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O RIO E O OCEANO

Diz-se que, mesmo antes de um rio cair no oceano ele treme
de medo.

Olha para trés, para toda a jornada, os cumes, as montanhas,
0 longo caminho sinuoso através das florestas, atraves dos
povoados, e V€ a sua frente um oceano tdo vasto que entrar
nele nada mais é do que desaparecer para sempre.

Mas ndo ha outra maneira. O rio ndo pode voltar.

Ninguem pode voltar. Voltar é impossivel na existéncia. Vocé
pode apenas ir em frente.

O rio precisa se arriscar e entrar no oceano.

E somente quando ele entra no oceano é que o0 medo
desaparece.

Porque apenas entdo o rio sabera que ndo se trata de
desaparecer no oceano, mas tornar-se oceano.

Por um lado € desaparecimento e por outro lado é
renascimento.

Assim somos nos.

S0 podemos ir em frente e arriscar.

Coragem!Avance firme e torne-se Oceano!

Osho
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Resumo

Utilizacao de Poli(glicerol) Dendritico como transportador de Cianocobalamina

Borilada para utilizacdo na BNCT

Leticia Silvério Real

Orientador: Dr. Alvaro Antonio Alencar Queiroz

O presente trabalho descreve a sintese e caracterizagdo do conjugado de poli(glicerol)
com vitamina B, borilada (Cbl-BFA/PGLDg4). O conjugado foi concebido com vistas a sua
utilizacdo na Terapia de Captura de Néutrons pelo Boro (BNCT), uma técnica de radioterapia
empregada principalmente em tumores cerebrais como o glioblastoma multiforme (GBM). A
BNCT consiste na administragdo pelo paciente de um composto que contenha °B em sua
composicdo seguido de aplicacdo de um feixe de néutrons térmicos na area tumoral. O
sucesso da técnica depende da deposicdo do elemento *°B nas células tumorais que deve se
acumular em guantidades maiores nessas células do que nas sadias. A borofenilalanina (BFA)
é um dos compostos mais estudados e utilizados na BNCT, por ser absorvido seletivamente
por células de alguns tumores e ndo ser toxico ao organismo. Varios estudos vém tentando
melhorar as propriedades de entrega de boro de compostos ja utilizados na técnica. Neste
trabalho a vitamina B, € usada como agente direcionador do BFA para células tumorais, pois
varios estudos mostram que células tumorais possuem um grande requerimento de absorcao
de vitamina Bj, para sua rapida multiplicacdo, visto que ela € importante para processos
metabolicos basicos. Unidos aos dois compostos, BFA e vitamina Bj,, esta o PGLD um
poli(glicerol) dendritico que ira funcionar como um sistema de liberacdo do agente de entrega

de boro no organismo.

Palavras — Chave: Poli(glicerol), Cianocobalamina, Borofenilalanina, BNCT.



ABSTRACT

Use of Dendritic Poly (glycerol) as a Borated Cyanocobalamine Carrier for use
in BNCT

Leticia Silvério Real

Orientadora: Dr. Alvaro Antonio Alencar Querioz

The present work describes the synthesis and characterization of the poly (glycerol)
and bored B, vitamin (Cbl-BPA/PGLDg,4) conjugated. Such conjugated was conceived with
focus on its utilization in the Boron Neutron Capture Therapy (BNCT), a radiotherapy
technique applied mostly in brain tumors as the multiform glioblastoma. The BNCT consists
in the administration, by the patient, of a compound that contains °B in its composition
followed by the application of a thermal neutron beam at the tumor. The techniques success
depends on the deposition of *°B on the tumor cells, so that it deposits more on these cells
than on the healthy ones. The boronphenylalanine (BPA) is one of the most studied
compounds on the BNCT, because of its selective absorbability by some tumor cells and the
fact that it is not toxic to the organism. Several studies have been trying to improve the boron
delivery properties of compounds already used in this technique. In this work, B1, vitamin is
used as a BPA delivery agent for tumor cells, since several studies show that the tumor cells
have a large B, absorption requirement for its quick multiplication, since it’s important for
the basic metabolic processes. Connected with both compounds, BPA and Bj; vitamin, the

dendritic poly(glycerol) that will work as a boron’s delivery agent liberation system.

Keywords: Poly(glycerol), Cyanocobalamin, Boron phenylalanine, BNCT
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1.1 Cancer

Pode-se definir o cadncer como um conjunto de mais de 100 doencas na qual células
crescem desordenadamente, agressivamente e incontrolavelmente invadindo tecidos e 6rgdos,
podendo espalhar — se (metastase) para outras regifes do corpo. O acumulo dessas células
formam os tumores (massa de células cancerosas). Existem diversos tipos de cancer que
dependem do tipo de célula, como por exemplo, células epiteliais, células do tecido Gsseo,
entre outros tipos. O céncer também pode ser diferido em relagdo a velocidade de
multiplicacdo das células e a capacidade de invadir outros 6rgdo e tecidos vizinhos ou
distantes (INCA).

O céncer é uma das doencas que mais mata no mundo, dados da Organiza¢do Mundial
da Saude (OMS) indicam que a cada ano 8,2 milhdes de pessoas morrem de cancer, a maioria
em paises de baixa e meédia renda devido a falta de equipamentos, tecnologia para
diagnodsticos precoces e tratamentos adequados. Em paises com alto acesso a servigos de
salde, muitos casos dde cancer sdo diagnosticados ja em estagio avancado, quando ja se torna
dificil tratar a doenca.

Segundo a International Agency for Research on Cancer (larc) da OMS, ¢
inquestionavel que o cancer € um problema de satde publica, especialmente entre os paises
em desenvolvimento, espera — se que 80% dos 20 milhdes de novos casos até 2025 sejam
nesses paises.

No Brasil, a estimativa para o biénio 2016-2017 é de 600 mil novos casos por ano
(INCA,2015). Para homens foram estimados que os tipos de cancer mais freqliente para o
biénio serdo o de prdstata (61,200 novos casos/ano), colon reto (17,330 novos casos/ano),
estdbmago (12,920 novos casos/ano) e cavidade oral (11,140 novos casos/ano). Para as
mulheres, as maiores incidéncias serdo de canceres de mama (57,960 novos casos/ano), colon
reto (17,620 novos casos/ano), colo do Gtero (16,340 novos casos/ano), pulmao (10,160 novos

casos/ano) e estdbmago (7,600 novos casos/ano).
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Apesar de ndo se encontrar entre os tipos de cancer mais incidentes no ano de 2016, o
cancer do sistema nervoso central foi estimado em 5.440 casos em homens e 4.330 em
mulheres para 0 mesmo ano pelo INCA. Certos tipos de tumores cerebrais, como o
glioblastoma multiforme (GBM), séo extremamente agressivos e 0s portadores do tumor
possuem um tempo de sobrevida baixo, pois o tumor é de dificil tratamento. Muitas vezes a
area em que se aloja é inoperavel e em outras os tratamentos de radioterapia e quimioterapia

nao respondem com eficécia.

1.1.1 Céncer SNC
O cancer do sistema nervoso central (SNC) é o 14° tipo de cancer mais frequente em

homens atingindo em torno de 3,9 a cada 100 mil homens e o 15° entre as mulheres atingindo
cerca de 3,0 a cada 100 mil mulheres, apesar de ser relativamente raro contribui
significantemente para a mortalidade correspondendo a cerca de 2% de todos os tumores
malignos no mundo. Vale ressaltar que a incidéncia é maior quanto maior o nivel
socioecondmico, esse fendmeno deve-se a melhora ao acesso as tecnologias diagnosticas e
consequente descoberta da doenca.

No Brasil, 0 nimero de novos casos de cancer do SNC estimado no biénio 2016-2017
é de 5.440 casos em homens e 4.330 em mulheres (INCA, 2017).

A Tabela 1 apresenta os tipos histoldgicos de cancer do SNC que ocorrem com maior

frequencia:

Tabela 1 Tipos histol6gicos mais frequentes de cancer que ocorrem no SNC

Tipo Frequéncia
Glioma 40% a 60%
Meningioma 20% a 35%
Neurilemomas 5% a 10%

Podendo ainda serem citados alguns outros tipos histologicos existentes, porém mais raros
como: adenomas pituitarios, meduloblastomas, tumores de medula espinhal e nervos

periféricos.

1.1.2 Gliomas
Entre os tumores que comecam no cérebro os gliomas sdo 0s mais comuns e

perfazem cerca de 33% de todos 0s tumores cerebrais.
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Glioma é um crescimento de células cancerosas ou tumor composto de células derivadas de
tecido neuroglial, o material que suporta e protege as células nervosas. Os gliomas tipicamente se
formam no cérebro ou na medula espinhal e sdo classificados pelo tipo de célula e localizagao

(Encyclopadia Britannica).

Existem diferentes graus de gliomas, indicando seu potencial de crescimento e
agressividade. Entres os tipos de gliomas estdo os astrocitomas que sdo tumores de células
gliais desenvolvidos a partir de células do tecido conjuntivo chamadas astrocitos e é o tumor
cerebral intra-axial primario mais comum, representando quase metade de todos os tumores
cerebrais primarios. S8o frequentemente encontrados no cérebro, mas também no cerebelo
(localizado na base do cérebro). Podem se desenvolver em adultos ou criangas. Astrocitomas
policiticos sdo gliomas de cerebelo de baixo grau comumente encontrados em criangas.
Existem também os astrocitomas de alto grau, denominado glioblastoma multiforme (GBM),
€ 0 tipo de tumor mais maligno de todos os de cérebro (Encyclopadia Britannica).

O GBM (Figura 1) € o tipo mais agressivo, 0 tempo de sobrevida para pacientes com
glioblastoma multiforme que ndo sdo submetidos a nenhum tipo de tratamento € de 3 meses.
Em pacientes com tratamento adequado (cirurgia, radioterapia e quimioterapia) a média de

sobrevida é de 1 a 2 anos.

Figura 1 — A figura mostra 0 GBM, pior forma possivel de glioma. Fonte: https://library.med.utah.edu/
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1.1.3 Tratamentos para gliomas

Os tipos de tratamentos para o cancer cerebral variam de acordo com o tipo e
localizagdo do tumor, podem ser utilizados separadamente ou em conjunto. Entre oS
tratamentos mais utilizados estdo a cirurgia de retirada do tumor, dependente da sua
localizacdo no cérebro; radioterapia que utiliza radiacdo ionizante para destruir ou inibir o
crescimento das células anormais que formam o tumor, que pode ser utilizada apés cirurgia
para destruir as células cancerigenas remanescentes ou como tratamento principal; A
quimioterapia que utiliza medicamentos anticancerigenos para destruir as células tumorais,
porém por ser um tratamento sistémico atingem além das células tumorais também as células
sadias do organismo.

