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RESUMO

O avan¢o na quimica supramolecular de sistemas de liberacdo de farmacos (drug
delivery) ¢ marcado pela utilizacdo e combinacdo de compostos biologicamente ativas € no
planejamento de complexos moleculares cada vez mais sofisticados. A utilizagdo da p-
ciclodextrina (f-CD), para a formacdo de complexos hdspede-hospedeiro, e polietilenoimina
(PEI), como agente transfectante, ¢ destaque na elaboracdo de catalisadores
macromoleculares, na forma de enzimas sintéticas, ¢ no transporte de moléculas bioativas.
Nesse trabalho foram sintetizados uma série inédita de surfactantes bis-guanidinicos (C.BG)
como aceptores e direcionadores para biomoléculas negativamente carregados e ligantes para
centros metalicos. Os surfactantes foram obtidos via quatro etapas, das quais envolveram
reagoes de protecdo e desprotecdo de aminas e reacdes de alquilagdo e guanidizacdao de
aminas secundarias e primdrias, respectivamente, e caracterizados via RMN de 'H e de “C e
ATR-FTIR. Os rendimentos de cada etapa foram de moderados a 6timos, dependendo da
cadeia alquilica. Simultaneamente, sintetizou-se a PEI-f-CD como hospedeira dos

surfactantes C,BG e para futura aplicagdo em meios bioldgicos.

Palavras-chave: Polietilenoimina, f-ciclodextrina, guanidina, sistemas de liberagdo de

farmacos.



ABSTRACT

Advances in supramolecular chemistry and their approach at drug delivery systems
is marked by the treatment and combination of biologically acticve compounds with drug
carriers more and more sophisticated. The use of f-cyclodextrin (f-CD), as a promoter for
host-guest complexes, and polyethylenimine, as transfection agent, offer unique conditions for
the preparations of macromolecular catalysts, such like synzymes, and promising drug
carriers. Herein, we describe the synthesis of bis(guanidine) surfactants (C,BG) for the first
time as an molecular glue for biomolecules containing oxyanionic groups and as binders for
metal centers. The surfactants C,BG were obtained in a four-phase process, such as protection
and deprotection reactions of primary aminas and alkylation and guanidylation, respectively,
of secondary and primary amines, and characterized by 'H and >C NMR and ATR-FTIR. The
yields of each phase were moderate do excellent, depending on the alkyl chain.
Simultaneously, branced polyethylenimine grafted with S-ciclodextrin where prapared to give

PEI-#-CD as host for surfactants C,BG and for future application in biological milieu.

Keywords: Polyethylenimine. f-cyclodextrin, guanidine, drug delivery.
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1INTRODUCAO

O desenvolvimento de sistemas supramoleculares suscetiveis a liberagdo de
compostos biologicamente ativos (drug delivery systems) em células alvo, é cada vez mais
recorrente na literatura, cujo objetivo ¢ facilitar a introdu¢do de farmacos, sondas,
quimioterapicos, nanoparticulas, etc. O polimero polietilenoimina (PEI), agente transfectante
ndo viral, ¢ comumente utilizado em sistemas de liberagdo de farmacos ou em terapias
genéticas para encapsular plasmideos (pDNA), com o objetivo de carregar o codigo genético
para o interior de células.

Quanto a eficiéncia dos sistemas supramoleculares baseados na PEI, observa-se que
a taxa de transfeccdo e a citotoxicidade do sistema sdo proporcionais ao tamanho da cadeia
polimérica, devido a sua cadeia ndo clivavel. Para minimizar essa limitacdo, a estrutura
polimérica da PEI pode ser modificada com ciclodextrinas (CDs) aumenta a eficiéncia de
transfeccdo e diminui a sua citotoxicidade, bem como melhora a solubilidade e a
biodisponibilidade de espécies hidrofobicas complexadas ao polimero.

A S-CD ¢ um oligossacarideo conhecido por sua biodegradabilidade, solubilidade
em agua e por incorporar espécies hidrofobicas, formando complexos hdspede-hospedeiro
(host-guest) estaveis, com inumeros farmacos. O emprego de f-CDs derivatizadas e
hospedeiras de surfactante guanidinicos, cations comumente usados por proteinas e enzimas
para reconhecer substancias de origem bioldgica contendo grupos carboxila e fosfatos, visam
um aumento da eficiéncia destes sistemas.

Logo, este projeto tem enfoque na sintese de uma série inédita de surfactantes bis-
guanidinicos, para atuarem como aceptores da polietilenoimina-f-ciclodextrina (PEI-5-CD) e
como ligantes para centros metalicos, e a determinagdo da concentragdo micelar critica (cmc)
dos tensoativos via medidas de condutividade, de tensdo superficial e de fluorescéncia do
estado estaciondrio do pireno. Concomitantemente, sintetizou-se a PEI-f-CD para a posterior

incorporagdo dos surfactantes hospedeiros.



16

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 POLIETILENOIMINA

Comercialmente, a sintese da PEI ¢ realizada por polimerizacdo de abertura de anel
(ROP) catidnica da aziridina, produzindo um polimero composto pela repeticdo da unidade
monomérica (CH,CH,NH).' Conforme a condi¢do da reagdo, é possivel obter o polimero na
sua forma linear (LPEI), parcialmente ramificada (bPEI) e repetidamente ramificada

(dendrimeros).(Figura 1)

Figura 1 — Formas comerciais da PEI.

o) (8
HNT SIS NN N L N
. e
HN N, H N%\/H;‘/\NH NH N
M 1, 2 o N 2 HNTNTNTONH,
bPEI LPEI Dendrimero

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

Na literatura cientifica, modifica¢des na cadeia polimérica da PEI s3o recorrentes
em areas da quimica supramolecular biologica e medicinal, devido a capacidade de
encapsulamento e transfec¢do celular das nanoestruturas baseados em PEI. Caracteristicas das
quais decorrem do carater cationico, em pH fisioldgico, e pela sua elevada eficiéncia de
transfec¢do. Esse ultimo ¢ pertinente a alta afinidade com macromoléculas negativamente
carregadas e, devido a sua atividade endosomolitica intrinseca, sendo capaz de carregar
plasmideos de DNA (pDNA) para dentro da célula por endocitose e na forma de complexos

com tamanhos nanométricos (Figura 2)."”
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Figura 2 — Tlustracdo do mecanismo de transfec¢do por efeito de esponja de protons.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

