e podem assim se multiplicar. A vascularizagdo tumoral, no entanto,
ocorre de forma tao rapida, que as células ndo conseguem se organizar adequadamente, o
que possibilita o surgimento de espacos vazios entre elas e faz com que o tumor se torne
altamente permeavel. Além disso, é reportado também um aumento na producédo de
fatores de permeabilidade vascular nos tumores (FANG et al., 2011). Paralelamente,
outra consequéncia do crescimento acelerado é a auséncia de drenagem linfética na regido
tumoral, 0 que ocasiona uma retencdo de 10 a 200 vezes maior das moléculas que
conseguem permear as células doentes, quando comparado com as células sadias
(MAEDA et al., 2000; FANG et al., 2011). O efeito causado pela combinagdo desses
fatores foi descrito pela primeira vez por MATSUMURA & MAEDA (1986) e é
conhecido como efeito de evidenciada permeabilidade e retencdo (EPR). O efeito EPR
vem sendo bastante estudado para possiveis aplicagdes em sistemas de liberacdo de
farmacos antineoplasicos.

Para que o efeito EPR seja aproveitado de maneira eficiente, as moléculas ndo
podem apresentar baixa massa molar (da ordem de centenas de Da). Isso ocorre porque
as células sadias também apresentam alguma permeabilidade. Assim, moléculas
pequenas, como os farmacos que séo usados na quimioterapia, ndo fazem a discriminacgéo
entre as células sadias e as células doentes. Por esse motivo, elas devem ser grandes o
suficiente para que penetrem apenas nas celulas doentes, em funcdo da elevada
permeabilidade do tecido (MAEDA, 2001). Consequentemente, como 0s polimeros
apresentam elevada massa molar, esses materiais vém sendo bastante estudados para uso
como veiculos para a entrega do farmaco diretamente no tumor. Para aproveitar o efeito
EPR, o farmaco deve conseguir circular no organismo por ao menos 6 horas. Para isso,
ela deve ter tamanho superior a cerca de 40 KDa, para que nédo seja filtrada nos rins e
eliminada na urina (MAEDA et al., 2006). Além disso, costuma-se recomendar que 0s
quimioterapicos ndo sejam positivamente carregados, uma vez que 0s vasos sanguineos

apresentam carga negativa. Caso isso ocorra, o farmaco pode ser adsorvido na superficie
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dos vasos e ter seu tempo de meia vida diminuido, o que ndo é interessante (MAEDA et
al., 2001). No entanto, ha estudos que indicam aumento do tempo de meia vida em
sistemas positivamente e negativamente carregados. Por isso, generalizacdes acerca desse
tema devem ser evitadas (FANG et al., 2011). Vale ressaltar também que moléculas
demasiadamente grandes (tamanho superior a 800 KDa) também apresentam restri¢des
para as aplicacOes pretendidas, como serd discutido adiante (SEYMOUR et al., 1995).
Ha alguns mediadores vasculares que estdo diretamente ligados ao efeito EPR: a
quinina, 0 VEGF, o 6xido nitrico (NO) e o peroxinitrito (ONOO"). A presenca ou auséncia
desses mediadores pode ajudar a modular a intensidade do efeito de evidenciada
permeabilidade e retencdo (FANG et al., 2011). Esses mediadores sdo normalmente
produzidos pelos tumores e a presenca deles intensifica o efeito EPR (FANG et al., 2011).
O uso do efeito EPR simplesmente, no entanto, pode acarretar alguns problemas.
Sabe-se que os tumores apresentam heterogeneidade patofisioldgica® e, dessa forma, ndo
se pode garantir que os efeitos de permeabilidade ¢ retengdo serdo “sentidos” em toda a
extensdo tumoral. Isso costuma ser particularmente verdade, por exemplo, na regido
central dos canceres metastaticos (FANG et al., 2011). Dessa maneira, o ideal € combinar
os efeitos do direcionamento passivo com os ddo direcionamento ativo, para potencializar

0 desempenho do sistema de liberag&o.

2.3.2. Direcionamento ativo

A sinalizacdo ativa consiste em ligar quimica ou fisicamente uma biomolécula a
superficie dos sistemas de liberacdo. A biomolécula deve ser escolhida de maneira
adequada a cada caso, para que atue de maneira especifica em cada tipo de neoplasia. 1sso
ocorre porque, como ja discutido, cada tumor expressa algum tipo de substancia em maior
quantidade. Por isso, um vetor especifico para o cancer de mama, por exemplo,
dificilmente atuara no tumor de cancer de figado, estbmago ou préstata (MAEDA et al.,
2009).

Uma preocupacdo relevante quando a sinalizagdo ativa € realizada € se o sistema

final sera capaz de penetrar nas células, ja que, ao ligar a biomolécula a superficie, o

gPatofisiologia é¢ o estudo do conjunto de alteracgdes funcionais que

acompanham determinada doeng¢a ou sindrome.
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conjunto aumenta consideravelmente de tamanho. O tamanho maximo dos vetores em
aplicacOes para o tratamento de cancer é motivo de debate. Ha relatos de que moléculas
de 20 a 800 KDa foram capazes de penetrar em células tumorais (MAEDA et al, 2009;
SEYMOUR et al., 1995). Além disso, ha estudos também de particulas de tamanhos
variando entre 200 nm e 1,2 um que penetraram nos tumores (DUNCAN, 1999). Dessa
forma, é preciso atentar para o fato de que, apesar de o senso comum indicar que
moléculas e/ou particulas grandes em demasia ndo podem ser usadas para aplicacdes para
tratamento do cancer, as pesquisas indicam que a dificuldade de penetrar na célula pode
também estar associada a outros fatores. Vale ressaltar também que o tamanho a que os
estudos se referem é o tamanho total da molécula apés a bioconjugacdo entre polimero,
biomolécula e/ou farmaco.

A sinalizacdo ativa é normalmente perseguida empregando técnicas de

bioconjugacao, como sera abordado a seguir.

2.4. Bioconjugacao

A bioconjugacédo é a ligacdo entre ao menos uma molécula de origem bioldgica a
compostos sintéticos e/ou bioldgicos, que forma um novo complexo, sendo que as
propriedades das moléculas iniciais sdo individualmente preservadas (BRASIL JUNIOR,
2010). A bioconjugacao é empregada na liberacdo de fArmacos para realizar a vetorizagdo
dos sistemas de liberacdo. Em outras palavras, ao sistema de liberacao estudado liga-se
uma biomolécula capaz de reconhecer e fixar-se ao alvo desejado, de maneira a fazer com
que a atuacdo do sistema seja especifica (DIMITRIU, 2001).

A biomolécula escolhida para a realizacdo da bioconjugacdo depende do alvo a
ser atingido. No caso de aplicacdes para o tratamento do cancer, por exemplo, em que
cada tumor superexpressa uma determinada molécula, a escolha da biomolécula esta
condicionada ao conhecimento de que tipo de tumor seré o alvo.

Alguns exemplos de biomoléculas usadas com essa finalidade séo: anticorpos

monoclonais, aptameros, proteinas e affibodies®°. Dentre essas moléculas, sem duvida

10 Affibody® ¢é um pequeno trecho de wum anticorpo, que se liga
especificamente a seu respectivo antigeno, porém chega a ser cerca de

10 vezes menor gue um anticorpo comum.
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as mais estudadas sao os anticorpos monoclonais (mAbs) ou os affibodies®, porque
podem ser empregados com ou sem a associa¢do a quimioterdpicos. Quando ndo sao
incluidos antineoplasicos, no entanto, o sistema ndo é curativo e consegue apenas atuar
impedindo o crescimento ou retraindo levemente o tumor, uma vez que 0s MAbs
apresentam baixa citotoxicidade e baixa penetracdo nos tumores (IYER & KADAMBI,
2011). Segundo PEPPAS & BLANCHETTE (2004), até o ano do estudo havia apenas 6
medicamentos comerciais de liberacéo dirigida que empregavam anticorpos como vetores
para tumores, mas nenhum dos medicamentos citados conjugava tambeém um
antineoplasico no sistema. Hoje ja ha ao menos dois medicamentos comerciais que
realizam a liberago sitio-dirigida. O KADCYCLA® é um conjugado anticorpo-farmaco
e foi aprovado pela FDA em 2013 (ANSELMO & MITRAGOTRI, 2014). O
medicamento oferece tratamento para cancer de mama cujos tumores sdo HER2 positivos,
empregando o farmaco mertansina (EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2016a). O
KADCYCLA® ¢ capaz de reconhecer 0s tumores porque a sua estrutura esta ligado o
trastuzumab, um anticorpo monoclonal IgG1!! especifico para receptores HER22
(EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2016). O ADCETRIS® também é um conjugado
anticorpo-farmaco indicado para o tratamento de linfoma Hodgkin CD30 positivo e foi
aprovado pela FDA em 2011 (EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2016b). O farmaco
empregado é o monometil auristatina E (ANSELMO & MITRAGOTRI, 2014).

Vale ressaltar que o uso de anticorpos monoclonais pode ser muito imprevisivel,
porque a producdo dos anticorpos € dificil e operacionalmente imprevisivel, além de
variar de batelada para batelada, principalmente quando o processo é escalonado. Por
isso, apesar de ja haver produto comercial resultante da bioconjugacéo entre um anticorpo
monoclonal e um polimero desde 1997 (JAMES & DUBS, 1997) e das pesquisas acerca
do tema serem intensas, as dificuldades apresentadas anteriormente surgem como
algumas desvantagens do uso dessas biomoléculas (FAROKHZAD et al., 2006).

A seguir sdo apresentados alguns estudos que visaram a combinar a liberacao de

farmacos antineoplasicos com atuaces dirigidas.

11 IgG, ou imunoglobulina G, é um anticorpo que recebe a subclassificagao
de IgGl gquando corresponde a 70% do total de IgG.
12 HER2 ¢é o receptor tipo 2 do factor de crescimento epidérmico humano.

13 CD30 é um tipo de antigeno.
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HEISTER et al. (2009) estudaram o desenvolvimento de um potencial sistema de
liberacdo sitio-direcionada de doxorrubicina, empregando nanotubos de carbono de
parede simples, bioconjugados a um anticorpo monoclonal com auxilio da albumina de
soro bovino (BSA). A BSA tinha como funcdo atuar como um ligante multifuncional
entre 0s nanotubos e 0s anticorpos, como mostra a Figura 6. Os autores, no entanto,
reportaram que o sistema nédo foi capaz de cruzar as barreiras celulares, permanecendo

retido no citoplasma.

Nanotubo g —> Anticorpo

@8 &8% DOX

Figura 6 — Esquema da bioconjugacgéo de nanotubos de carbono com um anticorpo
monoclonal por meio de BSA (Adaptado de HEITER et al., 2009).

LU et al. (2009) estudaram o uso de nanoparticulas poliméricas bioconjugadas a
padrdes contendo Arg-Gly-Asp!* (RGD) para atingir as células epiteliais dos olhos. Esses
padrdes sao vitais para os receptores envolvidos na adesdo celular e, portanto, influenciam
a migracdo, crescimento e diferenciacdo celular. Como as proteinas RGD impedem as

integrinas®® de se ligarem a seus respectivos ligantes, o que causa a morte das células

14 A sequéncia Arg-Gly-Asp (arginina-glicina-asparagina) consiste em um
peptideo que é reconhecido por diferentes receptores de superficie da

estrutura celular.

15 Proteinas de adesédo presentes na membrana celular.
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endoteliais, elas vém sendo muito estudadas em aplicagdes para o tratamento do cancer,
uma vez que seriam capazes de matar os vasos sanguineos recém-formados nos tumores.

RIHOVA et al. (2003) desenvolveram um sistema de N-2-hidroxipropil-
metacrilamida conjugado a um peptideo biodegradavel, (GlyPheLeuGly) IgG, e a
doxorrubicina para o tratamento de cancer. Os autores realizaram testes em 4 pacientes e
mostraram progressos, observados por meio da reducdo dos tumores. Além disso,
mostraram também que a doxorrubicina se ligou bem ao polimero e ndo circulou
livremente na corrente sanguinea.

ALEXIS et al. (2008) produziram um polimero com estrutura casca-nucleo de
poli(acido latico)/poli(etileno glicol) (PLA/PEG), encapsularam paclitaxel e
bioconjugaram o sistema a um affibody®. Os autores usaram 5% em base molar da
biomolécula e reportaram que o sistema proposto tem potencial para ser usado no
tratamento de canceres em que o fator de crescimento epitelial humano (HER-2) é
superexpresso. Segundo VAN DER VEN et al. (2012), que também estudaram o uso de
um affibody® como vetor para o tumor do cancer de mama, mas com objetivo que avaliar
se 0 monitoramento do sistema poderia ser realizado por meio de diagnéstico por imagem,
0 HER-2 é superexpresso em aproximadamente 25-30% dos tumores do cancer de mama.

GOSTRING et al. (2012) produziram varios affibodies® com afinidade por HER-
3 (receptor do fator de crescimento epitelial humano) e testaram a ligacdo especifica entre
as duas moléculas com auxilio de citometria de fluxo e microscopia. Os autores
reportaram que as ligages foram conseguidas com sucesso. Além disso, GOSTRING et
al. (2012) reportaram a existéncia de 2 anticorpos para HER-3 que estavam em testes
clinicos. Um deles, no entanto, parecia ndo estar apresentando resultados positivos em
termos de citotoxicidade adequada para aprovacéo.

MATSUMURA et al. (2004) produziram micelas de PEG com doxorrubicina e a
bioconjugaram a acido poliaspartico. Na realidade, o PEG, quando bioconjugado ao acido
poliaspartico, forma um copolimero em bloco que se organiza na forma de micela quando
colocado em meio aquoso. Experimentos in vitro mostram que os sistemas foram capazes
de reduzir os tumores em até 50%.

Em termos do estabelecimento de rotas bem definidas para a bioconjugacéo, vale
ressaltar que, para a bioconjugacdo de proteinas, ja ha uma rota razoavelmente bem

estabelecida, apresentada na Figura 7. Contudo, o tema da bioconjugacéo é bastante
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extenso, ndo cabendo a ideia de que é possivel estabelecer um procedimento padrdo para
todos os possiveis casos de interesse.

Dessa maneira, deve ficar claro que a técnica de bioconjugacdo vem sendo muito
estudada e que varios grupos ja reportaram sucesso das tentativas de ligar biomoléculas
a compostos poliméricos. Isso indica que essas reacGes sdo Vidveis e que merecem

continuar sendo estudadas.
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Adaptado de STEPHANOPOULOS & FRANCIS (2011).
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2.5. Click-chemistry

Uma das grandes preocupacfes para o desenvolvimento de novos sistemas de
liberacdo de farmacos € a questdo da reprodutibilidade e previsibilidade da liberacdo. No
entanto, para tornar os sistemas de liberagcdo previsiveis e reprodutiveis, € preciso
conhecer muito bem as estruturas dos materiais empregados, as ligagdes que formam com
0s principios ativos e a maneira com que ambos interagem com os meios bioldgicos. Para
atingir tamanho grau de perfeicéo, a ciéncia vem se especializando a cada dia. Uma das
maiores descobertas feitas recentemente e que traz uma enorme contribuicdo para a
indUstria farmacéutica foi a click chemistry (KOLB & SHARPLESS, 2003).

O desenvolvimento da click chemistry se deu a partir da observacao na natureza
de que as proteinas, acidos nucleicos e demais biomoléculas preferem as ligacOes
carbono-heterodtomo as ligagdes carbono-carbono. Com o objetivo de imitar o
comportamento da natureza, portanto, foram desenvolvidas as reacfes click. Vale
ressaltar, no entanto, que na natureza, essas reacdes sao reversiveis, enquanto na click
chemistry elas sdo irreversiveis (NWE & BRECHBIEL, 2009).

A primeira defini¢do de click chemistry foi feita por K. B. Sharpless em trabalho
publicado por KOLB et al. (2001). Segundo os autores, as reagdes do tipo click chemistry
sdo simples, rapidas, versateis, apresentam altos rendimentos e sdo também
estereoespecificas (mas ndo necessariamente enantiosseletivas). Por conta dessas
caracteristicas, vém sendo chamadas de LEGO® da quimica (KOWOLLIK & INGLIS,
2009), como uma analogia a facilidade de montagem e encaixe perfeito dos bloquinhos
de brinquedo. Além disso, as reacGes devem gerar produtos inofensivos, que podem ser
removidos preferencialmente sem uso de técnicas cromatograficas, e devem ser
conduzidas na auséncia de solventes ou na presenca de solventes atéxicos. Outra
exigéncia para ser classificada como reacdo click é de que devem empregar reagentes
estaveis e de simples obtencdo. Vale ressaltar também que idealmente o processo deve
ser insensivel a interacbes com oxigénio e agua (KOLB et al. 2001; GALO, 2012;
FREITAS et al., 2011).

As reacdes do tipo click podem ainda receber a classificagdo de bio-ortogonais,
quando ndo interagem com as funcionalidades presentes nos sistemas bioldgicos. Mais
especificamente, para ser bio-ortogonal, a reacdo deve ocorrer em meio aquoso, ndo

envolver reagentes ou catalisadores toxicos e envolver grupos funcionais que nao estejam
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presentes naturalmente em organismos vivos e que sejam inertes a0 meio em condig¢oes
fisiologicas (KOLB et al. 2001; LAHANN, 2009). O conceito de bio-ortogonalidade, no
entanto, é bastante contraditorio na literatura. A reacdo de Staudinger, por exemplo, que
é catalisada por cobre e sera discutida adiante, é apresentada como bio-ortogonal, mesmo
sendo o cobre um metal pesado que esté associado a uma serie de distarbios neurolégicos
como, por exemplo, o mal de Alzheimer (STRAUSAK et al., 2001). Além disso, muitos
grupos de pesquisa vém classificando reacdes como de click chemistry, mas empregam
uma enorme variedade de solventes tOXicos nos processos, 0 que nao € aceitavel pela
definicdo proposta. Dessa maneira, nota-se que muito ainda deve ser discutido a respeito
dessas novas reagoes, classificadas como click chemistry. No entanto, os beneficios e
possibilidades oferecidos por essas rea¢fes Sao enormes; por isso, essas reacdes merecem

ser estudadas com profundidade.

2.6. Tipos de reacéo click chemistry

No campo da bioconjugacao, a ideia de que uma reacao simples e de alta eficiéncia
possa ser explorada para imobilizar ativos bioldgicos sobre particulas poliméricas é
extremamente atraente e justifica o interesse pela click chemistry no presente trabalho.

A seguir sdo apresentadas as principais reacdes do tipo click chemistry conhecidas.

2.6.1. Cicloadicéo de Huisgen

A reacdo de Huisgen, também conhecida como cicloadi¢éo 1,3-dipolar ou ainda
como CUAAC, é sem davida a click chemistry mais empregada dentre todas as reacdes
click ja apresentadas na literatura. Ela consiste na reacdo entre um alcino terminal ou
interno e uma azida. Além disso, € catalisada por cobre e da origem a 1,2,3-triaz0is-1,4-
dissubstituidos (LAHAN, 2009; FREITAS et al., 2011), como apresentado na Figura 8.

O uso do catalisador de cobre, geralmente Cu(l), faz com que haja uma
modificagdo no mecanismo formacéo do 1,2,3-triazol, que passa a ser dividido em uma
série de rapidas etapas que envolvem intermediarios polares, cujas estruturas definem a
regioespecificidade da reacdo. A energia de formacdo dos intermediarios define a
velocidade da reacdo, que pode chegar a ser 107 vezes mais rapida que a velocidade da
reacdo néo catalisada (CANDUZINI, 2012; FREITAS et al., 2011).
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Figura 8 — Representacdo de uma reacdo de Huisgen.

Em termos de reatividade dos reagentes, vale ressaltar que a reacdo é facilitada
quando sdo usadas aminas primarias ou secundarias. 1sso ocorre porque a amina terciaria
introduz uma dificuldade de acesso, por conta do impedimento estérico. Além disso, 0s
alcinos que contém apenas grupamentos alquila tendem a ser menos reativos que 0s
alcinos que apresentam grupamentos a-carbonilicos.

KOLB et al. (2001) observaram que, quando agua era empregada como solvente,
0S reagentes ndo precisavam necessariamente estar solubilizados no meio. Para que a
reacdo ocorresse de maneira eficiente, bastava que houvesse uma agitacdo eficiente para
manter os materiais homogeneamente suspensos. No entanto, muitos autores sao
contréarios a essa observacdo e empregam solventes organicos como tetrahidrofurano
(THF), dimetilformamida (DMF), dimetilsulfoxido (DMSO), piridina, tolueno e hexano
para realizar as reacdes em solucdo. Essa pratica, no entanto, fere a definicdo de click
chemistry, como ja discutido anteriormente. Vale ressaltar que solventes que contém
grupos nitrila devem ser evitados, pois podem competir com o alcino na etapa de
coordenacdo com o cobre (FREITAS et al., 2011).

Apesar da utilizagcdo do catalisador permitir o aumento do rendimento e da
seletividade da reacdo, além de diminuir o tempo reacional, vale destacar que a reacdo
CUAAC apresenta algumas desvantagens. A principal desvantagem é que o cobre esta
associado, como ja discutido anteriormente, ao desenvolvimento de hepatite, mal de
Alzheimer, dentre outras doencas neuroldgicas, o que dificulta sua aplicagcdo na industria
farmacéutica (STRAUSAK et al., 2001). Dessa maneira, ndo serdo aqui reportados os
principais trabalhos publicados sobre a reacdo, uma vez que a utilizacdo do Cu em
sistemas vivos néo parece ser adequado. No entanto, vale ressaltar o esfor¢o de EISSA &
KHOSRAVI (2011), que estudaram pela primeira a vez a utilizacdo da reacdo de Huisgen
como tecnica de polimerizagdo para copolimerizar componentes hidrofilicos e

hidrofobicos baseados em poli(etileno glicol) e trealose. Os autores, preocupados com a
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questdo da toxicidade, empregaram fios de cobre, em lugar dos sais comumente usados,
e reportaram sucesso na polimerizacdo. Assim, apos a reacdo, o fio de Cu era retirado do
meio sem gque houvesse a contaminacéo.

A reacdo de Huisgen também apresenta outras desvantagens, como a
instabilidade termodindmica dos sais de Cu(l), que normalmente exige que as reacoes
sejam conduzidas sob atmosferas inertes e condi¢des anidras, o que é inconveniente. Essa
questdo, no entanto, pode ser contornada empregando sais de Cu(ll). Nesse caso, ha
relatos de reacdes que ocorrem sem a influéncia de oxigénio atmosférico e até mesmo em
meio aquoso (FREITAS et al., 2011). Outra desvantagem da reacao catalisada € que as
azidas, um dos reagentes principais, sdo em grande maioria toxicas e/ou explosivas
(LAHAN, 2009). Dessa forma, apesar de a reacdo CUAAC ser usada praticamente como
sinénimo de click chemistry, deve ficar claro que ha outras reacoes classificadas como
click que podem ser mais apropriadas para aplicacfes médicas e farmacéuticas. As
principais reagdes conhecidas serdo apresentadas adiante.

2.6.2. Cicloadigéo [3+2]

A cicloadicdo [3+2], apresentada na Figura 9, nada mais € do que a reacdo de
cicloadicdo 1,3-dipolar, que foi discutida anteriormente, sem a utilizagdo do catalisador
de cobre. Originalmente a reacdo foi observada por Michael em 1893 e desenvolvida
posteriomente por Huisgen em 1967. Por isso, ela também é conhecida como a versao
classica da reacdo de Huisgen, porque s depois de muitos anos é que o catalisador de

cobre comecou a ser empregado (FREITAS et al., 2011).

/R + ///

Figura 9 — Representacdo de uma reacdo de [3+2] cicloadicéo.
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A reacdo térmica de Huisgen apresenta entalpias de formac&o entre -50 e -65 Kcal
mol, sendo, portanto, exotérmica. No entanto, a energia de ativacéo, que é da ordem de
25 Kcal mol?, faz com que as velocidades de reacdo sejam baixas para reagentes nio
ativados. Além disso, as diferencas de energia entre os orbitais de fronteira em
determinados casos (um deles é apresentado a seguir) fazem com que sejam produzidas
misturas regioisoméricas de triazdis (FREITAS et al., 2011).

O método é mais vantajoso para aplicacBes médicas e farmacéuticas, quando
comparado a reacdo CUuAAC, devido a ndo utilizacdo do cobre. No entanto, sdo
necessarios altos tempos reacionais e altas temperaturas, o que pode inviabilizar uma
aplicacdo farmacéutica, caso sejam empregados biomoléculas ou farmacos sensiveis a
condi¢des mais extremas. Além disso, o rendimento € baixo (contrariando a ideia de click
chemistry) e ha formacdo de uma mistura de regioisdmeros triazolicos 1,4 e 1,5-
dissubstituidos quando alcinos assimétricos estdo envolvidos no processo, 0 que nao

acontece na reacgdo catalisada (FREITAS et al., 2011).

2.6.3. Reacgéo de Diels-Alder

Em 1950, Otto Diels e Kurt Alder receberam o Prémio Nobel pela descoberta da
reagdo de [4+2] cicloadicdo entre dienos e diendfilos, que mais tarde recebeu o nome de
reacdo Diels-Alder, em homenagem a seus descobridores (HIZAL et al., 2011).

A reacdo Diels-Alder (DA), apresentada na Figura 10, é muito utilizada para a
producdo de polimeros com arquiteturas moleculares complexas, cujas estruturas sao
dificeis de serem obtidas por outras rotas. Nesse sentido, observa-se que em geral séo
empregados variados dienos na reacdo; no entanto, a escolha do dienéfilo fica quase que
exclusivamente restrita a utilizacdo de derivados de maleimida, devido a elevada
reatividade, estabilidade e facilidade de incorporacdo nos materiais poliméricos (HIZAL
etal., 2011).

A temperatura afeta a reacdo Diels-Alder, dependendo das caracteristicas dos
reagentes empregados. Dessa maneira, a combinacgdo dieno/dienofilo pode influenciar
diretamente as condicOes reacionais e determinar a viabilidade da reacéo, dependendo do
sistema a ser estudado. Muitas das reacGes DA estudadas até 0 momento e reportadas na
literatura utilizam temperaturas entre 100 e 200 °C (HIZAL et al., 2011), o que tornaria a
reacdo inviavel no caso de uma possivel aplicacdo para a bioconjugacéo entre polimero e
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biomolécula. No entanto, também sdo reportadas algumas reagdes, como entre 0
difurfuriladipato e o bismaleimidodifeniletano, que podem ocorrer a temperaturas entre
25-70 °C (TERAMOTO et al., 2010; KURAMOTO et al., 1994). Além disso, vale
ressaltar que a reacdo ndo costuma ser afetada pela presenca de outros grupos funcionais,

como aminas, hidroxilas, carbonilas e carboxilas (TERAMOTO et al., 2010).

CHj3
e womon —= [ )
CHj

Figura 10 — Representacdo de uma reacdo Diels-Alder.

Apesar da maior aplicacdo da reagdo Diels-Alder ocorrer na producdo de
polimeros reticulados e/ou complexos, hd grupos que estudam a reacdo para
bioconjugacao de biomoléculas, como peptideos, proteinas e carboidratos. Nesse caso, a
reacdo normalmente se da em fase aquosa e a biomolécula precisa ser modificada, de
forma a apresentar a ligacdo dupla caracteristica da reacdo. Um dos materiais usados para
modificacdo das biomoléculas, por exemplo, é o 2,4-hexadieniléster (HERMANSON,
2013).

A reagédo Diels-Alder foi apresentada pela primeira vez em 1948 e cerca de 10
anos depois foi descrita também pela primeira vez a reacdo Diels-Alder inversa. As
principais caracteristicas dessa reacdo sdo que a demanda de elétrons é inversa, a reacao
é irreversivel, rapida e apresenta altissimos rendimentos, ndo emprega catalisador e
ocorre a temperatura ambiente. Com relacdo a classificagdo, diz-se que a demanda de
elétrons € inversa porque na DA convencional os dienos sdo ricos em elétrons e 0s
diendfilos sdo pobres em elétrons, enquanto que na DA inversa os dienos sdo pobres em
elétrons e os dienofilos sdo ricos em elétrons (PIPKORN et al., 2011).

Uma das principais desvantagens do uso da reacdo Diels-Alder para
bioconjugacao é o fato de ser necessario modificar a biomolécula. Apesar de em alguns
casos a modificagdo parecer trivial, hd sempre um risco muito grande associado a

manipulacdo de proteinas, peptideos e carboidratos, pois essas moléculas apresentam
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estrutura tridimensional complexa. Dessa maneira, uma pequena alteragéo na estrutura

pode acarretar em perda irreversivel de atividade.

2.6.4. Reacdo de condensacdo de aldeidos e cetonas com a-aminas

Historicamente, a primeira reacdo tratada como bio-ortogonal foi a de
condensacdo de aldeidos e cetonas com aminas presentes em sistemas bioldgicos.
Entretanto, embora essa reacdo seja possivel, ela é termodinamicamente desfavoravel na
presenca de agua (SLETTEN & BERTOZZI, 2009). Por isso, ao invés de aminas
convencionais, comegou-se a utilizar o-aminas®®, como hidrazidas e hidroxilaminas, que
permitem que o equilibrio seja bastante deslocado para a producdo de hidrazonas e

oximas, como apresentado na Figura 11 (LAHANN, 2009).

O
0o O
R N\
+ NHy — ——> =~ SNH TR,
R NH
R R, 2
R4
Aldeido ou cetona Hidrazida Hidrazona
0 R
O
N —_— —N
)k + R> NH, \
R R Ry O—R;
Aldeido ou cetona Hidroxilamina Oxima

Figura 11 — Representacdo de reacdes de condensacao de aldeidos e cetonas com
hidrazidas e hidroxilaminas (Adaptado de LAHANN, 2009).

Essa reacdo néo € totalmente bio-ortogonal, entretanto, devido ao fato de ocorrer
preferencialmente em pH 3 a 6, ao invés de ocorrer em pH fisiologico (pH 7,4). Além

16 As o-aminas sdo aminas cujo heterodtomo é mais nucleofilico que aminas

convencionais.

30



Capitulo 1l — Revisdo Bibliogréafica

disso, apesar dos grupos funcionais aldeido e cetona ndo estarem presentes na superficie
celular, eles aparecem como metabdlitos intracelulares. Por conta disso, a utilizagdo desse
tipo de reacdo para bioconjugacdo em sistemas vivos € limitada (SLETTEN &
BERTOZZI, 2009; LAHANN, 2009).

2.6.5. Reacdo de Staudinger

A reacdo de Staudinger, descoberta em 1919, foi nomeada em homenagem a seu
inventor, Hermann Staudinger, mas s6 foi modificada de maneira a apresentar o
procedimento atual por Saxon e Bertozzi em 2000 (BERKEL et al., 2011). Ela é uma
reacdo verdadeiramente bio-ortogonal, j& que nenhum de seus reagentes ou produtos
interage com o0 meio bioldgico e consiste na ligacdo entre azidas organicas e fosfinas
terciarias, como indicado na Figura 12 (SAXON & BERTOZZI, 2000; ZHANG &
ZHANG, 2013).

Ry R
D T
—
e e
Ri MNa N, R N RY “NH,
|F1 _Ph
Ph”~ Ph

Figura 12 — Representacdo de uma reacdo de Staudinger.

As principais desvantagens desse tipo de reacéo sdo que as fosfinas séo oxidadas
lentamente pelo ar em sistemas vivos. Além disso, as fosfinas podem ser metabolizadas
pelas enzimas do citocromo P450%. Outro problema associado a esse tipo de reacéo é que
a manipulacdo das azidas organicas deve ser feita com extrema cautela, uma vez que elas

séo em grande maioria explosivas (LAHAN, 2009).