Em muitos casos quando ndo ha destruicdo de 99,99% das células cancerosas a
probabilidade do tumor retornar € muito grande (DALLE, 1999). Diante da ineficiéncia dos
tratamentos convencionais para alguns tipos de tumores por varios motivos como: o tumor
ndo responde a radiagdo convencional (raios X), esta localizado em regides anatdmicas
complicadas e/ou inoperaveis ou ndo responde a um tratamento quimico por reproduzir — se
rapidamente, surge uma terapia alternativa, chamada Terapia de Captura de Néutrons pelo
Boro (BNCT — Boron Neutron Capture Therapy), capaz de atingir apenas células cancerosas,
poupando as células sadias.

Existem altas expectativas em relacdo a pesquisa em BNCT para o tratamento de
tumores cerebrais malignos, particularmente o glioblastoma multiforme. Uma vez que a
BNCT permite que uma grande dose de radiacdo seja administrada de uma s6 vez, sdo nesses
casos gque o tumor reage (como evidenciado pela degeneracdo e desaparecimento das lesdes
na ressonancia magnética) muito mais rapidamente (cerca de dois dias) ao da radioterapia
(ONO, 2016).
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Figura 2 — A ressonancia mostra a diminuicao do tumor (foto lado direito) ap6s a BNCT. Fonte: Osaka Medical
College

1.2 BNCT

A Terapia de captura de Néutrons pelo Boro foi sugerida como tratamento oncologico
pela primeira vez pelo fisico americano Gordon L. Locher em 1936, e desde entdo vem sendo
objeto de crescente interesse (LOCHER, 1936).

A BNCT ¢ uma forma de tratamento por radiacdo para diversos tipos de tumores,
baseia-se na administracdo intravenosa ou oral ao paciente de um composto contendo o
isétopo 10 do Boro (*°B) em sua férmula.

O boro € um elemento quimico de numero atémico 5 e existe na forma de dois
isétopos com ndmeros de massa de 10 (*°B) e 11 (*'B) em uma proporcio de 1:4, porém
apenas 0 '°B é capaz de absorver (capturar) néutrons térmicos, além de formar compostos ndo
radioativos e quimicamente inofensivos ao organismo.

O sucesso da técnica depende da deposicdo do elemento nas células tumorais seguida
pela irradiacdo com néutrons de baixa energia. Sabe — se que alguns compostos contendo boro
tém propriedade de se acumular em quantidades muito maiores nas células cancerosas do que
nas células normais causando altas concentraces de boro nos tumores e baixa concentracdo
nos demais tecidos sadios. Apds a administracdo do composto de boro no paciente este é
entdo colocado em frente a um feixe de néutrons provenientes de um reator nuclear. O boro
possui uma alta seccdo de choque para absorcéo de néutrons, mil vezes maior em relacdo aos
elementos que compdem o tecido corporal, hidrogénio 1H, carbono 12C e oxigénio 16°
(TERO, et. al, 2010).

1.2.1 Interac¢do néutron — boro
O néutron é uma particula neutra, ou seja, possui carga elétrica nula. Sabe — se que o

mesmo € estavel quando ligado a um ndcleo. Por ndo possuir carga elétrica, tal particula ndo
17



interage eletromagneticamente com a matéria, mas por meio de interacdes de espalhamento
ou reacdes nucleares, nas reac6es nucleares as interagdes podem ocorrer via fissdo nuclear ou
via captura neutrdnica. Na terapia de captura de néutrons pelo boro, como o préprio no diz, a
interagdo que ocorre € a de captura neutrdnica, onde um néutron de baixa energia forma um
estado ligado instavel com um atomo essa energia € liberada no processo podendo ainda ser
produzida uma particula pesada (TIJERO, et. al, 2010).

Na BNCT séo utilizados néutrons epitermais que possuem uma energia de cerca de 0,5
eV a 40 keV que quando irradiados sdo capturados pelo *°B, tornando-o um is6topo instavel,
radioativo, que decai por fissdo nuclear para 'Li e particulas alfa (*He), seguindo a relacéo
198 (n,a)"Li. A Figura 3 apresenta um esquema da interac&o entre néutron e o *°B (CAMPOS,
2000).

Nucleo
Compaosto

Emissdo

Figura 3 — Atomos de °B ao se encontrarem com 0s néutrons térmicos formam um ndcleo composto que por
fissdo formam atomos de “He e ’Li e sdo emitidos em direcdes opostas. A distancia total percorrida por ambos é
de 14 pm, que corresponde aproximadamente ao tamanho de uma célula. Fonte: ONO, 2016.

As particulas geradas como resultado da captacdo de néutrons pelo boro, *°Li e “He,
fornecem alta energia ao longo de seu curto percurso, aproximadamente o didmetro de uma
célula (10 pm). Assim, apenas as células neoplésicas que contenham *°B sdo mortas ap6s a

irradiacdo de néutrons térmicos (Figura 4).
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Irradiacdo — Feixe de
Néutrons

Composto Boro

Células
Cancerigenas ~ Células Entrega de boro nas células
Sadias
cancerosas

-
Quebra do composto
de boro, geragdo de
Célulasadia radiagdo, levando a
preservada pés BNCT lise das células
cancerigenas

Figura 4 — O esquema mostra o composto de boro sendo absorvido pelas células e irradiado por um feixe de
néutrons resultando na morte das células que continham boro poupando as células sadias. Fonte: KAVITAA,
2016.

1.2.2 Compostos utilizados na BNCT
Para que a técnica seja eficaz os compostos de boro utilizados na BNCT devem exibir

algumas propriedades principais (ONO, 2016):

1. Devem-se acumular seletivamente nas células tumorais (a proporcdo em células tumorais
para concentracdo em células normais [T/N] deve ser maior ou igual a 3) e estar presente em
grandes quantidades (a uma concentracéo de *°B de 20 a 40 ppm) ou pelo menos 20 pg de °B

para cada grama de massa tumoral (BARTH et al., 2005).

2. Nao devem possuir nenhum efeito farmacéutico e devem funcionar apenas como um agente

de entrega de boro.

3. Ndo devem ser metabolizados, mas devem permanecer em tecido tumoral por um certo

periodo de tempo.
4. Devem apresentar baixa toxicidade, uma vez que sdo administrados diretamente no sangue.

A concentracdo de °B nos tecidos é estimada a partir de taxas tecido-sangue
(CODERRE e MORRIS, 1999). Medidas de concentragdo de '°B no sangue sio realizadas
antes e apoOs a irradiacdo, com objetivo de fornecer antes da irradiacdo uma previsdo da
concentracdo média de °B e apos a irradiacdo obtém-se assim melhor estimativa para a

concentracdo real durante a irradiagdo completa, ja que existem variagdes significativas nas
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concentragdes de B no sangue entre pacientes individuais, independentemente se a mesma
quantidade de BFA € infundida por peso corporal( KORTESNIEMI et. al. 2004).

Existem atualmente trés geracdes de agentes de entrega de boro utilizados na BNCT.
A primeira geracdo de agentes de entrega de boro foi o acido borico e seus derivados,
utilizados em testes clinicos em 1950. Porém, estas substancias tinham pouca retencdo nos
tumores, ou seja, baixa concentragdo de boro nas células tumorais e ndo possuiam seletividade
entre as células sadias e tumorais (GODWIN et al., 1955). A partir de 1960 dois outros
compostos comegaram a ser utilizados nos testes clinicos a borofenilalanina (BFA) que tem a
estrutura de um aminodcido e o borosulfilhidril (BSH) que possui a estrutura semelhante a um
cluster.

Em 1987 a BFA comecou a ser utilizado no tratamento de melanoma maligno (cancer
de pele), entdo comecgou-se a notar que a concentracdo de BFA era muito maior ndo somente
nas células de melanoma mais também em outros tipos de células tumorais. Pensa-se que esse
aumento da concentracdo em células cancerosas podia ser explicado pelo aumento no nivel de

transportes de amino&cidos em células de tumores malignos (ONO, 2016).

BFA

O L-BFA (Figura 5) inicialmente utilizado na BNCT para melanoma devido a sua
semelhanca com a L-fenilalanina, substancia a partir da qual se inicia a biossintese de
melanina. Hoje, é utilizada na BNCT para tumores cerebrais, cabeca e pesco¢o, pois notou —
se uma grande propensdo dessa substancia em se acumular em varios tipos de tumores. O
BPA possui um grande grau de hidrofobia, necessitando ser combinado com alguma

substancia para formar um complexo solivel em agua (ONO, 2016).

COH
HO_ |
'ICIB I\]H2
|
OH L-BPA

Figura 5 — Estrutura quimica BFA.

Alguns estudos estimam a dose endovenosa a ser aplicada de BFA entre 250 mg
BFA/Kg a 900mg BFA/Kg (YAMAMOTO et. al.2013)
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BSH

O BSH (Figura 6) consiste em uma série de aglomerados de boro com uma estrutura
de 20 faces. E uma molécula idnica solivel em agua com 12 atomos de boro, e consegue
transpassar a barreira hematoencefalica, sendo por esse motivo utilizado inicialmente para
tumores cerebrais (ONO, 2016). O BSH Possui uma meia vida no tumor de aproximadamente
quatro horas e meia, apds este intervalo so restard metade da concentracdo inicial do boro no
tumor, limitando também deste modo o tempo de irradiacdo(DALLE, 1999).

C

. //"VQ _-SH

©:°B (%
©:%BH BSH

Figura 6 — Estrutura quimica BSH. Fonte ONO, 2016.

O BFA difere do BSH na medida em que esse € seletivamente absorvido por células
cancerosas. Os compostos de boro exibem uma distribuicdo microscopica complexa, e a
concentracdo de boro nas células tumorais difere quanto ao tipo de composto utilizado e
também quanto ao tipo de célula tumoral. As doses a serem administradas antes do tratamento
dependem de cada composto utilizado e sdo calculadas virtualmente e em seguida
multiplicadas por um coeficiente de converséo.

A terceira geracdo, geracdo atual, vem tentando unir os compostos ja utilizados com
boa resposta para a técnica, BFA, BSH, e outros compostos contendo boro aliados a
moléculas de segmentacdo de baixo e alto peso molecular como direcionadores dos agentes de
boro para as células tumorais, como: mitocondrias, lisossomos, acucares (frutose), porfirinas,
anticorpos monoclonais ou outros componentes de direcdo de macromoléculas, na tentativa de
aumentar a concentracio de '°B nas células tumorais (KAVITAA, 2016).