O mecanismo ilustrado na Figura 2, usado para explicar a atividade endosomolitica
da PEI, ¢ conhecido como “efeito esponja de protons”. Primeiramente, ocorre
espontaneamente a condensagdo € a adesdo do polication ao pDNA, formando um complexo
esférico de carga residual positiva, 0 que permite sua interacdo com as membranas celulares.
Apos a formagdo do endossomo, ocorre a ruptura da membrana endossomal em virtude da alta
capacidade de tamponamento e flexibilidade para inchar quando protonado. Ou seja, o
poliplexo presente no endossomo absorve os protons, devida a capacidade de tamponamento
em uma ampla faixa de pH, e para neutralizar a carga positiva ha um influxo simultineo de
ions cloreto (CI). Tais processos provocam o intumescimento do polimero e o inchago do
endossomo e, por fim, devida a combinagao de ambos processos ocorre a desestabilizagdo ¢ o
rompimento da membrana endossomal.*”

Além da sua aplicacdo na terapia génica, existem pesquisas explorando o polimero
como um catalisador para reagdes de Henry,® como enzima sintética na reagdo de
transferéncia de grupos fosforila,”® processo redox para obtengdo de energia celular, também
como estabilizante de nanoparticulas’e na imobilizagdo enzimatica."

A PEI de alta massa molar possui maior eficiéncia de transfeccdo e facilidade em
formar agregados comparado ao de baixa massa molar. Porém a citotoxicidade e a resposta do
sistema imunologico também sdo maiores, devido ao carater cationico e ndo clivavel, sendo

essa a maior barreira para o uso clinico desse poliplexo.*
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A insercdo de grupos clivaveis e biodegradaveis na cadeia polimérica auxiliam na
diminui¢do da citotoxicidade e aumentam a eficiéncia de transfeccdo. Adi¢des de copolimeros
com carater hidrofilico ou anidnico, para a supressdo da carga positiva, € a inser¢dao de
grupos, como ligagdes de dissulfeto ou oligossacarideos na cadeia polimérica, como a S-CD,
sdo estratégias eficazes na reducdo da citotoxicidade da PEI."

Resultados de transfecgéo celular, obtidos por Pun e colaboradores'' em testes com
a PEI linear e ramificada derivatizadas com a f-CD (Figura 3), mostraram um aumento na
concentracdo inibitéria (ICsy) celular na magnitude de duas a trés vezes, quando comparado
com o polimero catidnico ndo modificado, mantendo a eficiéncia de transfec¢ao semelhante

ao derivado ndo substituido.

Figura 3 — PEI modificada com a -CD.

PEI p-CD PEI-5-CD
— /)
[\

OH Q

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

Tang e colaboradores'? utilizaram essa mesma ideia para aplicar o polimero na
terapia genética em células neurais e em ratos. Observaram que o polimero ¢ biocompativel
com as c¢lulas testadas e uma melhoria na eficiéncia de transfeccao da PEI600-4-CD, quando

comparado com a PEI1600.
2.2 CICLODEXTRINAS (CD)
As CDs pertencem a familia dos oligossacarideos ciclicos € possuem a forma de um

tronco de cone. As trés principais CDs (Figura 4) de ocorréncia natural sdao a a-CD, f-CD e y-

CD, correspondentes a seis, sete € oito repetigdes da unidade de glicose."
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Figura 4 — Exemplos de compostos pertencentes a classificacao de CDs.

kmw ST

OH o= CD HO

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

As CDs sdo soluveis em agua, biocompativeis, possuem baixo custo e possuem em
sua estrutura uma cavidade interior hidrofobica estavel conhecida por encapsular uma grande
variedade de moléculas." Os complexos formados entre a molécula hospede e as CDs
(hospedeira) sdo conhecidos como sistemas hospede-hospedeiro.

Os sistemas hospede-hospedeiro compostos por CD sdo usados em inimeros
setores, por exemplo: farmacéutico, alimenticio, quimico, cromatografico, biotecnologico,
agricola, de higiene, perfumaria e cosméticos, medicinal, téxtil ¢ do meio ambiente."* Esses
sistemas permitem que moléculas possam ser encapsuladas no interior das CDs e melhorem
parametros fisico-quimicos como solubilidade, biodisponibilidade, estabilidade de compostos
farmacéuticos e até na formagao de estabilizantes para nanoparticulas ou nanomicelas.

A ampla aplica¢do das CDs em medicamentos, e sua incorporagdo em polimeros,

serve também para melhorar a biodisponibilidade e a bioestabilidade de farmacos." Lee ¢
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colaboradores'® aplicaram essa propriedade em um sistema supramolecular contendo o
adamantano (Ad) incluso nas CDs da PEI-f-CD, e usaram nanoparticulas magnéticas na
preparacdo do sistema supramolecular nanométrico e magnético com tamanho controlado

(Figura 5).

Figura 5 — Exemplo da PEI-4-CD como estabilizante de farmaco no combate ao cancer.

Add-BABP Ad-PAMAM

@ ©

CD-PEI Ad-PEG

Fonte: Reproduzida com autorizagio de Lee et al.'® Copyright 2021 John Wiley & Sons.

A nanoparticula metalica magnética (Ad-MNP) funciona como um transformador
embutido que converte a energia de uma fonte de campo magnético alternado (AMF) em
calor, para acelerar a liberagdo do farmaco antineoplésico doxorrubicina (DOX). Apos a
aplicacdo da AMF por 2 min, aproximadamente 50% da DOX ¢ liberada, mostrando uma
inibi¢ao do crescimento tumoral superior, mesmo em concentragdes muito baixas do farmaco,
comparado a outros protocolos, diminuindo os efeitos colaterais.'®

Zhou e colaboradores'” desenvolveram um sistema supramolecular, representado na

Figura 6, com a f-CD e a PEI600 para o tratamento de células tumorais, usando o agente
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antitumoral DOX e o plasmideo pMMP-9. O complexo PCL-HPG-PEI600 se mostrou eficaz
no transporte da DOX e da pMMP-9 para o interior celular, com uma taxa de transfec¢ao
maior que a PEI 25 kDa, tanto em experimentos in vitro quanto in vivo. Ensaios em ratos
apresentaram uma reducdo significativa dos tumores desenvolvidos, € uma alta taxa de

transfeccdo e biocompatibilidade com o sangue.'’

