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RESUMO

Esta tese relata a preparacdo e caracterizagdo de novos anfifilicos do
tipo rod-coil funcionalizados com (oligo-e polissacarideos) por reacdes
do tipo cicloadicdo 1,3-dipolar de Huisgen, entre espécies
funcionalizadas por um grupamento azida, de um lado, e um alcino
terminal do outro catalisadas por cobre. Os anfifilicos foram sintetizados
e caracterizados a partir de diferentes partes hidrofébicas conjugados
com o polimero poli(6xido etileno) PEO como brago espagador
hidrofilico e os (oligo-e polissacarideos) 2-propargil-2-acetamido-2-
desoxi-B-D-glicopiranose (GIcNAc) e propargil B-D-galactopiranosil-
(1—4)-p-D-glicopiranose (Lac). A caracterizacdo dos anfifilicos
sintetizados foram quanto & estrutura quimica e composicdo através de
ressonancia magnética nuclear (RMN), infravermelho por transformada
de Fourier (FTIR), espectrometria de massa (MALDI-TOF-MS e ESI-
MS) e alta resolucdo (HRMS). Apos a dissolugdo em &gua, os anfifilicos
auto-associam em micelas com um didmetro médio de (2Ry ~ 10 nm).
Espalhamento de luz dindmico (DLS), microscopia eletronica de
transmissdo (MET) e espalhamentos de raios-X a baixos angulos
(SAXS) foram utilizados para investigar a estrutura e dindmica desses
anfifilicos sacaridicos. A presenca de epitopos de carboidratos na
superficie das micelas determinada para a segmentacdo da lectina
também foram demonstrados por DLS. Interagdes especificas dos
residuos GICNACc e Lac com as lectinas da aglutinina de germe de trigo
(WGA) e aglutinina do amendoim (PNA), respectivamente, revela o
potencial das aplicacGes, de tais anfifilicos derivados de carboidratos
como sistemas de vetorizacéo simples e especifica do local para entrega
da droga.

Palavras-chave: Anfifilicos do tipo rod-coil; Oligo-e Polissacarideos.






ABSTRACT

This thesis reports the preparation and characterization of new rod-coil
amphiphiles functionalized with oligo- and polysaccharides through
Huisgen 1,3-dipolar cycloaddition reactions between species
functionalized by an azide group on one side and an terminal alkyne on
the other catalyzed by copper. The amphiphiles were synthesized and
characterized based on different hydrophobic parts conjugated with the
polymer poly(ethylene oxide) PEO with a hydrophilic spacer arm and
the oligo- and polyssaccharides 2-propargyl-2-acetamido-2-deoxy-f-D-
glucopyranose (GIcNACc) and propargyl B-D-galactopyranosyl-(1—4)-B-
D-glucopyranose  (Lac). The amphiphiles synthesized were
characterized in terms of their chemical structure and composition
through nuclear magnetic resonance (NMR), Fourier transform infrared
(FTIR) spectroscopy, mass spectroscopy (MALDI-TOF-MS and ESI-
MS) and high resolution mass spectroscopy (HRMS). After the
dissolution in water, the amphiphiles self-associate in highly regular
micelles with an average diameter of 2Ry ~ 10 nm. Dynamic light
scattering (DLS), transmission electron microscopy (TEM) and small
angle x-ray scattering (SAXS) were used in order to investigate the
structure and dynamics of these saccharide amphiphiles. The presence of
carbohydrate epitopes on the surface of the micelles and their
bioavailability for the segmentation of lectin were also demonstrated by
DLS. Specific interactions of GIcNAc and Lac residues with lectins
from wheat germ agglutinin (WGA) and peanut agglutinin (PNA),
respectively, reveal the potential applications of such amphiphilic
derivatives of carbohydrates as vectorizing systems, both simple and
specific to a drug delivery site.

Keywords: rod-coil amphiphiles, oligo- and polysaccharides.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Os resultados apresentados nesta tese foram obtidos na
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) e no Centro de Pesquisa
em Macromoléculas Vegetais (CERMAYV), Université Joseph Fourier
em Grenoble - Franca.

Nos ultimos anos tem sido observado um grande crescimento no
estudo de sistemas coloidais (soft matter) como dentre outros setores
devido a crescente demanda por varios setores industriais, sobretudo aos
associados ao desenvolvimento de nanomateriais ou materiais com
controle morfoldgico na escala nanométrica.

Cada vez mais, o conceito de nanociéncia e tecnologia chama a
atencdo do publico em geral através da midia eletrénica e escrita. Mais
de 30 milhdes de dolares foram disponibilizados pela National Science
Foundation (NSF), em 2005, somente para a criagdo de programas para
informar o publico sobre nanotecnologia, e abordar as questdes sociais
relacionadas. *

Dados recentes levantados pela Unido Européia, sdo suficientes
para justificar a alta prioridade com que a nanotecnologia vem sendo
tratada pelos paises desenvolvidos e por aqueles em desenvolvimento
acelerado, como a China e a Coréia do Sul. Atualmente, o investimento
global situa-se na faixa de US$ 4 bilhdes por ano, apenas em nivel
governamental, distribuindo-se de forma equilibrada entre os quatro
blocos: Japédo, Estados Unidos, Unido Européia e o conjunto formado
pelos demais paises. Esse investimento, que vem crescendo, €
alimentado pela expectativa de que, em 10 anos, a nanotecnologia
devera movimentar mais de US$ 1 trilh&o na economia mundial.?

Finalmente, é importante salientar que a nanotecnologia é uma
area de prospecgdo aberta que oferece inimeras oportunidades a serem
aproveitadas e exploradas por paises como o Brasil. Neste contexto, é
necessario que novas oportunidades tecnoldgicas sejam rapidamente
identificadas, consolidadas e avance na construgdo de um campo soélido
de conhecimento.