Alguns grupos de pesquisa pelo mundo, localizados principalmente na Europa e no

Japdo vem buscando compostos, ou tentando melhorar de alguma maneira aqueles utilizados
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na BNCT para que correspondam a todas essas propriedades acima citadas (ONO, 2016).

Neste trabalho, partindo da tendéncia nas pesquisas em desenvolver uma forma de
aumentar a concentracao de boro dentro das células tumorais, terceira geracao de agentes de
entrega de boro, utilizou-se a vitamina B, ligada a BFA para direcionar o composto de boro
para dentro das células tumorais, utilizando de informacGes fornecidas por varios estudos de
que as células tumorais possuem um grande requerimento de absorcdo de vitamina B, para
sua rapida multiplicacdo (FLODH, ULLBERG, 1968).

1.3 Vitamina B12

Durante toda sua historia a vitamina By, rendeu dois prémios Nobel. A histéria de
sua descoberta comeca com uma doenca, a anemia letal causada por disturbios gastricos
descrita pela primeira vez em 1824, por Combe e Addison. A doenca permaneceu mortal
durante um século recebendo 0 nome de anemia perniciosa por este motivo. Whipple e
Robscheit-Robbins demonstraram em 1925, que a doenca poderia ser combatida a partir da
ingestdo de grandes quantidades de figado num experimento realizado com cées
(VANNUCHI, MONTEIRO, 2010).

Eis que em 1926, Fueron Minot e Murphy receberam um prémio Nobel de Medicina,
pois partindo das observactes de Whipple e Robscheit descreveram a eficacia da alimentagéo
com figado para o tratamento da anemia perniciosa. Alguns pesquisadores comecaram a
sugerir que a anemia era causada por uma incapacidade de completar alguns mecanismos da
digestdo gastrica, quando em 1929, Castle descreveu a existéncia de um fator intrinseco,
secretado pelas células parietais do estbmago, e que este fator agia em conjunto a um fator
extrinseco, obtido a partir do figado (VANNUCHI, MONTEIRO, 2010).

A busca pelo fator extrinseco resultou no isolamento e cristalizacdo da vitamina B12
no inicio do século XX por Karl Folkers da Merk e E. Lester Smith da Glaxo que isolaram
independentemente a vitamina B, a partir do tecido hepatico bovino.

Em 1948, Dorothy Crowfoot Hodgkin(1910-1994), pioneira na determinacdo de
estruturas por técnicas de difracdo de Raios X recebeu de E. Lester Smith cristais vermelhos
de vitamina B1, para serem analisados. Quando Dorothy iniciou seus estudos a respeito da
vitamina B, pouco se sabia sobre sua estrutura quimica, apenas que o cobalto estava ligado a
uma estrutura formada por quatro anéis pirrol, semelhante a um anel porfirinico, porém com
um carbono a menos de modo que dois anéis pirrol ligam-se diretamente, a partir de entéo

estad estrutura, até entdo desconhecida, passou a ser chamada de corrina, essa descoberta foi
22



realizada por Alexander Todd e Alan W. Johnson através de estudos de degradacdo da
vitamina By, (VARGAS, 2012; TODD, 1958).

As primeiras fotografias de raios X tiradas por Dorothy mostraram que a molécula
possuia um peso molecular da ordem de 1500, era uma molécula muito complexa para ser
analisada pelas técnicas de difracdo de raios X conhecidas até ent&o, por este motivo Dorothy
com ajuda de seus colaboradores desenvolveu novas técnicas para determinacdo de grandes
estruturas utilizando difracdo de raios X, recebendo em 1964, o prémio Nobel de Quimica
pela determinacdo de grandes estruturas bioquimicas (FERRY, 200; BBC, 2012;
GONCALVES, 2010).

Figura 7 — Dorothy Crowfoot Hodgkin ganhou
em 1964 o prémio Nobel de Quimica por suas
determinac@es, usando técnicas de difracdo de
raios X, das estruturas de importantes substancias
bioquimicas. Fonte: VARGAS, 2012.

1.3.1 Estrutura Vitamina B12

Ap0s oito anos, em 1956 a estrutura da vitamina B, foicompletamente elucidada por
Dorothy C. Hodgkin.

A molécula de cobalamina é uma estrutura complexa formada por um atomo de cobalto situado no
centro de um anel tetrapirrélico, de formula molecular Cg3HgsCoN14O14P. O cobalto pode estar
ligado variavelmente a grupos metila, 5’desoxiadenosil, hidréxi ou ciano, dando origem a
diferentes formas da vitamina: metil — cobalamina, desoxiadenosil — cobalamina, hidroxi —
cobalamina e ciano — cobalamina respectivamente, sendo as duas primeiras suas formas
coenzimaticas(VANNUCHI e MONTEIRO, 2010).
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Neste trabalho a forma de cobalamina utilizada foi a ligada a grupos ciano,
conhecida como cianocobalamina, sua estrutura estd representada na Figura 8. A

cianocobalamina e a hidroxicobalamina sdo formas sintéticas da vitamina B1s.

HoN
s 3

HoN

HO

Figura 8 — Estrutura Cianocobalamina

1.3.2 Propriedades Fisico-Quimicas da Vitamina B12
A cianocobalamina (Cbl) é um po cristalino, vermelho escuro (devido ao cobalto),

inodoro e insipido. Possui massa molar igual a 1355,56 g.mol™. E soltvel em agua (1g de Cbl
para 80g de agua) e em alcool (1g de Cbl para 180g de alcool) é insolivel em acetona,
cloroférmio e éter. Possui ponto de fusdo maior que 300°C e pH 6 em solucdo aquosa (1g/L,
20°C). E lentamente decomposta em solucdes alcalinas e solucbes fortemente &cidas e é
sensivel a luz podendo sofrer degradacdo (MARTINDALE, 1982; THE MERK INDEX,
2001; MOURA, 2005).

1.3.3 Aspectos da sintese organica total e biossintese da cianocobalamina
A sintese quimica total da vitamina Bj, foi eventualmente acompanhada pela

elucidacdo da via bioquimica para a cobalamina na bactéria aerdbica Pseudomonas
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denitrificans, em 1993, por Blanche e colegas na Rhone — Poulenc Rorer (RPR) em conjunto
a Battersby no Instituto de Quimica em Cambridge, Inglaterra (BATTERSBY, 1994;
BLANCHE et al., 1995).

Os microrganismos sdo as Unicas fontes naturais de vitamina Bj, existentes. A
biossintese de vitamina B, é realizada por alguns tipos de bactérias e arqueas e, como tal, sua
producdo depende de fermentacdo microbiana. Existem duas rotas biossintéticas diferentes
para a vitamina B, na natureza: (1) uma via aerébica ou, mais precisamente, oxigénio —
dependente que € encontrado em organismos como P. denitrificans e (2) uma via anaerdbia
independente de oxigénio, investigada em organismos como Bacillus megaterium, P.
shermanii e Salmonella typhimurium(MARTENS, et. al. 2001).

Abaixo é demonstrado o esquema (Figura 10) resumido sobre a rota biossintetica
descoberta por Battersby e seus colegas. Sabe-se que o nucleotideo e as funcdes amida da
vitamina B, (1) s@o adicionadas no final da biossintese e que o &cido cobirico (2) (Figura 9)

atua na P. shermanii como um precursor da vitamina.
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Figura 9 — Estrutura quimica Vitamina B, (1) e estrutura quimica acido cobirico (2).

O é&cido aminolevulinico (ALA) (3) é convertido em porfobilinogénio (PBG) (4),
quatro moléculas que por acdo da enzima hidroximetilbilano sintase (também chamada
deaminase), fornecem hidroximetilbilano (5). Isto é, gera um rearranjo enzimatico que por
ciclizacdo forma urogénio Il (6). De fato, as etapas que desviam a via do urogénio Il até a

vitamina B, sdo de metilacdo. Os intermediarios biossintéticos que precedem a primeira
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corrina sdo chamadas precorrinas e um nimero é adicionado aos carbonos mostra 0s grupos

metil introduzidos a partir da S-adenosilmetionina.

Scheme 1 CO:H COgH

COzH COzH
(2) X=Y=Me
(10) X=H Y=Me
(1) X=Me Y=H
(12) X=¥=H

GDQH CDEH CHaCOzH
(8 R=H
{9) R = Me

Figura 10 — Esquema resumido da via biossintética da vitamina By, por bactérias do tipo P. shermanii. Fonte:
BATTERSBY, 1994.

Apos 10 anos de trabalho, com mais de 100 pesquisadores, a sintese quimica completa
da vitamina B, foi realizada por dois grupos o de Robert Burns Woodward em Harvard e o
de Albert Eschenmoser em ETH Zurich (Instituto Federal Suico de Tecnologia de Zurich), o
trabalho comecou em 1960 pelo grupo de ETH e em 1961 pelo grupo de Harvard
(WOODWARD, 1973; ESCHENMOSER e WINTER, 1977).

Cada grupo determinou uma variante da sintese que possui cerca de 70 etapas, e
ambas foram finalizadas em 1972. As sinteses diferem em sua estratégia geral de formacédo do
anel corrina sendo que a sintese variante de Harvard fecha o anel corrina entre os anéis A e B
(“variante A/B”) enquanto a sintese variante de ETH fecha o anel corrina entre os anéis Ae D
(“variante A/D”). A unido direta dos anéis ndo foi considerada vidvel devido ao impedimento
estérico, mas ambas as conexdes foram possiveis atraves do método de contragdo do enxofre.
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O objetivo da sintese de Woodward/Eschenmoser foi o &cido cobirico (Figura 8) um
produto natural que pode ser preparado pela remocdo por hidrolise da cadeia lateral mais
longa da estrutura da vitamina Bi,. Em 1960 o &cido cobirico ja havia sido convertido em
vitamina B, por Bernhauer (BERNHAUER et. al.,1960).

Em 1970, Robert Woodward anunciou em um simpdsio em Riga a sintese do
heptametilcobirinato, que possui um grande nimero de caracteristicas do &cido cobirico, nele
0 nucleo esta presente conforme o0 necessario e 0s grupamentos laterais estdo presentes e se
parecem muito com o0 necessario para se obter o 4cido cobirico. No entanto, houve muitas
dificuldades para introduzir ao heptametilbinorcobirinato os centros de quiralidade presentes
no é&cido cobirico e também quanto a algumas diferencas estruturais. Apos todas as
adversidades vencidas, a partir do heptametilcobirinato foi possivel a sintese do acido cobirico

e posteriormente o acréscimo da cadeia lateral caracteristica da vitamina B,

MeOOC H,NOC

> H,NOC

COOH CONH,

Figura 11 — Estrutura quimica heptametilcobirinato (1) estrutura quimica Acido cobirico (2). Fonte:
WOODWARD, 1973.