17 Citocromo P450 é uma superfamilia ampla e diversificada
de proteinas responsaveis por oxidar um grande numero de substéncias

para tornd-las mais polares e hidrossoluveis.
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2.6.6. Reacdes tiol-eno e tiol-ino (tiol-x)

As reacdes tiol-eno sdo reacOes de hidrotiolacdo de alcenos, como indica a Figura
13. Esse tipo de reacdo apresenta como principal caracteristica o fato de poder ocorrer
por iniciagdo radicalar, por processos cataliticos mediados por nucleofilos, &cidos e bases
(recebem o nome de reacGes Tiol-Michael) ou ainda apenas na presenga de solventes
polares, como a agua e o DMF. Além disso, a variedade de alcenos que pode ser
empregada é grande e inclui tanto alcenos ativados®® quanto ndo ativados. Ao menos
teoricamente, qualquer tiol pode ser usado na reagdo, o que facilita a escolha dos
reagentes (LOWE, 2010).

S
Hs,C—SH + HQC:\ e H3C/ \/\CH3
CHj

Figura 13 — Representacdo de uma reagéo tiol-eno.

O procedimento mais adotado para a conducao das reacoes tiol-eno é o que faz
uso de iniciadores radicalares. Nessas rea¢fes é mais comum empregar fotoiniciadores,
mas os iniciadores térmicos também podem ser utilizados. Dessa maneira, 0 mecanismo
reacional € como o de uma polimerizacdo via radicais livres e apresenta as etapas de
iniciacdo, propagacdo e terminacdo. Os mecanismos da polimerizacdo e da reacdo tiol-
eno podem ser comparados observando a Figura 4 e a Figura 14. M, representado na
Figura 4, nesse caso, representa a molécula que contém o grupamento tiol. Vale ressaltar

que a adi¢do ocorre segundo orientacdo anti-Markovnikov (LOWE, 2010).

18Alcenos ativados sdo aqueles que apresentam deficiéncia de elétrons

devido a presenca de grupos laterais que os atraem.
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Figura 14 — Mecanismo das reagdes tiol-eno.

H& uma escala de reatividade dos tidis com o0s alcenos que serve como base para
a escolha adequada dos reagentes que se deseja empregar e ela é apresentada a seguir, em

ordem decrescente de reatividade: norborneno > vinil éter > propenil > alceno ~ vinil
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éster > N-vinilamida > aliléter ~ aliltriazina ~ alilisocianurato > acrilato > maleimidas N-
substituidas > acrilonitrila ~ metacrilatos > estireno > dienos conjugados (HOYLE et al.,
2004). Essa escala vale para os trés tiois mais estudados: alquil 3-mercaptopropionatos,
alquil tioglicolatos e alquiltiois, sendo que os dois primeiros sdo mais reativos que o
terceiro. Além disso, ha relatos de que alcenos terminais chegam a ser até 18 vezes mais
reativos que alcenos internos, embora a rea¢do possa ocorrer com qualquer tipo de dupla
ligacdo (HOYLE et al., 2004). Muitos reagentes apresentam problemas, como elevada
toxicidade, inflamabilidade ou corrosividade. Dessa maneira, embora a busca pela dupla
tiol-eno ideal para a reacéo deva ser iniciada observando a ordem de reatividade, deve-se
atentar para o fato de que esses reagentes sdo em sua grande maioria bastante perigosos.

Sdo muitos os fatores que influenciam a cinética das reacdes tiol-eno. Entre eles
estdo a polaridade e o pH do solvente utilizado, a concentracdo e forca do acido ou base
empregado como catalisador e o tamanho da cadeia e nimero de substituintes dos
reagentes (impedimento estérico). No entanto, o tempo reacional costuma ser da ordem
de segundos, mesmo em condicBGes de temperatura e pressdao ambientes (NAIR et al.,
2014). Vale ressaltar também que a reacdo ndo costuma ser afetada pela presenca de
oxigénio atmosférico.

As reac0es tiol-ino sdo reagdes de hidrotiolagdo de alcinos e ocorrem de maneira
muito similar a reacdo tiol-eno. A principal diferenca entre elas é basicamente a estrutura
de um dos reagentes principais: utiliza-se um alceno na tiol-eno e um alcino na tiol-ino.
Essa diferenca faz com que as reacdes tiol-ino sejam muito empregadas para producéo de
polimeros com estruturas complexas e reticuladas. 1sso ocorre porque, mesmo apdés a
reacdo com a molécula que contém o grupamento tiol, o produto formado continua
contendo uma dupla ligacdo (como apresentado na Figura 15), que pode reagir novamente
com outra mercaptana, como em uma reacdo tiol-eno (BROSNAN & SCHLAAD, 2014;
LOWE et al., 2010).

R—CH + Ry—SH ———

Figura 15 — Representacdo de uma reacéo tiol-ino.
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Em termos cinéticos, ha relatos de que a primeira etapa da reacéo tiol-ino, que da
origem a um sulfeto vinilico, é cerca de trés vezes mais lenta que a reacdo a segunda etapa
da reacdo (LOWE et al., 2010).

A seguir serdo apresentados alguns dos principais trabalhos ja publicados acerca
das reacdes do tipo tiol-eno, ja que esta reacdo foi a escolhida para a realizacdo dos
experimentos deste trabalho.

GOLDMANN et al. (2009) estudaram a funcionalizacdo de microparticulas de
poli(divinilbenzeno) por meio da reacgdo tiol-eno. Os autores reportaram a presenca de
duplas ligagdes terminais na estrutura capazes de fazer ligagdes com as moléculas de tiol
testadas. Nesse caso, foram usados AIBN como iniciador e solventes organicos, de
maneira gque o sistema reacional era homogeéneo.

ANTONIUK et al. (2014) reportaram o uso de click chemistry do tipo tiol-eno
para ligar pequenas moléculas de PEG-acrilato a -ciclodextrina e & dextrana. A ideia dos
autores era empregar o polimero como espacador entre as biomoléculas, para que elas
fossem conjugadas posteriormente a outros materiais, utilizando outras reagdes do tipo
click. O sistema proposto apresentou bons resultados em termos de reconhecimento pelo
alvo, sendo, portanto, adequado para aplicacdo na liberacdo sitio-direcionada de
farmacos.

BOYER et al. (2009) estudaram a aplicacdo da reagéo tiol-eno para modificagdo
dos polimeros produzidos via polimerizagdo RAFT. Nesse tipo de polimerizagdo, o
produto final contém grupamentos tiol em sua estrutura, 0 que em muitos casos é
desvantajoso. Os autores realizaram a reacdo na presenca de DMF e, apesar da reacdo
click ocorrer como esperado, BOYER et al. (2009) reportaram a ocorréncia de muitas
reacOes laterais, com a formacao de subprodutos indesejados.

SO YOUNG et al. (2014) estudaram a possibilidade de modular as propriedades
térmicas e mecanicas de polimeros a base de metacrilato, empregando a reacdo tiol-eno.
Para isso, os polimeros foram modificados com auxilio de cloreto de pentenoila para
inserir duplas ligagOes terminais na cadeia. Em seguida, era realizada a reacdo click. Os

autores mostraram que foi possivel modular as propriedades pretendidas com sucesso.

19 Transferéncia reversivel de cadeia por adicdo-fragmentacdo (RAFT) é
uma técnica de polimerizacdo que permite sintetizar polimeros com

excelente controle da distribuicdo do tamanho das cadeias.
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KILLOPS et al. (2008) produziram dendrimeros por meio das reacfes click
chemistry tiol-eno, que foram usadas para funcionalizar os grupamentos terminais das
cadeias. Algumas das reacGes foram conduzidas em solventes toxicos, mas em uma delas,
em gue foi empregado o acido tioglicolico, a reacao foi conduzida em meio aquoso. Todas
as reacOes estudadas foram catalisadas pelo 2,2-dimetoxi-2-finilacetofenona, um
fotoiniciador.

CAMPOS et al. (2008) estudaram a insercdo de duplas ligacGes terminais em
diversos polimeros via polimerizacio do tipo RAFT e ATRP? e em seguida testaram a
eficiéncia das reagdes tiol-eno iniciadas termicamente e fotoquimicamente. Os autores
realizaram as reac0es click em solucéo e reportaram que, apesar de a reagao poder ocorrer
sem adicdo de solventes, no momento em que eles eram empregados costumava ser
necessario realizar purga com nitrogénio para prevenir a oxidacdo do iniciador. Além
disso, CAMPOS et al. (2008) descobriram que a rea¢éo fotoiniciada resultou em maiores
rendimentos, maior seletividade e menores tempos de reacdo. No entanto, apesar de o
trabalho ser bastante completo e interessante, vale ressaltar que os polimeros obtidos
foram produzidos depois de uma série de etapas que empregavam solventes e reagentes
toxicos. Dessa maneira, seria interessante simplificar o processo de inser¢do das duplas
ligagbes nos materiais.

Os trabalhos descritos anteriormente mostram que a reacao click chemistry do tipo
tiol-eno, assim como as demais, vém sendo muito estudadas para as mais diferentes
aplicacdes. Além disso, esse tipo de reacdo parece permitir a utilizacdo de uma gama
enorme de reagentes, tanto do tipo tiol quando do tipo alceno.

2.7. A click chemistry e os polimeros

A click chemistry vem sendo muito estudada para a producdo de polimeros com
arquiteturas moleculares complexas. No entanto, ndo cabe aqui uma revisao sobre o
assunto, uma vez que essa aplicacdo da click ndo é tema do estudo. Contudo, as reacdes

click podem ser também empregadas para a realizacdo da conjugacdo do polimero a

20 Polimerizacdo radicalar por transferéncia de &tomos (ATRP) é uma
técnica de polimerizacdo que permite sintetizar polimeros com excelente

controle da distribuicdo do tamanho das cadeias.
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biomolécula. Alguns dos principais trabalhos que fazem uso dessa aplicacdo sdo
comentados a seguir.

ORTEGA et al. (2013) estudaram a bioconjugacdo da heparina, um
polissacarideo, com a poli(N-isopropil-acrilamida), um hidrogel. Para realizar a
bioconjugacao, os autores escolheram a reagdo de Huisgen catalisada. Vale ressaltar que,
para que fosse possivel realizar a reacéo click, foi necessario modificar a biomolécula de
maneira a inserir uma tripla ligacéo na estrutura do polissacarideo. O produto obtido apds
a bioconjugacdo provou ser sensivel a alteracfes de temperatura e de pH.

LUTZ et al. (2006) bioconjugaram o poli(oligo-etilenoglicol-acrilato) a um
pequeno peptideo (GGRGDG), também empregando a reacdo catalisada de Huisgen.
Assim como no caso de ORTEGA et al. (2013), foi necessario realizar a modificacdo da
biomolécula, de maneira a inserir um grupo alcino na estrutura. Vale ressaltar que a etapa
de modificacdo nesse caso especifico fez uso de um solvente que € aceito pela inddstria
farmacéutica, a N-metil-2-pirrolidona. No entanto, na etapa de modificagdo do peptideo
foram empregadas substancias tdxicas, como o diclorometano e a acetonitrila. Os autores
propuseram que a rota estudada fosse considerada como rota universal para a conjugacao
de polimeros a biomoléculas. No entanto, essa generalizacdo parece bastante precipitada,
porque ao usar polimeros e/ou biomoléculas diferentes das estudadas, varios fatores
podem ser alterados, como a solubilidade dos componentes nos solventes estudados e a
reatividade.

PARRISH et al. (2005) sintetizaram copolimeros a base de lactonas e outros
mondmeros insaturados, de maneira a produzir polimeros com insaturagcdes pendentes.
Em seguida os autores bioconjugaram os polimeros a peptideos RGD modificados, de
maneira a conter um grupo azida na estrutura. Mais uma vez, no entanto, foi empregado
um solvente tdxico no processo.

O’'CONNOR et al. (2014) estudaram a bioconjugacdo de peptideos RGD ao
poli(alil glicidil éter) via reacéo de Huisgen catalisada e via reagdo tiol-eno. O"CONNOR
et al. (2014) primeiro testaram a reacao tiol-eno, mas ndo obtiveram sucesso, o que foi
atribuido a necessidade de existirem residuos terminais livres de cisteina no meio. Os
autores sugeriram que os residuos podiam estar comprometidos em ligac¢des dissulfeto ou
ainda que havia dificuldades de acesso por conta de impedimento estérico. Em seguida,

foi testada a reacéo catalisada por cobre e também néo foi observada a ocorréncia da click
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chemistry. Os autores sugeriram entdo que o poli(alil glicidil éter) podia ndo ser adequado
para a aplicacdo em bioconjugacao nas condigoes testadas.

O trabalho de O"CONNOR et al. (2014) mostra que, apesar de a literatura indicar
que as reacdes click sdo simples, a execucdo das reacdes pode ndo ser trivial. Além disso,
muitos dos grupos de pesquisa fizeram uso de solventes toxicos para obter sucesso, o que
fere a definicdo original de click chemistry (KOLB et al., 2001).

2.8. Funcionalizacéo de polimeros

A técnica de funcionalizacao consiste em modificar um dado material de maneira
a inserir grupos funcionais reativos em sua estrutura, para que ele possa ser empregado
posteriormente, por exemplo, em reacdes de bioconjugacdo. Principalmente quando se
trata da click chemistry, a etapa de funcionalizacdo do polimero e/ou da biomolécula
torna-se praticamente obrigatoria. 1sso ocorre porque as reacfes click exigem que o0s
materiais contenham grupos funcionais reativos pouco comuns, como azidas, fosfinas ou
duplas ligacdes pendentes. No caso dos polimeros, isso € particularmente verdadeiro, uma
vez que as duplas ligacOes sdo tipicamente consumidas durante a polimerizacdo. Nas
ultimas secdes, varios exemplos de trabalhos que realizaram a etapa de funcionalizacao
antes das reacdes do tipo click foram citados. Aqui séo citados alguns outros trabalhos
que funcionalizaram polimeros com objetivos variados.

SU et al. (2011) estudaram a resposta de sistemas de liberacdo sensiveis a
alteracdes de pH. Os autores aproveitaram o fato de que o antineoplastico escolhido, o
bortezumib, reage com o 1,2-diidroxibenzeno de forma reversivel, quando o pH do meio
é reduzido. Por isso, SU et al. (2011) testaram o uso de poli(etileno glicol) derivatizado
com moléculas de 1,2-diidroxibenzeno e bioconjugadas a biotina. Os testes de
citotoxicidade em células tumorais e sadias indicaram que o sistema atuou de maneira
especifica, agindo preferencialmente nas células tumorais.

PEIXOTO (2013) estudou a modificacdo da superficie de particulas de
poli(metacrilato de metila) por meio da copolimerizagdo com 4&cido acrilico, acido
metacrilico, 2-dimetilamino etil metacrilato e 2-hidroxietil metacrilato. Os resultados dos
testes de adsorcao com albumina de soro bovino (BSA) indicaram que 0s materiais foram

capazes de imobilizar cerca de 15 a 35% da solucdo de proteina inicial. Foram também
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feitos testes de viabilidade celular in vitro, que indicaram que os adsorventes produzidos
ndo sdo toxicos.

BICAK et al. (2006) modificaram primeiro o mondmero, antes de realizar a
polimerizacdo. O objetivo principal dos autores consistiu em inserir duplas ligacfes
pendentes na estrutura do material. Para isso, reagiram o anidrido maleico com a alilamina
e provaram que apenas as insaturacdes referentes ao anidrido maleico participaram das
reacOes de polimerizacdo, enquanto as duplas ligacGes da alilamina permaneceram
disponiveis.

UYGUN et al. (2010), por sua vez, produziram copolimero de estireno com 3-
bromo-1-propeno contendo duplas ligagcdes pendentes na presenca de AIBN. O objetivo
dos autores foi inserir as insaturacdes para utilizar esse polimero posteriormente em
reacOes de bioconjugacéo via reacéo tiol-eno.

DAS & THEATO (2016) publicaram um artigo de revisdo que apresenta variadas
maneiras de adicionar grupamentos éster ativados a polimeros. Em especial, o uso de
mondmeros contendo N-hidroxisuccinimida (NHS) atrai muito a atencdo dos
pesquisadores com esse objetivo. Os autores também ressaltam que técnicas mais
avancadas de polimerizagdo, como a ATRP e a NMP, que sdo respectivamente
polimerizacdo radicalar por transferéncia de atomos e polimerizagdo mediada por
nitréxido, iniciaram uma nova era na sintese de polimeros. Essas novas técnicas permitem
o desenvolvimento de estruturas funcionalizadas altamente complexas.

Dessa maneira, fica clara a importancia da técnica de funcionalizacdo dos
polimeros para as mais variadas aplicacfes. Vale ressaltar que as biomoléculas também
podem ser modificadas de maneira a conterem grupos funcionais de interesse para a
bioconjugacao. No entanto, como ja discutido, elas apresentam estrutura muito complexa
e sdo muito sensiveis. Dessa maneira, qualquer tentativa de modificacdo pode ocasionar
perda irreversivel de atividade. Portanto, nesse trabalho buscamos evitar a manipulagéo
de biomoléculas.

2.9. Comentarios Finais

E inquestionavel que é necessario buscar novas alternativas para tratar o cancer,
ja que, além de ser uma das doengas que mais mata no mundo, o tratamento empregado

atualmente pode causar outros prejuizos a saude do paciente. Dessa maneira, grupos de
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pesquisa em todo o mundo vém estudando o uso de sistemas de liberacdo sitio-
direcionados com o objetivo de contornar esse problema. No entanto, apesar do enorme
interesse pelo tema, apenas alguns poucos sistemas de liberacdo que propdem conjugados
anticorpo-farmaco ja tiveram aprovacdo para comercializacdo. Além disso, nenhum
sistema que tenha unido as técnicas de encapsulamento de farmacos em sistemas
poliméricos com a técnica de vetorizacdo empregando biomoléculas obteve sucesso até
hoje.

Com relacdo a bioconjugacao entre os polimeros e os vetores, um dos tipos de
reacdo mais atuais e que despertou bastante interesse dos pesquisadores foi a click
chemistry (KOLB & SHARPLESS, 2003). A click chemistry tornou-se popular por
apresentar algumas vantagens, como o fato de ser simples, atoxica, de alto rendimento e
alta especificidade (KOLB et al., 2001).

No entanto, foram observadas também pequenas inconsisténcias e algumas falhas
ou lacunas nédo preenchidas pela literatura acerca da click chemistry. Uma das
inconsisténcias detectadas foi a de que ndo ha consenso a respeito de se & necessario
conduzir o experimento em solucao para que haja reacdo. Ha grupos que reportam sucesso
utilizando sistemas heterogéneos (KOLB et al., 2001; CAMPOS et al., 2008), mas a
grande maioria dos autores apenas realiza as reagdes em solu¢do sem nem mesmo discutir
essa possivel necessidade. KOLB et al. (2001) reportaram que, quando a agua € utilizada
como solvente, a solubilizacdo dos reagentes no meio pode nao ser necessaria. Os autores
defendem que apenas a agitacdo, se conduzida de maneira eficiente, ja seria capaz de
manter os materiais s6lidos suspensos e garantir a ocorréncia da reagdo. Outro exemplo
bem-sucedido da click chemistry em meio heterogéneo foi reportado por DECAN et al.
(2014) que estudaram o uso de nanoparticulas de cobre como catalisador para reacdes do
tipo CuAAc. Os autores observaram que apenas um evento catalitico foi detectado por
nanoparticula em um dado periodo e que o produto formado tinha tempo de residéncia de
cerca de 3 segundos na superficie do catalisador. ZHAO et al. (2010) por sua vez,
estudaram a modificacdo da celulose em seu estado solido nativo via click chemistry do
tipo tiol-eno fotoiniciada. Na reacdo, a celulose solida foi adicionada a uma solucao de
2,2-dimetoxi-2-fenilacetofenona e irradiada por 1 hora e 0s autores também reportaram o
sucesso da reagéo.

Apesar, portanto, de existirem trabalhos que reportaram o sucesso de reagdes click

em meio heterogéneo, a grande maioria das publicacGes realizou os experimentos em
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meio homogéneo (ARSLAN et al., 2014; AL KAABI & VAN REENEN, 2009;
PIPKORN et al., 2011; FREITAS et al.,, 2011; FARLEY & SAUNDERS, 2014,
CAMPOS et al., 2008; CLAUDINO et al., 2012; GOLDMANN et al., 2009). Na
realidade, alguns autores utilizam como justificativa para a ndo ocorréncia de click em
suas reacdes o fato de os reagentes serem incompativeis com os solventes empregados, o
que torna o meio heterogéneo (MAGENAU et al., 2010). Dessa maneira, fica claro que
ndo parece haver consenso sobre a necessidade ou ndo de se conduzir reagdes click em
solucdo. Nesse ponto, vale ressaltar que muitos produtos poliméricos sdo obtidos na
forma de suspensdes ou emulsées em agua, o que justifica a necessidade de conduzir
reac0es em ambientes heterogéneos.

Além disso, um dos maiores problemas em conduzir as reacbes em meio
homogéneo reside no fato dos solventes empregados serem altamente toxicos. Alguns
exemplos dos solventes mais utilizados e reportados na literatura sdo: THF, DMF,
cloroférmio, diclorometano e outros tdo ou mais tdxicos que os solventes ja citados. Essa
pratica, além de inviabilizar a aplicacdo dos materiais em produtos farmacéuticos, fere
diretamente a definicdo de click chemistry, que ndo permite 0 uso solventes toxicos.
Ademais, a realizacdo das reacfes em meio heterogéneo permite a obtencdo do material
sob a forma de latex ou ainda na forma de pequenas particulas ap6s a secagem. Essa
condicdo se aproxima muito da maior parte das aplicacdes que envolvem bioconjugacao.
Portanto, a possibilidade de realizar as reac6es tiol-eno em meio heterogéneo seria muito
vantajosa para o desenvolvimento de produtos médicos e farmacéuticos.

Outro aspecto pratico comumente negligenciado e que se refere mais
especificamente as reacdes tiol-eno € o efeito do uso de diferentes iniciadores radicalares.
O mecanismo das reacdes tiol-eno ndo especifica o tipo de iniciador gerador de radicais
livres mais adequado, o que provavelmente explica o fato de o AIBN ser quase que
exclusivamente utilizado como iniciador térmico nas reagdes reportadas na literatura. Na
realidade, pouquissimos autores apresentaram tentativas de emprego de outros iniciadores
térmicos, como o persulfato de potéssio e o peroxido de benzoila, apesar do uso desses
materiais ser muito mais usual em operacfes reais da industria, devido aos precos
reduzidos e aos procedimentos de manuseio mais seguros (UYGUN et al., 2010).

Adicionalmente, as reagdes click ja reportadas e relacionadas a conjugacédo de

polimeros sdo extremamente complexas e normalmente requerem a execucdo de
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multiplas etapas de reagdo e purificacdo (BOYER et al., 2009; CAMPOS et al., 2008).
Isso faz com que o procedimento se torne muito complexo e de dificil reproducéo.

No presente trabalho, um dos objetivos principais foi, portanto, o de conduzir
reacOes tiol-eno em meio heterogéneo de maneira simples e fazendo uso de reagentes
comuns e ndo-tdxicos (sempre que possivel). Por isso, nesta primeira parte do trabalho
foi proposto uso da reacdo de click chemistry do tipo tiol-eno para realizar a
bioconjugacao de polimeros contendo duplas ligaces pendentes a moléculas de cisteina,
que contém grupamentos SH em sua estrutura, que € um residuo comum em muitas
biomoléculas reais. Por essa razdo, a cisteina, cuja estrutura quimica é apresentada na

Figura 16, é usada aqui como molécula modelo para o estudo.

O

HS OH
NH;

Figura 16 — Estrutura quimica da cisteina.
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Capitulo 111

Materiais e Métodos: Parte |

3.1. Materiais
Os materiais utilizados nos experimentos preliminares conduzidos no presente

trabalho e suas respectivas origens e purezas sao listados a seguir.

3.1.1. Reagentes

Todos os reagentes empregados na primeira parte do trabalho séo descritos a
seguir. E importante ressaltar que nenhum deles passou por etapas de purificacdo antes

de serem utilizados. A pureza é reportada sempre em base massica.
e 1,5-Hexadieno da marca Sigma-Aldrich (Rio de Janeiro, Brasil) com pureza
minima de 97%;

e Acido acético da marca VETEC (Rio de Janeiro, Brasil) com pureza minima
de 99,7%;

e Acido ascorbico da marca Proquimios (Rio de Janeiro, Brasil) com pureza

minima de 99,7%:;

o Acido-3-mercaptopropidnico da marca Sigma-Aldrich (Rio de Janeiro, Brasil)

com pureza minima de 99%;
e Agua destilada, usada como meio de dispersdo nas reacoes;

e Azobisisobutironitrila de marca Akzo Nobel (Holanda) com pureza minima
de 99%;

e Borohidreto de sodio da marca VETEC (Rio de Janeiro, Brasil) com pureza

minima de 99%:;
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e Cloridrato de cisteina da marca Sigma-Aldrich (Rio de Janeiro, Brasil) com

pureza minima de 98%;

e Cloroférmio deuterado da marca Cambridge Isotope Laboratories Inc.

(Estados Unidos) e pureza minima de 99,8%);

e Diclorometano da marca Sigma-Aldrich (Rio de Janeiro, Brasil) com pureza

minima de 97%;

e Dimetilsulféxido da marca Nuclear (Rio de Janeiro, Brasil) com pureza
minima de 99%;

e Divinilbenzeno (mistura de isémeros do tipo orto-divinilbenzeno e para-
divinilbenzeno) da marca Merck (Alemanha) com pureza minima de 65% e
contendo etil-estireno (até 35%) e estabilizado por 4-tert-butil-pirocatecol (até
0,25%);

e Estireno da marca Sigma-Aldrich (Rio de Janeiro, Brasil) com pureza minima
de 99%;

e Etanol da marca VETEC (Rio de Janeiro, Brasil) com pureza minima de
99,8%;

e Dimetacrilato de etilenoglicol da marca Sigma-Aldrich (Rio de Janeiro,

Brasil) e pureza minima de 98%;

e L-Cisteina da marca Sigma-Aldrich (Rio de Janeiro, Brasil) e pureza minima
de 97% (Lote:MKBH3198V);

e N,N-dimetilformamida da marca VETEC (Rio e Janeiro, Brasil) com pureza

minima de 99%;

e Perdxido de benzoila da marca VETEC (Rio de Janeiro, Brasil) com pureza

minima de 99% e contendo 25% de umidade;

e Persulfato de potassio da marca Proguimios (Rio de Janeiro, Brasil) com

pureza minima de 99%;
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e Tetrahidrofurano da marca Tedia (Rio de Janeiro, Brasil) com pureza minima
de 99%;

e Tolueno da marca Tedia (Rio de Janeiro, Brasil) com pureza minima de
99,5%.

3.1.2. Equipamentos e acessorios

e Placa de agitacdo (IKA, modelo C-MAG HS7, Alemanha) com controle de
temperatura por meio de termopar (IKA, modelo ETS-D5) - Utilizada para
agitacdo e controle de temperatura das reagoes;

e Balanca analitica com capacidade para pesar materiais de 100 mg até 210 g (BEL
Equipamentos Analiticos LTDA, modelo U210A, Brasil) - Utilizada na pesagem
de reagentes e produtos reacionais;

e Bécheres com capacidades variando entre 50-500 mL, utilizados para preparo de

solucdes e pesagem de reagentes;
e Tubos de ensaio;

e Espectrometro de Infravermelho com Transformada de Fourier (Thermo, modelo
Nicolet 6700 equipado com detector DTGS KBr, Estados Unidos) — Utilizado
para analises de FTIR das amostras;

e Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear (Varian Mercury, modelo
VX300, com frequéncia de 300.2 MHz e sonda de 5 mm, Estados Unidos) —
Utilizado para determinar as estruturas quimicas dos produtos formados.

e Cromatografo de Permeacdo em Gel (Viscotek, modelo VE2001 GPC
Solvent/Sample Module equipado com uma pré-coluna Shodex KF-G, duas
colunas Shodex KF-804 e uma coluna Shodex KF-805, além de detector
refratométrico Viscotek, modelo VE3580, e detector UV Viscotek, modelo 2500,
setado para 255nm e equipado com lampada de deutério, Estados Unidos) —

Utilizado para determinacdo das massas molares dos polimeros.
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3.2. Métodos

Os experimentos foram conduzidos sempre seguindo duas frentes. Um conjunto
de experimentos visava a inserir ligacdes duplas terminais nas cadeias poliméricas
estudadas, enquanto outro conjunto de experimentos visava a testar a ocorréncia de
reacOes click tiol-eno. Os procedimentos adotados para cada uma das reagOes sdo

descritos detalhadamente a seguir.

3.2.1. Reag0es de polimerizagdo em massa

Foram realizadas reacfes de polimerizacdo em massa do estireno com e sem a
adicdo de diferentes comondémeros divinilicos para avaliar a possibilidade de insercéo de
ligagBes duplas pendentes na cadeia polimérica, visando a posterior bioconjugacéo via
click chemistry do tipo tiol-eno. Os comondmeros testados foram o 1,5-hexadieno, o
divinilbenzeno (DVB) e o dimetacrilato de etilenoglicol (EGDMA). As reacdes foram
conduzidas em tubos de ensaio a 85 °C e tiveram duracdo de 4h30min. Optou-se por
iniciar os testes com a polimerizacdo em massa porque ela é mais simples e esté sujeita a
menor influéncia da presenca de outros componentes (ODIAN, 2004).

Para que fosse possivel acompanhar a cinética das reacdes, o procedimento foi
conduzido em multiplos tubos de ensaio contendo a mistura reacional mée previamente
preparada com 1g do iniciador peréxido de benzoila e 25 g de estireno (nos casos em que
foi realizada copolimerizacdo, 5% do estireno foi substituido pelo respectivo
comondmero). Apos a solubilizacdo do iniciador na solucdo mae em um bécher, a cada
tubo de ensaio foram adicionados 2 g da mistura e colocados em um banho de
etilenoglicol ja na temperatura de reacdo. A opc¢do pelo banho de etileno glicol foi feita
para facilitar a limpeza do tubo antes da pesagem, minimizando 0s erros experimentais.
A utilizacdo de silicone dificulta a limpeza e introduz um erro de pesagem que pode
comprometer o calculo da conversao.

Cada tubo entdo era retirado em tempos pré-determinados (10 min, 30 min, 1h,
1h30min, 2h, 2h30min, 3h, 3h30min, 4h e 4h30min) e a eles eram adicionadas 10 gotas
de solucéo alcodlica 1% p/V de hidroquinona (HQ) para parar a reacdo. Foi utilizada

solucdo alcoolica ao invés de aquosa para agilizar a secagem do material dentro dos tubos
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de ensaio. Vale ressaltar também que a receita empregada foi baseada em trabalho
anterior do grupo (CIRILO, 2013).

A elevada concentracdo de iniciador, quase 4%, foi empregada por causa da
temperatura relativamente baixa da reacdo. Além disso, foram empregados 5% de
comondmero porque ndo se desejava alterar muito as propriedades do poliestireno. A
intencdo foi apenas inserir algumas ligacdes duplas pendentes nas cadeias poliméricas.
Por isso, a concentracdo do comonémero ndo precisava ser muito elevada e poderia até
ser inferior a 5%, mas optou-se por esse valor para facilitar a detec¢do da copolimerizagédo
de maneira inequivoca. Sabe-se que a presenca de 5% de comonémero divinilico pode
eventualmente levar a formacdo de uma estrutura completamente reticulada (ELLIOTT
& BOWMAN, 2001).

3.2.2. Reag0es para testar a click chemistry

A seguir sdo apresentadas as metodologias empregadas para cada variacdo nos
experimentos que visavam a reproduzir reagoes tiol-eno. Vale ressaltar que os subtitulos
sdo idénticos aos subtitulos dos resultados correspondentes que sdo apresentados no
proximo Capitulo. Isso foi feito de maneira a facilitar a compreenséo e a identificagéo de

cada reacdo testada.