Figura 6 — Utilizagdo da PEI-f-CD no planejamento racional de um sistema de liberacao de
farmacos.

ot PCL-HPG-PEIE0DD

B-CD B-CD-OTs
B-CD-PEI600

Fonte: Reproduzida com autorizagio de Zhou et al.'” Copyright 2021 American Chemical Society

Recentemente, Kowalczyk e colaboradores'™ propuseram um  sistema
multicomponente (Figura 7) contendo a bPEI 25 kDa derivatizada com f- ¢ a-CDs, como
hospedeiras para os agentes quimioterapicos DOX e p-lapachona (f-Lap). O polimero
também foi substituido com o 4cido foélico (FA), que ¢é superexpressado em células
cancerigenas, buscando uma seletividade na liberacdo dos farmacos. Na mesma pesquisa,
observou-se um aumento na estabilidade biologica de ambos os agentes quimioterapicos em
células A549 na magnitude de 10 vezes e, simultaneamente, um aumento na atividade
anticancerigena na magnitude de 20 % a 40 % para a DOX e a f-Lap, respectivamente,

quando encapsuladas no sistema de drug delivery."
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Figura 7 — Sistema de liberagao de farmacos proposto por Kowalczyk e colaboradores.

\©\rNH
' PEI-3CD-aCD-FA

(0]

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

A forga motriz para a formac¢ao dos complexos hdspede-hospedeiro entre muitas
moléculas em ciclodextrinas ¢ o efeito hidrofobico, devida alta hidrofobicidade do composto
hospede. E, como supracitado, moléculas apolares com baixa solubilidade em 4dgua sdo
conduzidas para a cavidade apolar das CDs. Uma ilustracdo desse sistema, de forma
simplificada, e recorrente na maioria das publicagdes encontra-se na Figura 8 com um
composto anfifilico, compostas por uma por¢do hidrofébica/apolar e outra extremidade

hidrofilica/apolar."

Figura 8 — Ilustracdo dos complexos hospede-hospedeiro entre surfactantes e CDs.

Cadeia hidrofobica K.

- AAAAAD

Cabeca hidrofilica

Host Guest host-guest
Hospedeiro Hospede hospede-hospedeiro

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

Quanto maior a por¢do hidrofobica, ou a hidrofobicidade do composto, maior sera a
constante de associacdo (K;). Tais constantes de formagdo de complexos hospede-hospedeiro

em agua geralmente variam entre 10° e 10* L mol”'. Por exemplo, para derivados de
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adamantano e B-CD foram observados valores mais altos, de até 10° L mol”. Desde que os
hospedes sejam suficientemente soliveis em 4gua, a adi¢do de substituintes hidrofilicas ou

hidrofébicas podem diminuir ou aumentar o valor de K, respectivamente.'*"

2.3 COMPOSTOS GUANIDINIOS
As guanidinas sdo grupos funcionais contendo um atomo de carbono central ligado
covalentemente a 3 nitrogénio (Figura 9). Possuem alta basicidade e predominantemente se

encontram na forma de sal do acido conjugado (pKa = 13,6.).

Figura 9 — Exemplos de guanidinas.

s R NH 0
NH NH, N 2
L I rt R N -
H,N" NH "NTON HoN™ N O
2 2 HzN NH2 ' ' H +
R2 R3 NH3
- Cation Guanidina -
Guanidina guanidinio substituida Arginina

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

Usado comumente em sistemas biologicos, por proteinas e enzimas, para
reconhecer e formar pontes salinas ou ligacdes de hidrogénio com varias substancias de
origem bioldgica, contendo grupos carboxila, fosfatos e sulfatos em suas estruturas (Figura
10).%?' De fato, a guanidina é um grupo funcional comum em uma variedade de compostos
sintéticos® e naturais,” encontrados principalmente em aplica¢des na quimica bio-organica,

na quimica medicinal e em complexos supramoleculares.
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Figura 10 — Ligacdes de hidrogénio entre cation e guanidinio e ions anidnicas.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

Em uma pesquisa realizada por Frédéric Avenier e colaboradores,” houve a
modificacdo da PEI com grupos guanidinios (Figura 11) para incorporar a mononucleotideo
de flavina (FMN) por fisissog¢@o, gerando um microambiente hidrofobico, e possibilitando o
estudo da reacdo de reducdo da FMN com dinucleétido de nicotinamida ¢ adenina (NADH).
Os grupos guanidinios permitiram que a estrutura macromolecular fosse capaz de coletar
eficientemente pares de elétrons do NADH, fornecendo rapidamente esses elétrons para

cofatores redox como a porfirina de manganés (II), com uma taxa de melhoria de 4 x 10’ em

comparagio com a FMN em solugdo.®

Figura 11 — Utiliza¢do de PEI modificada como enzima sintética.
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Fonte: Reproduzida com autorizagdo de Roux et al.® Copyright 2021 Springer Nature.
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As guanidinas também sdo encontradas na forma de ligantes para o paladio (II) em
reagdes Suzuki*** e de Heck®® e na formagdo de complexos com atividades antitumorais
comparadas com a cisplatina.”’ Filian Hossein e pesquisadores®™* desenvolveram um
catalisador para reagdes Suzuki e Stille contendo grupos guanidinios imobilizado em MCM-

41 (Figura 12), peneira molecular mesoporoso hexagonal, como ligantes para o paladio (0).

Figura 12 — Grupo guanidinio como ligante para complexos de paladio (0).