1.3.4 Transportadores de Vitamina B12
A vitamina Bj, depois de ingerida chega ao estdmago onde é secretada uma

glicoproteina pelas células parietais, conhecida como fator intrinseco (FI), indispensavel a
absorcdo da vitamina Bi,. O complexo vitamina Bi,- Fl interage com receptores especificos
na mucosa do ileo, ocorrendo sua absorcdo. A partir de entdo a vitamina By, ja livre do FI é
capturada por uma beta-globulina, a transcobalamina Il (TC I1), e é transportada pelo sangue
depurada do plasma pelos tecidos, principalmente pelo figado via sistema porta. O complexo
vitamina B1,-TC Il interage com receptores celulares e é convertido em duas coenzimas uma,
citosolica e outra mitocondrial.

J& dentro do espaco intracelular a vitamina é reduzida em duas formas a
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desoxiadenosil-cobalamina que segue via mitocondria e se une a metilmalonil-CoA mutase e
na forma metilcobalamina que segue via citoplasma atuando em conjunto com a metionina
sintetase. A primeira forma esté envolvida no metabolismo dos aminoécidos, do colesterol, da
timina e dos &cidos graxos. A segunda forma participa da remetilacdo da homocisteina a
metionina, etapa em que ha a ligagdo entre 0 metabolismo do folato e da cobalamina. As duas
coenzimas ativas sdo necessarias para o metabolismo de lipideos e carboidratos e para sintese
da metionina, sendo assim também esta envolvida na sintese de DNA e RNA (VANNUCHI,
MONTEIRO, 2010).

1.3.5 Vitamina B12 em tumores
A vitamina B;, é importante para processos metabdlicos basicos e necessaria para o

crescimento e reproducdo em animais e alguns microrganismos. Muitas fungdes metabdlicas
diferentes sdo atribuidas a vitamina B, incluindo a participacao na sintese de acidos nucléicos
(FLODH, ULLBERG, 1968). Estima — se que células caracterizadas por uma rapida diviséo
(células epiteliais, medula 6ssea, celulas mieloides) sdo aquelas que necessitam de maior
quantidade de vitamina Bi;, (AMERICAN SOCIETY OF HEALTH - SYSTEMS
PHARMACISTS, 2002).

Segundo Blum e Heinrich (1957) pacientes com neoplasias possuem uma grande
requisicdo de vitamina Bi,, pois as células de carcinoma assim como as células normais
necessitam de vitamina B, para seu crescimento infiltrativo.

Um estudo realizado por Hans Flodh e Sven Ullberg na Suécia, investigava o acumulo
de vitamina B1, marcada em alguns tumores transplantados para obter informacdes sobre o
grau de absorcdo nos tecidos neoplasicos em compara¢do com 0s normais. Apos a injecao
endovenosa de vitamina B;, marcada, todos os tumores estudados acumularam radioatividade
e houve um aumento na concentragdo com o passar do tempo de 1-4 dias apds a
administracdo. Em todas as neoplasias a radioatividade foi mais pronunciada nas partes que
cresceram ativamente e praticamente nenhuma absorcdo foi observada nas areas necroticas
dos tumores.

Sendo assim, as moléculas de vitamina B, sdo rapidamente absorvidas por células
tumorais devido as suas altas taxas metabolicas podendo assim proporcionar um mecanismo
de direcionamento para tais células fornecendo a carga util de boro necessaria para um bom
desempenho da BNCT.

Formado entédo, o composto Chl — BFA sugerindo uma entrega de boro mais eficiente

e em maior concentracdo nas células tumorais, utilizou-se de um outro aliado para melhorar a
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liberacdo desse composto no organismo, pois sabe-se que é necessario que o boro permaneca
em altas concentracdes nas células tumorais por um certo periodo de tempo, para que a terapia
seja eficaz, é quando entra em cena o poliglicerol dendritico (PGLD) como sistema de
liberacdo de agentes terapéuticos no organismo. E também, outro fator de suma importancia
na associacdo do PGLD ao composto Cbl — BFA é aumentar a solubilidade deste no meio
aquoso, pois sabe-se do comportamento hidrofilico apresentado por alguns poliglicerois
dendriticos e como j& foi dito anteriormente o BFA é pouco solivel em &gua (SILVA, 2008).

1.4 Polimeros Dendriticos

Os polimeros dendriticos sdo uma classe de compostos poliméricos que podem ser
distinguidos dos compostos poliméricos lineares convencionais por apresentarem uma
estrutura altamente simétrica e ramificada (SILVA, 2008). Possuem uma topologia especifica
que consiste de nucleo, camadas (geracdes — unidades repetitivas de ramificacGes) e grupos
terminais periféricos (MILITAO, 2013). Os dendrimeros de poliglicerol podem ter sua
periferia (grupos terminais) modificada quimicamente de forma a melhoras sua
hidrofilicidade (TURK, 2007; TOMALIA, 2004).

Atualmente os dendrimeros vem sendo empregados como transportadores de
compostos in vivo por possuirem estruturas similares a proteinas globulares e propriedades
bioguimicas, no que diz respeito a biocompatibilidade como hematocompatibilidade e nédo
citotoxicidade as células de mamiferos (MOURA, 2011; LEITE, 2008).

Os polimeros dendriticos possuem uma classificacdo determinada pela quantidade de
geracOes (unidades repetitivas) que estdo ligadas covalentemente ao nucleo, sendo assim a
molécula do nucleo central é chamada geracdo zero (GO0), e a geracdo aumenta a cada adicédo
de camada de unidades repetitivas (G1, G2, G3, G4, etc...) (SVENSON, TOMALIA, 2012).

O aumento de geracdo é caracterizado por mudancas na estrutura do dendrimero,
sendo que com o aumento de ramificacdes a estrutura apresenta cavidades internas (a partir de
G4) e aumento de grupos terminais reativos (KLAJNERT, 2001). Os dendrimeros de geracdes
mais baixas (0, 1 e 2) sdo geralmente estruturas assimétricas, flexiveis e abertas, enquanto
geracGes mais elevadas tornam — se rigidas, esferdides, elipsdides ou cilindros e gera uma
estrutura fechada (MILITAO, 2013; CAMINATI, 1990).
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grupos terminais

Figura 12 — Representagéo da geracdo 4 de um dendrimero. Fonte: MILITAO, 2013.

1.4.1 Sistemas de liberacéo
Sistemas de liberacdo sdo dispositivos de administracdo utilizados para prolongar o

tempo de liberacdo do farmaco no organismo e manter sua concentragdo plasmatica. Para isto
sdo utilizados sistemas elaborados, tais como os que utilizam dendrimeros para o transporte
do farmaco (BALDWIN, 1998).

Os dendrimeros permitem a conjugacdo através de ligacdes em sua periferia com
macromoléculas como, por exemplo: &cido folico, anticorpos monoclonais e peptideos
(OOYA, 2005). Podem também através dessas ligaches de conjugacdo aumentar a
solubilidade em meio aquoso de substancias hidrofobicas, sem que haja a necessidade que o
dendrimero tenha um nucleo hidrofébico para que haja encapsulamento e solubilizacdo dessas
substancias hidrofébicas (WOLINSKY, 2008).

Segundo Wolinsky (2008), existem alguns principios que norteiam a utilizacdo de

dendrimeros como sistemas de liberacédo e veiculo de entrega, a serem citados:

1. Ao introduzir-se poli (etileno glicerol) na estrutura do dendrimero aumenta — se a

solubilidade em agua;

2. Os dendrimeros podem ligar-se covalentemente através de seus grupos periféricos a agentes

terapéuticos ou encapsula-los em suas cavidades;

3. Nos casos de tratamento de cancer, receptores especificos podem ser ligados a superficie

dos dendrimeros a fim de direciona-los para as células tumorais.
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Os agentes terapéuticos podem ser conjugados aos dendrimeros de duas maneiras: por
meio de encapsulamento nas cavidades do dendrimero, a depender do tamanho da cavidade; e
ligados covalentemente a grupos terminais funcionalizados.

Neste trabalho foi utilizado como dispositivo de liberagdo do composto Cbl — BFA, o
poliglicerol dendritico de geracéo 4 (PGLDga).

1.4.2 Poliglicerol dendritico (PGLD)
O PGLD possui em sua estrutura grupos hidroxila e ligacGes éter (Figura 13), onde é

possivel transformar as hidroxilas funcionais (grupos periféricos) em sitios de imobilizagdo de
substancias de interesse (MILITAO, 2013).
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Figura 13 — PGLD geragdo 4, as esferas pretas representam o carbono e as esferas vermelhas representam o
oxigénio Fonte: KOJIMA, 2000.

A utilizacdo de dendrimeros para o projeto de sistemas de liberacdo prolongada
aparece como uma alternativa interessante da nanotecnologia para o projeto de sistemas de
liberacdo prolongada de BFA e seus derivados para utilizagdo na terapia por BNCT. Os
sistemas macromoleculares arborescentes permitem, de acordo com dados recentes da
literatura, o acimulo do farmaco nas células tumorais reduzindo ao mesmo tempo uma
reducdo significativa do clearance renal e hepatico aumentando dessa forma a
biodisponibilidade do farmaco (KOJIMA, et. al. 2011 e LUONG et. al, 2016).

Nesse trabalho, a fim de se reduzir o clearance (depuracdo) renal e hepético, o
conjugado CbI-BFA foi ligado covalentemente ao PGLDg, através de uma reagdo de

condensacdo do tipo aldeido-amida. Inicialmente, hidroxilas primarias foram convertidas a
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grupos aldeido utilizando &cido periddico através de uma rota de sintese adaptada da patente
norte americana US 8680200.
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CAPITULO 2

Objetivos deste trabalho
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2.1 Objetivo geral

O objetivo geral da presente proposta € a sintese e caracterizacdo de compostos
transportadores de '°B para o tratamento de gliomas baseado na Cbl para utilizacdo na BNCT,
ampliando assim as opg¢des de compostos que preenchem todos os requisitos necessarios para
0 sucesso da terapia.