3.2.2.1. Reacdo tiol-eno com estireno

Inicialmente 2,36 g de AIBN foram dissolvidos em 15 g de DMF. Em seguida,
0,42 g de estireno e 6,09 g de MPA foram adicionados a essa solucdo. A solucéo final foi
transferida para um baldo de fundo redondo acoplado a um condensador e mantida a 80
°C sob agitacao magnética (600 rpm) durante 4 horas. A temperatura do condensador foi
mantida a 10 °C e o produto final foi seco em estufa de recirculagdo durante 72 horas a
temperatura ambiente e, em seguida, lavado com acetona. As massas de cada reagente
foram calculadas seguindo a indicagé@o de que a proporcao tiol-eno deveria ser de 10:1 e
que seriam necessarios 0,5 equivalente de iniciador em relacdo ao grupamento tiol
(CAMPOS et al., 2008; KOO et al., 2010). Os calculos realizados para a determinacao
das massas de cada reagente sdo apresentados no Apéndice I.
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3.2.2.2.Reac0es tiol-eno com L-cisteina

A um bal&o de fundo redondo acoplado a um condensador foram adicionados 10
g de &gua destilada, 1,21 g de L-cisteina e HD (0,21 g), DVB (0,33 g) ou EGDMA (0,50
g). Essa mistura foi submetida a aquecimento até atingir a temperatura de 85 °C ou 70
°C, a depender da condicdo experimental pretendida. Apos atingir a temperatura, BPO
(0,61 g), AIBN (0,41 g) ou K2S>0g (0,68 g) foram adicionados ao bal&o para dar inicio a
reacdao. A mistura reacional foi mantida sob agitacdo magnética (600 rpm) por 1h30min.
A temperatura do condensador foi mantida a 110 °C e os produtos foram secos em estufa
de recirculagdo a temperatura ambiente por 24 horas. As massas de cada reagente foram
calculadas seguindo a indicacdo de que a proporc¢do tiol-eno deveria ser de 2:1 e que
seriam necessarios 0,5 equivalente de iniciador em relacao ao grupamento tiol (CAMPOS
et al., 2008; KOO et al., 2010). Os calculos realizados para a determinacdo das massas
de cada reagente sdo apresentados no Apéndice I.

3.2.2.3. Reac0es tiol-eno com L-cisteina e acido ascorbico

10 g de agua destilada, 1,21 g de L-cisteina e 1,21 g de 4cido ascorbico foram
misturados em um bécher e mantidos sob agitacdo magnética constante durante 30
minutos a temperatura ambiente. Em seguida, essa mistura foi transferida para um balao
de fundo redondo e foi adicionado DVB (0,130 g) ou EGDMA (0,198 g). O balédo foi
entdo acoplado a um condensador mantido a 10 °C e inserido em um banho de silicone a
70 °C. Ap0s atingir a temperatura desejada, BPO (0,61 g), AIBN (0,41 g) ou K2S,0s
(0,68 g) foram adicionados ao baldo para dar inicio a reacdo. A mistura reacional foi
mantida sob agitacdo magnética (600 rpm) por 1h30min. Os produtos foram secos em
estufa de recirculacdo a temperatura ambiente por 24 horas. As massas de cada reagente
foram calculadas seguindo a indicacdo de que a proporcao tiol-eno deveria ser de 5:1 e
que seriam necessarios 0,5 equivalente de iniciador em relacdo ao grupamento tiol
(CAMPOS et al., 2008; KOO et al., 2010). Os célculos realizados para a determinagéo
das massas de cada reagente sdo apresentados no Apéndice I.
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3.2.2.4. Reacbes tiol-eno com L-cisteina e acido acético

10 g de agua destilada, 1,21 g de L-cisteina e 1,21 g de acido acético foram
misturados em um bécher e mantidos sob agitacdo magnética constante durante 4 horas a

temperatura ambiente. Aliquotas foram retiradas apés 1, 2, 3 e 4 horas de reacéo.

3.2.2.5. Reac0es tiol-eno com cloridrato de cisteina (Cis-Cl)

A um bal&o de fundo redondo acoplado a um condensador foram adicionados 30
g de &gua destilada, 1,57 g de cloridrato de cisteina e 0,25 g de EGDMA. Apds aquecer
amistura até 70 °C, AIBN (0,82 g) ou K2S20s (1,35 g) foi adicionado ao baldo. A mistura
reacional foi mantida sob agitacdo magnética (600 rpm) e a 70 °C durante 4 horas. O
condensador foi mantido a 10 °C durante toda a reacao e os produtos obtidos foram secos
em estufa de recirculagdo a temperatura ambiente. Em alguns casos, em que o cloridrato
de cisteina foi reduzido com borohidreto de sodio, a mesma massa de agua e Cis-Cl foi
adicionado ao baldo, mas 1,13 g de borohidreto de sddio também foi adicionado e a
mistura mantida por 2 horas sob agitacdo magnética constante a temperatura ambiente.
Apos esse procedimento, os demais reagentes foram adicionados e a reagdo foi conduzida
como descrita acima. As massas de cada reagente foram calculadas seguindo a indicagéo
de que a proporcao tiol-eno deveria ser de 4:1 e que seriam necessarios 0,5 equivalente
de iniciador em relacdo ao grupamento tiol (CAMPOS et al., 2008; KOO et al., 2010).
Os calculos realizados para a determinacao das massas de cada reagente sao apresentados
no Apéndice I.

3.2.2.6. Reac0es tiol-eno com acido-3-mercaptopropidnico

A um baldo de fundo redondo acoplado a um condensador mantido a 10 °C, foram
adicionados 0,2 g de poli(estireno-co-EGDMA), que foi previamente preparado e contém
duplas ligacGes pendentes, 2,5 g de DMF, DCM ou THF e 4 mg de MPA. A mistura foi
inserida em um banho a 80 °C e em seguida foram adicionados 3 mg de AIBN para dar
inicio a reacdo. O meio reacional foi mantido sob agitacdo magnética (600 rpm) por 4
horas. Os produtos foram secos em estufa de recirculacdo a temperatura ambiente. As

massas de cada reagente foram calculadas seguindo a indicagéo de que a proporgéo tiol-
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eno deveria ser de 10:1 e que seriam necessarios 0,5 equivalente de iniciador em relagdo
ao grupamento tiol (CAMPOS et al., 2008; KOO et al., 2010). Os célculos realizados

para a determinacdo das massas de cada reagente sdo apresentados no Apéndice I.

3.3. Caracterizacao

3.3.1. Converséo por gravimetria

O célculo das conversfes de reacdes de polimerizagdo por gravimetria se baseia
no fato de que todo o0 monémero convertido se transforma em polimero, admitindo-se que
ndo ha formacao de subprodutos. Dessa maneira, por meio da pesagem do sistema em
multiplas etapas do processo, € possivel determinar a conversdo. Mais especificamente, é
necessario realizar a pesagem do tubo de ensaio vazio, do tubo com a amostra antes da
reacdo e do tubo com a amostra e a solucdo de hidroquinona apés a reacdo. Os tubos
foram secos a temperatura ambiente em estufa de recirculacdo e em estufa a vacuo até
peso constante para determinagéo da converséo.

A seguir sdo apresentados os calculos necessarios para fazer essa determinacao.

Mondémero em cada tubo = massa inicial de amostra — massa do tubo — massa de BPO (1)

Polimero em cada tubo = massa apds secagem — massa do tubo — M1 2

em que:
M1 = Massa de HQ a descontar = 0,1 * massa de HQ pesada (3)
Massa de BPO = massa de BPO total pesada * massa inicial de amostra (@)

massa mondémero total+massa BPO total

Conversio (%) _ Polimero em cada tubo «100 (5)

Monémero em cada tubo

3.3.2. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A ressonancia magnética nuclear é uma técnica analitica que permite determinar

a estrutura quimica do material estudado por meio da analise da posic¢éo dos picos obtidos
no espectro de RMN (DAVIS, 2004). A técnica se baseia na ocorréncia de transigéo entre
50



Capitulo 111 — Materiais e Métodos: Parte |

niveis energéticos, quando o nlcleo atdbmico é submetido a um campo magnético variante
e intenso. Quando o ndcleo excitado retorna a seu nivel de energia normal, fenbmeno
conhecido como relaxacao, é possivel detectar essa energia “extra” emitida. Como cada
elemento quimico emite sinais diferentes, a depender da massa do 4&tomo e do ambiente
eletronico construido pelos &tomos que séo vizinhos a ele, é possivel determinar o tipo de
ligagdo que esta presente no material e quantificar essas ligacdes (GONSALVES et al.,
2007; WAY, 2011).

O preparo das amostras para as analises de RMN de hidrogénio foi feito
solubilizando 15 mg de amostra em 0,8 mL de cloroférmio deuterado. Foram usados
tubos de 5 mm nas andlises, que foram realizadas a temperatura ambiente em um
equipamento Varian Mercury, modelo VX300, com frequéncia de 300.2 MHz e sonda de

5 mm.

3.3.3. Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A técnica de espectroscopia de infravermelho se baseia no fato de que os &tomos
vibram em frequéncias no espectro eletromagnético definidas, de acordo com a estrutura
quimica que formam. A depender de quais sdo os &tomos vizinhos, a frequéncia de
vibracdo e/ou tipo de vibracdo de cada atomo varia. Assim, a partir da analise das bandas
fornecidas pelo espectro de FTIR da amostra, é possivel, por exemplo, identificar
compostos quimicos, detectar o surgimento ou desaparecimento de um ou mais grupos
funcionais decorrentes de reaces quimicas e avaliar a pureza dos produtos (NYQUIST,
2001).

As analises de infravermelho foram realizadas na regido do infravermelho médio
(4000- 400 cm™?) com resolucdo de 4 cm™ em um equipamento Thermo, modelo Nicolet
6700 equipado com acessorio ATR Smart Orbit® em modo de reflectancia, que garante
aplicacdo de pressdo constante nas amostras e dispensa o preparo de pastilhas de KBr.

Cada espectro foi registrado como resultado da média de 128 leituras.

3.3.4. Testes de Solubilidade

Foram feitos testes de solubilidade dos produtos das reagdes click testadas para

avaliar a possibilidade de realizar analises de RMN e analises cromatograficas. Para
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realizacdo dos testes, foram adicionados 10 mg de amostra a 1 mL de solvente em um
tubo de ensaio, que foi entdo mantido em um agitador por 48h. As amostras foram

aquecidas ate 60 °C. A deteccdo de material solido em suspenséo foi feita visualmente.

3.3.5. Cromatografia de Permeacéo em Gel (GPC)

A técnica de cromatografia de permeacdo em gel é uma técnica utilizada para
determinacdo das distribuicGes de massas molares e das massas molares médias dos
polimeros. Para sua realizacdo, cada amostra é solubilizada em um solvente adequado e
entdo injetada em uma coluna porosa. As moléculas maiores permeiam mais rapidamente
pela coluna e sdo detectadas primeiro na saida, uma vez que, por serem grandes, nao
penetram o interior dos poros da fase gel. Ja as moléculas menores percorrem um caminho
muito mais longo, porque tendem a percolar os poros do gel que preenche a coluna. Dessa
forma, se a coluna foi calibrada com um padrdo de massa molar conhecida, é possivel
determinar as massas molares do polimero a ser analisado a partir dos tempos em que as
moléculas sdo detectadas na saida da coluna, chamados tempos de retencdo (ODIAN,
2004).

O equipamento foi calibrado com padrdes de poliestireno com massas molares na
faixa de 376 a 1 x 10° Da. O cromatdgrafo foi equipado com uma pré-coluna Shodex KF-
G, duas colunas Shodex KF-804 e uma coluna Shodex KF-805, além de detector
refratométrico Viscotek, modelo VE3580, e detector UV Viscotek, modelo 2500, setado
para 255nm e equipado com lampada de deutério. O preparo das amostras consistiu na
solubilizacdo de cerca 5 mg do polimero em cerca de 5 mL de THF. A solucédo obtida foi
filtrada em um filtro de teflon com poros de 0,45 um. Essa solugdo filtrada foi entdo
injetada no cromatdgrafo. As seguintes condi¢Ges de analise foram utilizadas

e Volume de injecdo: 200 pL;
e Vazdo de operacdo: 1 mL/minuto;

e Temperatura das colunas: 40 °C.

3.3.6. Quantificacdo de SH livre com Reagente de Ellman

A quantificacdo do grupo tiol livre (SH) pode ser feita com auxilio do acido 5,5’-

dithiobis (2-nitrobenzoico), também conhecido como reagente de Ellman, e o
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procedimento é descrito em muitos protocolos. A reacao entre o reagente de Ellman e 0s

grupamentos sulfidrila origina um composto com coloracdo amarela, e, portanto, a

quantificacdo pode ser realizada por meio de medidas de cromatografia UV. As analises

apresentadas nessa tese foram realizadas com base em um protocolo da Thermo Scientific
(THERMO SCIENTIFIC, 2017) por ser um procedimento ja bem conhecido e
documentado. A curva de calibracdo foi construida com base na Tabela 1 e a curva é

apresentada na Figura 17.

Tabela 1 — Amostras usadas para a calibracdo com cloridrato de cisteina.

Amostra | Volume de tampao (mL) Cisteina cloridrato Concentragao (mM)

A 100 26,34 mg 1,5
B 5 25 mL da amostra A 1,25
C 10 20 mL da amostra A 1,0
D 15 15 mL da amostra A 0,75
E 20 10 mL da amostra A 0,5
F 25 5 mL da amostra A 0,25
G 30 - 0

1,01

0,8 RZZ 1

0,6 -

Absorbancia

y=631,7x + 4E-16

e

e

0,0004

0,0008 0,0012

Concentragéo de SH (mol/L)

0,0016

Figura 17 — Curva de calibracdo para o Reagente de Ellman com o cloridrato de

cisteina.
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Primeiramente foi preparada uma solucéo tampé&o 0,1 M de fosfato de sédio pH
8,0 contendo 1 mM de EDTA. Em seguida foram preparadas as solucgdes da Tabela 1. Por
fim, foi preparada também uma solucéo contendo 4 mg do reagente de Ellman em 1 mL
do tampéo contendo EDTA.

Para a leitura no UV (Lambda 35, Perkin Elmer, Estados Unidos), o preparo se
deu adicionando 250 uL de cada amostra da curva, 2,5 mL de tampé&o e 50 uL da solugéo
de Ellman. Todas as misturas foram feitas em tubos Falcon, agitadas e incubadas por 15
minutos na temperatura ambiente. A leitura entdo foi realizada no comprimento de onda
de 412 nm. Vale ressaltar que é muito comum haver contaminacdo dos tubos com
compostos contendo enxofre. Por isso, recomenda-se que os tubos usados sejam sempre

novos ou muito bem lavados e secos antes da realizacéo das analises.
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Capitulo IV

Resultados e Discussao: Parte |

Neste Capitulo sdo apresentados os resultados referentes a primeira rota de
bioconjugacao testada ao longo do desenvolvimento deste trabalho. A reacdo escolhida,
como ja discutido, foi a reagdo de click chemistry do tipo tiol-eno. A Figura 18 retrata de
maneira simples o objetivo, que consistiu em empregar polimeros contendo duplas
ligacGes pendentes para a ligacdo via click chemistry a moléculas de cisteina, que contém
grupamentos SH. Dessa maneira, ao longo deste Capitulo IV sdo apresentados o0s
resultados e discussdes referentes as duas etapas em que o trabalho foi dividido nessa
primeira rota. Inicialmente ser& apresentada a etapa de modificacdo de polimeros para
insercdo de duplas ligacdes terminais; em seguida, serd discutida a etapa de testes das

reacOes click tiol-eno propostas.

A Dupla pendente (eno) Cisteina (tiol)

Figura 18 — Esquema da reagdo proposta no Capitulo V.

4.1. Testes para inserir dupla terminal nas cadeias poliméricas
A etapa de insercdo de duplas ligacGes pendentes nos polimeros foi realizada por

meio de reacOes de copolimerizacdo, que sdo apresentadas e discutidas a seguir. O

estireno foi escolhido como monémero principal porque ele apresenta cinética bem
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conhecida de polimerizagéo e pode ser usado como benchmark para testes (SALAMONE,
1996; ODIAN, 2004; SOLJIC et al., 2009).

Os comondmeros empregados foram o 1,5-hexadieno (HD), o divinilbenzeno
(DVB) e o dimetacrilato de etilenoglicol (EGDMA). O 1,5-hexadieno foi escolhido
porque ele apresenta carater hidrofébico, o que pode ser vantajoso para a bioconjugacgao
de determinadas biomoléculas e/ou farmacos (FILICE et al., 2011). O DVB foi escolhido
por ser um dos agentes reticulantes de polimeros mais estudados (KUDRA &
STRUMILLO, 1998; SOUSA & BARBOSA, 2008). O EGDMA foi escolhido por ser
um agente reticulante j& largamente empregado para aplicacdes biomédicas (SCHMALZ
& BINDSLEV, 2009). Por serem bifuncionais, a expectativa era que pelo menos uma
parte das ligacdes duplas ficasse disponivel na cadeia ap6s a copolimerizacdo, para
posterior utilizacdo na reacdo click tiol-eno visando a bioconjugacdo. Essa hipdtese é
consistente com a teoria de FLORY (1953) e STOCKMAYER (1944), que propdem que
a reticulacao dos polimeros se da em 3 etapas: (i) sdo formadas estruturas lineares com
grupos laterais pendentes; (ii) a estrutura do polimero cresce e comegcam a surgir
ramificacdes; (iii) ocorre a reticulacao propriamente dita. As estruturas dos comondmeros

séo apresentadas na Figura 19.

/c;H2
HZCN\/

(a) \ (b)

(©)

Figura 19 — Estruturas quimicas dos comonémeros usados nas copolimerizacdes

estudadas: (a) 1,5-hexadieno; (b) dimetacrilato de etilenoglicol; (c) divinilbenzeno.

Com relagdo a dados da literatura acerca da copolimerizagao entre o estireno e 0s

mondmeros vinilicos escolhidos, vale ressaltar que ndo foram encontrados dados da
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copolimerizacdo via radicais livres com o 1,5-hexadieno. Essa falta de informacao pode
indicar que a copolimerizagdo ndo acontece ou que ela é tdo pouco importante que nao
tem sido estudada. Como no caso da aplicacdo para esse trabalho ndo é necessaria a
presenca de muitas insaturacGes na estrutura do polimero, optou-se por testar a insercao
mesmo com auséncia de dados da literatura.

Com relacéo a copolimeriza¢do com o DVB, sabe-se que a raz&o de reatividade
(r1)? entre estireno e DVB é de 0,26 (BRANDRUP, 1999), o que indica que a
copolimerizacao ocorre preferencialmente a homopolimerizacdo do estireno. Além disso,
por ser bifuncional, o DVB atua como reticulante (KUDRA & STRUMILLO, 1998;
SOUSA & BARBOSA, 2008). Com relacéo a copolimerizagdo com o EGDMA, sabe-se
que a razdo de reatividade (rl) entre estireno e 0 EGDMA € de 0,40 (FRICK & RUDIN,
1981) e que ele também atua como reticulante, uma vez que também é um mondmero
bifuncional (SCHMALZ & BINDSLEV, 2009).

H& muitos trabalhos publicados acerca da copolimerizagdo do estireno com o
EGDMA, mas nao foi encontrada nenhuma referéncia sobre a presenca de duplas ligacoes
pendentes nesses materiais. Por isso, a realizacdo das reacdes foi de suma importancia
para avaliar a insercdo das insaturacdes. No entanto, ha relatos de que a copolimerizagdo
do estireno com o DVB é incompleta e de que ha a presenca de ligacdes duplas pendentes
na estrutura (KUN & KUNIN, 1968), o que reforca a hipdtese levantada neste trabalho
de que seria possivel empregar os copolimeros na reacéo tiol-eno.

Foram realizadas, portanto, quatro rea¢fes, sendo uma de homopolimerizacéo do
estireno e trés de copolimerizacdo do estireno com 0 HD, o DVB ou 0 EGDMA, como
indicado na Tabela 2.

Com relacdo a caracterizacdo dos materiais produzidos, inicialmente foi
investigado se houve a copolimerizacdo por meio da analise do produto final (produto
apo6s 4h30min de reacdo). Em seguida, as amostras foram analisadas por FTIR para
verificar a presenca ou ndo da dupla ligacdo pendente. Todos os resultados s&o
apresentados a seguir.

Dando inicio, portanto, a discussdo da caracterizacdo dos produtos formados,

pode ser observado na Figura 20 que as velocidades das reacdes | e Il sdo bastante

k11 k12
21 r1=k11/%k12. Sendo que M1-4+M1—>MIM1- ¢ M1-+M2 — M1M?2 -
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similares. Isso indica que o 1,5-hexadieno ndo inibe a reagdo, mas também ndo garante
que ocorreu copolimerizagdo, porque apenas 5% de estireno foi substituido por 1,5-

hexadieno na reacdo e as conversdes ficam proximas de 100%.

Tabela 2 — Reagbes de polimerizacéo realizadas.

Reacao Comondmero Produto desejado
| - PS

1l 1,5-hexadieno P(S-co-HD)
n Divinilbenzeno P(S-co-DVB)
v Etilenoglicol dimetacrilato P(S-co-EGDMA)

100

A
80
v

—~ | |
S 60+
3 v

5 404 ®m  Reacdo |

% By v Reagéo Il
O

20 1

]
O T T T T T
0 50 100 150 200 250 300
Tempo (min)

Figura 20 — Conversdes de mondmero nas reacdes poliestireno puro e de poli(estireno-

co-hexadieno).

Na Figura 21 sdo comparadas as velocidades das reacoes Il e 111. Nesse caso, ao
contrario do anterior, é possivel observar diferenga na conversdo, principalmente nos
instantes iniciais da reacdo. Esse resultado é consistente com dados da literatura, que

indicam que a taxa de reac¢do quando 5% DVB é empregado aumenta em cerca de 13%
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em relacdo a taxa de reacdo do poliestireno homopolimero (STOREY, 1965; CIRILO,
2013). A presencga do DVB, portanto, acelera a polimerizacdo, enquanto a presenca do
1,5-hexadieno nao influencia a velocidade de reacdo. Na Figura 22 ¢é apresentado o perfil
de velocidade da reacdo IV. Vale ressaltar que ha também uma indicacdo de aceleragéo
da reagdo nos instantes iniciais, assim como no caso da reacdo com o0 DVB, o que também
esta consistente com os dados da literatura (STOREY, 1965).

100
v Y v v v v
80 -
v
SR
S 40- v Reangoll
g v Reagdo 111
&)
20 1
O T T T T T
0 50 100 150 200 250 300
Tempo (min)

Figura 21 — Comparagéo das conversdes de monémero nas reagoes de poli(estireno-co-

1,5-hexadieno) e de poli(estireno-co-divinilbenzeno).

100 . " 3 . = -
*
80 * * * *
—~ |
& 60+
3 .
§ 40 u Rea(;z:lol
g n * Reacdo IV
o
20 1
»
0 T T T T T
0 50 100 150 200 250 300

Tempo (min)

Figura 22 - Comparacao das conversdes de monémero nas rea¢des de poliestireno e de
poli(estireno-co-EGDMA).

59



Capitulo IV — Resultados e Discussdo: Parte |

A Figura 23 e a Figura 24 ilustram os produtos finais de cada “aliquota” retirada
ao longo da reagéo.

(b)

Figura 23 — Fotografias dos produtos das reacdes | (a) e 11 (b).

As medidas de conversdao podem ser confirmadas observando a alteracdo na
coloracéo dos produtos. Quanto maior é a conversdo, mais proxima é a cor final da cor
do polimero (branco). Quanto menor é a conversdo, mais avermelhado é o produto,
devido a degradacdo do iniciador que ndo participou da reacdo e a interagdo com a
hidroguinona adicionada para interromper a reacdo. Vale ressaltar que ha uma leve
diferenga no aspecto dos primeiros tubos entre as reagGes, quando se comparam as

reacOes | e I1. Isso provavelmente se deve ao fato de que as “aliquotas” iniciais ndo foram
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retiradas no mesmo tempo de reagdo. A diferenca observada nédo reflete, portanto, a
influéncia do comondmero estudado. No entanto, a reacdo com DVB apresentou cinética

mais rapida, como discutido anteriormente com auxilio dos graficos de conversao.

(b)

Figura 24 - Fotografias dos produtos das reacdes Il (a) e IV (b).

As Figuras 23 e 24, portanto, oferecem uma confirmagdo visual dos resultados
cinéticos apresentados. Ja a reagdo com EGDMA, cuja velocidade inicial de reagdo foi
ainda maior, apresentou produtos com aspecto final quebradico, diferente dos demais
polimeros produzidos; em alguns casos os produtos expandiram, como pode ser
observado na Figura 24 (b). Isso provavelmente € consequéncia de reticulacdo das cadeias

pelo EGDMA, que faz com que a viscosidade do meio aumente muito rapidamente, o que
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dificulta a movimentacdo das moléculas. Dessa maneira, como o efeito gel & mais
acentuado, em alguns casos o0 meio ferve, por conta do aumento descontrolado de
temperatura, o que parece ter acontecido com o copolimero P(S-co-EGDMA). Vale
ressaltar também que na Figura 24 é observada uma aparente queda na conversao em
alguns tubos. Essa queda se deve ao fato de que, durante a fase de expanséo do meio, 0
material ndo mais ficou em contato com o banho de etilenoglicol e, portanto, ndo esteve

mais submetido as mesmas condicdes de reacdo dos demais.

Para confirmar a ocorréncia ou ndo de copolimerizagdo com o 1,5-hexadieno,
foram realizadas anélises de H-RMN apenas dos produtos obtidos ap6s 4h30min de
reacdo. Analisando a Figura 25, que ilustra o espectro de H-RMN do homopolimero de

PS, é possivel observar a presenca de trés conjuntos de picos.

3]
a
Q
1 3
C
ﬁ
2 |
|]| d V °
| f \
| \//\/\ ¢ b \
R M ST L A _L,»/‘/ U e | S —
8.5 75 6.5 5:5 4.5 3.5 25 1.5 0.5

f1 (ppm)

Figura 25 — Espectro de RMN do poliestireno puro apés 4h30 de reacao.

Os grupos assinalados como 1 e 3 sdo caracteristicos do poliestireno, sendo 1
referente aos anéis aromaticos presentes nas cadeias de PS e 3 referente ao segmento
linear das cadeias do polimero, como indicado na Figura 26 e na Tabela 2. O nimero 2

assinalado no espectro ndo corresponde ao polimero e diz respeito a presenca de pequenas
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guantidades de impureza na amostra (como residuo de iniciador, por exemplo). Os picos

largos de H-RMN indicam a formac&o de estruturas ataticas e aleatdrias no produto final,

como esperado em reacOes de radicais livres (BRANDOLINI & HILLS, 2000).

a b
CH, CH
c E#;_:_-:_,” H
d Z_L_-.;j . :'_~_\-_\____.-f"' o~
e

Figura 26 — Correspondéncia entre a estrutura do PS puro e respectivo espectro de
RMN.

Tabela 3 - Posicédo dos picos de H-RMN para o poliestireno (adaptado de
BRANDOLINI & HILLS, 2000).

Pico Posicdo (ppm)
A 1,7
B 2,3
C 7,0
D 7,5
E 7,5

Vale destacar que a posi¢cdo dos picos apresentada na Tabela 3 ndo corresponde

exatamente a posicao das analises de H-RMN realizadas, porque as condigdes de andlise
empregadas por BRANDOLINI & HILLS (2000) foram um pouco diferentes das

empregadas neste trabalho.
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Quando a Figura 27, referente ao H-RMN do produto da reacéo Il, é analisada,
observa-se a presenca dos mesmos grupos de picos (1, 2 e 3) discriminados anteriormente.
Contudo, observam-se também dois novos grupos, que sdo assinalados como 4. O fato de
multiplos picos serem observados nos grupos marcados como 4 podem sugerir a
incorporacdo de 1,5-hexadieno no copolimero, ja que a estrutura aleatdria das cadeias
favorece a formacdo de diferentes estruturas diadicas no produto final, justificando os
multiplos picos de atomos similares de hidrogénio (BOVEY & MIRAU, 1996). No
entanto, observando o espectro de H-RMN do 1,5-hexadieno apresentado na Figura 28, é
possivel perceber que h& o desdobramento dos picos mesmo quando é feita a anélise do
1,5-hexadieno puro. Portanto, para determinar se o surgimento dos grupos assinalados
como 4 estava associado a copolimerizacdo ou apenas a presenca de 1,5-hexadieno
residual na amostra, o produto foi dissolvido em tolueno e precipitado novamente por
meio da adicdo de etanol. Seguindo esse procedimento, todo o hexadieno residual que
porventura houvesse ficado retido na estrutura do polimero seria extraido e ndo mais

surgiria na analise de H-RMN.

CDCl;

e AV P R e Y \M_k

85 80 75 7.0 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 10 05
f1 (ppm)

Figura 27 — Espectro de RMN do produto apds 4h30 de reacao do poli(estireno-co-1,5-
hexadieno) antes da lavagem com tolueno.
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O novo espectro, obtido apds a “lavagem” ¢ apresentado na Figura 29. A
correspondéncia entre os picos de H-RMN do 1,5-hexadieno com a estrutura quimica é

apresentada na Figura 30 e na Tabela 4.

Figura 28 — Espectro de H-RMN padrdo do 1,5-hexadieno (CHEMICALBOOK, 2008).

Tabela 4 — Posicédo dos picos de H-RMN para o 1,5-hexadieno (adaptado de
CHEMICALBOOK, 2008).

Pico Posicédo (ppm)
f 4,95
g 5,81
h 2,15
i 4,99
j 2,00

A Figura 29 mostra que, apés a lavagem do material, os picos assinalados
anteriormente com o nimero 4 nao mais aparecem no espectro. 1sso indica que pode nédo
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ter havido copolimerizacéo, ja que o 1,5-hexadieno detectado na andlise encontrava-se
simplesmente aprisionado no polimero produzido e foi extraido facilmente com um
procedimento de solubilizacdo seguido da reprecipitacdo do material. Entretanto, a
deteccdo da copolimerizacdo também pode ter sido dificultada porque os picos que a
caracterizam (-CHa-) estdo posicionados proximos a 2 ppm (YOKO et al., 1994) podendo

estar encobertos pelo sinal mais forte das ligagdes do poliestireno.

CDCl;

8.5 75 6.5 5.5 4.5 3.5 25 1.5 0.5
f1 (ppm)

Figura 29 - Espectro de H-RMN do produto apds 4h30 de reacao do poli(estireno-co-

1,5-hexadieno) apos a lavagem com tolueno.

~E CH: —.CH%
i1
h cH:

h cHa

g cH

i,f CH2

Figura 30 - Correspondéncia entre a estrutura do 1,5-hexadieno e respectivo espectro de
H-RMN.
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Vale ressaltar que 0s novos picos que surgem na analise do produto lavado séo
referentes ao tolueno e etanol usados para solubilizacdo e precipitagdo do P(S-co-HD). O
procedimento de secagem empregado ndo foi capaz de retirar completamente o0s
componentes adicionados. No entanto, a presenca desses picos em nada compromete o
resultado da anlise, que visava apenas confirmar a ocorréncia da copolimerizacdo. Vale
destacar também que o espectro apresentado na Figura 29 apresenta diferencas sutis na
regido do grupo 3, que corresponde ao segmento linear do poliestireno. Isso também

ocorre provavelmente por causa da presenca de tolueno residual usado na solubilizacéo.

Além das medidas de conversdo e das analises de H-RMN, foram feitas anélises
de cromatografia de permeacgédo em gel do PS e do P(S-co-HD), produtos das reacdes | e
Il respectivamente. Os resultados sdo apresentados na Tabela 5 e na Figura 31. A Figura
31 indica que as curvas de distribuicdo de massas molares ponderais médias dos produtos

das reacOes | e 11 sdo muito similares e que ambas as distribui¢cdes sdo unimodais.
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Figura 31 - Gréafico de GPC do PS e do P(S-co-HD) ap6s 4h30 de reacéo.

Apesar da grande similaridade observada no grafico de GPC, quando se observam
0s resultados expressos na Tabela 5, hé a indicacdo de que, ao contrério do que sugeriu a
andlise de H-RMN, o hexadieno parece exercer influéncia sobre o andamento da reacéo
com o estireno, uma vez que é observada a diminui¢do das massas molares médias e um

alargamento da distribuicdo de massas molares, quando comparado ao PS homopolimero.
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Dessa maneira, ndo parece conclusivo afirmar que ndo ocorreu copolimerizacdo do
estireno com o 1,5-hexadieno com os resultados obtidos. Por isso, analises de FTIR foram
também realizadas para confirmar a ocorréncia da copolimerizacao e determinar se houve

insercdo das duplas ligacdes pendentes, como apresentado adiante.