No Brasil, os investimentos ainda sdo modestos. No entanto, ja
foram feitos avancos importantes na estruturacdo de quatro redes
nacionais além de vérias sub-redes teméticas, mobilizando mais de 300
pesquisadores e 600 pds-graduandos em todo o pais como um Plano
Nacional de Nanotecnologia, na modernizagdo da lei de patentes e
politica de incentivos, bem como na articulacdo de novas redes e
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parcerias com o setor empresarial e pesquisa visando parcerias
internacionais.

Hoje o grande interesse da comunidade cientifica é desenvolver
cada vez mais a nanociéncia com o intuito e a promessa de manipular a
matéria atomo por atomo, molécula por molécula de criar dispositivos
com desempenhos e funcionalidades superiores aos fornecidos pela atual
tecnologia.

As aplicacOes sdo muito amplas, indo desde a industria eletronica,
onde os agregados nanometricamente espacados sdo utilizados para
desenvolver circuitos e dispositivos também na escala nanométrica até a
inddstria  médico-farmacéutica onde o0  desenvolvimento e
aprimoramento desses sistemas permitem uma liberacdo controlada de
farmacos e nutrientes, como também para fins de controle reolégicos em
indudstrias de cosméticos e tintas.

A micela polimérica preparada a partir de anfifilicos do tipo rod-
coil tem sido importante, pois possibilita a preparacéo de particulas com
diferentes morfologias do tipo esferas, cilindros ou vesiculas, com
tamanhos controlaveis, tanto em escala micro-(latex), como nanométrica
(micelas, vesiculas, etc).

Estas estruturas sdo tipicamente formadas por um n0cleo,
constituido pelos blocos solvofdbicos, e por uma coroa, formadas pelas
cadeias solvofilicas. Os agregados micelares sdo estabilizados em
solucéo pelas interacdes dos segmentos sol(iveis com o solvente.* Uma
vez que a maioria dos sistemas coloidais encontra-se estruturada
normalmente em escala nanométrica (menor do que 100 nm) ou
submicrométrica (entre 100 e 1000 nm), a caracterizacdo dos mesmos
pode ser realizada por meio das técnicas de microscopia eletronica de
transmissdo (MET), espalhamento de luz estatico (SLS) e espalhamento
de raios-X a baixos angulos (SAXS). Da mesma forma, 0s processos
dindmicos podem ser acessados por medidas de espalhamento de luz
dinamico (DLS).’

As nanoparticulas a base de polimeros sintéticos hidrofébicos séo
frequentemente preparadas na presenca de solventes orgéanicos. No
entanto, 0s aspectos ambientais e, por conseqiiéncia, as normas
internacionais imp&em a eliminagdo destes solventes orgénicos e sua
substituicdo pela agua, com vistas a sua aplicacdo em &reas como a
medicina e a cosmetologia. Confrontadas com a aplicacdo destas
normas, as industrias devem considerar, com urgéncia, a substituicdo de
certos polimeros tradicionais hidrofébicos, utilizados nas formulagdes,
por polimeros naturais hidrossolGveis tais como  (oligo-e
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polissacarideos), com o intuito de se alcancar um sistema transportador
ideal e universal.

O desenvolvimento e a preparacdo de nanoparticulas a partir de
moléculas naturais como os (oligo-e polissacarideos) constituem,
atualmente, um desafio tanto no meio académico como industrial.

Até 0 momento, ainda sdo poucos 0s sistemas que utilizam
polimeros naturais no desenvolvimento de nanoparticulas. Podem-se
citar as nanoparticulas de ciclodextrinas anfifilicas, os Iatex obtidos por
polimerizacdo, a encapsulacdo em cdapsulas de polissacarideos, e 0
revestimento de dendrimeros por oligossacarideos.

Neste sentido, o potencial dessas nanoestruturas provenientes de
estruturas funcionalizadas por (oligo-e polissacarideos), vem sendo
constantemente explorado, em vista de desenvolver diferentes
nanoestruturas que possam alcancar e se adaptarem ao meio biolégico
mimetizando os efeitos colaterais significativos.

A funcionalizacdo da superficie das particulas com unidades de
(oligo-e polissacarideos) & um dos caminhos viadveis para o transporte de
farmacos a alvos de interesse como também a incorporacdo dos mais
variados nutrientes e esséncias.

Com a finalidade de aprofundar a tematica discutida acima, esta
tese trata principalmente a preparacdo e caracterizagdo de novos
anfifilicos do tipo rod-coil com diferentes partes hidrofébicas e a
utilizacdo do polimero poli(éxido etileno) (PEO) como brago espacador
hidrofilico funcionalizados ou ndo por carboidratos visando a obtencéo
de estruturas organizadas em solventes aquosos e avaliar estrutura a
dindmica destes sistemas coloidais na auséncia e na presenca de lectinas
especificas.
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CAPITULO 2
2.1 Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo a preparagéo e caracterizacdo de
novos anfifilicos inéditos, para obtengdo de nanoparticulas que servirdo
como suporte para a ligacdo de (oligo-e polissacarideos), através do uso
de reagdes de “click chemistry” do tipo cicloadigdo 1,3-dipolar de
Huisgen entre espécies funcionalizadas por um grupamento azida, de um
lado, e um alcino terminal do outro.

2.2 Objetivos Especificos

Sintezar novos anfifilicos do tipo rod-coil com parte hidrofébica
constituida de quatro anéis aromaticos e tendo como brago espagador
hidrofilico o polimero poli(6xido etileno) PEO, funcionalizados em sua
extremidade com o monossacarideo 2-propargil-2-acetamido-2-desoxi-
B-D-glicopiranose (GIcNAc) e o dissacarideo propargil p-D-
galactopiranosil-(1—4)-B-D-glicopiranose (Lac).

Sintezar novos anfifilicos do tipo rod-coil com parte hidrofébica
constituida de diferentes acidos carboxilicos e o polimero PEO como
brago espacador hidrofilico funcionalizados com monossacarideo
GlcNACc e o dissacarideo Lac.