2.2 Objetivos especificos

Para a concretizacdo dessa proposta, 0s seguintes objetivos especificos desse trabalho
séo apontados:

(a) Desenvolvimento de rota de sintese de sistemas transportadores de
quimioterapicos baseados em derivados da cianocobalamina;

(b) Sintese e caracterizacdo de derivado da cianocobalamina transportador de '°B
como sistema de liberacdo latenciada para BNCT;

(c) Caracterizacdo dos derivados da cianocobalamina como agentes transportadores
de B utilizando as técnicas de espectroscopia vibracional (FTIR), anélise

termogravimétrica (TGA).
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CAPITULO 3

Materiais e métodos

Este capitulo aborda as
metodologias empregadas na preparacdo e
caracterizacdo do conjugado PGLD-Cbl-
BFA neste trabalho.
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3.1 Sintese e caracterizacao do conjugado CbI-BFA

Inicialmente, hidroxilas primarias do foram convertidas a grupos aldeido utilizando
acido periédico através de uma rota de sintese adaptada da patente norte americana US
8680200. Para a reacdo de oxidagdo foram utilizados 10 mL de solug&o (1 mmol) de periodato
de potéssio, preparada com solugcdo tampédo acetato (pH 5,0), com 500 mg de PGLD que
permaneceu sob agitacdo magnética durante 80 minutos. A reacgdo foi realizada em béquer de
vidro sob pressdo atmosférica normal, temperatura de 19 °C e pouca luz ambiente evitando a
aceleracdo do processo de oxidacdo. ApoOs a oxidacdo o PGLD foi liofilizado para ser
utilizado na etapa seguinte.

A sintese do conjugado Cbl-BFA se deu ap6s a succinilacdo da Cbl(A) (37,0 mmol)
com anidrido succinico (1) (1,8 mmol, Sigma-Aldrich) e 4-dimetilamiopiridina como
catalisador (19,0 umol). Apos 24 h de reacdo a temperatura ambiente (20 °C) adicionou-se a
borofenilalanina (BFA) (2). Ap6s 24h de reagcdo a temperatura ambiente obteve-se o
conjugado Cbl -BFA (C). A Figura 14 ilustra as principais etapas envolvidas na obtencdo do
conjugado CbI-BFA.
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Figura 14 — A ilustracdo das principais etapas envolvidas na obtencdo do conjugado Cbl-BFA

A Figura 15 ilustra as etapas de sintese para a imobilizacdo do Cbl-BFA no PGLDgg.
PGLDg; (A), derivado aldeidico do PGLD (B) e Cbl-BFA/PGLDgs (C).
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Figura 15 — llustragdo das etapas de sintese para a imobilizacdo do Cbl-BFA no PGLDg4. PGLDg, (A), derivado aldeidico

do PGLD (B) e Chl-BFA/PGLDg; (C).

41



3.2 Espectometria de massa

A estrutura do conjugado Cbl-BFA foi confirmada através da espectrometria de
massas (Figura 16). Para a obtencdo dos espectros de massas, 0 conjugado foi dissolvido em
metanol/formiato de aménio 10 mM na proporg¢éo 1:1 de forma a se atingir uma concentracéo
final de 200 ng.mL™. As amostras foram introduzidas no equipamento por injec&o direta via
bomba infusora com fluxo de 20 pL.min™. Os espectros foram adquiridos no modo fullscan
(ESI-MS) em alta resolugdo tanto no modo positivo como no modo negativo. Para a
dissociag¢do dos ions utilizou-se argbnio como gas de colisdo (ESI-MS/MS). A voltagem do
capilar e do cone foram 3,0 kV e 28 V, respectivamente. A temperatura da fonte foi de 120 °C
e dessolvatacao a 400 °C. A aquisicdo dos dados foi feita na regido de m/z 300 a 1400.

Figura 16 — Espectrémetro GC-MS/MS TQ 8040. Fonte: SHIMADZU.

3.3 Liofilizacao

A liofilizacdo do PGLD oxidado e do conjugado PGLD-CbI-BFA foi executada no
Laboratorio de Biomateriais da UNIFEI no aparelho liofilizador (Figura 17) da JJ Cientifica
modelo LJJO4. Os precipitados obtidos foram colocados em Tubo Falcon de 15 mL e

congelados a aproximadamente — 20 °C e entdo colocados sob vacuo fazendo com que a dgua
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ou solucdo aquosa ainda presente no precipitado passasse do estado solido para o estado
gasoso (sublimacgéo) sendo assim retirada do composto.

Figura 17— Liofilizador JJ Cientifica modelo LJJO4. Fonte: Laboratério de Biomateriais UNIFELI.

3.4 Espectroscopia na regiao com Transformada de Fourier
(FTIR)

Neste trabalho a técnica FTIR foi realizada nos reagentes que formaram o conjugado
(PGLD, PGLD oxidado, Cbl e BFA) e no produto final (PGLD-Cbl-BFA), com finalidade de
monitorar as transformag6es dos grupos funcionais e para caracterizacdo do produto final. O
equipamento utilizado foi o da marca SHIMADZU modelo IRTracer-100 (Figura 18). A faixa
espectral utilizada foi de 400 a 4000 cm™, com resolucdo espectral de 4,0 cm™. O

equipamento encontra —se no Laboratorio de Alta Tenséo (LAT) UNIFELI.
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Figura 18- SHIMADZU modelo IRTracer-100. Fonte: Laboratorio de Alta Tensdo — UNIFEI

3.5 Espectroscopia na regiao UV-Vis

As analises UV-Vis foram utilizadas em diversas solucbes neste trabalho para
determinacdo de curvas analiticas e para verificacdo de deslocamento de bandas apds algumas
reacdes. O aparelho utilizado foi o da marca VARIAN modelo Cary 50 Bio (Figura 19). O
aparelho se encontra no Laboratorio de Quimica Analitica — 1Q UNIFEL.

Figural9 — UV-Vis VARIAN CARY 50. Fonte: Laboratorio de Alta Tensdo — UNIFEL.
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3.6 Analise Termogravimetrica

As analises térmicas foram realizadas a fim de determinar a estabilidade térmica do
PGLD, da Cbl e do BFA.Todas as analises foram realizadas em cadinho de platina sob
atmosfera de N, (100 mL/min) desde a temperatura ambiente (25°C) até 800°C. O
equipamento utilizado foi o da marca SHIMADZU modelo TGA-50, que encontra-se no
Laboratério de Alta Tensdo (LAT) UNIFEI. Para os célculos de energia de ativacdo foram
utilizados os métodos Kissinger e Osawa.

Figura 20— Aparelho termogravimétrico SHIMADZU modelo TGA-50. Fonte: LAT — UNIFEL.

3.7 CLAE

A separacdo do Cbl-BFA livre de Cbl-BFA/PGLDg, foi efetuada por cromatografia a
liquido de alta eficiéncia (CLAE) em cromatdgrafoShimadzu composto de forno (CTO-20A),
injetor automatico (SIL-30AC) e bomba (SIL-30AD), acoplado a detectores de rede de
fotodiodos UV/Vis (Shimadzu SPDM20A). A coluna utilizada foi TrentecReprosilPur RP
C18, 120 ODS3 5um; 125x3,0mm. A fase movel (A), utilizada para a limpeza da coluna foi
constituida por acetonitrila/dgua na propor¢cdo70:30 (v/v) nos primeiros 10 minutos para
limpeza da coluna. A fase movel (B) foi constituida por tampdo fosfato 0,03M, pH

7,0/methanol na proporgdo 80/20 ( v/v); velocidade de 0.5mL/min; tempo de analise 30min;
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volume injetado de 100 pL e deteccdo de UV a 361nm. As Figuras 21 e 22 ilustram o HPLC
Shimadzu utilizado.

Figura 21 — HPLC SHIMADZU

Figura 22— Cromatografo a liquido de alta eficiéncia (CLAE) SHIMADZU.
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3.8 Estudo da liberacdo de CbI-BFA do conjugado Cbl-
BFA/PGLDG4

O estudo de liberacdo in vitro do Cbl-BFA do PGLDg4 foi conduzido a partir da
técnica de difusdo em sacos de diélise, onde 3,0 mL de solugdo do Cbl-BFA/PGLDg, foi
adicionado em um saco de dialise (Sigma 33 mm x 21 mm, cut-off de 3,5kD). Para o estudo
da liberacdo o saco de dialise foi imerso em 100 mL de tampdo fosfato pH 7,4, sob agitacdo
constante (80 rpm) a 37 £0,5 °C. Aliquotas de 1mL do meio foram removidas nos intervalos
de tempo de 1-240 min e submetidos a doseamento de Cbl-BFA por CLAE. O volume
retirado do saco de dialise foi reposto com tampéo fosfato apds cada coleta. Os experimentos

foram realizados em triplicata.

3.9 Espectrometria de emissdo optica com plasma acoplado
O equipamento de ICP-OES utilizado foi o Spectro, modelo Arcos com visdo radial

(SOP). O equipamento possui sistema optico selado e purgado com argbnio, que permite
a deteccdo e medicdo de comprimentos de ondas na faixa entre 130 a 770 nm, possibilitando a
analise de elementos que apresentam emissao atbmica em baixos comprimentos de onda. A

Figura 23 ilustra o equipamento utilizado.

Figura 23 — Espectrometro optico de emissdo atdbmica com plasma indutivamente acoplado. Fonte: Central
analitica do 1Q-USP.
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CAPITULO 4

Fundamentacao teorica dos metodos

Neste capitulo serdo fornecidos
embasamentos teodricos para uma melhor
compreensdo sobre as técnicas utilizadas

neste trabalho.
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4.1 Espectroscopia na regiao do infravermelho com
transformada de fourier (FTIR)

A espectroscopia de absor¢cdo na regido do infravermelho (IV) é muito usada para
investigar a composicdo de uma amostra, muito utilizada também nas &reas de sintese e
transformacdes organicas. O espectro IV corresponde, aproximadamente, a parte do espectro
eletromagnético situada entre as regies do visivel e das microondas. As regides espectrais do
IV sdo IV préximo (12800 a 4000 cm™), 1V médio (4000 a 200 cm™) e IV longinquo (200 a
10 cm™) em vécuo (SHEPPARD, 1985).

As moléculas sofrem vibragdes e movimentos de translacdo e rotacdo. Quando um
feixe de radiacdo IV é absorvido por uma molécula a energia do feixe € convertida em energia
vibracional. Para uma vibracdo apareca no espectro, a molécula precisa sofrer uma variacao
em seu momento dipolar durante essa vibragdo (LEVIN e BHARGAVA, 2005).0 processo €
quantizado, porém o espectro vibracional aparece como uma série de bandas, porque cada
mudanca de nivel de energia vibracional corresponde a uma série de mudancas de niveis de
energia rotacional (SKOOG, 2002).As vibracdes moleculares podem ser classificadas em

estiramentos e deformac6es angulares (Figura 24).