Tabela 5 — Resultados de GPC do PS e do P(S-co-HD) ap6s 4h30 de reacéo.

Polimero Mn (g/gmol) Mw (g/gmol) Mz (g/gmol) Mn/Mw
PS 19884 45768 75998 2,303
P(S-co-HD) 10524 42859 71252 4,072

Com relacdo aos produtos da reacdo com DVB e EGDMA, reacdes Il e IV
respectivamente, ndo foi possivel realizar as anélises de H-RMN ou GPC porque 0s
materiais ndo foram sollveis em cloroférmio, HFIP ou THF. Isso indica a ocorréncia de
reticulacdo e, portanto, de copolimerizacdo. Se a reticulacdo ocorre em quantidade
demasiada, além de ser impossivel solubilizar o polimero, é possivel que nédo restem
ligacOes duplas pendentes para proceder com a bioconjugagéo. De qualquer forma, a
existéncia de material reticulado parece indicar a insercdo eficiente dos monémeros
divinilicos na estrutura molecular do PS. A baixa solubilidade do material obtido em
solventes organicos ndo compromete o uso das particulas poliméricas na maior parte das

aplicacdes de interesse.

Foram realizadas, portanto, analises de FTIR com o objetivo ndo sé de comprovar
a copolimerizacdo, mas também de observar se houve a insercdo das duplas ligacdes
pendentes almejadas. Com relacdo a observacdo da insercdo de duplas ligacbes
pendentes, vale destacar que a visualizacdo das bandas dessas ligacbes por meio da
técnica de FTIR pode ndo ser possivel em casos em que as insaturagdes estejam presentes
em baixas concentracdes, 0 que indica que a analise de FTIR pode néo ser conclusiva. Na
Figura 32 é possivel observar que 0s espectros sao bastante similares, o que dificulta a
determinacdo da ocorréncia de copolimerizacdo. Esse resultado ja era esperado, ja que
ndo havia dados na literatura acerca da copolimerizacgéo via radicais livre do estireno com
0 HD, o que nos leva a acreditar que a copolimerizacgao € muito pouco pronunciada. Além

disso, a estrutura quimica do DVB é muito similar a do estireno, o que provavelmente
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ocasiona a superposi¢do das bandas caracteristicas das ligacoes, dificultando a deteccédo
por FTIR. No caso da reacéo 11, com DVB, entretanto, a insolubilidade do produto em
THF, cloroférmio e HFIP ja caracteriza a ocorréncia de copolimerizacdo. Apenas para o
caso da reacdo IV foi possivel confirmar a ocorréncia da copolimeriza¢do por meio da
banda em 1723 cm’, que surge devido & presenca do estiramento C=0 em ésteres
(SHARMA, 2004), e que s6 poderia estar presente no caso do EGDMA ter sido inserido

na cadeia.

Apesar da enorme similaridade entre os espectros ha, no entanto, algumas poucas
diferencas entre eles e que foram assinaladas na Figura 32 como, por exemplo, a presenca
de um dublete em 2360 cm™ nos produtos das reacdes | e 11, que é correspondente ao
estiramento assimetrico da molécula de CO> adsorvida nos polimeros (SRIKANTH &
CHUANG, 2013). A presenca da banda de CO> nesses casos € comumente associada as
condigdes operacionais e poderia ser eliminada com a realizagdo de uma purga, se a

atmosfera fosse controlada no equipamento.

Reacédo IV
\——a‘.\mf\f_’_—ww :
1723 em™ L
Reacdo Il
I SV ¢
Reacio I | w

Reacdo | !

2360 cm™

11600 cm™

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm™)

Figura 32 —Espectros de FTIR dos produtos das reacfes | a V.

Além disso, foi assinalada também no grafico a presenga de uma banda em 1600
cm?, referente as ligagdes C-C em aromaticos (SINDHU, 2006). No entanto, o resultado
mais marcante ¢ a presenca de uma banda em 1723 cm™ no produto da reagédo 1V,

conduzida com EGDMA. Essa banda é caracteristica do estiramento C=0 em ésteres o.-
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B-insaturados (SHARMA, 2004). Dessa maneira, como 0 EGDMA apresenta essa funcao
nas duas extremidades da sua estrutura, como pode ser observado na Figura 19, parece
razodvel admitir que houve ndo somente copolimerizagdo no caso da reacdo 1V, mas
também houve a insercdo da dupla pendente almejada. Isso foi possivel porque como o
EGDMA é bifuncional, ele permite que uma extremidade participe da copolimerizacao
enquanto a outra extremidade pode permanecer com a dupla ligacdo pendente inalterada.
A banda das ligacGes duplas do DVB, que fica localizada em 985 cm™, néo foi detectada
no espectro da reacdo Ill, assim como a banda das insaturagdes do 1,5-hexadieno,
localizada ente 1620-1680 cm™, ndo foi observada no espectro de FTIR da reagdo II.
Como discutido anteriormente, no entanto, isso ndo quer dizer que nao houve insercao
das duplas ligacdes. Isso pode ser comprovado com um calculo simples, apresentado a
seguir para o caso em que o DVB foi adicionado como comondmero na concentracao de

5%. Usando 100 moléculas como base de calculo, tem-se que:

Estireno = 95 moléculas (6)

DVB = 5 moléculas (7)

Como o estireno apresenta 8 carbonos em sua estrutura quimica e o DVB, por sua

vez, apresenta 10 carbonos, tem-se que:

Estireno = 95 * 8 = 760 carbonos (8)
DVB =5 * 10 = 50 carbonos 9
Ndmero total de carbonos = 760 + 50 = 810 carbonos (10)

No entanto, apenas dois carbonos do DVB apresentam insaturacdes. Dessa maneira,
5 * 2 € igual a 10 carbonos contendo duplas ligacdes. Com isso, apenas 10 carbonos de
um total de 810 carbonos contidos na mistura contém insaturagdes. Esse valor
corresponde a 0,01% de carbonos contendo duplas ligagdes, o que em geral, esta muito
abaixo do limite de deteccdo do FTIR. Para o caso do EGDMA, a dupla ligagéo

provavelmente foi detectada porque a intensidade da banda relativa a instauragdo é muito
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intensa, 0 que ndo ocorre para os demais comondmeros estudados. Como a concentragao
de insaturacOes tende a ser baixa, principalmente nos casos em que a copolimerizagédo

ndo foi pronunciada, a deteccao por analises de FTIR pode néo ser conclusiva.

De maneira a avaliar de forma quantitativa a similaridade entre os espectros das
reacOes | e Il foi construida a Figura 33, em que os valores de transmitancia dos espectros
de FTIR das respectivas rea¢fes sao confrontados, dando origem a um grafico em que o
coeficiente de correlacdo é igual a 0,876. O mesmo procedimento foi realizado para
comparar os produtos das reacdes | e Il e as reacdes | e IV, como mostrado na Figura 34
e na Figura 35. O coeficiente de correlagdo apresentado na Figura 34 indica que o produto
da reacdo Il apresenta diferencas mais significativas quando comparado a reacéo | do
que a reacdo I, em que o 1,5-hexadieno foi usado como comonémero. As diferencas sdo
ainda maiores quando os produtos das reacdes | e IV sdo confrontados. Esse resultado é
apresentado na Figura 35, em que o coeficiente de correlagdo obtido foi 0,600. A analise
dos coeficientes de correlagdo corrobora a analise anterior de que a copolimerizagdo com
0 1,5-hexadieno parece ser pouco expressiva, mas permite dizer que a copolimerizagéo
com o DVB e o EGDMA sdo mais pronunciadas, pois quanto menor € o coeficiente de

correlagé@o, maiores séo as diferencas entre os produtos.

R’ = 0,876

Reacdo II (u.a.)
]

Reacao I (u.a)

Figura 33 — Correlagdo entre os valores de transmitancia obtidos nas analises de FTIR

das reacdes | e II.
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Reacdo III (u.a)

R* = 0,721

Reacdo I (u.a.)

Figura 34 - Correlacdo entre os valores de transmitancia obtidos nas analises de FTIR

Reacdo IV (u.a.)

das reacoes | e IlI.

R® = 0,600

Reacdo I (u.a.)

Figura 35 - Correlacdo entre os valores de transmitancia obtidos nas analises de FTIR

das reacOes 1 e IV.
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Dessa maneira, os resultados dessa primeira etapa da divisdo do trabalho referente
a insercdo de duplas ligacbes pendentes na estrutura de polimeros indicam que foi
possivel inserir os mondmeros bifuncionais DVB e EGDMA por meio da
copolimerizacdo do estireno. Esse material serd posteriormente testado nas reacdes de

bioconjugacdo empregando a reagéo de click chemistry do tipo tiol-eno.

4.2. Reacdes de click chemistry do tipo tiol-eno

Ao longo da Secédo 4.2 serdo apresentadas todas as reacdes tiol-eno propostas
nesse Capitulo. Para facilitar a correspondéncia com o Capitulo 111, todos os subtitulos a
seguir sdo iguais aqueles apresentados na descricdo da metodologia de cada uma das

reacoes.

4.2.1. Reac0es click tiol-eno com estireno

Esse primeiro grupo de reacdes tiol-eno teve como principal objetivo a obtencéo
de um benchmark que pudesse ser usado como referéncia para todas as reacgoes
posteriores. Ap6s uma extensa revisdo da literatura acerca de reacdes do tipo click
chemistry, foi possivel observar que havia dentre os trabalhos certas semelhancas. Essas
semelhancas foram usadas como ponto de partida para 0s primeiros experimentos
projetados e que buscavam realizar uma reagéo tiol-eno com sucesso. As semelhancas

observadas foram:

e A proporcdo tiol-eno empregada para obter os melhores rendimentos parece se
situar entre 2:1 e 10:1 em equivalente molar (CAMPOS et al., 2008, KOO et al.,
2010);

e A proporcéo de catalisador indicada é de 0,1 a 1 equivalente molar em relagéo ao
grupamento tiol (KOO et al., 2010; CAMPOS et al., 2008);

e O catalisador mais frequentemente usado nas rea¢cdes conduzidas com iniciacéo
térmica é o AIBN (CAMPOS et al., 2008; GOLDMANN et al., 2009, KOO et al.,
2010).
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Além disso, a literatura apresenta uma escala de reatividade das moléculas
insaturadas: norboneno > vinil éter > vinil éster > alil éter > acrilato > maleimida N-
substituida > metacrilato > estireno > dienos conjugados (COLE et al., 2013; HOYLE &
BOWMAN, 2010; NORTHOP & COFFEY, 2012; HOYLE et al., 2004). De acordo com
essa escala, o estireno pode ser empregado com sucesso em reacdes tiol-eno. Por isso 0
estireno foi escolhido como reagente para a reacdo A, porque, além de ser uma opgao
viavel, o estireno € um reagente barato e apresenta um modelo de polimerizagéo ja muito
bem estudado.

Para completar o par tiol-eno, o0 &cido 3-mercaptopropionico (MPA) foi escolhido
como fonte de grupamentos SH, por ja ter sido empregado em muitas reacdes bem-
sucedidas reportadas na literatura (ARNOLD et al., 2014; UYGUN et al., 2010).

A reacdo A foi conduzida empregando DMF como solvente, uma vez que ele é
comumente empregado na literatura em reagdes tiol-eno. Além disso, como descrito na
Segéo 3.2.2.1, o estireno e 0 MPA foram adicionados na proporc¢éo 10:1 e o AIBN foi
adicionado na proporcdo iniciador:tiol de 1:2. O produto final foi seco em estufa de
recirculacdo a temperatura ambiente e lavado com acetona antes da realizacao de anélise
de FTIR. Vale ressaltar que apds 72h de secagem na estufa, ainda havia um pouco de
produto liquido residual. Entdo foi realizada também uma anélise de FTIR do liquido
restante. Os dois espectros em questdo sdo apresentados na Figura 36, junto com o0s

espectros dos reagentes para fins de comparacéo.

Observando a Figura 36 é possivel notar a presenca de uma banda localizada em
699 cm, que estd marcada no grafico e aparece tanto no produto liquido como no produto
solido da Reacdo A. Como a banda caracteristica da ligacdo C-S, que é a ligacdo que
caracterizaria a ocorréncia da click chemistry, ocorre tipicamente em 692 cm
(CHANDRAN et al.,, 2012), ha indicacdo de que a reacdo tiol-eno ocorreu. O
deslocamento observado de 692 para 699 cm™ é normal em analises de FTIR e esta
relacionado a interagfes com outros componentes do meio (MISTRY, 2009). Observando
ainda a Figura 36, nota-se que o produto liquido residual da Reacdo A parece ser uma
mistura entre o solvente da reacdo (DMF), o MPA e o produto da click chemistry. Além
disso, nenhum dos dois produtos apresentam evidéncias da presenca de estireno residual,
ja que as bandas caracteristicas da dupla ligagcéo do estireno deveriam estar presentes em
1630 cm™?, 910 cm™ ou 990 cm™ (BARTHOLIN et al., 1981). Dessa maneira parece

correto admitir que as moléculas de estireno foram eficientemente convertidas em
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produtos da reacdo tiol-eno com o MPA, embora possam ainda existir residuos néo

convertidos.

Reacao A_solido

N TN Javal TR

Reacdo A_liquido

\ Ve \ N nNo Rand R AV ~/

R LT 1699 cm’
Estireno

———— T N N —\ N

DMF

u.a.

2000 1500 1000 500

NUmero de onda (cm™)
Figura 36 — Espectros de FTIR dos reagentes MPA, DMF e estireno e dos produtos
liquido e solido da reacéo A.

Uma das grandes preocupactes deste trabalho era de que pudesse haver uma
competicdo entre a reagédo click e a reagcdo de polimerizagdo dos compostos contendo
duplas ligacOes, nesse caso especifico, o estireno. Dessa maneira, foi realizada uma
analise de GPC, cujos resultados sdo apresentados na Figura 37 e na Figura 38, para
detectar a possivel presenca de poliestireno no produto sélido final da Reacéo A.

Como pode ser observado na Figura 37, apenas um produto foi detectado na
analise de GPC e a massa molar média calculada foi de 222 g/gmol. Isso € indicagdo clara
de que ndo houve polimerizacdo do estireno; caso contrario, as massas molares médias
encontradas seriam muito superiores. Além disso, outro resultado interessante aponta que
o indice de polidispersdo foi igual a 1,08, o que significa que quase a totalidade das
moléculas apresentam a mesma massa molar. O fato de o indice de polidisperséo ser baixo
também sugere que ndo ocorreu polimerizacdo, porque o IP de reagdes de polimerizacao
via radicais livres é tipicamente 2 ou maior que 2 (ODIAN, 2004). A Figura 37 também
mostra que o produto obtido parece ser puro, uma vez que apenas foi detectado um pico
estreito. Essa observacédo é confirmada na Figura 38, que apresenta a curva do detector

de UV, que também apresenta apenas um pico estreito que surge exatamente ao mesmo
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tempo do pico de IR, o que indica que correspondem ao mesmo composto. Outro
resultado interessante dessa analise é que a massa molar calculada, 222 g/gmol, é
essencialmente igual a soma das massas molares do estireno e do MPA (MPA= 106,14
g/gmol e estireno= 104,15 g/gmol), quando sdo considerados os erros associados as
analises de GPC costumam ser da ordem de 10% (MORI & BARTH, 1999). Esse
resultado mais uma vez sugere que o produto de reacdo é resultado da click chemistry
entre MPA e estireno. Dessa maneira, a Reacdo A foi usada como benchmark para as

demais reacdes tiol-eno propostas trabalho.

1,0 -
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0,6 -

0,4 -

0,2 4

Resposta Nomalizada do IR (u.a.)

0,0

0 100 200 300 400 500 600
Massa molar (g/gmol)

Figura 37 — Distribuicdo de massas molares do produto final s6lido da Reacédo A.

Ao longo das proximas secOes sdo apresentadas diversas modificacdes da Reacao
A. As modificacdes foram propostas visando a aproximar a reacdo de condicOes reais
para aplicacbes em bioconjugacdo, que exigem principalmente foco em controle da
toxicidade e viabilidade técnica e ambiental. Ao longo do texto todas as alteragdes serdo
apresentadas e justificadas.
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Figura 38 — Respostas normalizadas dos detectores de IR e UV para a analise de GPC

da Reacdo A.

4.2.2. Reacdo tiol-eno com L-cisteina

Com base na discussédo anterior foram propostas modificacGes da Reacdo A usada
como benchmark, de maneira a aproximar a reacdo de condicgdes reais de operagédo

visando a aplicagfes em bioconjugacao, como disposto a seguir:

(i) O estireno foi substituido por monémeros divinilicos (DVB, HD ou EGDMA), de
maneira a observar se eles também seriam reativos como o estireno. Essa
modificacdo é importante porque, como 0s reagentes propostos sdo bifuncionais,
eles podem ser usados para inserir duplas ligacdes nos polimeros, como
apresentado anteriormente; afinal, sem a insercdo de duplas ligacdes nos
polimeros, a etapa de bioconjugacao ndo é possivel da maneira como foi proposta
nesse trabalho (vide Figura 18).

(ii) O &cido 3-mercaptopropidnico empregado na Reacdo A foi substituido pela L-
cisteina, que esta presente como constituinte de muitas biomoléculas e, portanto,
funciona como um modelo melhor que o MPA para analise de bioconjugacéo.
Além disso, 0 MPA é tdxico e ndo é encontrado em proteinas, aminoacidos ou

anticorpos.
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(iii) A razdo tiol:eno em equivalente molar foi diminuida para 2:1 j& que em
aplicacbes reais em bioconjugacdo 0s grupamentos tiol estdo tipicamente
presentes nas biomoléculas (que sdo normalmente muito caras e fornecidas em
quantidades da ordem de dezenas de miligramas), enquanto as duplas ligacbes séo
tipicamente fornecidas pela matriz polimérica. Como consequéncia disso, espera-
se que a razéo tiol:eno seja baixa em aplicagdes reais de bioconjugacéo.

(iv) O solvente DMF foi substituido por agua, uma vez que empregar solventes
toxicos fere diretamente a definicdo de click chemistry e que aplicagdes em
bioconjugacgdo exigem o uso de solventes atdxicos. Dessa maneira, vale ressaltar
que todas as reacgdes serdo conduzidas em meio heterogéneo porque, com excegéo
do persulfato de potassio e do EGDMA, que sdo completamente solGveis em agua,
e da L-cisteina empregada, cuja solubilidade em &gua observada era baixa, todos
os demais reagentes sdo insollveis em agua. Assim, em alguns casos o sistema
pode ser formado por até 3 fases diferentes (fase organica, fase liquida e fase
solida) ja que a L-cisteina é insoltvel nos dienos estudados. Finalmente, vale
relembrar que a realizacdo de reagdes click em meio heterogéneo ndo é bem
retratada na literatura, apesar de meios heterogéneos serem esperados na maior
parte dos problemas envolvendo bioconjugacéo.

(v) O AIBN foi mantido como iniciador da reacdo; no entanto, outros iniciadores
foram também testados para avaliar se as reacdes iriam transcorrer de forma
similar. A proporcéo de iniciador foi mantida em 0,5 equivalente molar em relagéo
ao tiol.

A Tabela 6 indica os reagentes empregados em cada uma das reacdes conduzidas
com as modificacbes citadas acima. Vale ressaltar que a escolha da L-cisteina foi
particularmente cuidadosa, uma vez que ela foi usada nos experimentos como molécula
modelo e havia a preocupacdo de nao selecionar um material toxico para a realizacdo dos
testes. A L-cisteina, por ser um aminoacido, além de ndo ser toxica, € uma molécula
pequena, apresenta o grupamento tiol necessario para a reacdo e esta presente na
composigdo de proteinas, anticorpos e outras biomoléculas de interesse. A estrutura
quimica da L-cisteina € apresentada na Figura 39, em que fica clara a presenca do

grupamento SH requerido para as reac0es de bioconjugagéo propostas.
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Tabela 6 — Lista de reacdes click chemistry teste realizadas.

Reacéo Dieno Iniciador Tiol Temperatura
1 1,5-hexadieno BPO L-Cisteina 85°C
2 1,5-hexadieno AIBN L-Cisteina 85°C
3 1,5-hexadieno K2S208 L-Cisteina 85°C
4 DVB BPO L-Cisteina 85°C
5 DVB AIBN L-Cisteina 85°C
6 DVB K2S208 L-Cisteina 85°C
7 EGDMA BPO L-Cisteina 85°C
8 EGDMA AIBN L-Cisteina 85°C
9 EGDMA K2S208 L-Cisteina 85°C
10 - BPO L-Cisteina 85°C
11 - AIBN L-Cisteina 85°C
12 - K2S208 L-Cisteina 85°C

O
HS OH
NH,

Figura 39 — Estrutura quimica da L-cisteina.

Vale ressaltar também que a literatura praticamente ndo apresenta referéncias

sobre a utilizagdo dos comondmeros testados em reagdes click. SPEVACEK et al. (2013)
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ressaltaram a possibilidade de empregar o 1,5-hexadieno e 0 EGDMA em reacdes tiol-
eno, mas nao realizaram a ligacao especificamente com a cisteina. XU & BOYER (2015)
também estudaram a reacdo click com o 1,5-hexadieno, mas conjugado ao
(etilenodioxi)dietanotiol. HOYLE & BOWMAN (2010) mostraram que a L-cisteina pode
ser usada na reacdo tiol-eno. No entanto, ndo foram encontradas referéncias especificas

que fizessem uso dos dienos estudados especificamente com a L-cisteina.

Na Figura 40 é apresentado um esquema de alguns dos possiveis produtos da
reacao entre o 1,5-hexadieno e a L-cisteina na presenca dos iniciadores térmicos testados.
Os produtos destacados seriam 0s provenientes da reacdo click em uma extremidade ou
nas duas extremidades da molécula de 1,5-hexadieno, enquanto o outro produto seria
resultante da reacdo entre duas moléculas de L-cisteina, formando a cistina. A formacao
de cistina é, segundo a literatura, bastante comum (BINKLEY & VIGNEAU, 1942;
HOGG, 1999).

TN
s 0
HO |

OH
NH,
NH,
+
SH © LN N o
SO 4
HQCM 5
OH 85°C ol
NH,
1,5-hexadieno NH,
. +
Cisteina
NH,
H N s 0
S/
OH
HO 0
Cistina

Figura 40 — Possiveis produtos da reacdo entre L-cisteina e 1,5-hexadieno com 0s
diferentes iniciadores estudados.
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Em uma reacdo click conduzida com sucesso, a expectativa era de que houvesse
a formacdo dos produtos destacados na Figura 40 com maior seletividade. Esquemas
similares de reacdo podem ser pensados para os demais monémeros divinilicos estudados,

apenas substituindo o HD pelo respectivo dieno.

Para avaliar a formacdo dos produtos em questdo, foram realizadas anélises de
FTIR das amostras das reacGes conduzidas com 1,5-hexadieno e com os diferentes
iniciadores estudados. Os espectros de FTIR séo apresentados na Figura 41, sendo
também apresentado o espectro da L-cisteina e do 1,5-hexadieno usados como reagentes
para fins de comparacdo. Apesar de as diferencas entre os espectros serem inimeras,
indicando a formacéo de diferentes produtos, focou-se principalmente na deteccdo das
bandas que determinariam a ocorréncia das ligacoes click, porque esse constitui o objetivo

principal do trabalho.
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Figura 41 — Comparacéo dos espectros de FTIR dos produtos das reacdes de L-cisteina

com 1,5-hexadieno e com os diferentes iniciadores.

A banda que indica a presenca de ligacdes C-S ¢ a banda posicionada em 692 cm’

1 (CHANDRAN et al., 2012). Caso ocorra a reacéo click, a expectativa é a observacéo de
um aumento dessa banda nos espectros das reagdes, quando comparados ao espectro da
cisteina pura. No entanto, esse aumento ndo foi observado, como indicam as marcagdes
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na Figura 41. Outra informagdo importante é o fato de que a banda referente as ligacGes
S-S, presente em 538 cm™ (DEVI et al., 2010), também se mantém praticamente
inalterada, o que praticamente exclui a possibilidade de estar havendo formacéo adicional
de cistina (produto da ligacdo entre duas moléculas de cisteina). Além disso, deve-se
observar também a clara influéncia que os iniciadores exercem nos produtos obtidos, uma
vez que os espectros apresentam diferencas muito significativas. Em particular, quando
se observam as Figuras 42, 43 e 44, em que os dados de transmitancia das analises de
FTIR séo analisados para cada par de reagdes, fica claro que os produtos obtidos sdo
muito diferentes uma vez que ndo parece haver nenhuma correlacao entre os dados apesar
de a Unica diferenca entre as reacfes ser o tipo de iniciador empregado. Esse fato indica
que os iniciadores podem exercer grande influéncia nos produtos de reacbes de click

chemistry do tipo tiol-eno.

Reagdo 2 (u.a.)

Reacdo 1 (u.a.)

Figura 42 - Correlacdo entre os valores de transmitancia obtidos nas analises de FTIR

das reacdes 1 e 2.
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Reacdo 3 (u.a.)

Reacdo 1 (u.a.)

Figura 43 - Correlacdo entre os valores de transmitancia obtidos nas analises de FTIR

das reacdes 1 e 3.

Reacdo 3 (u.a.)

Reagdo 2 (u.a.)

Figura 44 - Correlacdo entre os valores de transmitancia obtidos nas analises de FTIR

das reagdes 2 e 3.

Essa observagdo em particular indica que ainda h4 muitas lacunas a serem

preenchidas na literatura da click chemistry. Ndo ha trabalhos que apresentem e/ou
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expliquem esse resultado, o que mostra claramente a importancia de entender mais sobre

a formacéo dos radicais e sua interacdo com o0s demais reagentes.

Dessa maneira, aparentemente ndo ocorreu a ligacdo tiol-eno quando o 1,5-
hexadieno foi empregado com os diferentes iniciadores estudados, ja que nao houve
crescimento da banda da ligacdo C-S. Ademais, devido a extrema complexidade dos
espectros, ndo foi possivel determinar a composicao exata dos produtos obtidos. Também
é possivel notar na Figura 41 que houve o consumo das duplas liga¢es do HD nas reacdes
1, 2 e 3 porque as bandas caracteristicas que deveriam aparecer em 910 e 990 cm*
(MAZZEOQO, 2011) n&o estdo presentes em nenhum dos produtos. O consumo das duplas
ligacGes pode ser resultado, por exemplo, da polimerizagcéo do 1,5-hexadieno, uma vez

que ndo ha indicios de ter ocorrido click chemistry.

No entanto, vale ressaltar que o espectro da reacdo 1 se assemelha mais ao
espectro da L-cisteina do que os demais. Isso pode ser resultado da temperatura usada nos
experimentos. A 85 °C, o BPO se decompde mais vagarosamente que o AIBN e o
persulfato de potassio (BRANDRUP et al., 1999). Dessa maneira, as rea¢cdes com o AIBN
e o persulfato podem estar prejudicando a reacdo devido a producéo rapida e excessiva

de radicais livres no meio.

Analisando os espectros de FTIR das amostras com DVB, também é possivel
concluir que ndo ocorreu a ligacédo entre a cisteina e o divinilbenzeno, ja que a banda de
C-S também ndo apresentou aumento de intensidade, como mostram as marcacfes na
Figura 45. Mais uma vez a complexidade dos materiais obtidos dificultou o
reconhecimento dos produtos das reacGes. O mesmo ocorreu para as reagdes com
EGDMA, cujos espectros de FTIR sdo apresentados na Figura 46. Mais uma vez ndo foi

observada aparentemente a ocorréncia de ligacao click.

Quando DVB e EGDMA foram usados como dienos, no entanto, é possivel mais
uma vez observar a influéncia exercida pelo tipo de iniciador utilizado, o que indica que
a baixa especificidade da reacgéo tiol-eno ndo depende somente do dieno, o que pode ser
considerado como uma importante conclusdo. Os graficos das correlacfes entre cada par
de reacdes sdo apresentados no Apéndice Il. Mais uma vez também os espectros dos
produtos obtidos quando o BPO foi empregado sdo mais semelhantes ao FTIR da L-
cisteina pura, o que tambem sugere que os efeitos causados pelo BPO também s&o

independentes do tipo de dieno estudado. Ademais, os produtos sélidos obtidos nas
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reacdes 4 a 9 ndo foram soluveis em nenhum dos solventes testados, assim como 0s
produtos das reacdes 1 a 3. Também é importante ressaltar que a banda associada as
duplas ligages do DVB presentes em 985 cm™ (IHRE & LARSON, 2003) n3o aparecem
nos produtos 4, 5 e 6, 0 que sugere que foram consumidas em reacdes laterais que podem

incluir, por exemplo, a polimerizagdo do DVB.

ov )
L-cisteina \3“ v 692 cm’
|
Reacdo 6
o W
35
w
W
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Figura 45 - Comparacdo dos espectros de FTIR dos produtos das rea¢fes conduzidas

com cisteina e DVB e com os diferentes iniciadores.

Resultados similares foram observados para 0 EGDMA, ja que a banda relativa
as duplas ligacdes e que se apresenta em 1641 cm™ (URBAN et al., 2007) n&o parece nos
produtos 7, 8 e 9, como assinalado na Figura 46. Mais uma vez isso indica que, como
aparentemente ndo houve click, as duplas foram consumidas em reacdes laterais que
podem incluir a polimerizacdo do EGDMA, assim como discutido para os demais dienos.
Ademais, também foi assinalada na Figura 46 a presenca da banda em 1720 cm™
(HUSSIEN, 2014) associada a presenca de grupos carbonila, o que indica a presenca de
EGDMA nos produtos finais. Esse resultado parece corroborar a hipdtese de que uma das

reacOes laterais obtidas € a polimerizagdo dos dienos estudados.
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Figura 46 - Comparacdo dos espectros de FTIR dos produtos das rea¢fes conduzidas

com L-cisteina e EGDMA e com os diferentes iniciadores.

Assim como no caso da reacdo com o 1,5-hexadieno, também foi observado nas
reacGes com DVB e com EGDMA que 0s espectros da reagdo com o peroxido de benzoila
se assemelharam mais ao da cisteina. Isso reforca a teoria de que pode estar havendo uma
geracdo excessiva de radicais livres nas reagdes com o AIBN e o persulfato.

Para avaliar a influéncia dos iniciadores nas reacdes, novos graficos de FTIR
foram montados com a intencdo de observar se os produtos formados variavam quando
os dienos eram trocados. Os resultados de FTIR para as reagcGes com o perdxido de
benzoila como iniciador sdo apresentados na Figura 47. Os graficos das correlacdes entre
cada par de reacOes sdo apresentados no Apéndice II.

A Figura 47 mostra que, quando as analises das reacdes com o BPO séo
agrupadas, ha uma similaridade muito maior entre os espectros, apresentando baixa
sensibilidade a presenca dos diferentes dienos. 1sso motivou a construgdo de graficos
similares com os demais iniciadores. A Figura 48 e a Figura 49 indicam que 0s espectros
sdo muito mais similares quando agrupados por tipo de iniciador, assim como discutido
para o caso do peroxido de benzoila. Os gréficos das correlagdes entre cada par de reagfes

sdo apresentados no Apéndice Il. Esses resultados reforcam a ideia de que reacOes
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realizadas com diferentes iniciadores podem seguir diferentes rotas de reacdo, o que ainda
néo foi discutido na literatura.

BPO
Yl Y4 A0
L-cisteina V / N
fW ﬂﬂwﬂ/\ ﬁ
Reagao 7

u.a.

Reacao 4

Reacao 1

2000 1500 1000 500
NGmero de onda (cm™)

Figura 47 - Comparacdo dos espectros de FTIR dos produtos das reaces conduzidas
com L-cisteina e BPO e com os diferentes dienos estudados.

Reacdo 8

u.a.