Caracterizar os anfifilicos sintetizados como os intermediérios
sintéticos quanto a estrutura quimica e composicdo através de
ressonancia magnética nuclear (RMN), espectroscopia de infravermelho
(FTIR), espectrometria de massa (MALDI-TOF- MS e ESI-MS) e alta
resolucdo (HRMS).

Determinar a concentracdo micelar critica por espectroscopia de
fluorescéncia.

Preparar e caracterizar nanoparticulas (micelas) a partir dos
anfifilicos sintetizados visando uma boa distribui¢do de tamanho.

Analisar a morfologia das nanoparticulas obtidas, através das
técnicas de microscopia eletronica de transmissdo (MET), propriedades
dindmicas de auto-agregacdo, entre outras, por DLS, SLS e
espalhamento de raios-X a baixos angulos (SAXS).

Avaliar a capacidade das diferentes formulagbes das
nanoparticulas que servirdo como suporte para a ligagdo de (oligo-e
polissacarideos), por meio de interacfes especificas com lectinas.
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CAPITULO 3
REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Nanotecnlogia e a nanociéncia

A nanotecnologia e a nanociéncia sdo consideradas, atualmente,
como um dos mais fascinantes avancos nas areas de conhecimento e
constituem um dos principais focos das atividades de pesquisa,
desenvolvimento e inovacdo em todos os paises industrializados.

Muitos consideram o ponto inicial da nanotecnologia, a palestra
proferida em 1959, por Richard Feynman - prémio Nobel de Fisica em
1965 - no qual ele sugeriu que um dia seria possivel manipular atomos
individualmente, uma idéia revolucionaria para a época. 2 O visunarismo
de Feynman, contudo, somente se tornou realidade nos anos 80 com o
desenvolvimento dos chamados microscépios de varredura por sonda.
Esses microscopios mapeiam objetos de dimensGes nanométricas por
meio de uma agulha muito fina (sonda), construindo uma imagem com
resolucdo de escala atdbmica. Tal acessério tornou possivel manipular
individualmente nada menos do que um atomo, a menor unidade
possivel de um elemento quimico.

A nanotecnologia ja encontra aplicacGes praticamente em todos
0s setores industriais e de servigos. Estas podem ser em grande escala
como 0s hanocompositos poliméricos, produzidos a partir de
commodities como os termoplasticos e as argilas, ao lado de produtos
fabricados em quantidades reduzidas, mas com valor agregado elevado e
criados para as tecnologias de informacdo e de telecomunicagdes.
Estima-se que, de 2010 a 2015, o mercado mundial para materiais,
produtos e processos baseados em nanotecnologia sera de um trilhdo de
dolares. ®

Nano é o prefixo usado na notacdo cientifica para expressar um
bilionésimo (10°%). Um nanémetro (nm), por exemplo, equivale a 10° m,
ou seja, um bilionésimo de metro. Nessa escala de tamanho, um
minasculo virus, invisivel a olho nu, se apresenta como uma incrivel
entidade com cerca de 200 nm. Apesar da dimensao infima, ele camufla,
na realidade, uma complexa maquina molecular aparelhada com todos
os dispositivos para invadir as células de organismos superiores e
utiliza-las em sua reproducdo, proporcionando um exemPIo tipico de
tecnologia nanométrica colocada em préatica pela natureza.
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3.2 Um breve relato sobre nanoparticulas

Do ponto de vista tecnoldgico, as nanoparticulas podem ser
trabalhadas quimicamente através da modificacdo de suas superficies
com moléculas especificas ou polimeros, o que ampliaria enormemente
suas aplicaces. Por exemplo, nanoparticulas podem ser aproveitadas
em sensoriamento quimico ou bioldgico, bastando modifica-las com
espécies que reconhecem outros grupos complementares, Como no caso
da interago antigeno-anticorpo, que ocorre no sistema imune.*

As nanoparticulas poliméricas sdo portadores em escala
nanométrica (com didmetro menor que 1lum) preparados a partir de
polimeros naturais ou sintéticos e tem sido objecto de numerosos
estudos por mais de 20 anos e evoluiram desde entdo. Esta definicdo ndo
leva em conta as alteragbes morfoldgicas e estruturais de organizagdo do
polimero.

A caracteristica da superficie da nanoparticula tem um impacto
crucial nas interagdes com o seu ambiente biol6gico. Na Ultima década,
vém se intensificando o interesse no desenvolvimento de polimeros e de
copolimeros em bloco com caracteristicas anfifilicas (no qual aglcares,
peptideos, acido folico, anticorpos e farmacos podem ser ligados ou
associados de alguma forma ao polimero) permitindo a utilizacdo das
nanoparticulas como sistemas tranportadores dirigindo para alvos
especificos e como ferramentas de diagndsticos. >’

As nanoparticulas apresentam vantagens frente as microesferas
porque podem ser administradas por via intravenosa. Além disso, as
nanoparticulas podem ser administradas por varias vias, liberar farmacos
hidrofilicos, hidrof6bicos, proteinas, vacinas, moléculas bioldgicas e ser
formuladas para alcancar alvos especificos, como sistema linfético,
cérebro, pulméo, figado ou ainda permanecer por longos periodos na
circulacdo sistémica, protecdo de farmacos sensiveis a degradacdo
enzimatica ou metabdlica. Entre as caracteristicas mais importantes das
nanoparticulas estdo, o tamanho, a eficiéncia de encapsulacdo e as
caracteristicas de liberaggo. &*°

Dependendo da aplicagdo das nanoparticulas, é importante levar
em consideracdo varios fatores como a correta escolha do bloco
formador da interface externa da micela e do bloco que vai constituir a
parte interna da micela e sua estabilidade. O material utilizado para
produzir os sistemas coloidais, devera atender diferentes necessidades
fisiolégicas e bioldgicas. Entre esses requisitos, biocompatibilidade é de
importancia crucial. Além disso, a bioerosdo ou biodegradacao deve ser
considerado se desejado ou ndo. O prefixe bio é usado desde a eroséo ou
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degradacdo que ocorre em um ambiente biol6gico, ou por processos
biocataliticos (fungos, enzimas, etc) ou por processos quimicos ou
processos radicalares (hidrolise ou oxidacao).