JZJH HN
HZ'\{ _NH N NH,
Pd° i H ™ PP
Pd?
Pd° ~
[ NH / OO HN N2
NH

Pd(0)-guanidine@MCM-41

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

O catalisador foi empregado em reagdes Suzuki e Stille, reagdes de acoplamento C-
C, e os autores obtiveram em dimetilsulféoxido (DMSO) rendimentos entre 60 % e 80 % com
até¢ a décima reutilizacdo do catalisador em tempos reacionais relativamente baixos, entre

quinze minutos e trés horas, dependendo do substrato.?®
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Este estudo tem como objetivo a sintese de surfactantes bis-guanidinicos (C,BG),
sua caracterizagdo fisico-quimica em solucdo, e a modificagdo do polimero PEI com o grupo

S-CD, para futura aplicacdo na formacdo de complexos cataliticos supramoleculares.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar uma série de surfactantes alquilicos bis-guanidinicos (C.BG);
e Determinar a concentragdo micelar critica (cmc) dos respectivos surfactantes via
tensdo superficial, condutividade elétrica e fluorescéncia.

e Derivatizar o polimero PEI com o grupo S-CD.
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4 METODOLOGIA

O estudo foi desenvolvido no Laboratorio de Catalise Biomimética (LaCBio),
estabelecido no Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC)
— Campus Florianopolis, sob orientagdo do Prof. Dr. Josiel Barbosa Domingos ¢ em
cooperagdo com o Laboratorio de Polimeros e Surfactantes (POLISSOL) UFSC — Campus
Blumenau, com o Prof. Dr. Ismael Bellettini. A sintese e identificagdo dos compostos ocorreu
no LaCBio e na Central de Analise do Departamento de Quimica na UFSC, e a concentragdo

micelar critica dos respectivos surfactantes foram determinadas pelo grupo do POLISSOL.

4.1 MATERIAIS E METODOS

4.1.1 Reagentes e solventes

Todos os reagentes e solventes que foram utilizados neste trabalho sdo de elevado
grau de pureza e foram obtidos de fontes comerciais (Sigma-Aldrich, Merck, Vetec e Synth,
JT Baker, Fluka). Com exce¢des da dgua deionizada, a qual foi obtida por um deionizador
TKA Smart2Pure presente no LaCBio, e do acetato de etila e do hexano, que foram obtidos a
partir do processo de destilagdo do solvente comercial e no LaCBio, para sua purificacdo e

posterior uso.

4.1.2 Instrumentacio

4.1.2.1 Sintese e purificagdo

Todas as vidrarias e equipamentos manuseados durante o projeto estavam
disponiveis no LaCBio. A purificagao dos compostos por cromatografia em coluna, utilizando
uma coluna de vidro, fase estacionaria composta por Silica gel (60 A, 70-230 mesh ASTM) e
fase movel de diferentes propor¢des de hexano e acetato de etila.

Todos os compostos sintetizados e purificados foram secos em uma bomba de
vacuo EDWARDS, modelo RV3, antes das respectivas analises quimicas e caracterizagoes.
Os solidos contendo resquicios de agua foram liofilizados em uma bomba de alto-vacuo

LABCONCO FreeZone 2.5.
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4.2 TECNICAS DE CARACTERIZACAO

As caracterizagdes e identificagdes dos compostos foram realizadas por
espectroscopia de ressonincia magnética nuclear (RMN) de 'H e de "°C, e por infravermelho.
Os espectros de RMN de 'H e de “C foram obtidos com o uso dos espectrofotdmetros de
RMN Bruker AC 200 MHz e Bruker AS-400 400 MHz, disponivel no Central de Analise do

Departamento de Quimica na UFSC em Florianoépolis.

4.2.1 Medidas de condutividade

As medidas de condutividade foram realizadas usando um condutivimetro
HMCDB-150, com auxilio de uma cela com capacidade para 30,0 mL conectada em um
banho termostatizado a 25 + 0,1 °C. As medidas foram realizadas apds a adi¢ao de volumes
conhecidos da solucdo estoque de surfactantes. Para cada leitura, a concentragdo era corrigida
devido a dilui¢do ocorrida na cela que previamente continha 15 mL de 4gua deionizada.

Todas as medidas foram realizadas com as solugdes sob agitaciao constante.

4.2.2 Medidas de fluorescéncia

As medidas de fluorescéncia do estado estacionario do pireno foram executadas em
dgua destilada a 25 = 0,1 °C. Uma solu¢do de pireno de 10 mol L™ foi preparada a partir de
uma solugdo estoque 107 mol L' de pireno (Aldrich 99%) em etanol. As solugdes dos
surfactantes foram preparadas a partir da solucdo contendo pireno e deixadas atingir o
equilibrio pelo menos por 4 horas antes de registrar o espectro de emissao.

Os espectros de fluorescéncia do estado estacionario do pireno foram determinados
em um espectrofluorimetro Hitachi F-4500 equipado com uma cela de quartzo de 1,0 cm
termostatizado a 25 + 0,1 °C sob agitacdo magnética. As fendas de excitacdo e emissdo do
monocromador foram ajustadas para 2,5 nm. As amostras foram excitadas em 336 nm e os
espectros de emissao foram corridos de 360,0 e 500,0 nm. Tipicamente, os espectros de
fluorescéncia foram realizados ap6s a adicdo de volumes conhecidos da solug¢do estoque de

surfactante. Para cada leitura, a concentragdo era corrigida devido a dilui¢do ocorrida na cela
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que previamente continha 1,5 mL, de solu¢do contendo igual concentrag¢do de pireno. A razao
I/I; fo1 estimada analisando a relacdo da intensidade maxima do pico em 372,8 nm (I;) e

384,0 nm (I5).
4.2.3 Medidas de tensdo superficial

As medidas de tensdo superficial foram feitas utilizando um tensiometro da
SURFACE ELETRO OPTICO, modelo DST30, escala de divisio 0,1 mN-m™ equipado com
um anel de Pt-Ir-20 e frasco para conter a amostra em temperatura ambiente. Foram usados
volumes de 5,0 mL de solu¢do do correspondente surfactante, previamente preparada para

cada medida.