Reacao 5

Reacgao 2

2000 1500 1000 500
NUmero de onda (cm™)

Figura 48 - Comparacdo dos espectros de FTIR dos produtos das rea¢fes conduzidas
com L-cisteina e AIBN e com os diferentes dienos estudados
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Os resultados também sugerem que os dienos podem néo reagir com a L-cisteina
gerando produtos de click chemistry tiol-eno quando em meio heterogéneo. Dessa
maneira, foram feitos novos experimentos, em que nenhum dieno foi utilizado, para
avaliar se os produtos formados seriam 0s mesmos dos correspondentes as reacdes

anteriores.

K,S,0, N | -
r - o _ - \ / — N / \\ “‘/\ )
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\ A WaY, ‘ " //\\‘3 | 3 f |
/—"/J\ // \‘U‘A“ / \ s’/\/\/\/ V /\\/’/\/\“/ /\\\ ﬁ/\‘ny( " \:/\‘ //\\/ N\u)/
Reacgdo9 .~ ! | { )

u.a.

Reacdo 6

Reacao 3
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Figura 49 - Comparacao dos espectros de FTIR dos produtos das rea¢fes conduzidas

com L-cisteina e K2S,0s € com os diferentes dienos estudados.

Na Figura 50 sdo apresentados os espectros de FTIR das novas reacdes em que
ndo foram empregados dienos. Observa-se que o0s produtos formados ndo sdo 0s mesmos
das reacOes 1 a 9. 1sso mostra que a mistura de produtos formados € ainda mais complexa
do que o imaginado e comprova que os dienos participam da reacao e, portanto, exercem
influéncia na formacéo dos produtos. Além disso, comprova também que os iniciadores
interagem de maneiras diferentes com a L-cisteina, levando a formacdo de produtos
diversos. Os graficos das correlagfes entre cada par de reagdes sdo apresentados no
Apéndice Il. De qualquer maneira, pode-se concluir que aparentemente realmente néo
ocorre click chemistry tiol-eno nas reactes de 1 a 9, uma vez que ndo foi detectada

variacdo na banda referente as ligagfes C-S, que confirmaria a ocorréncia da reagéo.
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Figura 50 — Espectros de FTIR das reacGes entre a L-cisteina e os diferentes iniciadores

testados na auséncia dos dienos.

Com base na discussdo anterior, parece razoavel dizer que as reagdes tiol-eno
propostas nessa Secd0 ndo apresentam as caracteristicas necessarias para serem
classificadas como reagfes click chemistry nas condi¢cdes testadas. Além disso, ficou
claro que tanto os iniciadores quanto os dienos exercem influéncia na reagéo, que levou
a formacdo de uma mistura complexa de produtos com baixa (ou nenhuma) seletividade
para a formacdo da ligacdo C-S. Esses efeitos nunca foram discutidos pela literatura e sdo
importantes para o desenvolvimento de sistemas bioconjugados em meio heterogéneo.

Para avaliar entdo a hipdtese levantada de que estaria havendo uma geracéo
excessiva de radicais livres quando AIBN e persulfato de potassio foram empregados,
foram realizadas novas reac6es a temperaturas mais baixas. O perdxido de benzoila ndo
foi estudado nesse caso porque a taxa de geracdo de radicais a 70 °C é muito baixa. Além
disso, como ja foi apresentado anteriormente, o 1,5-hexadieno ndo foi capaz de inserir
duplas ligacGes pendentes nas condicdes testadas, de maneira que ndo parece fazer
sentido continuar avaliando o comportamento do 1,5-hexadieno nas reacgdes click. Dessa
maneira, apenas DVB e EGDMA foram testados como dienos no grupo de reacOes

apresentado na Tabela 7.
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Tabela 7 — Lista de reacGes conduzidas a temperatura mais baixa (70 °C).

Reacao Dieno Iniciador Tiol Temperatura
13 DVB AIBN L-cisteina 70°C
14 EGDMA AIBN L-cisteina 70°C
15 - AIBN L-cisteina 70°C
16 DVB K2S20s L-cisteina 70°C
17 EGDMA K2S20s L-cisteina 70°C
18 - K2S20s L-cisteina 70°C

Os espectros de FTIR dos produtos apresentados na Tabela 7 sdo apresentados na
Figura 51 e na Figura 52, podendo ser observado que ndo houve a formacdo da banda
caracteristica da ligagdo C-S em 692 cm™ (CHANDRAN et al., 2012). Além disso,
também ndo ocorreu a presenca de dienos residuais no produto, ja que as bandas
caracteristicas das duplas ligagdes do EGDMA em 1641 cm™ e do DVB em 985 cm
também ndo foram detectadas nos produtos, indicando o consumo de ambos 0s
monomeros em reacOes laterais (URBAN et al., 2007; IHRE & LARSON, 2003).
Entretanto, a presenca da banda caracteristica de grupamentos carbonila em 1720 cm*
(HUSSIEN, 2014) pode ser observada nos produtos das reacoes 14 e 17, indicando que o
EGDMA foi incorporado aos produtos.

De maneira a comparar mais claramente o efeito causado pela diminuicdo da
temperatura, os espectros de FTIR das reacGes 11 e 15, que foram conduzidas a 85 °C e
a 70 °C, respectivamente, foram agrupados e sdo apresentados na Figura 53. Os espectros
indicam que a diminuicdo da temperatura afetou a formacao dos produtos, o que reforca
a hipotese de que a taxa de geracgéo de radicais livres afeta o curso da reagdo. No entanto,
apesar desse resultado nunca ter sido apresentado na literatura de click chemistry, ndo é
exatamente surpresa que a concentracdo de radicais livres no meio possa levar a
ocorréncia de reacOes laterais indesejadas. Esse importante aspecto da reacdo ainda ndo

foi avaliado de forma apropriada na literatura consultada.
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Figura 51 — Espectros de FTIR dos produtos das reacfes 13, 14 e 15 e da L-cisteina.
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Figura 52 - Espectros de FTIR dos produtos das reacfes 16, 17 e 18 e da L-cisteina.
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Figura 53 - Espectros de FTIR dos produtos das reacfes 11 e 15 e da L-cisteina.

Além das anélises de FTIR, foram feitos também testes de solubilidade de todos
os produtos obtidos. Os solventes testados foram agua, HCI, THF, cloroférmio, etanol,
metanol, n-hexano e acetona. Os testes visavam a realizacdo de analises de cromatografia
para a identificacdo dos compostos. No entanto, nenhum dos solventes testados foi capaz
de solubilizar as amostras. Esse resultado é mais um indicio de que as reacdes resultam
em misturas complexas de produtos, possivelmente contendo material reticulado, o que é
contrario a definicdo de click chemistry.

Uma das hipoteses levantadas para a ndo ocorréncia da reacdo click pretendida foi
o fato de a banda de ligag&o dissulfeto da L-cisteina pura (538 cm™) (DEVI et al., 2010)
ser uma das mais intensas de seu espectro, como pode ser observado na marcagdo
pontilhada na Figura 54. Além disso, a banda de ligagdo S-H presente em 2551 cm™, que
deveria ser bastante pronunciada, indicando que haveria grupos tiol livres disponiveis
(SOCRATES, 2006), é pouco intensa. Dessa maneira, é possivel que grande parte dos
tiois livres da cisteina estejam comprometidos com as ligacdes S-S, impedindo que a
reacdo click aconteca. Esse fato também € confirmado pela baixa solubilidade observada
para a L-cisteina empregada nos experimentos. A solubilidade da L-cisteina em agua é
alta (277 g/L) enquanto a solubilidade da cistina é baixa (0,112 g/L) como a observada

nos experimentos realizados (SIGMA, 2017; PUBCHEM, 2017). Por isso, pode ser que
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seja necessario reduzir a L-cisteina para liberar os grupos SH antes de realizar a reacao
tiol-eno. Essa ag¢do, no entanto, torna o processo comercial menos competitivo e ndo muda
o fato de que uma vasta gama de reacOes laterais pode ocorrer quando os reagentes sdo
colocados em contato.

Outra possivel causa para a ndo ocorréncia de reacao click é o fato de as reagdes
terem sido conduzidas em meio heterogéneo. No entanto, conduzir as reagdes em meio
homogéneo constituiria uma grande desvantagem para a conjugacdo de polimeros a
biomoléculas, uma vez que aplicagdes médicas e farmacéuticas normalmente requerem a
producdo de micro e nanoparticulas que sdo produzidas em meio heterogéneo. Dessa
maneira, investigou-se o efeito da reducdo da cisteina nos produtos das reacGes

conduzidas em meio heterogéneo.
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Figura 54 — Espectro de FTIR da L-cisteina pura.

4.2.3. Reac0es tiol-eno com L-cisteina e &cido ascorbico

Para testar a hipotese levantada de que os grupamentos SH da L-cisteina estariam
comprometidos em ligagOes dissulfeto, novas reagdes foram realizadas, adicionando-se
acido ascorbico (vitamina C) ao meio. Sabe-se que a vitamina C é capaz de reduzir as
moléculas de cistina in situ (TACHAPRUTINUM et al., 2014), fazendo com que o0s

93



Capitulo IV — Resultados e Discussdo: Parte |

grupamentos tiol fiquem novamente livres. Dessa maneira, a utilizagdo do &cido
ascorbico constituiria uma op¢do ndo toxica para a reducdo da L-cisteina.

Primeiramente foi feito um teste para avaliar o tempo de atuacdo do acido
ascorbico. Dessa maneira, 0s experimentos foram conduzidos por periodos diferentes e

0s resultados séo apresentados na Figura 55.
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Figura 55 — Espectros de FTIR para a avaliacdo da reacdo da L-cisteina com o acido

ascorbico com o tempo.

E possivel observar na série temporal que apds 2 horas de reacéo houve alteracio
no espectro dos produtos, mas que depois desse tempo a vitamina C parece ndo ter
exercido efeito significativo sobre a dindmica da reacdo. Isso indica que o &cido ascorbico
altera de alguma maneira o produto final. No entanto, a banda que caracteriza a ligagéo
SH, comumente presente em 2550-2560 cm™ (SOCRATES, 2006), ndo se alterou com o
tratamento conduzido com acido ascérbico. Isso pode indicar que a vitamina C nao reduz
a L-cisteina nas condicOes testadas. Para confirmar os resultados, algumas reacdes
adicionais foram realizadas. Vale ressaltar que nessas reacdes, 0 pré-tratamento com
acido ascorbico foi conduzido por uma hora. A lista de reages conduzidas com prévio
tratamento com &cido ascorbico € apresentada na Tabela 8. Vale ressaltar que essas
reacOes foram realizadas de maneira idéntica as anteriores, apenas inserindo uma etapa
de tratamento com o acido ascorbico antes da reacdo visando a reducdo ao menos parcial

das ligac@es dissulfeto da L-cisteina.
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Tabela 8 — Lista de reac@es realizadas com &cido ascorbico.

Reacao Dieno Iniciador Tiol Temperatura
19 DVB BPO L-cisteina 70°C
20 DVB AIBN L-cisteina 70°C
21 DVB K2S20s L-cisteina 70°C
22 EGDMA BPO L-cisteina 70°C
23 EGDMA AIBN L-cisteina 70°C
24 EGDMA K2S20s L-cisteina 70°C

Os resultados das reagbes 19 a 21, conduzidas com DVB como dieno, séo

apresentadas na Figura 56 e indicam que ndo ocorreu reacdo click chemistry tiol-eno,

porque ndo houve surgimento da nenhuma banda em 692 cm™, que é a banda da ligag&o
C-S (CHANDRAN et al., 2012). Esse resultado ja era esperado, ja que ndo havia sido

detectado aumento pronunciado da banda da ligacdo SH durante o tratamento com a

vitamina C, como discutido anteriormente.
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Figura 56 — Espectros de FTIR dos produtos das reacfes 19 a 21.
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O mesmo resultado foi observado para as reagdes conduzidas com o0 EGDMA
como dieno, como apresentado na Figura 57. Mais uma vez ndo houve formacéo de
produto da reacdo tiol-eno, o que é comprovado pela auséncia de banda posicionada em
692 cm™ (CHANDRAN et al., 2012). O 4cido ascorbico, portanto, ndo parece ter atuado
como agente redutor efetivo das ligacdes dissulfeto da L-cisteina nas condigdes testadas,
ndo alterando de forma expressiva os resultados obtidos. Os graficos das correlagdes entre

cada par de reacOes sdo apresentados no Apéndice II.
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Figura 57 — Espectros de FTIR dos produtos das reacoes 22 a 24.

4.2.4. Reac0es tiol-eno com L-cisteina e acido acético

Como o &cido ascorbico ndo foi capaz de reduzir as ligacGes dissulfeto nas
condicdes testadas, utilizou-se para outro agente potencialmente redutor das ligacGes
dissulfeto contidas na L-cisteina: o acido acético. Assim como no caso anterior, o pré-
tratamento da L-cisteina foi realizado por diferentes periodos para avaliar se haveria o
aumento da banda caracteristica da ligacdo SH. Os resultados sdo apresentados na Figura
58.

Como pode ser observado na Figura 58, assim como no caso do acido ascérbico,
ndo houve aparentemente reducdo das ligacoes dissulfeto, porque ndo houve aumento da
banda posicionada em 2551 cm™. Dessa maneira, nesse caso ndo foram realizadas reaces

testando a reacdo click chemistry tiol-eno j& que as mesmas ndo foram bem-sucedidas no
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caso anterior, em que o crescimento da banda da ligagdo SH apo6s o pré-tratamento

também ndo foi observado.

4h
A\/ﬂ'/f’—hﬁn\ //’/\\V,ﬂ\ E’ﬁ\v\w /\\" ij\‘)/
3h :
11 N\ v )/
\/ vV \/J W |
\/
2h I
e e s
S
3

1h N
T W Y
VMVVVM‘/VW !

L-cisteina
o e

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
NGmero de onda (cm™)

Figura 58 - Avaliacéo da reagdo da L-cisteina com o acido acético com o tempo.

4.2.5. Reac0es tiol-eno com cloridrato de cisteina

Como nem o &cido ascérbico nem o acido acético foram capazes de reduzir a L-
cisteina nas condicdes testadas, utilizou-se para um novo agente redutor: o borohidreto
de sodio. No entanto, como ja discutido anteriormente, outra possibilidade para o fato de
ndo ter sido observada a ocorréncia de click chemistry é o fato de a reacdo ter sido
conduzida em meio heterogéneo. Dessa maneira, nessa sec¢ao foi proposta a substituicdo
da L-cisteina pelo cloridrato de cisteina, que € solivel em &gua. As reacbes sdo
apresentadas na Tabela 9.

Vale ressaltar que as reacfes 27 e 28 ocorrem em meio homogéneo, como na
reacdo A (benchmark), j& que todos os reagentes empregados sdo sollveis em agua. As
reacOes 25 e 26 foram conduzidas para efeito de comparacao, uma vez que o AIBN € o
iniciador mais estudado em reages click. No entanto, o AIBN néo é hidrossoltvel e o
meio €, portanto, heterogéneo. Além disso, nas rea¢des 26 e 28 houve preé-tratamento para
reducdo das ligacdes dissulfeto do cloridrato de cisteina. Outro detalhe que merece

atencdo é de que nesta secdo a abordagem para determinar a eficiéncia da reacdo de
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reducdo foi modificada. Ao invés de tentar observar o aumento da banda de ligagdes SH

em espectros de FTIR, os grupamentos tiol livres foram quantificados com auxilio do

reagente de Ellman. Os resultados da quantificacdo referente a concentracdo de 0,75mM

de cloridrato de cisteina sdo apresentados na Tabela 10 e indicam que o borohidreto de

sodio é um agente redutor eficiente nas condicdes testadas ja que, apds a reducéo,

observou-se um aumento de mais de 100 vezes na concentragdo de SH livre.

Tabela 9 — ReacBes conduzidas com cloridrato de cisteina.

Reagéo Dieno Iniciador Tiol Borohidreto
25 EGDMA AIBN Cis-ClI Né&o
26 EGDMA AIBN Cis-Cl Sim
27 EGDMA K2S208 Cis-Cl Né&o
28 EGDMA K2S208 Cis-ClI Sim

Tabela 10 — Resultado da reducdo com reagente de Ellman.

) o Concentragéo
Amostra Absorbancia Diluicao
de SH (mol/L)
Cloridrato de Cisteina ndo reduzida 0,515 - 8,15*10™*
Cloridrato de Cisteina reduzida 0,761 90 vezes 1,08*101

E importante dizer que o reagente de Ellman reage com as sulfidrilas livres,

gerando uma coloracdo amarelada. Por isso, apenas observando a alteracdo na coloragéo

das solucBes ja é possivel notar que ocorreu aumento na concentracdo dos grupos SH

livres, como mostra a Figura 59.
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Figura 59 — Reacdo com reagente de Ellman. (a) branco; (b) cloridrato de cisteina ndo

reduzido; (c) cloridrato de cisteina reduzido com borohidreto de sédio.

Os espectros de FTIR dos produtos das reacfes sdo apresentados na Figura 60 e
na Figura 61. Os resultados indicam que as duplas liga¢bes contidas no EGDMA e que
aparecem em 1641 cm™ aparentemente nio foram completamente consumidas. Além
disso, também ndo foi possivel detectar a presenca de ligages C-S (692 cm™)
(CHANDRAN et al., 2012). O consumo incompleto das ligac6es vinilicas para o caso
das reacdes 25 e 26 poderia ser explicado pelo fato de o iniciador ndo ser solivel em agua.
No entanto, nas reacdes 27 e 28, que ocorrem em meio homogéneo, também ndo foi
observado o consumo completo das duplas ligagdes, o que indica que o par tiol-eno

escolhido aparentemente ndo é reativo.
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Figura 60 — Espectros de FTIR dos produtos das reacoes 25 e 26.

99



Capitulo IV — Resultados e Discussdo: Parte |

Baseado nos espectros de FTIR das reacfes 25 e 26 apresentados na Figura 60, é
possivel inferir que foram formados cloroalcanos devido ao surgimento de banda em 700
cm™* (HUSSIEN, 2014). Isso é mais uma prova da formag&o de subprodutos, ao invés da
formagc&o do produto click de interesse. E importante notar que a reducéo do cloridrato de
cisteina, apesar de eficiente, ndo levou a obtencdo dos produtos da reacdo tiol-eno com
alta seletividade, o que indica que os resultados anteriormente reportados néo

necessariamente estao relacionados somente ao grau de oxidacgéo da L-cisteina.
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Figura 61 — Espectros de FTIR dos produtos das reacoes 27 e 28.

Dessa maneira, a modificacdo de reagente proposta e a eficiente reducdo das
ligacOes dissulfeto ndo foram capazes de garantir a obtencdo dos produtos da click

chemistry tiol-eno.

4.2.6. Reacoes tiol-eno com polimero contendo duplas ligacdes pendentes

De maneira a continuar a investigar os motivos pelos quais, com a excecao da
reacdo usada como benchmark, nenhuma outra apresentou sinais de sucesso da reacao
tiol-eno, foi proposta a reproducdo de um experimento bem-sucedido da literatura. No
experimento em questdo, o acido-3-mercaptopropiénico (MPA) foi reagido com
copolimero de estireno com 3-bromo-1-propeno contendo duplas ligacdes pendentes na

presenca de AIBN. A reagéo foi conduzida a 80 °C e em meio homogéneo, proporcionado
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pelo uso de diclorometano como solvente (UYGUN et al., 2010). Os autores reportam
conversdo de 87% apos 4 horas de reacdo (UYGUN et al., 2010).

Por isso, o copolimero de poli(estireno-co-dimetacrilato de etilenoglicol)
apresentado na Sec¢do 4.1 foi utilizado como substituto ao copolimero empregado por
UYGUN et al. (2010), uma vez que foi comprovada a inser¢do de duplas ligacOes
pendentes em sua estrutura. A reacdo foi conduzida nas mesmas condic¢des e com todos
os demais reagentes reportados pelos autores. Além do diclorometano, outros dois
solventes comumente reportados na literatura da click chemistry foram estudados, como

mostrado na Tabela 11.

Tabela 11 — Reaces entre polimero contendo duplas pendentes e 0 MPA.

Reacéo Alceno Iniciador Tiol Solvente
29 P(S-co-EGDMA) AIBN MPA DCM
30 P(S-co-EGDMA) AIBN MPA THF
31 P(S-co-EGDMA) AIBN MPA DMF

As andlises de FTIR dos produtos sio apresentadas na Figura 62. E importante
ressaltar que as reacdes 29 e 30 foram conduzidas em meio homogéneo, enquanto a reacao
31 foi conduzida em meio heterogéneo devido a insolubilidade do polimero em DMF. Os
resultados mostram que a banda referente as duplas ligagcdes pendentes presente em 1723
cm? permanece na estrutura apos as reacdes 29 e 31, o que € indicagio de que a ligagdo
C-S ndo foi formada. Ja na reacdo 30, pode ter havido o consumo das ligacdes duplas,
mas devido a interferéncia do polimero na banda que caracteriza a ligagdo C-S (692cm?),
ndo foi possivel confirmar de maneira inequivoca a ocorréncia de click durante a reacdo
30.
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Figura 62 — Espectros de FTIR dos produtos das reacfes 29 a 31.

E importante ressaltar que a reacéo 29, em que néo foi observado qualquer indicio
de click chemistry, é a reacdo mais similar aquela bem-sucedida conduzida por UYGUN
et al. (2010). A principal e Unica diferenca consiste na composicdo do copolimero
utilizado. No entanto, essa diferenca ndo deveria interferir no resultado final, ja que o
P(S-co-EGDMA) empregado neste trabalho também contém duplas ligagdes pendentes e
é solivel em DCM. Esse resultado mais uma vez indica que as reagdes click dependem
da natureza e da concentracdo das espécies envolvidas na reacdo. Além disso fica claro
que o fato de o meio ser homogéneo nao é garantia de que uma reacao click tiol-eno seja

bem-sucedida.

4.2.7. Reacao tiol-eno com DVB

Apds as muitas tentativas de obter produtos de click chemistry em condigdes
distintas da Reacdo A, foi feita uma nova proposta substituindo apenas o estireno usado
nareacdo A por DVB, de maneira a observar se o estireno de fato apresenta caracteristicas
diferenciadas em termos de reatividade. Com isso, de maneira a manter concentragdes

similares de duplas ligagdes, 0,27 g de divinilbenzeno foi adicionado ao meio reacional,
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ao invés de 0,42 g de estireno como reportado na parte experimental. Esse experimento
foi nomeado Reacédo 32 e os resultados de FTIR sdo apresentados na Figura 63.
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Figura 63 — Espectros de FTIR dos produtos da Reagéao 32.

Assim como na Reacdo A, as analises de FTIR dos produtos da Reacdo 32 foram
realizadas tanto para o produto sélido quanto para o produto liquido remanescente da
etapa de secagem. Surpreendentemente ndo houve o aparecimento da banda em 692 cm-
! caracteristica da ligagdo C-S (CHANDRAN et al., 2012). Além disso, ao contrario do
que ocorreu na Reacdo A, na Reacdo 32 o produto liquido residual parece ser composto
quase que exclusivamente de DMF, o solvente utilizado. Dessa maneira, ficou claro que
a fonte de ligaces vinilicas afeta significativamente o curso da reacdo click chemistry

tiol-eno.

Neste caso, como o produto solido da reacdo 32 mostrou-se solivel em THF, foi
possivel realizar analises de GPC, cujo resultado € apresentado na Figura 64. A massa
molar média numérica obtida foi de 302 g/gmol, com indice de polidispersdo de 1,07. No
entanto, diferentemente do que foi observado para a Reacdo A, na Reagdo 32 a massa
molar calculada foi diferente da soma das massas molares dos reagentes DVB e MPA
(130,19 g/gmol e 106,14 g/gmol respectivamente). Na realidade, o valor calculado de 302
g/gmol esta mais proximo da massa molar de um dimero do divinilbenzeno,

especialmente se for considerada a adigdo de um fragmento do radical de AIBN (NCsHe
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= 68 g/mol). Isso é mais um indicativo de que ndo houve formacéao de produto da reagdo
de click chemistry nesse caso, mas a dimerizagdo do DVB.

Resposta Normalizada (u.a.)

200 400 600 800 1000

Massa molar (g/gmol)

Figura 64 — Distribui¢do de massa molar do produto da Reagao 32.

Observando com maiores detalhes o resultado de GPC com detector de UV
apresentado na Figura 65, pode ser notada uma banda intensa, que foi detectada também
no detector de RI e esta associada a produtos com massa molar numérica média de 302
g/gmol, como ja discutido. No entanto, o detector de UV também captou uma pequena
banda, deslocada para massas molares menores. Essa banda pode estar relacionada a
presenca de AIBN decomposto. O AIBN apresenta tipicamente uma banda de absorcao
localizada em 365 nm (ZHENZHONG et al., 2015), mas durante a decomposicdo essa
banda reportada pela literatura é gradualmente deslocada para comprimentos de onda
proximos a 255 nm (ZHENZHONG et al., 2015; PABIN-SZAFKO & WISNIEWSKA,
2011), que foi o comprimento de onda utilizado na anélise de GPC. Essa banda menor
pode, portanto, ser associada a presenca de AIBN decomposto, 0 que estaria de acordo
com a massa molar mais baixa observada.

Entretanto, a banda pequena pode também estar relacionada a presenca de
solventes residuais. Para excluir essa possibilidade, os reagentes da Reacdo 32 foram
solubilizados em THF e injetados no cromatografo. Os resultados sdo apresentados na
Figura 66 e na Figura 67 e indicam que nenhuma das curvas observadas ou qualquer

combinagdo entre elas corresponde a curva do produto da Reagédo 32.
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Figura 65 — Resultados de GPC do produto da Reagéo 32.

O sinal de UV fornecido pelo detector e apresentado na Figura 65 indicou a
existéncia de multiplos produtos de reacdo, cujas massas molares diferem em cerca de
150 g/gmol, indicando que a polimeriza¢do pode competir com a reacdo click. Portanto,
mantendo uma perspectiva ampla, ndo é possivel assegurar que a reacdo de click
chemistry constitui a rota mais rapida e/ou preferencial nos sistemas propostos.
Possivelmente a reacdo de click chemistry tiol-eno pode ndo constituir a rota preferencial

em muitos sistemas reacionais.
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Figura 66 — Resultados de GPC para os reagentes estireno e MPA confrontados com o

produto da Reacéo 32.
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Figura 67 - Resultados de GPC para os reagentes DVB, AIBN e DMF confrontados

com o produto da Reacéo 32.

4.2.8. Reacao do estireno com L-cisteina

O estireno aparentemente exerceu um papel fundamental na reacéo tiol-eno dentre
0s sistemas apresentados, uma vez que apenas na Reacdo A (benchmark) foi detectado
produto da click chemistry. Dessa maneira, a Reacdo 5 foi reproduzida substituindo o
DVB pelo estireno para observar se os resultados discutidos para a Reacdo 5 (meio
heterogéneo, reducdo do tiol e tipo de iniciador) ainda seriam relevantes apos a
substituicdo, ou se a principal causa da ndo ocorréncia de reacao seria simplesmente a
baixa reatividade caracteristica do DVB.

O espectro de FTIR do produto dessa nova reacdo, chamada de Reacdo 33, é
apresentado na Figura 68. Como marcado no gréafico, foi detectada uma banda em 696
cm™ no produto da Reagdo 33 que pode estar ligada a formacio de produto de click
chemistry. No entanto, devido as bandas caracteristicas do estireno e do poliestireno na
mesma regido espectral (URBANIAK-DOMAGALA, 2012), ndo foi possivel
caracterizar de maneira inequivoca o produto. Além disso, ndo foi possivel realizar
andlises de GPC como na secdo anterior, porque o produto ndo era solivel em solventes
analiticos usuais, o que inviabilizou as analises de GPC e de RMN, mas indica uma vez

mais a producao de mistura complexa de produtos no meio reacional.
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Figura 68 — Espectro de FTIR da reacdo 33.

4.3. Comentérios Finais

Com base nos resultados apresentados ao longo deste Capitulo IV fica claro que
existem muitos aspectos da reacéo tiol-eno a serem estudados. Em particular deve ser
avaliado o efeito causado pelo uso de diferentes iniciadores, que exerceram grande
influéncia nos produtos finais de reacdo em todos 0s casos testados, levando a formacéo
de misturas complexas e diferentes de produtos. Esse aspecto tem sido negligenciado,
como se a natureza do iniciador ndo fosse importante para o sucesso da reacao click tiol-
eno, ao contrario do que foi observado no presente trabalho. Além disso, a literatura
explora em demasia o uso de AIBN nas reacdes tiol-eno, porém sdo raros os trabalhos
que apresentam resultados com outros iniciadores, o que provavelmente justifica a falta
de informac&o sobre o tema. Dessa maneira, cabe um estudo mais aprofundado do efeito
dos iniciadores nas reacdes de click chemistry do tipo tiol-eno de maneira a preencher
essa lacuna deixada pela literatura.

Outro efeito negligenciado pela literatura e que mostrou ter importancia para as
reacOes tiol-eno foi o efeito da taxa de reacdo, que também esta ligado direta e
indiretamente aos iniciadores utilizados. A concentragéo de radicais livres no meio pode

afetar diretamente os produtos finais de reacdo, levando a ocorréncia de reacdes laterais,
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por exemplo. Indiretamente, esse aspecto também significa que a temperatura da reacdo
pode exercer enorme impacto sobre o andamento da reacdo click tiol-eno, outro ponto
pouco discutido na literatura.

Além disso, ndo esta claro se existe a necessidade de conduzir as reacdes tiol-eno
em meio homogéneo. Além da falta de consenso entre grupos de pesquisa acerca desse
tema, outras questdes relevantes merecem destaque, como o fato de a utilizacdo de
solventes toxicos ser inadequada para aplicacGes em bioconjugacéo e o fato de aplicacOes
médicas e farmacéuticas normalmente exigirem que o material se encontre na forma de
micro ou nanoparticulas, em que a reacdo em meio heterogéneo é requerida.

Com relacéo especificamente ao uso de solventes toxicos, € importante ressaltar
que diversos autores empregam solventes em seus procedimentos experimentais, 0 que
vai contra a definicdo de click chemistry.

Por fim, a rota para bioconjugacdo por meio de reagéo tiol-eno, apesar de muito
atraente, pode ser ineficiente, uma vez que as reag0es parecem ocorrer somente com pares
especificos de reagentes, como foi o caso do par MPA/estireno na presenca de AIBN. Os
diferentes dienos testados aparentemente ndo foram reativos nas condi¢des utilizadas,
apesar de ndo haverem restrigdes quanto ao uso de qualquer tipo de reagente (seja tiol ou
eno) reportadas na literatura. Dessa maneira a reagao click tiol-eno n&o deveria ser tratada
como uma reacdo eficiente de forma genérica, mas particular, para construir um
procedimento operacional para a bioconjugacdo de proteinas com suportes poliméricos,
ja que os resultados obtidos sugerem que apenas alguns poucos sistemas de reacdo sdo
efetivamente bem sucedidos.

H4, portanto, muitos aspectos relevantes a serem discutidos acerca da reacdo tiol-
eno, 0 que justifica a continuidade do estudo explorando uma outra rota de
funcionalizacdo, como analisado nos proximos capitulos, uma vez que a rota tiol-eno

parece nédo ser a melhor rota de bioconjugacdo com base nos sistemas testados.
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Capitulo V

Revisdo Bibliogréafica: Parte 11

5.1. Polimerizagdo RAFT

A técnica de polimerizacdo por transferéncia reversivel de cadeia por adigéo-
fragmentacéo, tradicionalmente conhecida como polimerizacdo RAFT, é uma técnica que
permite a sintese de polimeros com estruturas complexas e controladas (BARNER-
KOWOLLIK, 2008). Ha hoje diversas técnicas que permitem sintetizar polimeros com
arquitetura bem definida. Entre elas estdo a polimerizagdo radicalar controlada por
transferéncia de atomo (ATRP), a polimerizacdo mediada por nitroxido (NMP) e a
polimerizacdo RAFT (BARNER-KOWOLLIK, 2008; OLIVEIRA etal., 2013). A técnica
RAFT, no entanto, é a considerada mais robusta e versatil, sendo possivel utiliza-la para
polimerizar de forma controlada uma ampla gama de mondmeros (MOAD et al., 2008).
A Figura 69 mostra a evolucdo histérica do ndimero de publicacBes envolvendo
polimerizacdo RAFT ao longo dos tltimos 20 anos e 0 aumento continuado pelo interesse
na técnica.