Deve ser observado, que ndo sé o préprio polimero utilizado para
a formulacdo farmacéutica, mas também os produtos de degradacéao
(metabdlitos) devem ser atdxicos, biocompativéis e quimicamente
inertes. Polimeros biodegradaveis sintéticos sdo normalmente
degradados por hidrélise quimica. A degradacdo de polimeros naturais,
provenientes de fontes animais ou vegetais, por outro lado geralmente
requer enzimas para ocorrer a hidrdlise. Trés grupos de polimeros
podem ser distinguir, ou seja, polimeros naturais “biopolimeros”,
polimeros sintéticos que sdo degradaveis por processos bioldgicos ou
quimicos no corpo humano e polimeros sintéticos ndo-degradaveis.

O investimento em pesquisas na area de nanotecnologia esta
voltado principalmente para o desenvolvimento e a preparacdo de
nanoparticulas a partir de moléculas naturais e o desenvolvimento de
novas moléculas supramoleculares que possam apresentar propriedades
bioquimicas e bioldgicas. Neste aspecto, o potencial de muitas
nanoestruturas vem sendo constantemente explorado, para alcancar com
precisdo e exatiddo as células cancerosas sem danificar o tecido a sua
volta ou provocar efeitos colaterais significativos.™ *?

Em geral moléculas naturais, (oligo-e polissacarideos) ao lado de
poli (peptideos) sdo o0s grupos mais importantes pois apresentam
propriedades de interesse que estdo ausentes nos polimeros sintéticos. A
presenca de carga ao longo de sua estrutura e o aspecto intrinseco e
semi-rigido, a biocompatibilidade e biodegradilidade conferem aos
mesmos propriedades originais bastante diferentes daquelas dos
polimeros de sintese.

Até 0 momento, ainda sdo poucos os sistemas que utilizam ambas
as moléculas naturais no desenvolvimento de nanoparticulas. Podem-se
citar as nanoparticulas de ciclodextrinas anfifilicas, os latex obtidos por
polimerizacdo, a encapsulacdo em capsulas de polissacarideos, e o
revestimento de dendrimeros por oligossacarideos.”® Devido ao
tamanho, composicao e estabilidade estes sistemas apresentam poucas
aplicacdes em &reas importantes como, por exemplo, a medicina e a
cosmetologia.

Outros polissacarideos biocompativeis e biodegradaveis como,
por exemplo, o colageno, a celulose e a quitosana s&o muito utilizados
como matrizes em liberacéo de farmacos.** Um exemplo é a aplicacdo
de quitosana enxertada com poli(acido acrilico), formando um
copolimero, na confeccdo de nanoesferas para estudar a liberacdo
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controlada em fungdo do tempo, utilizando-se eosina, um corante
solGvel em 4gua, como marcador. *> '® A Figura 1 ilustra a estrutura da
quitosana o que pode ser definido como um copolimero de B-(1—4)-2-
amino-2-desoxi-D-glicose e B-(1—4)-2-acetamido-2-desoxi-D-glicose."’
O é&cido hialurdnico é outro biopolimero constituido por unidades
dissacaridicas repetidas contendo N-acetil-D-glucosamina e D-acido
glucorénico (Figura 2), bastante utilizado no desenvolvimento de
formulagBes para reduzir o aparecimento de rugas mediante a
hidratatacdo e a promocao da elasticidade da pele, perdida com o avanco

da idade.
OH Y
o NH
o] HO o
Ho o 4
NH;
n OH m

Figura 1. Estrutura quimica da quitosana.

Figura 2. Estrutura quimica do acido hialurénico.
3.3 Polimeros naturais modificados

Um problema encontrado em polimeros naturais é que eles
frequentemente levam um maior tempo para degradar. Isto pode ser
resolvido adicionando-se grupos polares as cadeias, que por serem mais
labeis podem diminuir o tempo de degradagéo.

Exemplos destas modificacbes podem ser a reticulacdo de
gelatina utilizando-se  formaldeido, da quitosana utilizando-se
glutaraldeido e transformag&o de celulose em acetato de celulose.
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Modificacdes enzimaticas também sdo utilizadas, como a
modificacéo de quitosana por tirosinase. > *°

3.4 Polimeros biodegradaveis

A aplicagdo de materiais poliméricos nos diversos campos da
ciéncia como engenharia de tecidos, implantes de dispositivos médicos e
orgdos artificiais, proteses, proporcionaram o desenvolvimento de
matrizes poliméricas biodegradaveis ou biocompativeis e degradaveis,
isto €, degradadas in vivo em fragmentos menores que podem ser
excretados pelo corpo. ™ *°

Os polimeros empregados nessas  preparacfes  sao
macromoléculas biodegradaveis que apresentam vérias unidades
monoméricas iguais (homopolimeros) ou diferentes entre i
(copolimeros), podendo ser ibnicos (polieletrélitos) ou ndo ibnicos
(neutros). Atualmente diversos polimeros biologicamente degradaveis
estdo disponiveis.

3.5 Polimeros sintéticos

Sdo também largamente utilizados, como, por exemplo,
poli(etileno), poli(alcool vinilico), poli(acido acrilico), poli(acrilamidas),
poli(éxido de etileno), poliésteres e tem no poli(acido glicélico) o
polimero alifatico linear mais simples. O mon6mero é sintetizado a
partir da dimerizacdo do acido glicolico ou através da polimerizacéo por
abertura de anel esse Gltimo leva a materiais de alta massa molar, com
aproximadamente 1-3% do mondmero residual. Outro exemplo de um
copolimero em bloco bastante utilizado é poli(caprolactona)-b-
poli(acido acrilico) (PCL-b-PAA) descrito na literatura por Hong e
colaboradores que descrevem a abertura do anel da e-caprolactona, na
presenca do catalisador octoato de estanho e o alcool isopropilico como
iniciador sob condicdes de refluxo. *®

Existem estudos de nanoparticulas estabilizadas por polimeros
naturais modificados, sintéticos e nanoparticulas lipidicas solidas
estabilizadas estericamente com unidades de PEO, anfifilicos
glicosidicos, também denominadas de furtivas, que sdo preparadas a
partir de produtos biocompativeis, como o acido estearico conjugado
%)gg 0 PEO 660 (estearato/PEQ) tais como solutol HS15 Gelucir 50/13.