4.3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
4.3.1 Sintese dos surfactantes bis-guanidinicos
4.3.1.1 Sintese da 1,5-diftalimida-3-azapentano (2)

Em um baldo contendo a dieitiltriamina 1 (100 mmol), foram adicionados gota-a-
gota 160 mL de acido acético. Posteriormente, acrescentou-se o anidrido ftalico (224 mmol) e

se manteve a mistura reacional sob agitacio e refluxo por 4 horas. Em

Q seguida, todo o acido acético foi evaporado a pressdo reduzida, e
0 o}

N prosseguiu-se com a adi¢do de 160 mL de etanol quente. Agitou-se a

solucdo até a formagdo de um solido branco correspondente ao produto

NH
o 1, e o produto fo1 filtrado e lavado com etanol frio. Rendimento: 79%.

&z RMN 'H (200 MHz, DMSO-d;, ppm): 8,01 (m, 4H), 7,46 (m, 4H), 3,84
© (t, 4H).

g % 4.3.1.2 Sintese da 3-alquil-1,5-diftalimida-3-azapentano (3)
o
Manteve-se a mistura reacional contendo o composto 2

o IN\A,k (20 mmol), o haleto de alquila (60 mmol), carbonato de potassio (60

3a: Alk=C;oHy, . L )

N 32: Ak=c,H,; mmol) e 300 mL de acetonitrila sob refluxo e agitagdo por 4 dias.
3c: Ak=Cy4Hpe
3d: Alk=CygHa3
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Apos o periodo reacional, concentrou-se a mistura reacional a pressdo reduzida e prosseguiu-
se com a extragdo e lavagem e a purificagio em cromatografia em coluna. Composto
(rendimento): 3a (77 %), 3b (77 %), 3¢ (34 %) e 3d (50 %). RMN de 'H de 3d (200 MHz,
CDCl;, ppm): 7,80-7,66 (m, 8H), 3,78-3,71 (t, 4H), 2,82-2,75 (t, 4H), 2,55-2,48 (t, 2H), 1,28-
1,07 (m, 28H), 0,91-0,85 (t, 3H).

4.3.1.2 Sintese da 1,5-diamina-3-alquil-3-azapentano (4)

Manteve-se em um baldo contendo o 3 (12 mmol), a hidrazina monohidratada (6

mL) e 250 mL de etanol sob agitacido e fluxo por 24 horas. Em seguida, filtrou-se a reagdo,

lavando com etanol gelado, concentrou-se o permeado a pressdo reduzida e acrescentou-se

NH, 100 mL de diclorometano frio. Filtrou-se toda a ftalidrazida insoluvel ¢ a

evaporou-se todo o diclorometano. O permeado concentrado ofereceu o

IN\A”‘ produto 4 como um 6leo amarelo. Composto (rendimento): 4a (>95 %), 4b (76

e o, %) 4¢ (595 %) € 4d (64 %). RMN de 'H de 4d (200 MHz, CD:OD, ppm):

:2 ::::g:;‘;; 3,31-3,29 (m, 5H), 2,73-2,67 (t, 4H), 2,55-2,48 (t, 2H), 1,47 (m, 2H), 1,28 (m,
4d: Alk=CieHss  26H). 0,93-0,86 (t, 3H).

4.3.1.3 Sintese do dicloreto de N,N'’-[(alquilamina)di-2, I-etanodiil] bis-guanidina (C,BG)

Adicionou-se em um baldo de fundo redondo a dimetilformamida (5 mL), a 1H-
pirazol-1-carbozamidina (10 mmol) ¢ o 4 (5 mmol), e manteve-se sob agitagdo e a
temperatura ambiente por 4 horas. Em seguida, se lavou a mistura reacional com 20 mL de
acetato de etila e retirou-se o sobrenadante. O produto se cristalizou em 5 mL de metanol e 20
mL de acetato de etila e a purificagdo prosseguiu via recristalizacdo do solido obtido na etapa

o NH, anterior em metanol e acetato de etila nas mesmas
H 2NJLNH proporgdes anteriores. Composto (rendimento): C,BG
g::zg Q:E:glz:; (68 %), CBG (76 %), CuuBG (60 %) e Ci:BG (64

CI_ +NH2/rN\AIk C14BG: Alk=C4H>9 %) RMN de 1I—I de C[ﬁBG (200 MHZ, DQO, ppm) 3,30
L - C1EBG: A|k=C16H33
(211 E—

H * Trasfegou-se a mistura reacional para o funil de separag¢do contendo 100 mL de dgua deionizada.
Extraiu-se a fase orgdnica com diclorometano (3 x 50 mL).
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(m, 5H), 2,73-2,66 (m, 4H), 2,57-2,46 (m, 2H), 1,48 (m, 2H), 1,28 (m, 26H), 0,92-0,99 (m,
3H). Analise elemental calculada para C,¢H3CLN; (400,4370): C = 47,99, H = 9,82, N =
24,49, Encontrado: C = 47,92, H = 10,32, N = 24,19. Analise elemental calculada para
Ci0H47CLN; (456,5450): C = 52,62, H= 10,38, N = 21,48. Encontrado: C = 51,74, H = 10,59,
N =20,56.

4.3.2 Sintese do polimero modificado PEI-f-CD
4.3.2.1 Sintese do tosil-imidazol (5)

A uma mistura de imidazol (0,375 mol) e de cloreto de tosila (0,393 mol) em 300
mL de CH>Cl; foram adicionados 500 mL de uma solucdo de bicarbonato de sédio 0,928 mol
L' e, posteriormente, acrescentou-se a trietilamina (5,6 mL). A reagdo prosseguird sob

agitacdo e a temperatura ambiente por 24 horas. Extraiu-se a fase orginica da mistura

0. O reacional e o0 mesmo foi seco em sulfato de sodio. Purificou-se o produto
N
7 N’S via recristalizacdo em 125,0 mL de diclorometano ¢ 25,0 mL de hexano.
<N\/) Rendimento: 82%. P.F.: 68-70 °C.