Uma das principais desvantagens da técnica de polimerizacdo radicalar
convencional € o fato de que as cadeias poliméricas obtidas sdo bastante heterogéneas,
uma vez que ndo é possivel exercer controle preciso sobre a estrutura das cadeias
formadas (SEMSARILAR & PERRIER, 2010; OLIVEIRA et al., 2013). Na
polimerizag&o radicalar convencional, as cadeias crescem muito rapidamente e logo se
envolvem em reacBes de terminagdo, dando origem as cadeias mortas ou inativas
(ODIAN, 2004). Com isso, os indices de polidispersdo sdo superiores a 1,5, dando origem
a uma distribuicdo razoavelmente larga de tamanhos de cadeia (ODIAN, 2004).
Idealmente, quando sdo abordadas aplicacfes médicas e farmacéuticas de polimeros,
espera-se que as distribuicbes sejam tdo uniformes quanto possivel, pois baixos indices
de polidispersdo significam que 0s materiais sdo mais homogéneos e consequentemente
apresentam comportamento mais previsivel e reprodutivel (MOREIRA, 2015). Dessa

maneira, as polimerizacdes controladas, que apresentam como grande vantagem a
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possibilidade de controlar de forma mais precisa a distribuicdo das massas molares
(BARNER-KOWOLLIK, 2008), surgem como uma excelente alternativa para a producao

desses materiais destinados a aplicacfes mais nobres.
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Figura 69 — Historico do nimero de publicacdes entre os anos de 1999 e 2017 segundo
a IS1 Web of Science (busca pela expressao “RAFT polymerization”). Consulta
realizada em 27 de junho de 2017.

O mecanismo de polimerizacdo RAFT, esquematizado na Figura 70, compreende
etapas de iniciacdo, transferéncia reversivel de cadeia, re-iniciacdo, equilibrio de cadeia
e terminacdo (SEMSARILAR & PERRIER, 2010; OLIVEIRA et al., 2013). Na etapa de
iniciacdo, assim como na polimerizacdo radicalar convencional, o iniciador se decompGe
em radicais livres, que reagem com mondmeros e geram pequenas cadeias vivas que
promovem o crescimento. Na etapa de transferéncia reversivel de cadeia, as cadeias vivas
reagem preferencialmente com o agente RAFT, que pode entdo retornar a conformacéo
inicial ou liberar um radical no meio (BARNER-KOWOLLIK, 2008). O radical pode
atuar na etapa de reiniciacdo e, caso ele seja liberado, também formar novas cadeias
dormentes, que podem ser novamente ativadas com sob acéo de outra molécula ativa, na
etapa que é conhecida como a de equilibrio de cadeia (MOAD et al., 2009). O controle
do crescimento € garantido porque as condi¢des que ocasionam a terminagdo das cadeias

sdo controladas, de forma que as taxas de terminacéo bimoleculares sdo mantidas a niveis
110



Capitulo V — Revisdo Bibliografica: Parte Il

reduzidos por conta de baixa concentragdo de espécies ativas disponiveis no meio
(OLIVEIRA et al., 2013). Assim, as cadeias tém oportunidade de crescer porque sao
mantidas preferencialmente em estagio dormente, sendo constantemente ativadas e
desativadas (BARNER-KOWOLLIK, 2008; OLIVEIRA et al., 2013). Vale ressaltar, no
entanto, que sé é correto dizer que a polimerizacdo RAFT foi de fato controlada quando
o0 crescimento da massa molar numérica apresenta relacdo linear com a conversdo, como

esperado em sistemas vivos de poliadicdo (MOREIRA et al., 2014).
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Figura 70 — Mecanismo da polimerizagdo RAFT.

Observando o mecanismo da reacdo, apresentado na Figura 70, é possivel notar
que parte da estrutura do agente RAFT permanece na cadeia polimérica apds a reacao.
Alguns grupos de pesquisa estudam maneiras de retirar esses grupamentos por amindlise,
reducdo ou eliminacdo térmica (MOAD et al., 2005), ja que sdo potencialmente tdxicos.
No entanto, vale ressaltar que a presenca desses grupamentos terminais na cadeia abre
um excelente campo de oportunidades na &area da bioconjugacdo (RAHMAN &
GRAJALES, 2016). Isso ocorre porgue 0s grupos terminais tiocarboniltio remanescentes
podem ser reduzidos e envolvidos em reagcGes com biomoléculas ap6s a polimerizagdo
(MOREIRA et al., 2014). Assim, 0 que pode ser visto como uma desvantagem para

alguns, torna-se uma enorme vantagem, quando observado do ponto de vista da
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funcionalizacdo de estruturas poliméricas, ja que o polimero RAFT nada mais é que uma
estrutura polimérica funcionalizada.

Os reagentes RAFT sdo essencialmente agentes de transferéncia de cadeia, sendo
que os agentes RAFT mais utilizados sdo os ditioesteres, os tritiocarbonetos e 0s
ditiocarbamatos (BARNER-KOWOLLIK, 2008). A solubilidade e reatividade de cada
agente depende de um grupo R e um grupo Z (MOAD et al., 2008), como representado
na Figura 71. O grupo R deve ser facilmente quebrado homoliticamente para gerar
radicais capazes de atuar também na etapa de reiniciacdo. E, portanto, um grupo de saida.
Ja o grupamento Z é responsavel pela reatividade da ligacdo C=S (MOAD et al., 2008).
Portanto, é de se esperar que a escolha do agente RAFT seja crucial para cada tipo de
mondmero, uma vez que cada agente tem uma reatividade caracteristica. A Tabela 12

mostra algumas dessas correspondéncias ja conhecidas.

S
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Figura 71 — Estrutura quimica genérica dos agentes RAFT.

Na polimerizacdo RAFT ¢é possivel prever a massa molar final dos polimeros
porque o nimero de cadeias € controlado pela concentracdo de agente de transferéncia
adicionado. Essa previsdo é feita por meio da Equacdo 11 (SVENSON &
PRUD’HOMME, 2012), apresentada a seguir.

[M]o

" [RAFT], *0Ck MMmonomero + MMparpr (11)

em que:
[M]o é a concentragdo molar inicial dos mondmeros; [RAFT]o é a concentragdo molar
inicial do agente RAFT; o é a conversdo dos monémeros; MMmonamero € @ massa molar

do mondmero; e MMRrarT € @ massa molar do agente RAFT.
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Tabela 12 — Reatividade dos agentes RAFT para cada tipo de monémero (Adaptado de
SIGMA-ALDRICH, 2017).

Agente RAFT Estirenos | Acrilatos | Metacrilatos | Metacrilamidas

CizHgss 5

CN
~ +++ +++ - -

T

5

©\ﬂ/s \[\’EN ++ + +++ +++
O
FX\)LUH ++ + +++ +++
CHN

5

CizHass .
T ?(: +++ ++ +++ +++
5

CyaHagh 5
T M‘““ +++ ++ +++ o+

CipHs “SJLSXH’GH +++ +++ + +

Com base nas informacdes apresentadas a respeito da técnica RAFT, fica claro
que ela garante maior controle, reprodutibilidade e homogeneidade dos produtos. Com
isso, 0 emprego da polimerizacdo controlada parece ser uma excelente alternativa a

polimerizacdo convencional em casos de aplicagdes médicas e farmacéuticas.

5.2. Técnicas de Polimerizacdo para producédo de particulas

Devido a importancia que as particulas tém nas aplicagdes da industria
farmacéutica, as principais formas de producéo de micro e nanoparticulas poliméricas sdo
discutidas a seguir.

S&o inimeras as técnicas de polimerizacdo que permitem a formacéo de polimeros
na forma de particulas. Cada uma delas, no entanto, apresenta uma particularidade, que
faz com que o material final tenha propriedades diferenciadas. Dessa maneira, como a

forma e tamanho das particulas poliméricas exercem enorme influéncia nas propriedades
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finais do produto (SANTOS, 2007; SUN et al., 2010; WAY, 2011), a escolha da técnica
de polimerizacdo a ser empregada é de suma importancia para obter o desempenho
desejado.

A técnica de polimerizacdo em suspensao, por exemplo, permite a producdo de
particulas esféricas na forma de pérolas com tamanhos médios variando na faixa de 1-
1000 um (JAHANZAD et al., 2004). A reacdo envolve o preparo de duas fases: uma
aquosa e uma organica. Na polimerizagcdo em suspensdo conhecida como convencional,
a fase aquosa é chamada também de fase continua e contém, além da agua, um agente
estabilizante. Ja a fase organica, também conhecida como fase dispersa, contém além
do(s) mondmero(s), um iniciador que, quando submetido a temperaturas elevadas, se
decompde, gerando radicais livres que ddo inicio a reacdo de polimerizagdo (ODIAN,
2004).

Na polimeriza¢do em suspensao, a reacao ocorre dentro das gotas de mondémero,
que sdo estabilizadas pelo agente de suspensdo presente na fase aquosa. Por isso, €
imprescindivel que a concentracdo de agente estabilizante seja suficiente para que a
coalescéncia das gotas seja minimizada ou idealmente impedida. E imprescindivel
também que a velocidade de agitacdo do sistema seja capaz de promover a quebra das
gotas grandes em gotas com tamanhos menores, contribuindo com a manutencdo da
estabilidade do meio. O equilibrio entre esses fendmenos de quebra e coalescéncia das
gotas é responsavel pela distribuicdo de tamanhos final das particulas poliméricas
formadas (ODIAN, 2004).

Nos casos em que 0s mondmeros sdo sollveis na fase aquosa, a polimerizagdo em
suspensdo ocorre na forma de suspenséo inversa. Nesse caso, a fase dispersa deve conter
agua, iniciador e mondmero(s), enquanto a fase continua contém um 6leo e o agente de
suspensdo (CANEVAROLO, 2006).

Outra técnica de polimerizacdo empregada para obtencdo de particulas esféricas
é a polimerizacdo em emulsdo (também conhecida como macroemulsdo), cujas particulas
finais s&o obtidas na faixa compreendida tipicamente entre 50 nm e 1 um (GALVAN et
al., 1995). Nessa técnica, assim como na suspensdo, ocorre a mistura de duas fases:
organica e aquosa. Além do mondmero, da fase aquosa continua e do iniciador, devem
ser adicionados também ao meio um surfactante (sabdo) e um agente tamponante, que
serve para impedir a acidificagdo do meio causada pela decomposi¢cdo do iniciador

(ODIAN, 2004). No caso da emulsdo convencional, vale ressaltar que o iniciador deve
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ser soltvel na fase aquosa, ao contrario da suspensdo, em que o iniciador é solGvel na fase
organica. O surfactante é adicionado em concentragdo acima da concentracdo micelar
critica (CMC), formando micelas (GALVAN, 1995). Por isso, quando ha a mistura das
duas fases, formam-se grandes gotas de mondémero (1-10 um) estabilizadas pelo
surfactante, restando moléculas do sabdo nédo dissolvidas, que se organizam na forma de
pequenas micelas, quando a concentracdo € suficientemente alta (acima da CMC). As
grandes gotas de monémero funcionam, portanto, como reservatdrios que abastecem as
micelas, onde ocorre efetivamente o inicio da polimerizacdo. Dessa forma, as particulas
poliméricas formadas pela nucleacdo das micelas vdo crescendo ao longo da reacdo,
alimentadas pelo monémero de maneira gradual, de acordo com o equilibrio
termodinamico que se estabelece (ODIAN, 2004). A nucleacédo preferencial das micelas
ocorre por conta da area especifica elevada das pequenas particulas, que capturam de
forma mais eficiente os radicais formados no meio aquoso.

Outra técnica de polimerizacdo também bastante empregada para a producédo de
nanoparticulas é a polimerizacdo em miniemulsdo, usada para produzir particulas com
tamanhos na faixa caracteristica de 50 a 500 nm (MITTAL, 2011). Na polimerizagdo em
miniemulsdo, o sistema também é formado por duas fases, mas apresenta algumas
diferencas em relacdo as polimerizacdes em suspensdo e emulsdo ja apresentadas. O
iniciador, por exemplo, é frequentemente sollvel na fase orgénica, ao inves da fase
aquosa, como na emulsdo convencional. Isso ocorre porque na miniemulsdo ndo séo
formadas micelas (a concentracdo de surfactante usada deve ser inferior a CMC), o que
faz com que a reacdo ocorra dentro das gotas de mondmero. Para que as particulas
formadas tenham tamanho na escala nanométrica, as duas fases sdo misturadas antes do
inicio da reacdo, empregando equipamentos de dispersdo com alta energia de
cisalhamento, como o turrax (agitador de alto cisalhamento), 0 homogeneizador ou o
ultrassonicador (MITTAL, 2011). Como as gotas de mondmero ja estdo formadas nessa
pré-mistura e ndo ha a formacdo de micelas, como na polimerizacdo em emulsdo, o
tamanho das particulas ndo varia muito ao longo da reacdo. Portanto, a distribuicdo inicial
de gotas costuma ser muito parecida com a distribuicdo final de particulas apo6s a
polimerizagdo (LAMPROU, 2006; PEIXOTO, 2013).

A miniemulsédo é termodinamicamente instavel e pode sofrer desestabilizacao por
dois diferentes mecanismos: a degradacéo difusional (Ostwald ripening) e a coalescéncia
das gotas (SCHORK et al., 2005). Por isso, ¢ usado um agente hidrofébico como
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coestabilizante, que dificulta a difusdo do mondmero para a fase aquosa, 0 que pode
provocar a migragdo de mondmero das gotas menores para as gotas maiores. Além disso,
assim como na polimerizacdo em emulsdo, outro agente usado para manter a estabilidade
das miniemuls@es é o surfactante, que € um agente anfifilico que se organiza de forma a
deixar a parte apolar da molécula voltada para a fase orgénica e sua parte polar voltada
para a fase aquosa. Esse mecanismo cria uma espécie de “pelicula protetora” que dificulta
a coalescéncia das gotas de mondmero (SCHORK et al., 2005; MITTAL, 2011). Além
disso, o surfactante forma uma camada polar sobre a superficie das particulas, causando
a protecdo por repulsdo eletrostdtica. Finalmente, o emulsificante reduz a tensdo
interfacial, facilitando a estabilizac&o de particulas menores (ODIAN, 2004; SCHORK et
al., 2005).

5.3. A polimerizagdo em miniemulsdo convencional para o encapsulamento de

farmacos

Todas as técnicas apresentadas para a producdo de polimeros na forma de
pequenas particulas podem ser empregadas para a polimerizacdo de mon6meros
hidrofilicos ou hidrofébicos (ODIAN, 2004). Por meio da técnica de miniemulséo, no
entanto, é possivel obter um latex, que a principio pode ser diretamente administrado no
paciente, sem a necessidade de dispersar o material em outros excipientes farmacéuticos.
Finalmente, polimeros produzidos em miniemulsdo permitem a incorporacao in situ de
farmacos nas particulas (GALVAN, 1995; SCHORK et al., 2005). A incorporacdo in situ
configura uma grande vantagem em relacéo aos métodos que nao adicionam os principios
ativos no momento da reacao, pois diminuem o numero de etapas, 0 que torna o processo
mais simples e economicamente competitivo. No entanto, a adicdo de farmacos
concomitante a reacdo de polimerizacdo pode ocasionar efeitos indesejados, como a
inibicdo da polimerizacdo, a perda de atividade do ativo e/ou a interagdo entre o farmaco
e 0s demais componentes presentes no meio reacional (GALVAN, 1995).

A seguir sdo apresentados alguns dos trabalhos que empregam a técnica de
miniemulsdo para fins de encapsulamento de farmacos. Vale ressaltar que, apesar do
enorme interesse pelo tema, ndo ha uma literatura tdo extensa que relacione a
polimerizagdo em miniemulsdo com o encapsulamento de farmacos. Sdo encontrados

trabalhos que empregam a técnica para o encapsulamento de aromas (THEISINGER et
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al., 2009), particulas magnéticas (XU et al., 2003; ROMIO et al., 2012), silica (LAMI et
al., 2012), pigmentos (LELU et al., 2003) e outros compostos organicos e inorganicos
(WEISS & LANDFESTER, 2010; LANDFESTER & CRESPY, 2013). Esses trabalhos
comprovam a capacidade da técnica de miniemulsdo de encapsular os mais variados
materiais. No entanto, vale destacar que h& ainda muito o que ser estudado acerca desse
tema, em especial quando se trata de encapsulamento de farmacos.

MENDES et al. (2012) estudaram o uso de particulas de PMMA preparadas em
miniemulsdo. Os autores realizaram testes de citotoxicidade com os polimeros para
avaliar sua biocompatibilidade e obtiveram resultados positivos, que indicam que o
material pode ser empregado para a aplicacdes médicas e farmacéuticas.

HUANG et al. (2007) compararam as técnicas de emulsdo e miniemulsdo para o
encapsulamento de paclitaxel, um farmaco hidrofobico, em particulas de poli(n-butil-
ciano-acrilato) e os resultados indicam que a técnica de miniemulsdo foi capaz de
encapsular o antineopléasico com maior eficiéncia.

LORCA et al. (2012) encapsularam a benzofenona-3, um filtro solar, em
particulas de PMMA produzidas em miniemulsdo. Os autores reportaram que a eficiéncia
de encapsulamento foi de praticamente 100%, que as particulas formadas apresentaram
morfologia esférica e que as miniemulsGes permaneciam estaveis, sem a separagdo de
fases, por até 6 meses. LORCA et al. (2012) notaram também que a benzofenona-3
interagiu com o meio e provocou o crescimento das cadeias de PMMA mesmo sem a
presenca de iniciador, 0 que pode ser vantajoso, pois a incorporacdo do filtro solar ao
polimero impediria a absorcéo pela pele.

FONSECA et al. (2013) estudaram o encapsulamento in situ de praziquantel em
nanoparticulas de PMMA produzidas em miniemulsdo. Os autores compararam o uso do
homogeneizador de alta pressdao com o uso do turrax e determinaram que, para 0 caso
estudado, o uso do homogeneizador era mais adequado, pois permitiu a producéo de
miniemulsdes mais estaveis, com distribuicdo de tamanhos de particula mais estreitas e
com maiores eficiéncias de encapsulamento.

LEE et al. (2014) desenvolveram um sistema de liberacdo de paclitaxel
encapsulado em nanoparticulas de poli(n-butil-ciano-acrilato) produzidas em
miniemulsdo. Os inventores também compararam as técnicas de emulsdo e miniemulsé&o,
assim como HUANG et al. (2007), e concluiram que, no caso da emulsdo tradicional, a

eficiéncia de encapsulamento foi de 18%, enquanto na miniemulsdo a eficiéncia de
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encapsulamento foi de 56%. Vale ressaltar que LEE et al. (2014) empregaram apenas 1%
(p/p) de farmaco em relagdo ao mondmero, 0 que consiste em uma carga pequena de
farmaco no sistema de liberacdo. Entretanto, como as doses de antineoplasicos utilizadas
no tratamento dos pacientes sdo baixas, pode ndo ser necessario aumentar a carga
proposta.

ZUBRIS et al. (2013) estudaram o encapsulamento de paclitaxel em particulas
formadas pela polimerizacdo em miniemulsdo do mondémero 5-metil-2-(2,4,6-
trimetoxifenil)-[1,3]-5- dioxanil-metil metacrilato. Os autores comprovaram que 0
sistema proposto apresenta melhores resultados em termos de eficiéncia e toxicidade,
quando comparado a administracao do paclitaxel puro.

ISHKUH et al. (2014) propuseram um sistema de liberacdo de paclitaxel
empregando particulas de poli(acido metacrilico-co-metacrilato de metila-co-
trimetacrilato de trimetilol propano) e afirmam que o sistema tem potencial para a
aplicacdo pretendida.

OLIVEIRA (2011) estudou o encapsulamento de doxorrubicina em particulas de
copolimeros de poli(metacrilato de metila) com poli(acetato de vinila) produzidas em
miniemulsdo. O autor observou alteragdes na morfologia dos polimeros quando p farmaco
era incorporado e também observou interagdo, possivelmente um efeito de reticulacao,

entre o quimioterapico e o polimero.

5.4. Click Tiol-Michael

No Capitulo Il foi apresentada uma extensa revisdo bibliogréafica acerca das
reacOes de click chemistry. No entanto, dentro do conjunto de reac6es do tipo tiol-eno, ha
uma variante, chamada tiol-Michael, que foi propositalmente negligenciada
anteriormente e sera abordada aqui com maiores detalhes.

A reacdo tiol-Michael é, como ja mencionado, muito similar a reacdo tiol-eno. A
principal diferenca é que, nesse caso particular, é empregada uma base ou um nucledfilo
que media a adigdo do grupamento tiol na cadeia (LI et al., 2014). Além disso, autores
reportaram que € mais comum observar a ocorréncia de reacdes laterais em reacdes tiol-
eno do que em reacdes tiol-Michael; por isso, essa reacdo vem atraindo enorme atencéo
dos pesquisadores (NAIR et al., 2014).
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Mais especificamente dentro do conjunto de reagdes tiol-Michael encontra-se a
reacdo tiol-maleimida, que € a reacdo desse tipo mais estudada e que parece ser a mais
adequada para aplicacGes em bioconjugacdo, uma vez que tipicamente ocorre em meio
aquoso e a temperatura ambiente (NARAIN, 2014; THEATO & KLOK, 2013). Nas
reacOes tiol-maleimida, como o préprio nome sugere, ocorre a rea¢do entre moléculas
contendo grupamentos tiol e moléculas de maleimida (e seus derivados) (HERMANSON,
2013). Além da possibilidade de a reacdo ser ativada por um nucle6filo ou uma base, a
reacao tiol-maleimida também pode ser conduzida com um iniciador radicalar, embora
nesse caso as taxas de reacdo sejam mais lentas (NORTHRORP et al., 2015).

A seguir serdo apresentados alguns trabalhos que empregaram a reacédo tiol-
maleimida com sucesso, em especial para aplicacdes em bioconjugacdo, que contitui o
principal foco desta tese.

THEATO & KLOK (2013) estudaram o uso da reacdo tiol-maleimida para a
conjugagdo de BSA e OVA em polimeros de poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAM)
produzidos por polimerizacdo RAFT. Os autores reportaram sucesso ha reacao de
bioconjugacdo. Em particular, os autores usaram um derivado de maleimida para ligar
anticorpos monoclonais contendo residuos de cisteina a um sistema de liberagdo de
farmaco, ADC-Brentuximab vedotin, aprovado pela FDA (BERNARDIM et al., 2016;
SENTER & SIEVERS, 2012).

ABEL & MCCORMICK (2016) estudaram a reacdo entre o 2-etil-
mercaptopropionato e a N-metil-maleimida e reportaram 100% de conversdo ap6s 90
minutos de reacdo em DMSO. Ademais, os autores também reportaram reacdes
envolvendo polimeros produzidos por técnica RAFT e indicaram que a reducdo do
polimero pode ser feita sem a adi¢do de agente redutor. ABEL & MCCORMICK (2016)
afirmaram que a reacdo tiol-maleimida ocorre simplesmente na presenca da maleimida,
mas que esse procedimento facilita a ocorréncia de reacdes laterais. Portanto, para obter
produtos click mais puros, deve ser usado um agente redutor para disponibilizar
grupamentos tiol antes da adicdo da maleimida.

ZIMMERMAN et al. (2010) apresentaram um protocolo para realizar a
bioconjugacdo de proteinas contendo residuos de cisteina a superficies funcionalizadas
com grupos amino, empregando como espacador moleculas de maleimida-PEG-NHS.

MOREIRA (2015) estudou a utilizacdo de um a molécula espacadora de

maleimida-PEG-NHS para realizar a bioconjugagédo entre a BSA e cadeias de
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poli(metacrilato de metila) produzidas por polimerizacdo RAFT. Esse estudo, em
particular, foi usado como base para os experimentos discutidos ao longo do Capitulo
VII.

5.5. Comentéarios Finais

Com base na revisao complementar apresentada acima ao longo deste Capitulo V,
pode-se afirmar que polimeros produzidos por polimerizacdo RAFT apresentam inUmeras
vantagens técnicas em relagdo aos produzidos por polimeriza¢des convencionais, quando
se tratam de aplicacdes médicas e farmacéuticas. Dentre essas vantagens estdo o fato de
o material ser mais homogéneo e o fato de a estrutura final ja ser funcionalizada, bastando
uma reacdo de reducdo para que os polimeros sejam facilmente conjugados a
biomoléculas.

A etapa de bioconjugacdo pode ser realizada por meio da reacao tiol-maleimida,
gue surge como uma reacgdo especial dentro do grupo tiol-eno e parece fornecer resultados
positivos e mais compativeis com a definicdo de click chemistry, ao contrario do que foi
observado e discutido no Capitulo V. Por conta disso, na segunda etapa do trabalho serdo
empregados polimeros produzidos por polimerizagdo RAFT para conjugacdo a

biomoléculas empregando a reacao tiol-maleimida.
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Capitulo VI

Materiais e Métodos: Parte 11

6.1. Materiais

Os materiais utilizados nos experimentos da segunda parte do presente trabalho e
suas respectivas origens e purezas sao listados a seguir. Como no Capitulo 111, as purezas
sdo apresentadas em base massica e 0s materiais foram usados como recebidos, sem

purificacdo adicional.

6.1.1. Reagentes

e 2-ciano-2-propil-benzoditioato (CPBD) da marca Sigma-Aldrich (Rio de
Janeiro, Brasil) com pureza minima de 97%;

e Acido acrilico (AA) da marca VETEC (Rio de Janeiro, Brasil) com pureza
minima de 99%;

e Acido etilenodiamino tetracético (EDTA) da marca VETEC (Rio de Janeiro,
Brasil) com pureza minima de 99%;

e Acido metacrilico (AM) foi fornecido pela Industria Quimica Taubaté (S&o
Paulo, Brasil) com pureza minima de 99%;

e Albumina de soro bovino (BSA) da marca Sigma-Aldrich (Rio de Janeiro,
Brasil) com pureza minima de 95%;

e Agua destilada;

e Azobisisobutironitrila (AIBN) de marca Akzo Nobel (Holanda) com pureza
minima de 99%;

e Bicarbonato de sodio da marca Proquimios (Rio de Janeiro, Brasil) com
pureza minima de 99,7%;

e Borohidreto de sédio da marca VETEC (Rio de janeiro, Brasil) com pureza

minima de 99%:;
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Cloridrato de cisteina da marca Sigma-Aldrich (Rio de Janeiro, Brasil) com
pureza mimina de 98%;
Cloroformio deuterado (CDClz) da marca Cambridge Isotope Laboratories

Inc. (Estados Unidos) e pureza minima de 99,8%;

Dimetil sulféxido (DMSO) da marca Nuclear (Brazil) com pureza minima da
99%;

Dulbecco’'s Modified Eagle Medium (DMEM) High Glucose da marca LGC
(Séo Paulo, Brasil);

Dodecil sulfato de sodio (SDS) da marca VETEC (Rio de Janeiro, Brasil) com
dosagem minima de 90% e contendo até 10% de agua;

Fosfato de potéssio dibasico da marca VETEC (Rio de Janeiro, Brasil) com
pureza minima de 98%;

Hexadecano (HXD) da marca VETEC (Rio de Janeiro, Brasil) com pureza
minima de 99%;

Hidroquinona da marca Tedia (Rio de Janeiro, Brasil) com pureza minima de
99%;

Isotiocianato de rodamina B da marca Sigma-Aldrich (Rio de Janeiro, Brasil)
foi adquirido como uma mistura de isdmeros;

Maleimida-PEG-NHS Mw 5000 da marca NanoCS (Cheshire, Reino Unido),
com pureza minima de 99%;

Metacrilato de metila (MMA) da marca VETEC (Rio de Janeiro, Brasil) com
pureza minima de 99,5%;

Tetrahidrofurano (THF) da marca Tedia (Brasil) com pureza minima de 99%.

Impureza: agua;

6.1.2. Equipamentos e acessorios

e Placa de agitagcdo (IKA, modelo C-MAG HS7, Alemanha) com controle de

termperatura por meio de termopar (IKA, modelo ETS-D5) - Utilizada para

agitacdo e controle de temperatura das reagdes;
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e Balanca analitica com capacidade para pesar materiais de 100 mg até 210 g (BEL
Equipamentos Analiticos LTDA, modelo U210A, Italia) - Utilizada na pesagem
de reagentes e produtos reacionais;

e Bécheres com capacidades variando entre 50-500 mL, utilizados para preparo de

solugdes e pesagem de reagentes;

e Sonicador (Branson, modelo 450D, com poténcia maxima de 400W, Brasil) —

Utilizado nas reagOes de polimerizagéo;

e Espectrometro de ressonancia magnética nuclear (Bruker, modelo Avance IlI,
com frequéncia de 400 MHz e sonda de 5 mm, Alemanha) — Utilizado para
determinar as estruturas quimicas dos produtos formados.

e Cromatografo de Permeacdo em Gel (Viscotec, modelo VE2001 GPC
Solvent/Sample Module, com 1 pré-coluna Shodex KF-G, 2 colunas Shodex KF-
804 e uma coluna Shodex KF-805, detector refratométrico Viscotec, modelo
VE3580 e detector de UV Viscotek, modelo 2500, Estados Unidos) — Utilizado
para determinacdo das massas molares dos polimeros;

¢ Analisador de tamanhos de particula por espalhamento dindmico de luz (Malvern,
modelo Zetasizer Nano ZS, Reino Unido) — Utilizado para determinacdo da
distribuicdo de tamanhos de particula dos polimeros;

e Centrifuga (Thermo Scientific, modelo Megafuge 16R, Estados Unidos) —
Utilizada na etapa de bioconjugacéo para centrifugacdo das amostras;

e Analisador de angulo de contato (Dataphysics goniometer, modelo OCA15,
Alemanha) — Utilizado para determinacao do angulo de contato das amostras;

e Citometro de fluxo (Becton & Dickinson, modelo FACS Calibur, Estados Unidos)
— Utilizado nos ensaios de captacéo celular;

6.2. Métodos

Os experimentos da segunda parte deste trabalho foram divididos também em
duas frentes. A primeira etapa consistiu em produzir e caracterizar os polimeros que
seriam empregados posteriormente nas reagGes de bioconjugagdo. A segunda etapa
consistiu nas reagdes de bioconjugacéo propriamente ditas. Todas as etapas de produgéo

e caracterizacdo dos produtos sao descritas a seguir.
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6.2.1. Reagdes de polimerizacdo RAFT em miniemulséo

As receitas das reacdes de polimerizacdo realizadas neste trabalho tiveram como
base o trabalho de MOREIRA (2015). Primeiramente foi preparada uma solucéo aquosa
contendo 80 g de agua destilada, 1 g de dodecil sulfato de sodio (SDS) e 0,1 g de
bicarbonato de sodio. Em seguida, uma solugdo orgénica contendo 19,11 g de MMA,
0,0784 g de AIBN, 0,6 g de hexadecano e 0,2144 g de 2-ciano-2-propil-ditiobenzoato
(agente RAFT) também foi preparada. E importante ressaltar que, quando reacdes de
copolimerizacdo foram visadas, 15% da massa de MMA foi substituida pelo comonémero
de interesse (AA ou MA). Além disso, nas reacfes de polimerizacdo convencionais o
agente RAFT néo foi adicionado.

Apbs a completa solubilizacdo de ambas as solucBes, a solucdo aquosa foi
transferida para o bécher que continha a solugédo organica e a mistura submetida a agitacéo
magnética de 500 rpm durante 15 minutos para a formacao de uma pré-emulséo. A pré-
emulsdo foi entdo submetida a uma etapa de sonicacao por 10 minutos a 70W (poténcia
que corresponde a amplitude de 70% no equipamento utilizado). Durante a sonicacdo, o
sistema foi mantido em banho de gelo para impedir o aumento da temperatura e
consequente polimerizagdo do material. Além disso, a mistura também foi mantida sob
agitacdo magnética de 500 rpm para facilitar tanto a homogeneizacdo quanto a
transferéncia de calor da emuls&o.