DEFORMACOES AXTATS
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x x x .
N N

,

J-

Simétrica Fora do Plano Assimétrica Fgora do Plano

Figura 24 — Movimentos de vibracdo da molécula, deformacdes axiais e deformacdes angulares.
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A espectroscopia com Tansformada de Fourier baseia — se no interferometro de
Michelson (Figura 25), que consiste em uma fonte de radiagéo na regido espectral do IV, um
divisor de feixes, espelhos e um fotodetector.

Fonte de o
Infravermelho ¥ ¥ Divisor de
Feixe
Espelho Amostra
Fixo

Espelho
M éwel I_

Detector

Figura 25 — Interferémetro de Michelson. Fonte: http://www2.sorocaba.unesp.br/gpm/ftir.htm

Em um equipamento FTIR o feixe de radiacdo é colimado e separado pelo divisor de
feixes, uma parte do feixe € direcionada para um espelho fixo e a outra para um espelho
movel. Apos a reflexdo, os dois feixes que percorreram distancias diferentes se encontram e
sofrem interferéncia. A diferenca dos caminhos percorridos pelo feixe é chamada de atraso, e
o grafico da intensidade em funcéo do atraso é chamado interferograma (PERKINS, 1986). O
espectro infravermelho é obtido a partir da transformada de Fourier do interferograma. Os

espectrofotébmetros FTIR sdo mais rapidos e mais baratos que 0s convencionais.

4.2 Espectroscopia na regidao do UV-Vis

A espectroscopia de UV-Visivel compreende a regido de comprimento de onda (L)
de 100 a 800 nm. Os atomos e moléculas absorvem energia emitida nesses comprimentos de
onda e sofrem transicdes eletrdnicas de seus elétrons de valéncia dos seus estados
fundamentais a estados excitados. Desta forma cada transicdo eletrdnica que ocorre resultard
em uma absorcao especifica e caracteristica (SILVERSTEIN et. al. 2006).
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Os grupos croméforos sdo grupos funcionais que possuem elétrons capazes de passar
do estado fundamental para um estado energético excitado, quando esses elétrons retornam ao
estado fundamental emitem um féton luz equivalente a banda no espectro. Os elétrons de

valéncia podem, geralmente, ser encontrado em um dos seguintes orbitais:
- Orbitais ligantes simples, ¢

- Orbitais ligantes © (duplas e triplas ligagdes)

- Orbitais ndo-ligantes (par isolado de elétrons)

Quando a radiacdo UV-Vis € absorvida ocorre a transicdo dos elétrons desses orbitais para
orbitais vazios, como o* ou n*. Devido & restricdes envolvendo simetria, apenas quatro

transicdes permitidas sdo observadas (FARIAS, 2009) :

- Elétrons ndo ligantes para orbitais antiligantes de mesma simetria:
R N

- Elétrons de orbitais atbmicos para orbitais moleculares antiligantes:
n-o,n->m"

Através da Lei de Lambert Beer(SKOOG et. al. 2008) é possivel avaliar a
concentracdo de uma solucdo por meio de qualquer banda presente no espectro da mesma, ja

gue a concentracdo da espécie esta diretamente relacionada com a absorbancia:
I
A= log1—= ec.l (1)
()

Em que A é a absorbancia, lo é a intensidade do feixe incidente, | a intensidade do
feixe transmitido, ¢ ¢ a concentragdo da solucao, 1 € o caminho Optico e € € o coeficiente de

absortividade molar.
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4.3 Termogravimetria

As analises térmicas podem ser definidas como um conjunto de técnicas nas quais se
acompanham as variagdes em uma propriedade fisica de uma amostra e/ou de seus produtos
de reacdo, enquanto a mesma € submetida a uma programacdo de temperatura
(MACKENZIE, 1979).

As técnicas de andlises térmicas permitem determinar a entalpia, a capacidade
calorifica e a resisténcia térmica total ao fluxo calorifico, durante a decomposi¢do térmica do
material. Permitem também determinar a curva de decomposicao térmica em funcdo do tempo
e/ou temperatura (KLERK, 1996).

Analise termogravimétrica (TGA)

E a técnica termoanalitica que acompanha a perde e/ou ganho de massa da amostra em
fungdo do tempo ou temperatura (DENARI, 2012). Em uma anélise termogravimétrica, a
massa de uma amostra em uma atmosfera controlada é registrada continuamente como uma
funcdo da temperatura ou do tempo a medida que a temperatura da amostra aumenta
(IONASHIRO, 2004).

Utilizando dados obtidos nas analises termogravimetricas é possivel obter parametros
cinéticos a respeito do composto entre eles a energia de ativacdo, que pode ser obtida atraves
de calculos.

Trés métodos termogravimétricos sdo normalmente utilizados para determinacdo de
parametros cinéticos: termogravimetria isotérmica, na qual a perda de massa é analisada em
funcdo do tempo a uma temperatura constante, termogravimetria semi-isotérmica, na qual a
amostra é aquecida em uma série de temperaturas diferentes e termogravimetria dindmica na
qual a amostra é submetida a uma rampa de aquecimento em diferentes taxas (FLYNN,
1966).

Célculos energia de ativacdo

Neste trabalho foram utilizados dois modelos de célculos para determinacdo da
energia de ativacdo da cianocobalamina o método Kissinger (ANALYTICAL CHEMISTRY,
1957) e 0 método Ozawa (CHEMICAL SOCIETY OF JAPAN, 1965). Foram desenvolvidos
diversos modelos de calculos para determinacdo dos parametros cinéticos de decomposi¢do
térmica. Todo estudo cinético descreve-se inicialmente pela equagdo basica de taxa de
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conversdo o para degradagdo térmica em funcdo da concentracdo de um dos reagentes g(o.)

por meio da constante de velocidade k, & temperatura constante, assim:

w=kg@ @

Entdo, introduz-se o efeito da temperatura pela equagdo de Arrhenius para determinagdo da
constante k = A exp(E/RT), onde A é o fator pré-exponencial (1/sec), E é a energia de
ativacdo (J/mol), R é a constante gases (8,314 J/mol.K) e T a temperatura de reacdo (K).
Portanto, substituindo-se k na equacéo (1) e assumindo que g(o)=(1-a)" (1), obtém-se:

E
Z—: = A(1 — a)"exp"wr) (3)

Considerando a taxa de conversdao a, proporcional ao calor envolvido, e assumindo a
dependéncia da temperatura com a equacdo de Arrhenius, a equacdo (3) torna-se base para
métodos cineticos dinamicos que utilizam maultiplas varreduras como o método de Kissinger e

Osawa.

~ ;- . ;. . dT .
Se a equacdo basica (2) é usada e uma taxa minima de aquecimento S = €

empregada, pode ser mostrado que:

da (/—1) exp(_%)(l —a)" (4)

ar — \p

da?

A taxa maxima ocorre quando ——

=0, a diferenciacdo da Equacdo 4 em relacdo a

temperatura T e ajustada para zero, resultando em:

5 4, ()
RTZn(1-ay)""1 B exp (5)

Onde, T, Hm, € an S80 a temperatura de pico, a altura do pico na curva DTG e o grau de

conversao a temperatura de pico, respectivamente.
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Método Kissinger

Kissinger, assumiu que n(1 — a)""! é independente da velocidade de aquecimento
B = Z—Z e muito préximo a unidade para reacdo de primeira ordem(KIM E OH, 2005). Assim,
a partir da derivada da Equacdo (4) obtém-se a equacdo a seguir:

(G2 )

respib Q

Assim, o valor da energia de ativacdo, E, é obtido a partir do gréafico In (Tﬂ)versus TL para

2
m

. . . -E T
uma série de taxas de aquecimento diferentes, B, onde - corresponde a inclinacgdo da reta.

Método Osawa

Este método determina a energia de ativacédo, E, diretamente a partir de dados de perda
de peso e temperatura obtidos a varias taxas de aquecimento (KIM e OH, 2005). A técnica
assume que A,(1 — a)", e E séo independentes de T,enquanto A e E sdo independentes de a.

Da Equacéo 4.3, pode ser mostrado que:

de  _ A —E
(1-a)* B exp (RT) dT (7)

Em que, da integracao, segue a seguinte expressao:

a da A (T -E
F(CZ) = fO m = EfTo exp (E) dT(8)

As variaveis dadas pela Equacdo 8 podem ser separadas e integradas para dar, em forma de

logaritmo a equacao a seguir:
AE E
logF(a) = log (?) —logpB + logp (E) 9

Utilizando a aproximagdo de Doyle’s para integral, o que permite % > 20, a Equacdo (9)

pode Ser expressa como.

logF(a) = log (%) — logp — 2,315 — 0,4567 = (10)
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A energia de ativacdo, E, pode entdo ser obtida a partir de um gréfico de logp versus % para

um grau de conversao fixo porque a inclinagdo de tal linha é dada por —0,4567%.

4.4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia é uma técnica de separacdo, identificacdo
e quantificacdo de compostos quimicos em solucdo (HAYES et al., 2014). Na CLAE a
separacdo de misturas é realizada pela distribuicdo de seus componentes em uma fase
estaciondria e uma fase movel através de interacdes quimicas e fisicas.

O equipamento de HPLC consiste de uma bomba que movimenta a fase mdvel e a
amostra através de uma coluna que contém a fase estacionaria e um detector que mostra 0s
tempos de retencdo de cada componente da amostra com as fases movel e estacionaria de
acordo com as interagbes da amostra com essas fases (MALVIYA et al., 2010). A
cromatografia pode ser classificada por polaridade da fase estacionaria, na cromatografia em
fase normal a fase estacionaria é polar (ex: silica gel), ja na cromatografia em fase reversa a
fase estacionaria possui baixa polaridade (ex: silica ligada a C18). O cromatografia em fase
normal é aplicavel em analise de substancias insolliveis em &agua, por exemplo, ja a
cromatografia em fase reversa permite analise de substancia hidrossollveis e/ou ibnicas até
substancia lipofilica.

Muitos tipos de detectores séo utilizados em CLAE como detector espectrofotométrico
UV — Vis, detector por indice de refracdo, detector por fluorescéncia, detector eletroquimico.
Neste trabalho foi utilizado o detector por espectrofotométrico UV — Vis que baseia-se na
absorbancia de luz por parte da amostra (COLLINS e GUIMARAES, 1988).