4.3.2.2 Sintese da mono-6-tosil-f-CD (6)

Adicionou-se 0 S (70 mmol) em um baldo de fundo préprio contendo uma solugdo
de fS-ciclodextrina (18 mmol) em 450 mL de agua destilada, e a reagdo prossegui sob agitacdo
a temperatura ambiente por 2 h. Apds este periodo, adicionou-se lentamente 25 mL de uma
solugdo de hidroxido de sodio 9 mol L™ por 30 minutos e, em seguida, o cloreto de amonio
(24,0 g). Entdo a mistura fo1 concentrada at¢ metade do seu volume soprando uma corrente de
ar e filtrou-se o solido branco formado a vacuo, lavando com 100 mL de dgua destilada gelada
¢ 200 mL de acetona. RMN de 'H (400 MHz, (CD;)SO, ppm):
7,75-7,73 (d, 2H), 7,43-7,41 (d, 2H), 5,83-5,66 (m, 14H), 4,83
(m, 5H), 4,76 (m, 2H), 4,57-4,45 (m, 4H), 4,34-4,29 (m, 1H),
4,20-1,15 (m, 1H), 3,64-3,21 (m, sobreposi¢ao com HDO), 2,42
(m, 3H).

OTs
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4.3.2.3 Sintese do polimero modificado PEI-f-CD

Em um balao de fundo redondo foram adicionados o 6 (1.69 mmol), a bPEI (25
kDa, 282 mg, 11.3 umol) e 100 mL de DMSO e a reagdo prosseguiu sob agitacdo e a 70 °C
por 72 h. Em um frasco de Erlenmeyer adicionou-se 2 L de acetona e a mistura reacional.
Ap6s a adicdo no frasco de Erlenmeyer, formou-se um solido branco que foi removido por
decantagdo e dissolvido em 30 mL de agua destilada. A purificacdo seguiu por dialise
transferindo a solu¢do preparada anteriormente para uma membrana (Dialysis membrane
Spectra/Por® 7 MWCO 10,000, 45 mm) e dialisada sob agitagdo lenta com cada uma das
seguintes solugdes por pelo menos 2 h: EtOH a 20 % em HCI

"NH, H
HoN No~N~N NH, (50 mmol L7), HCI (50 mmol L"), 4gua destilada (duas

e

-1 . . A
HN’\’N\/\NHZ i vezes), NaOH (50 mmol L™, duas vezes) e dgua destilada (trés

CH; vezes). A solugdo final foi liofilizada, levando ao PEI-S-CD
purificado. RMN de 'H (400 MHz, D,O, ppm): 4,92 (m, 1H),
3,64-3,21 (m, 13H), 2,79-2,49 (m, 5,5H).

HO

4.4 SEGURANCA NO LABORATORIO E TRATAMENTO/DESTINO DOS RESIDUOS

Os procedimentos de seguranca e prevengdo adotados durante todo o projeto foram
conforme o Manual de Regras Bésicas para Laboratorios de Quimica disponibilizado pelo
Departamento de Quimica da UFSC e respeitando as normas da ABNT NBR 14785:2001.

Os residuos liquidos produzidos durante o projeto tiveram como destino trés
recipientes adequados e devidamente rotulados para o descarte correto. Esses mesmos foram
recolhidos por pessoas autorizadas da empresa PROACTIVA MEIO AMBIENTE S.A..
Todas as reagdes efetuadas durante o projeto foram planejadas para gerarem o menor nimero
de residuos possiveis, visto o papel fundamental do quimico na constru¢ao de metodologias

atoxicos e ambientalmente amigéveis.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 SINTESE DOS SURFACTANTES BIS-GUANIDINICOS

A metodologia adotada para a sintese da série inédita de surfactantes bis-
guanidinicos prosseguiu via 4 etapas, os quais estdo 1lustrados na Figura 13. A primeira etapa
tem como objetivo a prote¢d’ das aminas primérias de 1, uma vez que se deseja que ocorra
somente a alquilagdo da amina secundaria de 2 na etapa seguinte. E, apos a etapa de
desprotecdo de 3, para proporcionar a guanidizagdo® das aminas primarias de 4 e formagio

dos tensoativos C,BG, e a formacao das cabecas polares dos surfactantes.

Figura 13 — Rota sintética para obten¢do dos surfactantes.

o) o] H o]
HaN o~ NH o _ ACOH _ NN~y
H refluxo
1 0o 4h (o] 2 0]
@] H o] Alk-Br 0 I‘xlk 0
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MeCN
o 2 o0 4 dias, refluxo 0 3 o
o] Alk o HNHz o]
N EtOH
NN + H,NNH,.H,0 | +2 N
24h Al NH, HN
3 refluxo
(e} o] 4 o
NH . NH, CI Composto  Alk
2 DIPEA
H . %NHz DMF HN™ “NH, CiBG  -CygHpy
+ C;BG -Cy3H
N 1 N hal ta.4h NH, CI 12 12M25
Alk™ ™~ NH, N N~ AL C1BG  -CiaHas
Alk NH2  CieBG  -CygHss

4

Todos os produtos foram identificados por ressonincia magnética nuclear de
hidrogénio (RMN de 'H) e podem ser vistas no Apéndice A. Em especifico, para os produtos
3 e C,.BG foram obtidos seus respectivos pontos de fusdo (P.F.), disponivel na Tabela 1, ao
passo que estes encontravam-se no estado fisico sélido a temperatura ambiente. Obteve-se
também o P.F. experimental para o composto molecular 2 de 176-178 °C, P.F. proximo aos

valores encontrados na literatura.’®?!
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Tabela 1 — Pontos de fusao (P.F.) em °C dos produtos 4 ¢ C.BG.

Cadeia alquili
& el(zailgul fea 'CIOHZI 'C12H25 'C14H29 _C16H33
3 55-56 47-49 59-60 59-60
C.BG 101-103 105-106 101 108-109

Por espectroscopia de RMN de 'H pdde-se identificar os produtos (Apéndice A),
ilustrados na Figura 14, formados em cada etapa da Figura 13. Nas etapas de prote¢do de 1 e
desprote¢do de 3, se observou o aparecimento (Figura A1) e desaparecimento (Figura A5-A7)
dos hidrogénios aromaticos do grupo protetor entre 8,1 ppm e 7,3 ppm nos compostos 2 ¢ 4,
respectivamente, na forma de dupletos. E na etapa de alquilacdo da diamina protegida 2, o
deslocamento quimico correspondente aos hidrogénios da cadeia alquilica se encontram entre

1,4 ppm e 1,0 ppm e em 0,61 ppm, na forma de tripleto (Figura A2-A4).