Em termos de inovacdo, um dos maiores desafios para a ciéncia
atual é desenvolver nanoparticulas para area médica que transportem o
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farmaco até o alvo especifico, liberando a quantidade exata de farmaco
necessario. ' *# %

A Figura 3 apresenta a estrutura quimica dos polimeros
sintéticos principais utilizados como blocos formadores para a
preparacao de nanoparticulas.

(A) Polimeros sintéticos degradaveis

Ie] o o CHs
[0} /{,o {70\)\0 o}
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(B) Polimeros sintéticos nao degradaveis
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Figura 3. llustra a estrutura quimica de (A) os principais polimeros
sintéticos biodegradaveis: utilizados como material de base para a
preparacdo de nanoparticulas poliméricas; (1) (acido glicélico), (2) poli
(acido latico), (3) poli(acido latico-co-acido glicélico), (4) poli(e-
caprolactona), (5) (acido malico), (6) poli(carbonato de etileno) (R = H),
poli(carbonato de propileno) (R = CHy), (7) poli(anidrido) e (B) alguns
polimeros sintéticos ndo degradaveis: (8) (metacrilato de metila) (R =
CHs), poli(metacrilato de hidroxietila) (R = CH,CH,0OH), (9) poli(N-
isopropilacrilamida), (10) poli(alquil cianoacrilato), (11) poli(6xido de
etileno).

3.6 Anfifilicos

Anfifilicos é uma interessante classe de compostos amplamente
estudada devido a grande aplicabilidade industrial e cientifica. Os
anfifilicos desempenham func¢des em muitos processos industriais, desde
0s mais simples, como lavagem de materiais até os mais sofisticados
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como em microeletronica. Na &rea cientifica sdo muito utilizados como
catalisadores de reacfes quimicas (catalise micelar) entre varias outras
aplicacdes. Tal desenvoltura deve-se a capacidade de modificagdes das
propriedades fisico-quimicas que promovem quando em solug&o.
Os anfifilicos sdo classificados conforme a natureza do grupo
hidrofilico em:
a) Catibnicos: Possuem a parte hidrofilica da molécula
constituida por um 4tomo ou grupo carregado positivamente.
b) Anibdnicos: Apresentam na parte hidrofilica da molécula
um &tomo ou grupo carregado negativamente.
c) Zwitteribnicos: A classe mais conhecida possui
grupamentos com caracteristicas acidas ou basicas e passam
a ter o comportamento aniénico ou catiénico dependendo do
pH do meio.
d) Nao-idnicos: Caracterizam-se por ter uma estrutura polar
que interage fortemente com a agua, principalmente por
ligacGes de hidrogénio.

As moléculas supramoleculares mais amplamente investigadas,
incluem copolimeros em bloco, anfifilicos glicosidicos, anfifilicos
gémeos, anfifilicos do tipo rod-coil, peptideos e seus derivados, essas
moléculas sdo agentes de superficie ativa, tém infinitas aplicacfes em
diversas areas, como na de cosmeéticos, eletronica, controle de poluicéo,
formagdo de materiais avancados e na incorporacdo e liberagdo de
medicamentos. “*° Na &rea médica, as micelas podem ser utilizadas em
rota parenteral para farmacos com pouca solubilidade em agua e/ou
toxicos, acido desoxirribonucleico (DNA), proteinas e estratégias para
diagndstico de imagem. % %%

Entre os varios tipos de blocos de construcdo supramolecular, ha
uma classe de moléculas conhecidas como rod-coil, moléculas que em
sua estrutura possuem duas partes bastantes distintas uma parte rigida
como um bastdo com caracteristica hidrofébica (apolar) que tem
afinidade com gorduras e outra flexivel como uma bobina apresentando
caracteristicas hidrofilicas (polar) que tem afinidade com a agua. As
moléculas tipo rod-coil oferecem amplas oportunidades para construir
uma variedade bem definida de nanoestruturas com diferentes
morfologias quando dissolvidos em solventes seletivos (solvente bom
para um bloco e pobre para o outro).?**

Como conseqliéncia destas caracteristicas, algumas destas
substancias atuam como agentes emulsificantes, dispersantes e/ou
solubilizantes.
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Assim, agregados formados por anfifilicos do tipo rod-coil tais
como micelas, vesiculas e monocamadas sdo amplamente estudados
porque possuem interfaces anisotrépicas que separam uma regido
aquosa, portanto hidrofilica, de uma regido hidrofébica cujas
caracteristicas sdo tipicamente de um 6leo. O aspecto relevante destas
interfaces é de que podem controlar propriedades fisicas e induzir
mudancas de reatividade quimica e bioldgica. Estes sistemas tém sido
usados com freqiiéncia para mimetizar rea¢des quimico-biolégicas uma
vez que, essencialmente in vivo, as reagdes ocorrem em interfaces, e eles
constituem sistemas menos complexos do que membranas bioldgicas. ¥

Na literatura os anfifilicos glicosidicos derivados de mono e
polissacarideos sdo bastante explorados. A Figura 4, ilustra dois tipos
desses anfifilicos diferenciando-os dos rod-coil da Figura 7, por nao
apresentarem um brago espacador hidrofilico. *
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Figura 4. Exemplos de derivados de surfactantes glicosidicos (a) alquil
glicosideo e (b) alcanoato de sorbitol.