A emulsdo resultante desse processo foi entdo transferida para um bal&o de fundo
redondo tampado com um septo de borracha, emq eu duas agulhas foram inseridas. A
primeira agulha, inserida de maneira a mergulhar na emulsdo, foi conectada uma linha de
N2(g) para inertizar o meio. A segunda agulha, que ndo foi mergulhada na emuls&o, ficou
aberta para o ambiente, ja que tinha como objetivo apenas manter a pressao do sistema
constante. O processo de inertizacdo foi conduzido durante 1 hora. Durante esse periodo,
0 sistema permaneceu em banho de gelo e sob agitacdo magnética (~500rpm).

Apds esse procedimento, o baldo foi transferido para um banho mantido a 80 °C e
a reacdo foi conduzida por 5 horas sob agitacdo magnética (500 rpm). Durante a reacdo
foram retiradas aliquotas para determinagéo da conversao por gravimetria (cerca de 2 mL
de amostra) e para acompanhamento da evolugéo dos tamanhos de particula (cerca de 0,2
mL de amostra). As aliquotas destinadas a determinacio da conversdo foram adicionadas

5 gotas de solugcéo aquosa de hidroquinona 1% p/V para impedir 0 progresso da reacgéo.
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Ja nas aliquotas destinadas ao acompanhamento dos tamanhos de particula ndo foi feita
adicéo de qualquer outro componente, para nao interferir nos resultados.

6.2.2. Bioconjugacéao

Primeiramente, para promover a redugdo dos grupos sulfidrilas, foram
adicionados 500 mg do latex polimérico, 5 mL de agua destilada e 0,189 g de borohidreto
de sddio a um bécher de 50 mL. O bécher foi tampado com Parafilm e mantido em shaker
a 25 °C e 100 rpm por duas horas. Apos esse procedimento, foram adicionados & mistura
85 uL de acido cloridrico concentrado e 0,087 g de fosfato de potassio dibasico de
potéssio. O pH foi ajustado para 5,5 com HCI (1M) ou NaOH (40%).

Paralelamente, foi preparada uma solucdo aquosa com pH 5,5, a qual foram
adicionados 10 mg/mL de maleimida-PEG-NHS Mw 5000. Em seguida, 30 uL da
solugédo foram adicionados a 50 uL da mistura resultante do processo de reducdo dos
grupos sulfidrilas dos polimeros. O Eppendorf contendo a mistura das duas solucées foi
mantido em shaker a 25 °C a 100 rpm por 30 minutos.

Por fim, 35 uL de uma solugdo aquosa contendo 10 mg/mL de BSA foram
adicionados a mistura, mantida em shaker a 37 °C e 100 rpm por 24 horas. Apos as 24
horas, todas as amostras foram centrifugadas a 8000 rpm por 10 minutos a 15 °C e lavadas
3 vezes com 100 mL de 4gua destilada. O produto final fo mantido seco e armazenado na

geladeira. O esquema desse procedimento é apresentado na Figura 72.

6.2.3. Protocolo de Marcagdo com Rodamina B

As nanoparticulas poliméricas conjugadas a BSA foram marcadas com Rodamina
B, uma molécula fluorescente, de maneira a serem detectadas posteriormente nos ensaios
de captacéo celular, como mostrado na Figura 73. Para isso, foi preparada uma solugéo
10 pg/uL de Rodamina B em DMSO. Em seguida, ao polimero bioconjugado resultante
do procedimento descrito na Secdo 6.2.2. foram adicionados 100 uL de tampéo de
bicarbonato 0,1M pH 9,0 e 75 uL da solu¢do de Rodamina B. O material foi incubado em
shaker a 25 °C e 100 rpm durante 1h e em seguida lavado e centrifugado 3 vezes com a
solucgéo tampéo de bicarbonato pH 9,0. O produto final foi mantido na geladeira suspenso
em solucgéo tampdo bicarbonato 0,1M pH 9,0.
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500mg de latex 85uL. de HCI cone.
5mL de H,O 0,0§7g de K,HPO,
0,189g de NaBH, 92h a 25°C pH ajustado para 5,5
Solucao 1
10pg/ul. de PEG-NHS 10mg/mL de BSA
&=
Solucao 2
Solucao 1 Solucao 2

/

30min a 25°C

Solugao 4

8000rpm por 10min a 15°C
24h a 37°C Lavado 3x com 100uL Hy,O

E—

&
-
1

Polimero
bioconjugado

Figura 72 — Esquema das etapas de bioconjugacéo.
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10pg/uL de Rodamina B

1h a 25°C

100uL de tampéao
bicarbonato

pH 9,0

Polimero
bioconjugado

Solucao 5

Figura 73 — Esquema da marcacao com a rodamina B.

6.2.4. Ensaios de Captacao Celular

Com o objetivo de observar a captacdo celular de nanoparticulas de polimero
bioconjugadas, macrofagos da linhagem celular RAW 267.4 de camundongo foram
cultivados em meio DMEM high glucose enriquecido com 10% soro fetal bovino em
tampdo fosfato salino (PBS) e expostos as nanoesferas bioconjugadas e revestidas com
Rodamina B. O sistema foi incubado por 3h em frasco de cultura celular a 37 °C. Apds
incubacdo, as células foram lavadas 3 vezes com PBS para retirada de células mortas. Em
seguida, as células que permaneceram na superficie dos frascos foram destacadas por
meio de raspagem com suporte plastico e transferidas para tampdo 10% de soro fetal
bovino em PBS em tubos de citometria, colocadas em gelo e registradas imediatamente
em FACS Calibur (BD, Franklin Lakes, USA). Foram registradas 100000 células por
amostra em canal de fluorescéncia relativa FL3. A aquisicdo de macrdfagos nao expostos

foi realizada para estipulagdo do gate positivo?.

22 gate positivo corresponde a populacdo de interesse que é detectada

ligada ao marcador fluorescente no citdmetro.
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6.3. Caracterizacao dos Polimeros

Os polimeros foram caracterizados pelas técnicas descritas a seguir.

6.3.1. Gravimetria

A técnica de gravimetria foi descrita na Secdo 3.3.1. Aqui serdo apresentados,
portanto, apenas os calculos adaptados para a reacdo em miniemulsdo. Foram feitas

algumas pesagens ao longo do processo para determinar a conversdo. As pesagens sao

relacionadas abaixo:

M1 = massa do cadinho vazio (12)
M2 = M1 + massa de solucdo de hidroguinona (13)
M3 = M2 + massa de amostra tomada em cada aliquota (14)
M4 = M1 + amostra seca (15)
Massa de amostra na aliquota = M3 — M2 (16)
Massa de amostra seca = M4 — M1 a7
Fracio organica = ™2 total de mondmero da reagio (18)

massa total da reagdo

Conversio (%) — Massa de amostra seca + 100 (19)

Massa de amostra na aliquotax*fragio organica

6.3.2. Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

As distribuicbes de tamanho de particula foram determinadas empregando
espalhamento dinamico de luz. As amostras foram preparadas diluindo 1 gota do latex
polimérico produzido em &gua deionizada. A quantidade de 4gua adicionada foi medida
de maneira a obedecer ao limite maximo de volume permitido pelo equipamento que
correspondia a cerca de 2 cm de altura na cubeta de vidro de descricdo 8G. Todas as

analises foram conduzidas a 25 °C.
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6.3.3. Cromatografia de Permeacéo em Gel (GPC)

A técnica de GPC ja foi brevemente descrita na Secdo 3.2.5. O preparo das
amostras para GPC foi feito solubilizando 9 mg de amostra em 3 mL de THF. Antes da

injecdo, as solugdes foram filtradas com filtro de seringa de 0,22 um.

6.3.4. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A técnica de RMN ja foi brevemente descrita na Secéo 3.2.2. O preparo das
amostras para as analises de RMN de hidrogénio foi feito solubilizando 15 mg de amostra
em 0,8 mL de cloroférmio deuterado. Foram usados tubos de 5 mm nas andlises, que

foram realizadas a temperatura ambiente.

6.3.5. Quantificacdo de grupamentos tiol livres dos polimeros RAFT

A quantificacdo de grupamentos tiol livre € comumente realizada empregando o
reagente de Ellman e seguindo um protocolo ja bem estabelecido (ELLMAN, 1959;
THERMO SCIENTIFIC, 2017). A técnica se baseia no fato de que o acido 5,5-ditiobis(2-
nitrobenzoico), também conhecido como reagente de Ellman, reage com grupamentos
sulfidrila, formando um produto de coloragdo amarela que pode ser quantificado
empregando espectrometria UV. Para isso, € necessario preparar uma curva de calibracéo
com cloridrato cisteina.

Para a construcdo da curva de calibracdo, primeiro foi preparada uma solucao
tampdo 0,1 M de fosfato de sddio pH 8,0 contendo 1 mM de EDTA. Em seguida foram
preparadas as solucdes, indicadas na Tabela 13. A solucdo de reagente de Ellman foi
preparada solubilizando 4 mg do &cido 5,5-ditiobis(2-nitrobenzo6ico) em 1 mL do tampéao
fosfato de sddio pH 8,0 contendo EDTA.

Por fim, a 250 uL de cada amostra indicada na Tabela 13 foram adicionados 2,5
mL da solugdo tampédo e 50 mL da solucdo de Ellman. As misturas foram agitadas e
incubadas por 15 minutos e em seguida foi medida a absorbéncia das amostras no
comprimento de onda de 412 nm.vA curva de calibracdo obtida é apresentada na Figura
74.
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Tabela 13 — Amostras preparadas para construir a curva de calibragdo com cloridrato de

cisteina.
Amostra | Volume de tampao (mL) Cisteina cloridrato Concentragao (mM)

A 100 26,34 mg 1,5
B 5 25 mL da amostra A 1,25
C 10 20 mL da amostra A 1,0
D 15 15 mL da amostra A 0,75
E 20 10 mL da amostra A 0,5
F 25 5 mL da amostra A 0,25
G 30 - 0

Para promover a reducdo das ligacdes dissulfeto dos polimeros produzidos por

polimerizacdo RAFT e assim permitir a bioconjugacéo e a quantificagcdo dos grupamentos

tiol livres, foram adicionados 500 mg do latex polimérico, 5 mL de agua destilada e 0,189

g de borohidreto de s6dio a um bécher de 50 mL. O bécher foi tampado com Parafilm e

mantido em shaker a 25 °C e 100 rpm por duas horas. Apos esse procedimento, foram

adicionados a mistura 85 uL de acido cloridrico concentrado e 0,087 g de fosfato de

potéssio dibasico de potassio. O pH foi ajustado para 8,0 com HCI (1M) ou NaOH (40%).

Absorbancia

e

. y=631,7x + 4E-16
0.8 R°=1

0,6

04- _ /
wl

e

0,0004

0,0008

0,0012

Concentragéo de SH (mol/L)

0,0016

Figura 74 — Curva de calibracdo construida com o reagente de Eliman.
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Para determinar a concentracgdo de SH livre em cada amostra desconhecida, a 250
mL da amostra reduzida foram adicionados 2,5 mL de tamp&o fosfato de sédio pH 8,0
contendo EDTA e 50 mL da solucédo de Ellman. Essa mistura foi agitada e incubada por
15 minutos e em seguida foi medida a absorbancia no comprimento de onda de 412 nm.
Nos casos em que a medida ndo se adequou a curva de calibracéo, foram feitas dilui¢cGes

para minimizar eventuais erros de analise.

6.3.6. Angulo de Contato

Um gonidmetro é um equipamento utilizado para medir o &ngulo formado entre
superficies refletoras de um cristal ou prisma (FORT & PATTERSON, 1963). Mais
especificamente, ele é equipado com uma camera que filma 0 momento em que uma gota
de liquido é depositada em uma superficie e depois calcula o angulo formado entre elas.
O angulo de contato estd diretamente relacionado a molhabilidade da superficie e,
portanto, a sua afinidade com o liquido testado. Dessa maneira, quando o liquido em
questdo € a agua, o resultado obtido com o goniémetro permite determinar o grau de
hidrofilicidade da superficie (FORT & PATTERSON, 1963).

Para a realizacdo das medidas de angulo de contato, uma pequena parte da
emulsdo polimérica (cerca de 3 a 5 mL) foi seca em estufa de recirculacdo a temperatura
ambiente e em seguida macerada com auxilio de gral e pistilo para a obtencdo de finas
particulas. As particulas obtidas foram entdo colocadas em uma lamina de microscopio e
prensadas com auxilio de uma outra lamina limpa, até que fosse possivel obter uma
superficie completamente lisa e livre de imperfeicBes. Uma gota de agua destilada foi
entdo depositada na superficie preparada, como anteriormente descrito, para a realizacédo

das medidas de angulo de contato.
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Capitulo VII

Resultados e Discussao: Parte |1

Depois de tentar realizar a bioconjugacao da cisteina a monémeros bifuncionais e
a polimeros contendo duplas ligacGes pendentes, tornou-se necessario modificar a rota
empregada para a bioconjugacdo, como discutido anteriormente. Dessa maneira, ao longo
do Capitulo VII serdo apresentados os resultados e discussdes referentes também a
utilizacdo de reacGes click chemistry do tipo tiol-eno, mas mais especificamente de
reagOes do tipo tiol-maleimida. Para isso, foi feita uma inversdo com relacéo ao que foi
apresentado no Capitulo IV: os grupamentos tiol livres estardo agora presentes na
estrutura do polimero, enquanto as duplas ligacdes serdo fornecidas por moléculas de
maleimida. Mais uma vez o trabalho foi dividido em duas partes, sendo a primeira
relacionada a producgdo dos materiais poliméricos e a segunda relacionada a realizacéo da
bioconjugacdo via reacBGes click. Vale ressaltar que, para que fosse possivel ligar
moléculas de albumina de soro bovino a estrutura do polimero, foi empregado um
espacador de maleimida-PEG-NHS, como pode ser observado no esquema simplificado
da Figura 75.

+ |—rec—@) + W =

SH Maleimida @ NHs Y BSA

Figura 75 — Esquema da reacéo do Capitulo VII.
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7.1. Reagdes de Polimerizagéo

De maneira a obter os polimeros que seriam usados ao longo dos experimentos
deste capitulo, foram realizadas algumas reacdes de polimerizacdo. Todas elas foram
conduzidas com e sem 0 uso de agente RAFT para fins de comparagdo. O metacrilato de
metila (MMA) foi escolhido como monémero principal por ser biocompativel e por ja ser
largamente empregado nas areas médica e farmacéutica. As reacdes sao apresentadas na
Tabela 14, em que se pode observar que, apesar de 0 MMA ter sido usado como
mondmero principal, em alguns casos 15% foi substituido por um comonémero. Essa
substituicdo foi feita com o intuito de aumentar a hidrofilicidade dos polimeros, o que
sabidamente prolonga o tempo de circulacdo na corrente sanguinea e aumenta a aceitagdo
das células. No entanto, quando se trata de polimerizacdo RAFT, ndo é trivial dizer que a
copolimerizacdo em miniemulsdo € possivel, uma vez que o agente RAFT apresenta
diferentes reatividades para cada mondmero. Além disso, a insercdo de comondmero
pode afetar ndo sé a copolimerizacao, mas também o controle do crescimento das cadeias

proporcionado por esse tipo de reacao.

Tabela 14 — Lista de reacdes de polimerizacao realizadas.

Reacao Comondmero RAFT
R1 - Nao
R2 - Sim
R3 Acido Acrilico N&o
R4 Acido Acrilico Sim
R5 Acido Metacrilico N&o
R6 Acido Metacrilico Sim

E importante reportar, no entanto, que nio foram observados problemas com a
estabilidade das miniemuls6es durante as reacdes de copolimerizacdo, o que quer dizer
que em todos os casos foi possivel obter nanoparticulas e sistemas estaveis por grande
periodo de repouso. Essa informagao € especialmente importante, j que nao parece haver

nenhum dado na literatura com as combinagdes de monémeros e agente RAFT propostos
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nesse trabalho. A Figura 76 mostra as distribui¢cdes de tamanho de particula dos produtos
finais de todos os experimentos apresentados na Tabela 14.
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Figura 76 — Distribuicdo de tamanhos de particula das reacdes R1 a R6.

Reacdes de polimerizagdo em miniemulsdo tém como caracteristica o fato de o
tamanho das particulas permanecer praticamente constante do inicio ao fim da reacéo
(ODIAN, 2004). Dessa maneira, € possivel observar na Figura 76 que as distribui¢fes de
tamanhos de particula permaneceram constantes nas reagdes R1 a R4, indicando que a
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receita da reacdo estava bem ajustada para os sistemas propostos. O acido metacrilico, no
entanto, parece causar uma leve desestabilizagdo da miniemuls&o que pode ser observado
pelo aumento dos tamanhos de particula com o tempo para as reagdes R5 e R6. Isso pode
estar relacionado a alta solubilidade do &cido metacrilico em agua ou simplesmente a
desestabilizacdo da miniemulsdo causada pela adicdo do comondmero. Entretanto, como
mesmo com essa leve desestabilizacdo ainda foi possivel obter particulas com tamanhos
médios abaixo de 200 nm, tamanho acima do qual a aplicacdo desejada seria inviavel,
ndo foi feita qualquer intervencao na receita da reacao.

Um dado interessante sobre as reacdes em que o agente RAFT foi empregado é
que foi notada alteracdo na coloracdo da emulséo, que tradicionalmente é branca. 1sso
ocorre porque o RAFT apresenta coloracdo vermelha e, depois de homogeneizada, a

miniemulsao torna-se rosa, como mostra a Figura 77.

Figura 77 — (a) Emulsdo de PMMA sem RAFT; (b) solu¢cdo de MMA + agente RAFT

antes da sonicacéo; (c) emulsdo de MMA + agente RAFT apds sonicagéo.

Complementando a caracterizacdo dos polimeros, na Figura 78 é apresentada a
evolucdo da conversdo das reagdes R1 a R6 com o tempo. O gréfico de conversdo indica,
como esperado, que o consumo de monémero(s) é mais lento quando o agente RAFT é
adicionado no meio. Esse efeito é devido ao mecanismo da reacéo, que inclui etapas de
ativacdo e desativacdo dos radicais nas cadeias em crescimento. A Figura 78 também
indica que todas as reacGes parecem ter atingido a conversdo completa. Mais
especificamente, as reacdes de polimerizagdo convencionais atingiram a conversao
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completa antes de 30 minutos de reagédo, enquanto as polimeriza¢gdes RAFT atingiram o
equilibrio por volta de 90 minutos de reagéo.
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Figura 78 — Conversdo das reacbes R1 a R®6.

Como pode ser observado na Figura 78 e na Tabela 15, todas as rea¢des atingiram
conversdes proximas a 100% com excecdo da R4, em que foi realizada polimerizagdo
RAFT com adi¢do de acido acrilico como comondmero. Isso pode indicar que ndo
ocorreu copolimerizacao na reacdo R4, mas para confirmar se a baixa conversao poderia
ter sido causada por outros efeitos, mais informagdes sdo necessarias. De acordo com
MISHRA & YAGCI (2008), a constante de decomposic¢ao (Kq) do AIBN em metacrilato
de metila a 50 °C e 70 °C séo respectivamente 97*108s? e 3100*108 s, Extrapolando
para 80 °C, que foi a temperatura usada nas reacfes R1 a R6 e usando o tempo de meia
vida (t12=0,693/Kgq) (ODIAN, 2004), é possivel concluir que o tempo de meia vida para
o AIBN nas condicdes de reacdo é igual a 1,27 horas. Dessa maneira, a baixa conversao
observada para a R4 ndo esta relacionada a prematura extingao de radicais livres no meio

reacional.

A Tabela 15 também apresenta os resultados de GPC dos produtos de R1 a R6
apos 5 horas de reagdo. Como esperado, as massas molares numericas das reacdes de

polimerizag&o convencionais sdo até duas ordens de grandeza maiores do que as massas
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molares dos produtos RAFT, o que esté relacionado aos diferentes mecanismos de reagéo.
Os cromatogramas das 6 reacdes sdo apresentados no Apéndice I11. Além disso, para fins
de comparacdo, foram calculadas as massas molares numéricas tedricas dos produtos das
reacbes RAFT com auxilio da Equacdo 20 e da Equacdo 21 (SVENSON &
PRUD’HOMME, 2012). Esses resultados também foram inseridos na Tabela 15.

Tabela 15 — Resultados de conversdo, massa molar numérica tedrica e calculada, indice

de polidisperséo e tamanho médio de particula dos produtos apds 300 min de reacao.

Conversédo Mn tedrico Mn Tamanho médio de
Reacao IP
(%) (9/gmol) (9/gmol) particula (nm)
6
R1 99 - 1,13*10° | 193 73
R2 94 1,98*10" | 189*10% | 443 131
5
R3 95 - 6,11710° | 333 104
4 4
R4 84 167#10% | 160%10% | 4 57 105
6
R5 94 - 2,31710° | 1 47 94
4 4
R6 100 2,00*10 1,34*10° | 150 166
Mn = Mo o MM MM 20
n= [RAFT], *0C mondémero + RAFT ( )

em que:
[M]o é a concentragcdo molar inicial dos monémeros; [RAFT]o e a concentragdo molar
inicial do agente RAFT; o é a conversdo dos monémeros; MMmonsmero € @ massa molar

do mondmero; MMgart € @ massa molar do agente RAFT.
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E importante ressaltar que nas reacdes 4 e 6, em que dois diferentes monémeros

foram utilizados, a MMmonsmero fOI calculada segundo a Equagéo 21.

1 w (1-w)
MM MMyMma MMcom

(21)

em que:
MM ¢ a massa molar média; w € a fracdo massica; MMmma € a massa molar do MMA; e

MMcom € a massa molar do comonémero.

Analisando os dados citados, pode-se observar que com excecao da reacdo R6, as
massas molares reais sdo muito similares as massas molares tedricas. A diferenca obtida
para a reacdo R6, no entanto, ndo significa que a reacdo RAFT ndo foi bem-sucedida. Na
realidade, esse efeito pode ser indicacdo de que o acido metacrilico migrou para a fase
aquosa e também homopolimerizou. Isso faria com que a massa molar obtida fosse
ligeiramente menor que a massa molar tedrica, porque o AIBN néo é sollvel em agua e

a polimerizacgdo na fase continua tenderia consumir parte do monémero.

Quando o cromatograma da reacéo R6 é observado na Figura 79, pode-se observar
um ombro localizado na regido de massas molares mais baixas. Além disso, se 0 ombro
é desconsiderado e os célculos séo refeitos, a nova massa molar numérica obtida € igual
a 1.8%10* g/gmol, muito préximo ao Mn teorico. Além disso, quando o ombro é
desconsiderado, o indice de polidispersao cai de 1,5 para 1,14, indicando que a reacdo
RAFT controla o crescimento das cadeias na fase dispersa. Esse €, portanto, mais um
indicio de que houve migracao de parte do &cido metacrilico para a agua e que ocorreu

alguma homopolimerizagéo na fase continua.

Outro resultado interessante da Tabela 15 é o indice de polidispersdo. Em todos
0s casos em que o agente RAFT foi empregado houve diminui¢do do IP em relacdo a
reacdo de polimerizagdo convencional correspondente. Isso mostra que a adicdo dos
comondmero ndo exerceu impacto negativo no curso das reacbes RAFT, ou o IP
continuaria similar ao das reagdes convencionais. Além disso, a diminuig&o do indice de

polidispersédo indica que as reagcdes RAFT foram bem-sucedidas, no sentido de que foram
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capazes de controlar o crescimento das cadeias e consequentemente de estreitar a

distribuicdo de massas molares.

R6 original '
- - - - Ré6 recalculado

Resposta Normalizada (u.a.)

1000 10000
Massa Molar (g/gmol)

Figura 79 — Cromatogramas da reagédo R6.

Ainda sobre a Tabela 15, pode-se notar que quando a reacdo R1 € comparada a
reacdo R2 e a reacdo R5 é comparada a reacdo R6, ha um aumento significativo do
tamanho médio de particula. Isso provavelmente acontece porque as rea¢fes RAFT séo
mais lentas que as polimeriza¢Ges convencionais, como ja discutido. Assim, como as
miniemulsdes sdo termodinamicamente instaveis (CHE MAN et al., 2013), parece
razoavel imaginar que a medida que o tempo de reacdo aumenta, o tamanho de particula
aumenta também. Entretanto, quando a mesma comparacdo é feita entre as reacfes R3 e
R4, essa diferenca ndo é observada, o que pode ser sinal de que o acido acrilico migrou
em parte para a fase aquosa e de que ndo houve copolimerizacdo. Para confirmar essa
hipotese, foram realizadas analises de *H RMN e os resultados para as reagdes de
polimerizagdo convencionais sdo apresentados na Figura 80. Além disso, na Figura 81 é
feita a correspondéncia entre os resultados de *H RMN e as estruturas quimicas dos
(co)polimeros.
Observando os espectros dos produtos obtidos nas reagdes R1 e R3 apresentados
na Figura 80 e a correspondéncia com a estrutura quimica na Figura 81, é possivel notar
que todos os picos caracteristicos do PMMA aparecem nos espectros (MAZUREK et al.,

2015; WHITE & FILISKO, 1982). Na reacdo R3, no entanto, foi observado o surgimento
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de um pico em 2,17 ppm relacionado ao proton do CH do poli(acido acrilico)
(STRANDMAN et al., 2006). Combinando essa informac&o ao fato de que ha diferengas

nas intensidades dos outros picos em comparacdo ao PMMA puro, pode-se afirmar que
de fato ocorreu a copolimerizacéo.
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Figura 80 — *H RMN dos produtos das reagdes R1 e R3.
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Figura 81 — Estruturas quimicas dos (co)polimeros e suas respectivas correspondéncias

com as analises de *H RMN.
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O produto da reagdo R5 ndo solubilizou em CDCls e, portanto, a analise de H
RMN néo foi possivel. Entretanto, essa informacao ja evidencia que houve modificacdo
na estrutura quimica causada pela insercdo de acido metacrilico nas cadeias.

Na Figura 82 sdo apresentados os espectros de *H RNM das reacdes RAFT. Como
ja discutido para a reacdo R1, o produto da reacdo R2 também apresentou todos 0s picos
caracteristicos do PMMA (MAZUREK et al., 2015; WHITE & FILISKO, 1982). Quando
0 produto da R4 é analisado, entretanto, pode-se observar que, além das diferencas nas
intensidades dos picos em relacdo ao produto da reacdo R2, o pico observado no produto
da reacdo R3 ndo parece estar presente. Esse resultado corrobora a hipdtese de que pode
ndo ter havido copolimerizagdo expressiva com acido acrilico quando o agente RAFT foi

adicionado.
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Figura 82 — Analises de *H RMN dos produtos das reagdes R2, R4 e R6.

Apesar do que aconteceu com o produto da reacdo R5, o produto da reacdo R6
solubilizou ao menos parcialmente em cloroférmio. O espectro de *H RMN do produto
da reacdo R6 indica que ndo houve o aparecimento de picos diferentes dos picos

caracteristicos do PMMA puro, o que pode ser resultante da similaridade entre as
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estruturas quimicas do metacrilato de metila e do &cido metacrilico. Ndo obstante, ha
diferengas expressivas ndo somente nas intensidades dos picos, mas também na largura
dos picos, quando comparados aos picos do espectro do homopolimero (R2). Isso indica
a provavel ocorréncia de modificacdes na estrutura quimica do polimero.

Nesse ponto é importante ressaltar que os produtos das reacdes R5 e R6, em que
o acido metacrilico foi adicionado, apresentaram solubilidades diferentes em CDCls. 1sso
ndo era esperado, considerando que a Unica diferenca entre as reagdes foi a utilizacdo do
agente RAFT. No entanto, o fato de que o produto da reacdo R5 apresentou-se
completamente insolUvel é provavelmente fruto da copolimerizacédo; caso contrario, ao
menos parte do produto (relativo ao PMMA puro) deveria ter solubilizado. Como a
conversdo da reacdo R6 atingiu 100%, fica claro que o agente RAFT exerceu alguma
influéncia na reacdo de polimerizagdo. E possivel que parte do acido metacrilico tenha
migrado para a fase aquosa e homopolimerizado quando o agente RAFT foi adicionado.
Como o AM é muito soltivel em agua (89 g/L) e a reacdo R6 é mais lenta que a reacdo
R5, haveria tempo suficiente para essa migracdo acontecer durante a polimerizacao
RAFT. Assim, na reacdo R5 a reacdo principal parece ser a copolimerizacao, enquanto
na reacdo R6 parecem ocorrer preferencialmente duas homopolimerizacOes
independentes (sendo uma na fase dispersa e outra na fase continua). Isso, entretanto, ndo
quer dizer que ndo tenha havido copolimerizacdo na reacdo R6. Na verdade, como parte
do produto da reacdo R6 também permaneceu insolvel em cloroférmio, parece razoavel
inferir que a fracdo insoltvel é resultado da copolimerizacdo entre 0o MMA e 0 AM.

E importante enfatizar que as razdes de reatividade entre 0o MMA®W e 0 AA@ sfo
iguais a r1=1,5 e r,= 0,25. Além disso, as razdes de reatividade entre 0 AM® e 0 MMA®
sdo ri= 1,355 e r.= 0,767 (HONG & MCHUGH, 1988). Isso quer dizer que o &cido
acrilico prefere reagir com o MMA ao invés de reagir com outra molécula de AA.
Enquanto isso, o &cido metacrilico prefere homopolimerizar, ao invés de copolimerizar
com o metacrilato de metila. Além disso, o agente RAFT escolhido reage de maneira
mais eficiente com metacrilatos do que com acrilatos (SIGMA-ALDRICH, 2017). Isso
pode ser outra causa das diferencas de reatividade observadas entre 0s comonémeros.

E importante ressaltar que, apesar de as copolimerizacdes RAFT ndo terem
acontecido como desejado, o objetivo principal deste trabalho era produzir polimeros
mais hidrofilicos, com indices de polidispersdo menores e com grupamentos SH em sua

estrutura, para que pudessem ser usados em reacOes de bioconjugagdo posteriormente.
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Dessa maneira, foi dada continuidade a caracterizacdo dos produtos formados para
determinar se todos os objetivos almejados foram alcancados.

A Figura 83 mostra que o agente RAFT escolhido foi capaz de controlar de
maneira eficiente todas as reacdes de (co)polimerizacdo, uma vez que a massa molar
numerica cresceu linearmente com a conversdo, como é caracteristico de polimerizagdes
RAFT bem-sucedidas.

20000
18000 o #*
1 [ ]
16000 &
14000 -
= 12000 v
o ]
§ 10000+ *
S .
s ] v
6000 1 o e R2 (R = 0.9946)
4000+ vV v R4 (R" = 0.9955)
2000] ¥V * R6 (R® = 0.9985)
o T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100

Conversao (%)

Figura 83 — Mn x conversao para as reacdes RAFT.

Para as reacOes de polimerizacdo convencionais, a dependéncia linear entre 0 Mn
e a conversdo nao foi observada, como pode ser visto na Figura 84. Quando o agente
RAFT néo foi adicionado, as cadeias cresceram extremamente rapido e a massa molar
numérica nos primeiros instantes de reacdo foi muito similar & massa molar final. Esses
resultados indicam mais uma vez que o 2-ciano-2-propil-ditiobenzoato foi capaz de
controlar adequadamente as reagdes RAFT.

Como discutido anteriormente, um dos principais objetivos deste trabalho era
tornar os polimeros mais hidrofilicos para posteriormente bioconjuga-los a BSA e avaliar
o efeito dessas modificacGes em testes de captacdo celular. Por isso, foram realizadas
medidas de angulo de contato dos polimeros com agua destilada para determinar suas

respectivas hidrofilicidades. Esses resultados sdo apresentados na Tabela 16.
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Figura 84 - Mn x conversédo das reacdes convencionais.

Tabela 16 - Medidas de angulo de contato dos polimeros.