Figura 14 — Espectro de RMN de 'H obtidos durante a sintese do surfactante CsBG.
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A partir dos tensoativos C,BG previamente sintetizados e purificados, os espectros
de RMN de 'H (Figura A8-S11) apresentam sinais similares ao da Figura 14 ¢ as integragdes
obtidas a partir dos sinais da cadeia alquilica apresentam valores incoerentes com o niimero
de hidrogénios da cadeia alquilica. Como forma de distinguir os surfactantes, pelos espectros

de RMN de "*C (Figura 15) nota-se que quanto maior a por¢do hidrofobica do tensoativo,
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menor ¢ o sinal do carbono guanidinio e do carbono terminal da cadeia alquilica em 157 ppm

e 14 ppm, respectivamente.

Figura 15 — Espectros de RMN de "C dos surfactantes C,BG.
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A despeito de integragdes de sinais de RMN de “C nido terem correlagdo com o

numero de atomos de carbonos, devida a ampla janela de tempo de relaxacao spin-rede (T1)

para diferentes tipos de atomos de carbono,** é possivel distinguir os tensoativos da Figura 14

em fun¢do da relagdo entre as intensidades dos sinais (I) do carbono guanidinio (-CN3) ou do

carbono terminal da cadeia alquilica (-CHs) com o sinal de maior intensidade do carbono da

cadeia alquilica (-Ca-H>) na amostra (Tabela 2). Consequentemente, por meio da comparagao

dos espectros de RMN de "C dos tensoativos (Figura A12-A15) em fung¢do do aumento da

cadeia alquilica, observa-se que quanto maior a por¢ao hidrofobica dos tensoativos, menor € o

sinal do carbono guanidinio e do carbono terminal.

Tabela 2 — Intensidades dos sinais do carbono guanidinio e do carbono terminal e de maior
intensidade da cadeia alquilica da Figura 14.

-Ca-Ha -CN; -CH;
Intensidade Intensidade Leancnz/Lons Intensidade Leancnz/Lens
CiBG 266,1 6,84 15 24 11
CuBG 27,7 2,3 12 3,6 8
C:BG 554,4 88,8 120,5 5
C1BG 239,0 59,9 4 82,4 3
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As andlises por espectroscopia de infravermelho (FTIR-ATR) dos tensoativos
C.BG estio ilustradas na Figura 16. As bandas localizadas em 3150-3380 ¢cm™, 2920-2850
cm’ e 1640-1650 cm™ sdo correspondentes, respectivamente, as vibragdes simétricas e

assimétricas das ligacoes do grupo NHa, C;3-H e do carbono guanidinio.

Figura 16 — Espectros de FTIR-ATR dos surfactantes C,BG.
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Também foram constatadas bandas na regido entre 2800 cm™ e 3000 cm™ nos
produtos C; 0BG e C12:BG, que estdo ausentes nos produtos CisBG e CsBG, estas foram

atribuidas aos estiramentos da ligacdo C,n-H do subproduto pirazol da reagdo da etapa de

guanidizac¢do.”
5.2 CONCENTRACAO MICELAR CRITICA (CMC) DOS TENSOATIVOS
Apdés a caracterizagdo das estruturas dos surfactantes, foram realizadas

experimentos para determinar suas respectivas concentracdes micelares criticas, cmc,

(Apéndice B). Este ¢ um parametro de muita importancia para os estudos de interagdes com a
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S-CD, visto que as concentracdes de tensoativo devem estar abaixo do cmc para ndo haver

formacao de micelas nos sistemas.

Quanto as andlises e aos métodos empregados, as cmc dos tensoativos foram
obtidas via medidas de condutometria, de fluorescéncia, usando o pireno como sonda
fluorescente, e de tensiometria. Por condutometria (Figura B1) observa-se uma diminui¢ao na

taxa de aumento da condutividade por adicdo de surfactante quando se atinge a cmc, como

ilustra a Figura 17.

Figura 17 — Perfil da curva de condutividade vs concentragao de tensoativo.
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A determinagdo de cmc por condutividade (k) ¢ devido a mudanca de
comportamento do eletrdlito/tensoativo apds a formacdo da micela. Antes da formagdo da
micela, o surfactante encontra-se na forma livre, conhecido como mondmero, e comporta-se
como um eletrolito forte, ou seja, a condutividade da solugdo aumenta consideravelmente
conforme aumenta-se a concentracdo de surfactante ¢ alta. A micela comporta-se como um
eletrolito fraco, diminuindo consideravelmente a inclinagdo da reta. Pela intersecc¢ao das retas

antes e depois da formagao da micela é possivel obter a cmc dos compostos i6nicos C,BG.
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Por tensiometria, acompanhou-se a tensdo superficial (y) da solugdo conforme
adicionou-se o surfactante (Figura B2). Na Figura 18 observa-se uma diminui¢cdo e uma

estabilizacdo da tensdo superficial quando ocorre a micelizacao do tensoativo Ci6BG.

Figura 18 — Tensdo superficial vs In{[CisBG]/(mol L)}
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A diminui¢do da tensdo superficial ¢ devido ao enfraquecimento das ligacdes de
hidrogénio da 4gua na superficie da solucdo conforme a adi¢do do surfactante. E a
estabilizacdo ¢ correspondente a saturacdo da superficie da solugdo e o deslocamento do
equilibrio do surfactante da superficie para a solugao na forma de micela.

Por fim, na determinacdo de cmc por fluorescéncia a escolha do pireno como sonda
fluorescente foi devido a sua sensibilidade ao meio onde se encontra (Figura B3).** Quanto
mais hidrofilico o meio maior € a relag@o entre os sinais de emissdo em 372 nm (I;) e 384 nm
(Is), e conforme atinge-se o cmc e ultrapassa-se o valor a relacdo diminui devido a transi¢ao

da sonda fluorescente para o meio hidrofobico no interior da micela (Figura 19).
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Figura 19 — Razao entre as intensidades I, e I5 vs [C16BG].
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Os valores da cmc para os surfactantes 4 obtidos via diferentes métodos encontram-
se na Tabela 3. Observa-se que os valores por fluorescéncia sdo menores que dos métodos
anteriores, este ¢ devido a inducdo na formagdo da micela por conta da hidrofobicidade do

pireno, auxiliando na forga motriz pelo efeito hidrofébico.