A Figura 5 ilustra outros dois tipos de anfifilicos decorados com
0 desoxiagucar ramnose utilizando como brago espagador
trietilenoglicol e com diferentes partes hidrofobicas de acordo com
Barragan-Montero e colaboradores. *
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Figura 5. Exemplos de derivados de anfifilicos com ramnose. *
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Recentemente, outra classe de anfifilicos, definidos como
"gémeos", tém despertado a atencdo da comunidade cientifica. Essa
nova classe é formada por dois monémeros idénticos de um anfifilico,
ligados entre si através de um grupo (espacador). *> ** O grupo
espacador pode ser rigido ou flexivel, hidrofilico ou hidrofébico,
possuindo tipicamente 2-8 &tomos. A apresentacdo esquematica dos
tensoativos gémeos é mostrada na Figura 6. *’

Ao comparar com os respectivos anfifilicos monoméricos, os
gémeos apresentam propriedades e desempenho superiores em alguns
aspectos, como baixos valores de concentragdo micelar critica (cmc), e
da temperaratura Kraft, maior superficie ativa e alta capacidade de
solubilizagdo, melhor tolerdncia ao ion mono ou divalente e diferem
muito na morfologia dos agregados formados em solugéo. ** %

O desempenho superior e a utilizacdo para desenvolver
nanoestruturas variadas para aplicacdo biomédica tém motivado
esforcos dentre os pesquisadores na busca de novas estruturas de
anfifilicos gémeos ou desenvolvimento de anfifilicos funcionalizados na
extremidade hidrofilica utilizando um brago espacor flexivel
biocompativel e bio-eliminadvel ligados convalentemente entre as partes
distintas da molécula. *

| | oH HO 0S05° ‘0,50
—H\'{CHEN'— O \-O(CHZCHZO>n)_\O o No-crcoro— \

(@) (b) ()

Figura 6. Exemplo de anfifilicos gémeos, (a) catidnicos, (b) ndo idnico
e (c) anibnico.

As moléculas do tipo rod-coil decoradas com carboidratos podem
ser vistas como analogos dos surfactantes gémeos e glicosidicos
convencionais diferenciando-se dos mesmos porque entre a parte
hidrofdbica e o carboidrato tem um brago espacor hidrofilico flexivel
permitindo uma maior mobilidade e resultando em diferentes estruturas
nanométricas, 2" 3 3 34.38.39
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A Figura 7 ilustra exemplos de anfifilicos do tipo rod-coil. As
combinagdes permitem aos cientistas criarem moléculas sob medida, ou
seja, com composicdo, arquitetura e funcionalidades bem definidas, que
vém despertando grande interesse na area quimica. Estas
macromoléculas sdo geralmente sintetizadas por reagGes de click
chemistry, polimerizacdes ibnicas, por abertura de anéis ou por
condensaco, devido & natureza da terminacéo da cadeia polimérica. **

31, 40-43

Braco Flexivel haste rigida
hidrofilico | | hidrofébica
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: ” \‘ m multibloco

Figura 7. Exemplos tipicos de anfifilicos rod-coil.**

3.7 Auto-associacdo de moléculas anfifilicas em meio aquoso

3.7.1 Processo de micelizacéo

As moléculas de copolimeros em bloco, anfifilicos glicosidicos,
anfifilicos gémeos, anfifilicos do tipo rod-coil, peptideos e seus
derivados, quando dissolvidos em um solvente seletivo para um dos
segmentos, tem a capacidade de auto-associarem espontaneamente em
morfologias nano-organizadas tais como micelas, vesiculas, bicamadas,
agregados lamelares, nanofitas, nanotubos e torrGides, sendo
potencialmente Uteis na conducdo de drogas ou atuando como modelos
biOlégiCOS. 21, 23, 24, 45-50
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O inicio dessa auto-organizagao é definida como cmc, assim, que
pode ser definida como a concentracdo maxima na qual o monémero é
soltvel. A partir, da cmc os mondmeros rearranjam-se espontaneamente
de tal forma que adquirem uma conformacdo termodinamica estavel e
soluvel.

No processo de micelizagdo em agua, o bloco hidrofilico é
orientado para a fase continua e forma o revestimento, ou coroa micelar
enquanto que a parte hidrofdbica, protegida do meio externo, forma o
ntcleo Figura 8. ® °* O n(cleo hidrofébico da micela serve como um
micro ambiente ideal para a encapsulacdo e liberacdo de farmacos, ou
principios ativos de carater hidrofébico, enquanto que a coroa micelar
serve como uma interface estabilizante entre o nucleo hidrofébico e o
meio externo >

O aspecto relevante destas interfaces € de que elas podem
controlar propriedades fisicas e induzir mudancas de reatividade
quimica e biolégica. >

nucleo

A%

Bloco hidrofilico Bloco hidrofébico :@: :%‘;:. :2??:

anfifilicos rod-coil

Micelas em meio aquoso

Figura 8. Formacéo de micelas em meio aquoso.

Existem duas forcas principais contrarias e responsaveis pela
formacdo das micelas, uma forca de atracdo que tende a unir as
moléculas e uma forga de repulsdo que limita o nimero de moléculas
gue podem se associar, (ver Figura 9). Em copolimeros estas tendéncias
estdo associadas com os diferentes blocos na molécula. Para um
polimero ndo carregado sdo principalmente as interacdes das unidades
monoméricas com o solvente que determinam se elas serdo ou ndo
atraidas umas pelas outras. **
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Atragdo Interfacial
(hidrofobica)

Repulsdo
(eletrostatica)

Figura 9. Representacdo do modelo de Stigter de estrutura micelar,
forgas de atraco e repulséo, para 0 mecanismo de formag&o das micelas
em meio aquoso.