4.5 Espectrometria de emissédo 6ptica com plasma acoplado
(ICPOES)

E uma técnica baseada na medida da intensidade da radiacio emitida, quando um
atomo ou ion excitado retorna ao seu estado fundamental. Esta técnica utiliza o plasma de
argonio (uma nuvem de gas parcialmente ionizada e com elevada temperatura). As fontes de
plasma operam com elevada temperatura (7000-15000 K) e alta densidade eletronica (1 — 3 X
1015 e / cm3). Nessas temperaturas, em que normalmente operam as fontes de ICP, ha
energia suficiente para dissociagdo de compostos com elevada energia de dissociacao,

gerando os 4tomos e ions necessarios para que ocorram transigdes eletronicas. A producgéo de
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espectro se d& pela nebulizacdo da amostra em solugdo no interior do plasma, que é

sustentado por um campo magnético.
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CAPITULO5

Resultados e discussao

Neste capitulo serdo demonstrados e
discutidos o0s resultados obtidos através das
analises realizadas por espectrometria de massa
mostrando a presenca do conjugado. Nas analises
espectroscopicas FTIR e UV-Vis sera possivel
notar no espectro do conjugado a presenca de
bandas presentes também nos espectros dos
compostos isolados. Podera ser visto também pela
cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE a
ordem de eluicdo dos compostos presentes no
conjugado. E finalmente serda demonstrada a
liberacdo do conjugado.

58




5.1 Espectrometria de massa

A espectrometria de massa foi realizada para identificar a formagéo do conjugado Cbl-
BFA por meio de medi¢do de massa. A Figura 26 esquematiza a fragmentacéo do conjugado
CbI-BFA. A presenca do conjugado M+H pode ser observado em 1565,37 m/Z, . Observa-se
ao mesmo tempo como impureza a Cbl em M+H em 1356,58 m/Z.

1565,37

100+
=y
ﬂ"'\.
-
| 356,38
500 200 1000 1200 1400 1600 1800

Figura 26 - Espectrometria de massas do conjugado Cbl-BFA.

A partir dos resultados obtidos na espectrometria de massa foi possivel constatar a
formacdo do conjugado Cbl-BFA como previsto em teoria.

5.2 Espectros FTIR

Através dos espectros obtidos na regido do infravermelho por Transformada de
Fourier realizada em todas as etapas da sintese, foi possivel a verificacdo de mudanca de
grupos funcionais referentes a cada etapa como previsto em teoria.

A Figura 27 mostra 0s espectros de absorcéo para 0 PGLDg, € para 0 PGLDg4 apds a
oxidacao com periodado de potéassio.
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a) PGLD G4

100 -
||
: la/llla /|
80 IVa \/, /
la
Vla
60 —
|
T (%) Vila
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Figura 27- Espectros FTIR. a) PGLDgg; b) produto de oxidacdo do PGLDg,.

Pode-se verificar que ocorreu mudanca na intensidade da banda referente a hidroxila
apos a oxidacdo e também o surgimento de novas bandas. O espectro demonstra que ocorreu
mudanca de funcédo da hidroxila apds a oxidacao do PGLDgg.

As Tabelas 2 e 3 mostram as bandas presentes nos dendrimeros PGLDg4 € PGLDg4

oxidado, respectivamente:

Tabela 2 - Bandas presentes nos dendrimeros PGLDg4

Banda Grupos
la 3330 Estiramento O-H
la/llla 2935/2890 Vibracao assimétrica CH3CH,
IVa 1415 Deformacao angular de CH,
Va 1338 Estiramento e deformacao axial C-O
Via 1108 Estiramento C-C
Vlila 1006 Estiramento C-O de éter
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As bandas presentes no espectro obtido na regido do infravermelho para 0 PGLDgs
assemelham-se as encontradas na literatura, MILITAO (2013), para 0 mesmo composto.

Tabela 3 - Bandas PLGDg, oxidado

Banda Grupos
Ib 3305 Estiramento O-H
Ib/111b 2997/2931 Vibragdo assimétrica CH3CH;
IVb 1570 Estiramento O-H aldeido
Vb 1408 Deformacdo angular de CH,
Vib 1342 Estiramento e deformacéo axial C-O

Apos a oxidacdo do PGLDg4 € possivel notar algumas mudancas no espectro como o
aparecimento de uma banda em 1570 cm™, possivelmente referente a ligacdo dupla carbono e
oxigénio do grupo aldeido. Nota-se, também, a diminui¢cdo na intensidade da banda na regido
3305 cm™, referente a ligacdo da hidroxila, comparando-a com o espectro do PGLDgg, essa

diminuicdo pode ter ocorrido devido a oxidac¢do do grupo alcool a aldeido.
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A Figura 28 mostra o espectro FTIR para a Cbl pura, que podera ser comparada mais adiante
com o espectro FTIR do conjugado Cbl-BFA/PGLDga.
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Figura 28 - Espectro FTIR para a Cbl pura

A Tabela 4 mostra as bandas de absorc¢éo para a Cbl.

Tabela 4 bandas de absor¢éo para a Cbl

Banda Grupos
I 3330 Estiramento O-H
1 3190 Estiramento N-H
/v 2970/2930 Estiramento C-H
\ 1655 Estiramento C=0 grupo amida*
VI 1573 C=C
VI 1215 Estiramento P=0O

*QObserva-se um ombro nesta banda que corresponde a deformagao angular de NH,.

1
500
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Através do espectro obtido foi possivel comprovar a presenca das principais bandas
de absorcdo presentes na Cbl apresentado nas referéncias GUOZ. et. al, (2005) e
STANDARINFRARED PRIM SPECTRA(1961).

A Figura 29 mostra o espectro FTIR para a borofenilalanina (BFA).
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Figura 29- Espectro FTIR do BFA

A Tabela 5 apresenta as principais bandas de absor¢do do no espectro BFA:

Tabela 5 bandas de absor¢do do BFA

Banda Grupos
I 3583 Estiramento O-H dimeros
1 2906 Estiramento N-H
i 1908 C=0 de acido carboxilico

As bandas obtidas sdo iguais as apresentadas na referéncia TOMIYASU, H et. al
(1999).
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A Figura 30 mostrado o produto final da sintese o conjugado Cbl-BFA.
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Figura 30 - Produto final conjugado Cbl-BFA/PGLD
Tabela 6 mostra as bandas de absorcéo do conjugado Cbl-BFA/PGLDg;.
Tabela 6 - Bandas de absor¢&o do conjugado Cbl
Banda Grupos
I 3583 Estiramento O-H ligacOes diméricas
I 3290 Estiramento O-H
i 3155 Estiramento N-H
v 2930 C-H de alifaticos, CHz e CH,
\ 1640 C=0 de amida
VI 1562 Deformacdo angular grupo amina
Vil 1338 Estiramento e deformacéo axial C-O
VIl 1006 Estiramento C-O éter
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Possivelmente a banda em 3583 cm™ pertence ao dimero OH ligado ao boro no
composto BFA, ocorre também uma banda em 1562 cm™ referente ao grupo amina presente
no composto BFA. As bandas 3290 cm™, 3155 cm™, 1640 cm™ referentes ao estiramento O-
H, N-H e carbonila do grupo amida respectivamente podem ser atribuidas a cianocobalamina.

5.3 Espectroscopia eletronica UV-Vis

A espectrometria na regido do UV-Vis foi utilizada para determinacdo dos picos de
maxima absorcdo do PGLDg4, Cbl, BFA e do conjugadoCbl-BFA/PGLDgs.

5.3.1 UV-Vis PGLDg4
A Figura 31 mostra o espectro de absorcdo no UV-Vis para 0 PGLDgs na

concentracdo 0,10M.
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Figura 31- Espectro de absor¢do UV-Vis PGLDg,4
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O espectro revela que o dendrimero PGLD Ggexibe banda de absor¢do na regido do
espectro UV-Vis, referente aos grupos O-H-CH,-CH,-O-C-, e esta de acordo com o
encontrado em MILITAO(2013).

5.3.2 UV-Vis Chl
A Figura 32 mostra os espectro UV-Vis da Cbl.
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Figura 32- Espectro de absor¢do UV-Vis Cbhl

Através do espectro podem-se notar os picos mais distintos em 360 e 550 nm, na
regido do UV proximo e do visivel, sao conhecidas como bandas y e a respectivamente, as
bandas nesses comprimentos de onda sdo atribuidas a absorcdo eletronica do anel corrina e
sdo associadas com a transicdo eletrbnica permitida w — m*. As bandas sdo as mesmas

encontradas em espectroscopia molecular.
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5.3.3 UV-Vis BFA
A Figura 33 mostra o espectro UV-Vis do BFA.
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Figura 33 - Espectro de absor¢do UV-Vis BFA

O espectro UV-Vis mostra duas bandas de absor¢do em 220 e 265 nm. A primeira
banda é referente a transicdo n — o*(onde n é o orbital HOMO e ¢ ¢ o orbital LUMO) do

grupo OH. A banda ¢ referente ao grupo carboxilico presente no BFA.

5.3.4 UV-Vis Conjugado Cbl-BFA/PGLDG,
A Figura 34 mostra os espectro UV-Vis do conjugado Cbl-BFA/PGLDg;.
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Figura 34- Espectro de absor¢do UV-Vis Conjugado Cbl-BFA/PGLDg,
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Pode-se notar a partir do espectro UV-Vis do conjugado trés bandas distintas, que

estdo possivelmente relacionados aos trés constituintes que formam o conjugado.

A Tabela 7 mostra a quais compostos as bandas de absorcéo do espectro do conjugado

podem estar relacionadas.

Tabela 7- Comparacédo bandas de absorcgéo do espectro do conjugado com os espectros de PGLD, Cbhl e BFA.

Conjugado (nm) BPA (nm) Cbl (nm) PGLD(nm)
225 220 - -
265 265 - 270
360 - 360 -
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Absorbancia

A Figura 35 abaixo mostra a sobreposi¢do das bandas do conjugado PGLD-CbI-BPA

com cada um dos compostos.
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Figura 35 — Sobreposicéo das bandas do conjugado Cbl-BFA/PGLDg4 com a) Cbl, b) PGLD, ¢) BFA
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5.4 Andlise Termogravimétrica (TGA)

A caracterizacao termogravimétrica revela o comportamento de perda de massa com o
aumento da temperatura. Foram realizadas as analises termogravimétricas a fim de determinar
a estabilidade do conjugado PGLD-CbI-BFA. As estabilidades térmicas dos constituintes do
conjugado foram realizadas a nivel de comparacdo. Também foram calculadas as energias de
ativacdo a partir do método Kissinger e do método Osawa.