Tabela 3 — cmc (mmol L) dos surfactantes obtidos via diferentes métodos.

Surfactante Condutividade Tensao superficial Fluorescéncia
Ci:BG 3,40 3,24 1,90
CBG 2,15 3,10 1,21
CiBG 1,65 1,46 0,65

Para uma série homologa de surfactantes, como os sintetizados nesse projeto, o
pesquisador Traube propds uma regra para poder prever a tensao superficial e a cmc dos
surfactantes.” O estudo de Traube consiste em uma série de 1-alcandis com cadeias alquilicas
longas e prevé que a concentragdo necessaria para reduzir a tensdo superficial da adgua ¢é

proporcional ao numero de atomos de carbono do tensoativo, expressa na equagio (1).
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Variagdes sao observadas quando os tensoativos possuem pequenas cadeias alquilicas ou mais

de uma cabega polar.***’
log (C,)=B-nlog(K,) (1)

Onde C; ¢ a concentracdo de tensoativo, B ¢ uma constante para a séria homologa e
K ¢ a Constante de Traube que € igual 3.>*® Para a série de surfactantes sintetizados (C.BG),
observa-se que ndo ha correlacdo entre a regra proposta para os tensoativos sintetizados
(Figura 20), devida a presenca de dois grupos polares guanidinios, espacados entre si.
Enquanto em um estudo feito por Bouchal e colaboradores,” foram medidas as cmc dos
tensoativos via tensdo superficial com uma unica cabega polar (C,G), € se observou uma

linearizacdo com a regra de Traube e uma constante Kr diferente de 3, também previsto por

Traube contanto que a cadeia alquilica ndo seja pequena.*’

Figura 20. Reta obtida a partir da equagdo 2.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2021).
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5.3 SINTESE DA PEI-B-CD

Sintetizou-se o composto PEI-A-CD via 3 etapas”'"*' (Figura 21). A primeira etapa
consiste na minimizacdo da reatividade do cloreto de tosila com o grupo imidazol, para
formar o tosil-imidazol § e impedir a poli-substitui¢ido da £-CD. E, por fim, a Gltima etapa ¢ a
sintese da PEI-f-CD via substitui¢do nucleofilica do grupo tosil de 6 por aminas primarias da

polietilenoimina (bPEI 25 kDa).

Figura 21 — Rota sintética para obten¢do da PEI-f-CD.
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Da mesma forma que os surfactantes, os produtos provenientes de cada etapa
apresentados na Figura 20 foram identificados por espectroscopia de RMN de 'H (Figura 22),
nas quais os sinais referentes ao grupo tosil e imidazol 6 aparecem sobrepostos entre 8,0 ppm
e 6,5 ppm, em 1,56 ppm encontra-se o sinal metileno do grupo tosil. Em seguida, prossegue-
se com a monotosilagdo da f-CD em agua, e observa-se o desaparecimento dos sinais do
grupo imidazol acompanhado com o aparecimento dos sinais caracteristicos da f-CD entre
3,80 ppm e 3,0 ppm. Por fim, foi possivel acompanhar a modificacdo da PEI pelo surgimento

de seus sinais caracteristicos em 2,75 ppm.
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Figura 22 — Espectros de RMN de 'H obtidos durante a sintese da PEI-$-CD
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Observa-se a permanéncia do grupo tosil em pequenas quantidades apos a etapa de
modificagdo da PEI, devida a incorporagao de moléculas de tosil com grupo tolueno no
interior do cone da f-CD, formando um complexo hospede-hospedeiro, ou devido a formagao
de um sal entre a PEI, positivamente carregado em agua, com o grupo tosil, negativamente

carregado.
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6 CONCLUSOES

Foi sintetizada e caracterizada uma séria inédita de surfactantes (C.BG) como
aceptores e direcionadores para biomoléculas negativamente carregados, como carboxilatos e
fosfatos. Ainda, foi sintetizado o polimero PEI-f-CD com perspectiva para estudos
posteriores na formacdo de sistemas de liberagdo de farmacos, onde os surfactantes bis-
guanidinicos mimetizariam um sitio ativo biologico capaz de introduzir espécies
biologicamente ativas para o interior de células.

As estruturas dos surfactantes foram identificadas por espectros de RMN de 'H e de
BC e a cme dos tensoativos foram obtidas empregando diferentes metodologias, somente para
o tensoativo C1BG ndo foram obtidos valores de cmc, por este se apresentar extremamente
soluvel em qualquer faixa de concentragao.

Apresentou-se nessa pesquisa o desenvolvimento de um possivel novo sistema
biocompativel de liberagdo de farmacos contendo a S-CD, como hoéspede para compostos
biologicamente ativos em cé€lulas, e com grupos guanidinios como sitios ativos para ions
anidnicos presentes em meios celulares. Com perspectivas para uma futura continuagao
envolvendo os estudos das interagdes dos surfactantes com a f-CD, e estudos de complexagado
com ions metalicos, como cobre (I) e paladio, e sua aplicacdo na quimica bio-ortogonal.

Este tipo de a abordagem interdisciplinar demostra a importancia da quimica em
ciéncias biologicas, e visto que ainda hd muito a ser explorado em pesquisas de elaboracdo de
sistemas supramoleculares cada vez mais eficazes e a compreensdo de sistemas como estes

em pesquisas futuras.
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APENDICE A - Espectros de RMN de 'H e de *C dos produtos obtidos

Figura A1 — Espectro de RMN de 'H do composto 2 em (CD3),SO.
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Figura A3 — Espectro de RMN de 'H do composto 3¢ em CDCl;.
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Figura A5 — Espectro de RMN de 'H do compost
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Figura A7 — Espectros de RMN de 'H do composto 4d em CD;OD.
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Figura A9 — Espectro de RMN de 'H do composto C12BG em CD;OD.
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Figura A15 — Espectro de RMN de "
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APENDI

CE B - Graficos das medidas de tensao superficial, de condutividade e de

fluorescéncia

Figura B1 — Condutividade vs [C,BG]
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Figura B2 — Tensio superficial vs In{{C,BG]/(mol L)}
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