A afinidade ou qualidade do solvente pode influenciar o processo
de micelizacdo dos anfifilicos. Em geral, quando a qualidade do solvente
diminui, a solubilidade das micelas também diminui, resultando em uma
consequente diminui¢do nos valores de cmc e um aumento no ndmero
de agregacéo das micelas (Nagg)- 2%

As micelas formadas por copolimeros em bloco e anfifilicos do
tipo rod-coil sdo mais estaveis termodinamicamente em comparagao as
micelas de anfifilicos normais, pois possuem uma estreita faixa de
distribuicdo de tamanho, em escala nanométrica (< 100 nm),
possibilitando a sua utilizacdo em injecBes intravenosas. Possuem
também uma cmc menor e menor taxa de dissociacdo, permitindo a
retencdo de substancias incorporadas por um maior periodo. ** %%

Estes sistemas apresentam, portanto, a capacidade de solubilizar,
estabilizar e liberar substancias que possuam baixa solubilidade em agua
e/ou substdncias com elevada toxicidade de maior ou menor
complexidade estrutural. A possibilidade de variacdes na massa molar
total e composi¢éo dos blocos fornecem copolimeros em bloco com uma
ampla faixa de balanco hidrofilico-lipofilico que ¢ limitado no caso nas
micelas de surfactantes. *°
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3.7.2 Estabilidade

A formacéo das micelas ocorre quando os agregados moleculares
em solugdo estdo acima da cmc. Nesta concentracdo os segmentos do
bloco hidrofobico comegam a se associar para minimizar o contato com
as moléculas de agua, conduzindo a formacédo de estruturas vesiculares
ou do tipo ndcleo-coroa. A cmc de micelas poliméricas é tipicamente da
ordem de 10®° a 107 mol.L™, enquanto que a cmc dos surfactantes é da
ordem de 10% a 10" mol.L™, indicando maior estabilidade
termodinamica. *®

As propriedades mais utilizadas para determinacdo da cmc séo:
fluorescéncia, condutividade idnica, tensdo superficial, espalhamento de
luz, pressao osmética e solubilidade. *

Quando ocorre a auto-associacdo dos anfifilicos, ocorre um
decréscimo da energia livre do sistema devido a remocdo dos
fragmentos hidrofobicos do meio aquoso em funcdo da formacdo da
micela, com isso ha também um ganho de entropia. ** > Uma micela é
relativamente estavel para se dissociar em cadeias simples em meio
aquoso se a concentracdo total do anfifilico esta acima da cmc. Desta
maneira é de extrema importancia conhecer a cmc de um anfifilico.

A cmc de um anfifilico € dependente de muitos fatores, como a
natureza e o comprimento do bloco formador do nlcleo e a presenca de
solubilizantes hidrofdbicos. Porém as caracteristicas do bloco formador
do ndcleo apresentam um efeito mais relevante sobre este parametro, de
modo que quanto maior o bloco hidrofébico, menor o valor de cmc em
agua. Se o bloco formador da coroa é mantido constante, um aumento na
massa molar do bloco formador do nucleo causa um decréscimo na cmc.
Mas, se o bloco formador do nlcleo for mantido constante, um aumento
no comprimento do bloco hidrofilico causa um aumento na cmc. ** Em
respeito a estabilidade, existem evidéncias de que a incorporacdo de
compostos hidrofébicos como farmacos nas micelas pode melhorar a
estabilidade da mesma. >

3.7.3 Interface externa da micela

As propriedades do segmento formador da interface da micela
sdo responsaveis principalmente pela biodistribuicdo da micela, pelos
pardmetros farmaco cinéticos, biocompatibilidade, estabilidade e
protecdo estérica, especificidade e adsorcdo da superficie por proteinas
plasmaticas. Ja os principais parametros fisicos de importante influéncia
sd0: a densidade da superficie das cadeias hidrofilicas, que aumentam
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com o aumento do nimero de agregacdo, a carga, a hidrofilicidade e o
comprimento do bloco. *% %% %3

O PEO é um polimero neutro, hidrofilico e flexivel que é
amplamente utilizado para modificacdo da superficie das nanoparticulas
a fim de reduzir as interacdes indesejaveis com o meio bioldgico. E um
dos polimeros mais utilizados como braco espagador hidrofilico de
anfifilicos do tipo rod-coil dando a essas moléculas uma enorme
flexibilidade.

Este polimero € aprovado pela Food and Drug Administration
(FDA) e tém sido amplamente utilizado na medicina, inddstria
farmacéutica e engenharia biomédica.** Nas aplicacdes biomédicas, é
particularmente Util em sistemas de distribuicdo de drogas, por exemplo,
derivatizante de drogas, peptideos, proteinas ou para melhorar a
solubilidade em &gua. ® As propriedades em que os tornam (teis e
atraentes o para uso em tais aplicagdes, inclui (i) solubilidade em
ambientes organicos, bem como aquosos, (ii) baixa toxicidade, (iii)
baixa imunogenicidade, (iv) a estabilidade quimica e (v) de baixo
custo.®® Seu alto grau de hidratacdo e grande contracdo de volume
induzem as forgas repulsivas que contribuem para a estabilizacdo de
uma superficie revestida por PEO. A flexibilidade das cadeias de PEO ¢
particularmente elevada em comparagdo com outros polimeros
hidrofilicos, devido & rotagdo facil das ligagBes éter e na auséncia de
quaisquer substituintes volumosos sobre a estrutura do polimero. Os
mecanismos de interacdo entre proteinas e PEO foi primeiramente
proposto por Vermette e colaboradores.”” A estratégia mais comum
adotada para aumentar o tempo de circulagdo no sangue de sistemas
coloidais carregadores de farmacos no sistema reticuloendotelial (SRE)
é o recobrimento da superficie da nanoparticulas com PEQO, induzindo
um efeito repulsivo estérico para adsorcéo de proteinas. > %"

QOutros polimeros também empregados como segmentos
formadores do revestimento da micela incluem o polimero poli(vinil
pirrolidona) (PVP), que é bastante utilizado por ser altamente
biocompativel para uso em varias formulagdes, poli(alcool vinilico)
(PVA) e poli(4cido acrilico) (PAA). > %


http://pt.wikipedia.org/wiki/SRE
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3.7.4 O interior da micela

A escolha do bloco formador do interior da micela (nicleo) é
determinante para propriedades das micelas poliméricas, como
estabilidade, capacidade de encapsulacdo, e perfil de liberacdo do
farmaco. **

A maioria dos anfifilicos aplicados para propostas de liberacéo
de farmacos contém poliésteres e derivados de poli(amino acidos) como
segmento hidrofobico. Poli(acido latico) (PLA), poli(e-caprolactona)
(PCL) e poli(acido glicdlico) (PGA) sdo todos poliésteres
biocompativeis e biodegradaveis aprovados pela FDA para aplicacdes
biomédicas em seres humanos.’