Todas as analises foram realizadas em cadinho de platina aberto, com as razdes de

aquecimento de 5, 10, 20 e 30°Cmin™ de 20°C até 800°C sob vaz&o de nitrogénio 25 mLmin’
1

5.4.1 TGA PGLDg4
Perda de massa

A Figura 36 mostra a curva TGA referente a perda de massa do PGLDg4 e também a
curva DTG que mostra a temperatura em que a velocidade de reacdo foi maxima para razdo

de aquecimento 30°C min™.
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Figura 36 - Curva TGA e dTG para 0 PGLDg, para razio de 30°C min™.

A curva TGA mostra uma primeira perda de massa de aproximadamente 10% entre

25°C a 120°C possivelmente referente a perda de agua (aprisionada ou ligada). Observa-se
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entdo, que o dendrimero € estavel até aproximadamente 270°C quando se inicia um segundo
on set entre aproximadamente 275°C até 370° C, com perda de massa de aproximadamente
70% da massa total, provavelmente referente a condensacdo das hidroxilas primarias
presentes no dendrimero. Um terceiro on set se inicia em 370°C até 540°C pode estar
relacionado com a pirélise do dendrimero com formacdo de moléculas de baixo peso
molecular. O residuo de 3% pode ser devido a formacgdo parcial de carbono elementar
durantes a segunda etapa de decomposicéo. As curvas estdo de acordo com as encontras para
0 PGLDg4 em MILITAO (2013).

5.4.2 Cianocobalamina

Perda de massa

A Figura 37 mostra a curva TGA referente a perda de massa da Cbl e também a curva
DTG para razdo de aquecimento 10° C min™.
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Figura 37- Curva TGA e dTG para Cbl para raz&o de 10°C min™

As curvas termogravimétricas exibem uma perda aproximada de 5% da massa total no

intervalo de 25 a 100°C que corresponde provavelmente a perda de agua. A cianocobalamina
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se mantéem estavel até aproximadamente 219°C quando se inicia a degradacdo (on set) até
330°C, cerca de 70% da massa total. Observa-se um segundo intervalo de perda de massa por
volta de 520°C, cerca de 98% da massa total, a partir dessa temperatura ndo houve mais perda
de massa. Para a cianocobalamina a perda térmica de massa esta associada a remocdo dos
grupos cianetos e amida, ambos atuando como um forte estabilizador da estrutura da
cianocobalamina.

Pode-se visualizar a partir da curva dTG a temperatura em que a velocidade da reacéo
foi méxima, representada pelo pico. Os valores da temperatura em cada pico foram 321°C,
352°C, razao de aquecimento 10°C min™ respectivamente.

5.4.3Borofenilalanina

Perda de massa

A Figura 38 mostra a curva TGA referente a perda de massa do BFA e também a

curva dTG que mostra a temperatura em que a velocidade de reagédo foi maxima.
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Figura 38 - Curva TGA e dTG para BFA para razio de 10°C min™.

A curva TGA mostra a primeira perda de massa do BFA de 20% da massa total no

intervalo de 27°C até 145°C que possivelmente corresponde a perda de dgua. A massa de
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BFA se mantém estavel até 200°C quando se inicia uma nova degradacdo (on set) até 774°C
com perda de 64% da massa total. Através das curvas dTG pode — se observar que a
temperatura maxima de degradacdo ocorreu em 235° C para a razdo de aquecimento 10°C

min™™.

5.4.4 Conjugado Cbl-BFA/PGLDg4
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Figura 39- Curva TGA e dTG para o conjugada Cbl-BFA/PGLDg, na razao de aquecimento 10°C min™

Pode-se observar através da curva TGA, que a primeira perda de massa ocorre entre
30°C a 120°C com perda de massa de aproximadamente 10% da massa total, muito
provavelmente nesta etapa ocorreu perda de agua (ligada ou aprisionada nas cavidades do
dendrimero). Um segundo on set ocorre a partir de 230° C, com uma maxima velocidade de
degradacdo em 293°C (Tm), permanecendo com perda de massa até 800°C. Ao final da

corrida restaram 22% da massa total.

A Tabela 8 abaixo mostra os valores de temperatura onde ocorre a velocidade
méaxima de degradacdo (Tm) demonstrada pela curva dTG para todos os compostos que

formaram o conjugado e para o conjugado, nas razdes 10, 20 e 30°C min™.
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Tabela 8 - Valores de Tm para PGLDg,, Cbl, BFA e conjugado nas razdes de aquecimento 10, 20 e 30°C min™.

10° (Cmin™) 20(Cmin™) 30(Cmin™)
PGLDg4 335 335 335
Cbl 352 350 370
BFA 293 235 235
CONJUGADO 293 305 306

As Tms foram utilizadas nos métodos Kissinger e Osawa para calcular a energia de
ativacdo de cada substancia.

5.4.5Energia de ativacao
Como demonstrado no capitulo 4 a energia de ativacdo (Ea) de uma substancia pode

ser calculada por diferentes métodos como o de Kissinger e Osawa. A Tabela 9 mostra a
energia de ativacdo calculada para cada substancia utilizada na sintese do conjugado e

também para o conjugado.

Tabela 9- Valores calculados de Ea aparente para 0 PGLDg,4, Cbl, BFA e conjugado.

Ea (J/mol) Ea (J/mol)
Kissinger Osawa
PGLDg4 5,5008 x 10° 5,3273 x 10°
Cbl 1,0452 x 10° 1,0105 x 10°
BFA 1,2373 x 10° 1,2550 x 10°
CONJUGADO 1,8996 x 10° 1,8969x10°

Comparando-se a energia de ativacdo (Ea) entre o conjugado e 0 PGLDg,4 nota — se
gue é menor no conjugado. Isto pode ser explicado pelo impedimento estérico que justifica o
fato de que com a incorporacdo da Cbl e do BFA a energia de ativacdo diminua, favorecida
nesse caso por um maior impedimento estérico e consequente diminuicdo nas interacdes

intermoleculares do dendrimero.

Neste trabalho foi calculada a energia de ativacdo aparente, pois se considera que a
velocidade de decomposicdo por unidade de area de interface € constante, o que ndo é
completamente verdade(MILITAO, 2013).
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5.5 CLAE

A Figura 40 mostra a cromatografia CLAE do Cbl-BFA/PGLDgs. A separagao ocorre
de acordo com a polaridade alcancada resultante do processo de sintese. Como 0s compostos
mais hidrofobicos interagem menos com a fase estacionaria (coluna), estes eluem primeiro.
Logo, a seguinte ordem de classificagédo foi alcangada em ordem crescente de hidrofobicidade
BFA (1) < Cbl-BFA (2) < Cbl-BFA/PGLDg; (3) < Cbl(4)

WHMW.

e T L T ¥ T
0.00 20.00 40.00 60.00 mn

Figura 40 - Cromatograma CLAE de BFA(1), Cbl-BFA (2), Cbl-BFA/PGLDg4(3)e Chl(4).

A integracdo dos sinais forneceu a eficiéncia do porcentual de imobilizacdo do Cbl-

BFA no PGLDg4: 72,8% relativamente a massa inicial do conjugado.

75



5.6 Liberacdo do Conjugado

O perfil de liberagdo do Cbl-BFA contida no PGLDg4 esté representado na Figura 41.
Observa-se uma tendéncia cinética de rapida liberacdo do Cbl-BFAdo PGLDg4 apds cerca de
100 min atingindo-se a cinética de ordem zero em aproximadamente 50 minutos. Esses dados
mostram a eficiéncia do PGLDgs como agente transportador do Cbl-BFA. Nesse caso, 0
composto apresenta-se promissor como sistema transportador de derivados do boro para

aplicacdo na BNCT.
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Figura 41 - Perfil da cinética de liberacdo de boro resultante da liberagéo de Cbl-BFA do PGLDgy, in vitro em
tampdo PBS 7,4 a 37 +°C. O conteldo de boro no conjugado VB1,-BFA foi determinado por espectrometria de

emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP OES).

De acordo com estudos ja publicados existem variacBes significativas nas
concentracBes de boro no sangue entre pacientes individuais, independente se a mesma
quantidade de BFA é administrada por peso corporal. E importante que a dosagem de boro
nas células tumorais seja de 20 ug de boro para cada grama de massa tumoral para que a

técnica BNCT ocorra com sucesso. Portanto o PGLDg,4 garante que o conjugado Cbl-BFA
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ndo seja metabolizado pelo figado e rins, aumentando a concentragdo do mesmo no sangue e
seu tempo de permanéncia como agente terapéutico na circulagéo.

Desta maneira, os resultados desse trabalho demonstram que é possivel se introduzir
na periferia do PGLDg4 a Cianocobalamina borilada com o fim especifico de se obter uma
elevada densidade de boro, o conjugado se mostra promissor para aplicagédo na BNCT.
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Capitulo 6

Conclusoes e perspectivas futuras

Neste capitulo sdo apresentadas as principais
conclusdes relativas ao trabalho e suas perspectivas
futuras considerando a utilizagdo do conjugado Cbl-
BPA/PGLDga.
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Os resultados deste trabalho mostraram que o objetivo de sintese do conjugado Cbl-
BFA/PGLDg,4 foram alcangados satisfatoriamente.

A estrutura do conjugado Cbl-BFA foi confirmada por espectrometria de massas que
mostrou a presenga do conjugado em 1565,37 m/z e a cianocobalamina como impureza em
1356,50 m/z.

As andlises espectroscopicas FTIR e UV-Vis permitiram verificar a presenca dos
grupos funcionais da cianocobalamina, borofenilalanina e PGLDg4 nos espectros do produto
final da sintese.

A integracdo dos sinais da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) forneceu
0 porcentual de 72,8% de imobilizacdo do conjugado Cbl-BFA no PGLDga.

A presenca de boro no conjugado pode ser confirmada por espectrometria de emisséo

Optica por plasma indutivamente acoplado.

A eficiéncia do PGLDGscomo sistema transportador da Cbl-BFA foi confirmada

através da cinetica de liberacdo do conjugado Cbl-BFA.

O conjugado Cbl-BFA/PGLDgs mostra-se promissor como sistema de entrega de boro
com potencial uso na BNCT, porém ainda ha necessidade de estudos de citotoxicidade e in

vivo para garantir sua aplicabilidade na técnica.
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