Reacao Angulo de Contato
R1 77°
R2 75°
R3 39°
R4 53°
R5 39°
R6 35°

Os resultados apresentados na Tabela 16 indicam claramente que a adicdo dos
comondmero foi capaz de aumentar a afinidade dos polimeros com a dgua. Isso pode ser
observado pela expressiva diminui¢cdo nos valores de angulo de contato quando os
copolimeros sdo comparados aos produtos das reacdes R1 e R2, em que apenas 0 MMA
foi empregado. Além disso, a adicdo do agente RAFT ndo parece ter exercido qualquer
efeito significativo na hidrofilicidade dos materiais. 1sso parece bastante razoavel, uma
vez que apenas uma molécula do 2-ciano-2-propil-ditiobenzoato permanece em cada
cadeia polimérica formada. Assim, a presenca do agente RAFT néo deveria realmente

modificar os valores de angulo de contato. Também € importante notar que, quando se
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observam os resultados das reacdes R3 e R4, nota-se que o valor de angulo de contato
para o produto da reagdo R4 esta entre os valores obtidos para os homopolimeros e para
a reacdo de polimerizacdo convencional contendo acido acrilico (R3). Essa informacao,
combinada as discussdes anteriores, indica que parece ter havido copolimerizacdo apenas

parcial com &cido acrilico, quando o agente RAFT foi adicionado.

7.2. Bioconjugacao

Uma vez que os polimeros foram produzidos e a caracterizagdo concluida, foram
preparadas amostras para realizagdo dos ensaios de captacdo celular. As amostras, que
foram divididas em dois grupos, sdo apresentadas na Tabela 17. O primeiro grupo,
composto pelas amostras A, B e C, foi submetido a reacdo com a molécula espagadora
maleimida-PEG-NHS. Isso significa que a biomolécula supostamente foi quimicamente
ligada as particulas poliméricas, como discutido anteriormente. O segundo grupo,
composto pelas amostras D, E e F, foi preparado apenas misturando o latex a solucéo de
BSA. Dessa maneira, a BSA nesse caso encontra-se simplesmente adsorvida na superficie
das nanoparticulas (PEIXOTO, 2013). E importante ressaltar que a Unica diferenca entre
os dois procedimentos € supressdo da etapa de adicdo da molécula espagadora. Todo o
restante do procedimento apresentado na secdo experimental foi conduzido exatamente
da mesma forma para todas as amostras. A divisdo em dois grupos teve como objetivo

observar se haveria diferencas nos ensaios de captacao celular.

Tabela 17 — Descricdo das amostras submetidas aos ensaios de captacdo celular.

Amostra Descricéo
A R2 + maleimida-PEG-NHS + BSA
R4 +maleimida-PEG-NHS +BSA
R6 + maleimieda-PEG-NHS +BSA

R2 + BSA

R4 + BSA

R6 + BSA

m| m| O O @
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Para determinar a concentracdo de BSA que foi adsorvida e/ou quimicamente
ligada a cada sistema, foram realizados ensaios de quantificacdo pelo método de Bradford
com o sobrenadante resultante de cada amostra apds mdltiplas etapas de lavagem e
centrifugacdo antes da marcacdo com a rodamina B. A concentracdo obtida para cada
amostra foi entdo subtraida da quantidade total de BSA adicionada, resultando em dados

de eficiéncia de bioconjugacéo, que sdo apresentados na Tabela 18.

Tabela 18 — Resultados de eficiéncia de bioconjugacéo para as rea¢des conduzidas com

0 reagente maleimida-PEG-NHS.

Amostra Eficiéncia de bioconjugacao
A 93%
B 85%
C 85%

PMMA* 77%

* CAMPOS (2016) apresentou o resultado de eficiéncia de bioconjugacdo PMMA com a
BSA observando apenas o fenémeno de adsorcao, o que corresponde a amostra D descrita

neste trabalho.

Os resultados apresentados na Tabela 18 mostram que quando a molécula
espacadora de maleimida-PEG-NHS foi utilizada, as eficiéncias de encapsulamento
foram altissimas, o que indica que em todos 0s casos, a0 menos 85% da BSA esté ligada
ou adsorvida na particula polimérica. O dado de eficiéncia de bioconjugacdo para os
sistemas em que apenas o fenémeno de adsorcao foi avaliado foi obtido do trabalho de
CAMPOS (2016) para o polimetacrilato de metila homopolimero. Como a adi¢do de
comondmero n&o parece ter influenciado em demasia os resultados das amotras A, Be C,
parece correto admitir que os resultados para as amostras D, E e F também seriam
semelhantes aos obtidos por CAMPOS (2016). Com isso, a utilizacdo da molécula
espacadora ndo parece ter aumentado significativamente a eficiéncia de bioconjugacéao
dos polimeros com a BSA, uma vez que os resultados apresentados na Tabela 18 séo
bastante similares. O fato de as concentracGes de BSA serem semelhantes em todos 0s
casos é interessante para 0s ensaios de captacdo celular, uma vez que a variacdo na

concentracdo de BSA pode afetar diretamente a captagdo das particulas pelos macrofagos.
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Com isso, o0s resultados dos ensaios de captacdo celular realizados tiveram o efeito da
concentracdo de BSA muito reduzido, o que permitiu a observacéo do efeito da variagdo
de outras variaveis, como a composicao quimica e a hidrofilicidade dos polimeros.

A Figura 85 ilustra o aspecto das amostras antes da lavagem, porém pds marcacéo

com a rodamina B para a realizacdo dos ensaios de captacédo celular.

Figura 85 — Fotografia da emulsao contendo a amostra A marcada com a rodamina B.

Os resultados das analises de captagdo celular sdo apresentados na Figura 86. Para
analisar os resultados da Figura 86, é importante agrupar as amostras de diferentes
maneiras. Confrontando primeiramente as amostras em que a molécula espacadora foi
usada, com as amostras em que apenas o fendémeno de adsorcéo era esperado, como no
par de amostras A e D, é possivel observar que ha aumento na captacdo das particulas
pelos macrofagos quando a molécula de maleimida-PEG-NHS é usada. Esse aumento foi
notado também para os demais pares de amostras de reacdo (B e F; C e F), 0 que indica
que a biomolécula possivelmente foi ligada aos polimeros com ajuda do espacador
maleimida-PEG-NHS, uma vez que ocasionou aumento da captacdo celular quando
comparado aos sistemas em que apenas o fendmeno de adsorcéao foi avaliado. Isso pode
ter sido ocasionado porque quando a maleimida-PEG-NHS é empregada, as ligacdes sdo
supostamente mais fortes do que as ocasionadas pela adsorcdo da BSA a superficie das
particulas. Dessa maneira, a utilizacdo da molécula de maleimida-PEG-NHS ocasionou
efeito benéfico para os sistemas bioconjugados, ja que permitiu maior captacdo das
nanoparticulas. Vale ressaltar que os macréfagos sdo empregados nesse trabalho apenas
como modelo e que, portanto, o efeito descrito como benéfico esta relacionado ao fato de

gue héa interesse em que as nanoparticulas sejam internalizadas quando células tumorais
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mais especificas forem estudadas. No entanto, a captacdo excessiva pelos macréfagos ndo
constitui uma vantagem porque, caso 0 sistema bioconjugado seja captado pelos
macrofagos, a atuacdo sera inespecifica, uma vez que os macrofagos estdo presentes na
corrente sanguinea como um todo.

Comparando as amostras A, B e C, observa-se que o polimero que apresentou
melhor desempenho foi o copolimero contendo acido metacrilico, seguido pelo
poli(metacrilato de metila) e finalmente pelo copolimero contendo &cido acrilico. O
mesmo comportamento é notado quando sdo comparadas as amostras D, E e F. Os
resultados sdo consistentes e indicam que parece haver preferéncia por parte dos
macrofagos pelo produto da reacdo R6, que foi o material com angulo de contato mais
baixo. Isso parece sugerir que o aumento da hidrofilicidade dos polimeros melhorou o
desempenho do sistema. No entanto, o produto da reacdo R4 apresentou angulo de contato
inferior ao produto da reacdo R2, porém foi 0 menos captado pelas células, o que indica
que a hidrofilicidade pode ndo ser o Unico fator que ocasionou 0 aumento da eficiéncia
do sistema. O aumento na captacdo pode ter sido causado pela presenca de grupamentos
acidos provenientes do acido metacrilico disponiveis na superficie das particulas, que
pode ter facilitado de alguma maneira a captacdo pelos macréfagos.

Além disso, os resultados apresentados na Figura 86 indicam que o copolimero
contendo acido metacrilico foi bem captado pelos macrofagos, ja que 85% das células
foram consideradas positivas, 0 que quer dizer que os polimeros bioconjugados foram

internalizados pelas células e, consequentemente, detectados em seu interior.
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Figura 86 — Resultados dos ensaios de captacédo celular.
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Capitulo VIII

Conclusdes e Sugestdes para Trabalhos Futuros

8.1. Conclusoes

Na primeira parte do trabalho foram realizados testes visando & insercdo de
ligacbes duplas pendentes no poliestireno via copolimerizacdo, de maneira a proceder
posteriormente com a bioconjugacéo de moléculas de cisteina, que contém grupamentos
tiol em sua estrutura. Com relacdo aos polimeros produzidos, os resultados indicaram que
houve a insercdo de duplas ligagdes pendentes quando o EGDMA foi empregado como
co-mon6mero e gue, portanto, ele poderia ser empregado nas reacoes tiol-eno.

A grande contribuicdo da etapa das reacdes que tiveram como objetivo testar a
ocorréncia de ligagdes click chemistry do tipo tiol-eno com HD, DVB e EGDMA,
consistiu no fato de que foi observado que ao contrério do que sugere a literatura, as
reacOes click ndo sdo tdo simples quanto parecem. Ha questdes, como o uso de solventes
altamente tdxicos, que ferem diretamente a defini¢cdo de click chemistry. No entanto,
maltiplos solventes sdo empregados indiscriminadamente nos trabalhos reportados. Além
disso, ficou claro que nem todos os iniciadores podem ser usados em reaces tiol-eno e
que o uso de diferentes iniciadores conduz a formacao de mistura complexa de produtos
muito diferentes entre si. Por fim, a escolha do par de reagentes tiol-eno parece ser
fundamental para garantir a eficiéncia da reacdo de click chemistry que ndo deve,
portanto, ser tratada de maneira genérica, mas particular, ja que a click chemistry do tipo
tiol-eno parece ndo ocorrer de maneira especifica em todos os casos. Dependendo da
reatividade entre os materiais escolhidos, a reacdo click pode nao ser preferencial e
conduzir a formacéo de subprodutos. No caso das reacOes testadas na primeira etapa do
trabalho foi detectada click chemistry tiol-eno no caso em que o estireno reagiu com o
acido-3-mercaptopropionico na presenca de AIBN. H4, portanto, muitos desafios acerca
da click chemistry ainda néo solucionados e pouco explorados e reportados na literatura,
0 que justificou o estudo de outra rota de reagéo.

Na segunda etapa do trabalho foram estudados (co)polimeros produzidos por
polimerizacdo RAFT em reacOes de bioconjugacdo via click chemistry do tipo tiol-
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maleimida. Vale destacar que a adicdo do agente RAFT parece ter prejudicado
parcialmente a insercdo de &cido acrilico nas cadeias poliméricas, mas que a
copolimerizacao com acido metacrilico foi bem-sucedida. As reacdes de copolimerizagéo
permitiram o aumento da hidrofilicidade dos polimeros, como almejado. Os angulos de
contato dos copolimeros contendo acido metacrilico foram maiores que os angulos de
contato dos copolimeros contendo &cido acrilico, o que provavelmente esta relacionado
ao fato de que o &cido acrilico parece ter migrado para a agua, o que possivelmente
diminuiu a insercao de grupamentos acidos na cadeia polimerica.

Os resultados também indicaram que o uso da molécula espacadora de maleimida-
PEG-NHS beneficiou os sistemas bioconjugados, uma vez que quando comparado aos
sistemas em que apenas o fenbmenos de adsorcao foi estudado, a captacdo celular foi
superior. O aumento da hidrofilicidade ndo parece ter sido o fator determinante para o
aumento da captacdo celular. Além disso, foi observado que a utilizacdo de &cido
metacrilico na composicdo dos polimeros fez com que a internalizacdo das particulas
fosse muito superior a internalizacdo com os demais polimeros estudados. Isso indica que
de alguma forma, a presenca do &cido metacrilico na superficie facilita a captacéo pelos

macréfagos.

8.2. Sugestdes para Trabalhos Futuros

Como sugestdes para trabalhos futuros seréo apresentados alguns temas que ainda
podem ser mais aprofundados e que trariam enorme contribuicdo para a comunidade
cientifica.

Primeiramente cabe um estudo sobre a avaliacdo do efeito dos diferentes
iniciadores nas reacdes de click chemistry do tipo tiol-eno. Ao longo deste trabalho ficou
claro que o mecanismo de reacdo que propde simplesmente que o iniciador se decompde
em radicais livres e inicia a etapa de propagacdo ndo ¢é trivial. Os diferentes tipos de
iniciadores exerceram diferentes funcbes em cada reacdo e com isso, 0s produtos
formados foram completamente diferentes. Dessa maneira é importante estudar que tipos
de iniciadores sdo validos para as reacdes click e também seus mecanismos de atuacao.

Ademais, vale aprofundar também a discussdo sobre a necessidade de se

conduzirem reagdes tiol-eno em meio homogéneo.
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Com relagdo & bem-sucedida reacdo de bioconjugacdo com a molécula de
maleimida-PEG-NHS, é importante conduzir um estudo com outras biomoléculas mais
especificas para a vetorizacao para tumores e avaliar a eficiéncia dos sistemas com células
cancerosas. Além disso, pode ainda ser realizado o encapsulamento de antineoplasicos.

Vale ressaltar, portanto, que ainda ha muito a ser estudado acerca desse tema, que

€ muito rico e apresenta potencial de desenvolvimento constante.
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APENDICE |

Calculos das Reacdes Click Propostas

A.l. Célculo da Secédo 3.2.2.1

As massas de cada reagente da Secdo 3.2.2.1. (Reacdo tiol-eno com estireno)
foram calculadas seguindo a indicagéo de que a proporcao tiol-eno deveria ser de 10:1 e
que seriam necessarios 0,5 equivalente de iniciador em relacdo ao grupamento tiol
(CAMPOS et al., 2008; KOO et al., 2010).

Alguns dados que foram necessarios para os calculos:

e MM do MPA - 106,14 g/gmol;
e Densidade do MPA — 1,218 g/mL,;
e MM do estireno — 104,15 g/gmol;
e MM do AIBN - 164,21 g/gmol.

Tomando como base 5 mL de MPA:

1,218 g/mL * 5 mL = 6,09 g de MPA

NuUmero de mols de MPA adicionados:

6,09 g -------- x mols
106,14 g ----- 1 mol
x=0,0574 mols

Numero de moléculas de MPA adicionadas:

Y -mmmmmmee- 0,0574 mols
y = 0,3442*10% moléculas de MPA
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Como a proporcéo tiol-eno deve ser 10:1, foi divido o nimero de moléculas de MPA
por 10 para obter o nimero de moléculas necessarias de estireno, que s6 contém uma
instauragdo. Logo, sdo necessarias 0,3442*10%2 moléculas de estireno.

Além disso, admitiu-se que cerca de 30% de MPA encontrava-se oxidado e que,
portanto, ndo participaria da reagdo tiol-eno. Essa estimativa foi feita com base na
informagdo de que grupamentos tiol livres costumam reagir entre si dando origem a
ligacdes dissulfeto. Assim, 70% de 0,3442*10% = 0,2410*10%? moléculas de estireno.

1 mol ------ 6*10% moléculas
y A — 0,2410*10% moléculas de estireno

z = 0,0040 mols de estireno

1 mol -------- 104,159

0,0040 mol ---- w

w = 0,4183 g de estireno

Como a proporcao de iniciador foi de 1:2 em relacgdo ao tiol, tem-se que:
0,0574 mols de tiol / 2 = 10,0287 mol de AIBN

164,21 g ------- 1 mol

q----—---—--- 0,0287 mols de AIBN

g=4,71 g de AIBN

Dividindo por dois esse valor de massa porque cada iniciador gera dois radicais livres,

tem-se que:
Massa de AIBN = 2,3555 g
A2. Célculos da Secéo 3.2.2.2

As massas de cada reagente da Sec¢do 3.2.2.2 (Reagdes tiol-eno com L-cisteina)

foram calculadas seguindo a indicacdo de que a proporcdo tiol-eno deveria ser de 2:1 e
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que seriam necessarios 0,5 equivalente de iniciador em relacdo ao grupamento tiol
(CAMPOS et al., 2008; KOO et al., 2010).

Alguns dados que foram necessarios para os calculos:

e MM da cisteina — 121,16 g/gmol;
e MM do hexadieno — 82,14 g/gmol,
e MM do DVB - 130,19 g/gmol;

e MM do EGDMA - 198,22 g/gmol;
e MM do BPO - 242,21 g/gmol;

e MM do AIBN - 164,21 g/gmol;

e MM do K2S;0s — 270,33 g/gmol.

Primeiramente foi escolhido como base empregar 0,01 mol de cisteina. Dessa
maneira, para todas as reaces click testadas, a massa de cisteina empregada foi de 1,21g.

Partindo desse valor e da informacdo de que cada molécula de cisteina contém
apenas 1 grupamento tiol livre, partiu-se entdo para a determinacdo das massas dos
compostos vinilicos. Como tanto no hexadieno, como no DVB e no EGDMA hé duas
insaturacgdes e para cada dupla ligacao é necessario haver 2 grupamentos tiol, é necessario
adicionar 0,0025 mol de hexadieno, DVB ou EGDMA nas reaces.

Dessa maneira:

Massa do composto vinilico = MM do composto vinilico * 0,0025 (12)

e Massa de hexadieno = 82,14*0,0025 = 0,205¢;
e Massa de DVB = 130,19*0,0025 = 0,325g;
e Massa de EGDMA =198,22*0,0025 = 0,496¢.

Com relagdo as massas dos iniciadores, o célculo é feito, como ja mencionado,
considerando que é necessario adicionar 0,5 equivalente em relacdo a cisteina. Portanto,
como a cisteina possui apenas 1 grupamento tiol, mas os iniciadores se decompdem

gerando 2 radicais livres, deve ser empregado ¥ do numero de mols de cisteina.

Dessa maneira:
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Massa de iniciador = MM do iniciador * 0,0025 (13)

e Massa de BPO = 242,21*0,0025 = 0,605g;
e Massa de AIBN = 164,21*0,0025 = 0,410g;
e Massa de K2S,0g = 270,33*0,0025 = 0,675g.

A3. Célculos da Secéo 3.2.2.3

As massas de cada reagente da Secdo 3.2.2.3 (Reac0es tiol-eno com L-cisteina e
acido ascorbico) foram calculadas seguindo a indicacdo de que a proporcao tiol-eno
deveria ser de 5:1 e que seriam necessarios 0,5 equivalente de iniciador em relacdo ao
grupamento tiol (CAMPOS et al., 2008; KOO et al., 2010).

Alguns dados que foram necessarios para os calculos:

e MM da L-cisteina — 121,16 g/gmol;
e MM do DVB - 130,19 g/gmol;

e MM do EGDMA - 198,22 g/gmol;
e MM do BPO - 242,21 g/gmol;

e MM do AIBN - 164,21 g/gmol;

e MM do K2S;0s — 270,33 g/gmol.

Usando como base 0,01 mol de L-cisteina e, portanto, 1,21 g de L-cisteina, tem-

se que:

x = 6*10%* moléculas de L-cisteina

Como a proporcao tiol:eno escolhida foi de 5:1, calcula-se que:

Numero de moléculas de DVB = 6*102Y/(2*5) porque o divinilbenzeno tem duas

insaturacdes. Logo,
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y =0,1302 g de DVB

O mesmo raciocinio deve ser feito para os EGDMA, logo:

y =0,1982 g de DVB

As massas dos iniciadores sdo as mesmas da Secéao 3.2.2. porque os calculos sdo

feitos com base na L-cisteina, cuja massa é a mesma da secao citada.

A4. Calculos da Sec¢do 3.2.2.5

As massas de cada reagente da Secao 3.2.2.5 (Reac0es tiol-eno com cloridrato de
cisteina (Cis-Cl)) foram calculadas seguindo a indicacdo de que a proporgdo tiol-eno
deveria ser de 4:1 e que seriam necessarios 0,5 equivalente de iniciador em relagdo ao
grupamento tiol (CAMPOS et al., 2008; KOO et al., 2010).

Alguns dados que foram necessarios para os calculos:

e MM da Cis-Cl - 157,61 g/gmol;

e MM do EGDMA - 198,22 g/gmol;
e MM do AIBN — 164,21 g/gmol;

e MM do K>S,0g — 270,33 g/gmol.

Usando como base 0,01 mol de cloridrato de cisteina, portanto, 1,57 g de

cloridrato de cisteina, tem-se que:

x = 6*10% moléculas de L-cisteina
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Como a proporcao tiol:eno escolhida foi de 4:1, calcula-se que:
Numero de moléculas de EGDMA = 6*102Y/(2*4) porque o EGDMA tem duas

insaturacdes. Logo,

6*10% ----- 1 mol -------- 198,22g
y =0,25 g de EGDMA

A proporc¢do de iniciador em relacdo ao tiol foi de 0,5 equivalente. Como ha
6*102! moléculas de L-cisteina, dividindo por 2 tem-se o nimero de moléculas de cada

iniciador a ser empregado.

3*10%! moléculas de AIBN ----- W
6*10%2 moléculas AIBN ------------ 164,21 g
w = 0,82 g de AIBN

3*10% moléculas de K2S,0g ----- q
6*10% moléculas de K3S,0g ------------ 270,33 g
g =1,35 g de K>S,0g

Ab5. Célculos da Secéo 3.2.2.6

As massas de cada reagente da Secdo 3.2.2.6 (Reagdes tiol-eno com &cido-3-
mercaptopropidnico) foram calculadas seguindo a indicacdo de que a proporcdo tiol-eno
deveria ser de 10:1 e que seriam necessarios 0,5 equivalente de iniciador em relacdo ao
grupamento tiol (CAMPOS et al., 2008; KOO et al., 2010).

Alguns dados que foram necessarios para os calculos:

e Mw do polimero — 497252 g/gmol,
e MM do MPA — 106,14 g/gmol;

¢ MMA do AIBN - 164,21 g/gmol.

Usando como base o valor de 0,2 g de polimero, tem-se que:
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497252 ¢f --------- 1 mol -------- 6*10%° moléculas
0,29 ---—--—--—--- x mols --------- y moléculas

y = 2,4*10'" moléculas de polimero

Supondo que teria apenas uma dupla pendente em cada cadeia e usando a
proporcao tiol:eno de 10:1, tem-se que:

2,4*10Y7 * 10 = 2,4*10' moléculas de tiol
6*10% moléculas ------- 1 mol -------- 106,14 g
2,4*10'8 moléculas ----- X Mols ------- yg

y =0,00042 g de MPA

Como a proporgao de iniciador nesse caso foi de 1:2 em relagdo ao tiol, a massa
de AIBN calculada é:

2,4*108/ 2 = 1,2*10*® moléculas de AIBN
1,2*10'8 moléculas --------- z

6*10%° moléculas -------- 164,21 g
z=0,00032 g de AIBN
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APENDICE Il

Gréficos das Correlagdes entre as Reagdes do Capitulo 1V

A seguir sdo apresentados os graficos das correlagdes entre os produtos das

reacOes apresentadas no Capitulo IV.

Reacdo 5 (u.a.)

Reacdo 4 (u.a.)

Figura 87 - Correlacdo entre os valores de transmitancia obtidos nas analises de FTIR

dos produtos das reagdes 4 e 5.
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Reacdo 6 (u.a.)

Reagdo 4 (u.a.)

Figura 88 - Correlacdo entre os valores de transmitancia obtidos nas analises de FTIR

dos produtos das reacdes 4 e 6.

Reacdo 6 (u.a.)

Reacdo 5 (u.a.)

Figura 89 - Correlacdo entre os valores de transmitancia obtidos nas analises de FTIR

dos produtos das reagdes 5 e 6.
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Reacdo 8 (u.a.)

Reagdo 7 (u.a.)

Figura 90 - Correlacdo entre os valores de transmitancia obtidos nas analises de FTIR

dos produtos das reacdes 7 e 8.

Reacdo 9 (u.a.)

Reagdo 7 (u.a.)

Figura 91 - Correlacdo entre os valores de transmitancia obtidos nas analises de FTIR

dos produtos das reacdes 7 e 9.
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Reagdo 9 (u.a.)

Reacdo 8 (u.a.)

Figura 92 - Correlacdo entre os valores de transmitancia obtidos nas analises de FTIR

dos produtos das reacdes 8 e 9.

Reacdo 4 (u.a.)

Reagdo 1 (u.a.)

Figura 93 — Correlacdo entre os valores de transmitancia obtidos nas analises de FTIR

dos produtos das reacdes 1 e 4.
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Reagdo 7 (u.a.)

Reacdo 1 (u.a.)

Figura 94 - Correlacdo entre os valores de transmitancia obtidos nas analises de FTIR

dos produtos das reacdes 1 e 7.

Reacdo 7 (u.a.)

Reagdo 4 (u.a.)

Figura 95 — Correlacdo entre os valores de transmitancia obtidos nas analises de FTIR

dos produtos das reacdes 4 e 7.
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Reagdo 5 (u.a.)

Reagdo 2 (u.a.)

Figura 96 - Correlacdo entre os valores de transmitancia obtidos nas analises de FTIR

dos produtos das reacdes 2 e 5.

Reagdo 8 (u.a.)

Reagdo 2 (u.a.)

Figura 97 - Correlacdo entre os valores de transmitancia obtidos nas analises de FTIR

dos produtos das reagdes 2 e 8.
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Reacdo 8 (u.a.)

Reagdo 5 (u.a.)

Figura 98 — Correlacdo entre os valores de transmitancia obtidos nas analises de FTIR

dos produtos das reacdes 5 e 8.

Reacdo 6 (u.a.)

Reacdo 3 (u.a.)

Figura 99 — Correlacdo entre os valores de transmitancia obtidos nas analises de FTIR

dos produtos das reagdes 3 e 6.
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Reagdo 9 (u.a.)

Reacdo 3 (u.a.)

Figura 100 - Correlacdo entre os valores de transmitancia obtidos nas analises de FTIR

dos produtos das reacdes 3 e 9.

Reacdo 9 (u.a.)

Reagdo 6 (u.a.)

Figura 101 — Correlacdo entre os valores de transmitancia obtidos nas analises de FTIR

dos produtos das reacdes 6 e 9.
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Reacdo 11 (u.a.)

Reacdo 10 (u.a.)

Figura 102 - Correlacdo entre os valores de transmitancia obtidos nas anlises de FTIR

dos produtos das reacdes 10 e 11.

Reacdo 12 (u.a.)

Reagdo 10 (u.a.)

Figura 103 - Correlacdo entre os valores de transmitancia obtidos nas analises de FTIR

dos produtos das reacdes 10 e 12.
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Reacdo 12 (u.a.)

Reacdo 11 (u.a.)

Figura 104 - Correlacdo entre os valores de transmitancia obtidos nas analises de FTIR

dos produtos das reacdes 11 e 12.

Reacdo 14 (u.a.)

Reacdo 13 (u.a.)

Figura 105 - Correlacdo entre os valores de transmitancia obtidos nas andlises de FTIR

dos produtos das reacdes 13 e 14.
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Reacdo 15 (u.a.)

Reacdo 13 (u.a.)

Figura 106 - Correlacdo entre os valores de transmitancia obtidos nas analises de FTIR

dos produtos das reacdes 13 e 15.

Reacdo 15 (u.a.)

Reagdo 14 (u.a.)

Figura 107 - Correlacdo entre os valores de transmitancia obtidos nas analises de FTIR

dos produtos das reacdes 14 e 15.
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Reacdo 17 (u.a.)

Reacdo 16 (u.a.)

Figura 108 - Correlacgdo entre os valores de transmitancia obtidos nas analises de FTIR

dos produtos das reacdes 16 e 17.

Reacdo 18 (u.a.)

Reagdo 16 (u.a.)

Figura 109 - Correlacdo entre os valores de transmitancia obtidos nas analises de FTIR

dos produtos das reacdes 16 e 18.
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Apéndice Il - Gréficos das correlagdes entre as rea¢des do Capitulo IV

Reacdo 18 (u.a.)

Reagdo 17 (u.a.)

Figura 110 - Correlacdo entre os valores de transmitancia obtidos nas analises de FTIR

dos produtos das reacdes 17 e 18.

Reacdo 20 (u.a.)

Reagdo 19 (u.a.)

Figura 111 - Correlacdo entre os valores de transmitancia obtidos nas analises de FTIR

dos produtos das reacdes 19 e 20.
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Apéndice Il - Gréficos das correlagdes entre as rea¢des do Capitulo IV
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Reacdo 21 (u.a.)

Reacdo 19 (u.a.)

Figura 112 - Correlacdo entre os valores de transmitancia obtidos nas analises de FTIR

dos produtos das reacdes 19 e 21.

S, 0

<

Reacdo 21 (u.a.)

Reagdo 20 (u.a.)

Figura 113 - Correlacdo entre os valores de transmitancia obtidos nas analises de FTIR

dos produtos das reacdes 20 e 21.
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Apéndice Il - Gréficos das correlagdes entre as rea¢des do Capitulo IV

Reacdo 23 (u.a.)

Reagdo 22 (u.a.)

Figura 114 - Correlacdo entre os valores de transmitancia obtidos nas analises de FTIR

dos produtos das reacdes 22 e 23.

Reacdo 24 (u.a.)

Reagdo 22 (u.a.)

Figura 115 - Correlacdo entre os valores de transmitancia obtidos nas andlises de FTIR

dos produtos das reagdes 22 e 24.
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Apéndice Il - Gréficos das correlagdes entre as rea¢des do Capitulo IV

Reacdo 24 (u.a.)

Reacdo 23 (u.a.)

Figura 116 - Correlacdo entre os valores de transmitancia obtidos nas analises de FTIR

dos produtos das reacdes 23 e 24.

Reacdo 26 (u.a.)

Reagdo 25 (u.a.)

Figura 117 - Correlacdo entre os valores de transmitancia obtidos nas analises de FTIR

dos produtos das reacdes 25 e 26.
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Apéndice Il - Gréficos das correlagdes entre as rea¢des do Capitulo IV

Reacdo 28 (u.a.)

Reagdo 27 (u.a.)

Figura 118 - Correlacdo entre os valores de transmitancia obtidos nas anéalises de FTIR

dos produtos das reacdes 27 e 28.

Reacdo 29 (u.a.)

P(S-co-EGDMA) (u.a.)

Figura 119 - Correlacdo entre os valores de transmitancia obtidos nas analises de FTIR
dos produtos das reagdes P(S-co-EGDMA) e da reacdo 29.
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Apéndice Il - Gréficos das correlagdes entre as rea¢des do Capitulo IV

Reacado 30
[ ]
[ ]
apdr

P(S-co-EGDMA)

Figura 120 - Correlacdo entre os valores de transmitancia obtidos nas analises de FTIR
dos produtos das reacdes P(S-co-EGDMA\) e da reacao 30.

Reagdo 31
[ ]

P(S-co-EGDMA)

Figura 121 - Correlacdo entre os valores de transmitancia obtidos nas analises de FTIR
dos produtos das reagdes P(S-co-EGDMA) e da reagéao 31.
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Apéndice 1l — Cromatogramas de GPC das reac¢des do Capitulo VII

APENDICE 111

Cromatogramas de GPC dos produtos das reacdes conduzidas no
Capitulo VII

A seguir séo apresentados os cromatogramas de GPC dos produtos obtidos nas
reacOes apresentadas no Capitulo VII.
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Figura 122 — Cromatograma de GPC do produto da reacéo R1.
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Figura 123 — Cromatograma de GPC do produto da reagdo R2.
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Apéndice 1l — Cromatogramas de GPC das reacdes do Capitulo VI
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Figura 124 — Cromatograma de GPC do produto da reacéo R3.
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Figura 125 — Cromatograma de GPC do produto da reacdo R4.
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Apéndice 111 — Cromatogramas de GPC das reagdes do Capitulo VI

Resposta Normalizada

Resposta Normalizada
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Figura 126 — Cromatograma de GPC do produto da reacdo R5.
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Figura 127 — Cromatograma de GPC do produto da reagédo R6.
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