Recentemente, Lee e colaboradores relataram a auto-associagdo
espontanea de nano-objetos de tamanhos e morfologias diferentes de
uma série de anfifilicos do tipo rod-coil funcionalizados com
carboidratos constituido do polimero PEO como brago espacador
hidrofilico e poliarométicos como parte hidrofébica.”*" Esses nano-
objetos foram obtidos em agua e mostraram dependéncia da arquitetura
molecular, assim como da fracdo volumétrica de cada componente, e a
biodisponibilidade da funcionalizacdo por unidades de carboidratos
foram confirmados por receptores de Escherichia coli (E. Coli). "*"

A Figura 10, mostra exemplos dos  sistemas,
nanoparticulas/monossacarideo que se organizam em agua na forma de
micelas esféricas sélidas vesiculas e cilindros. O sistema é composto de
uma parte hidrofilica formada a partir do polimero PEO e o
monossacarideo manose e uma parte hidrofobica correspondente a 4
anéis aromaticos. "
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d=40 nm

d=20 nm

Figura 10. Representacdo da estrutura molecular de 1-3 e esquema de
representacéo de vesiculas, esferas e micelas cilindricas. "

3.8 Funcionalizacao da superficie da nanoparticula

A caracteristica da superficie da nanoparticula tem um impacto
crucial nas interagfes com o seu ambiente bioldgico. Na Ultima década,
vém se intensificando o interesse no desenvolvimento de polimeros e
copolimeros em bloco com caracteristicas anfifilicas (no qual aglcares,
peptideos, acido folico, anticorpos e farmacos podem ser ligados ou
associados de alguma forma ao polimero), permitindo a utilizacdo como
ferramentas de diagnosticos e sistemas tranportadores para alvos
especificos. "7
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Figura 11. Funcionalizacdo da nanoparticula por ligacdo covalente.

A funcionaliza¢do dos copolimeros em bloco e anfifilicos rod-
coil é realizada por varios tipos de interacdes ou reagBGes. A busca
inteligente da funcionalizacdo de anfifilicos e copolimeros para ancorar
com eficiéncia sondas capazes de mimetizar sistemas biolégicos e dar
sitios de reconhecimentos celulares, através de ligagdes covalentes, tem
sido intensificado.

Os desafios para uma funcionalizagdo inteligente levaram ao
desenvolvimento de “ligagdes quimicas”, mais seletivas no acoplamento
covalente de grupos funcionais sob leve condicdes aquosa. ' Até agora,
poucos métodos tém sido aplicados em acoplamento quimico de
biomoléculas em nanoparticulas. Entre eles, o acoplamento de amino-
acido é um dos mais aplicados universalmente. Como exemplo, o &cido
félico, que possui um grupo acido carboxilico, tem sido conjugado com
nanoparticulas revestidas em sua extremidade por grupos NH,. Tais
nanoparticulas tém sido preparadas por polimerizagdo em situ por
comondmeros funcionalizados com aminas ou para sintese de
copolimeros anfifilicos que servem como surfactantes e modificadores
de superficie em uma técnica de nanoprecipitacéo.”® O acido félico foi,
entdo, conjugado na superficie da nanoparticula com sucesso, usando
N,N'-diciclohexilcarbodiimida (DCC).

Além disso, a introducdo de grupos tidis a superficie das
nanoparticulas abre possibilidade de conjugacdo do ligante.
Especialmente em reacdes de conjugacdo entre tidis maleimidas
(acoplamentos tiol-maleimida), devido a sua seletividade e reatividade
em condicBes brandas, tém recebido crescente interesse. A conjugacao
do anticorpo ou proteina é geralmente realizada utilizando ligacGes
cruzadas com o m-maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida éster (MBS)
gue oferece dois sitios de ligagdo um grupo amino primario (presente
em anticorpos, medicamentos e peptideos especificos) e uma funcéo
tiol. " Tais reag()es de acoplamento tem sido quantitativas em condi¢des
fisiolégicas. 2%

A busca por ligacdes mais eficientes e com rendimentos
guantitativos satisfatérios no ancoramento de moléculas biotivas cresceu
com as reagdes de cicloadicdo 1,3-dipolar de Huisgen entre espécies
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funcionalizadas por um grupamento azida, de um lado, e um alcino
terminal do outro catalisadas por cobre. A reacdo bésica, que hoje é
conhecida por “click chemistry” ¢ uma variante da reagdo de cicloadi¢do
1,3-dipolar Huisgen entre a ligagdo C-C tripla e ligages triplas C-N, e
alquil-/aril-/azidas (ver Figura 12).

A reacdo de ciclo adicdo é quando, a partir de duas moléculas
insaturadas, obtém-se um composto ciclico. Na formacao do ciclo duas
novas ligagdes ¢ sdo formadas através de duas ligagdes 7. dipolar [4+2].
Nesta reacdo um dipolo, um octeto 1,3-dipolar, reage com um
dipolardéfilo, um sistema com mdaltiplas ligagdes.

A reacdo de click chemistry azida/alcino é uma recente re-
descoberta que cumpre muitas exigéncias para a afixacéo de ligantes em
polimeros pds-processos de modificacdo, que incluem frequentemente
rendimentos quantitativos, uma alta tolerancia a grupos funcionais, uma
insensibilidade dessa reagdo aos solventes, independentemente de sua
natureza préticos, apréticos, polar ou ndo-polar. Estas reacdes estdo
dentro de uma série de reacGes chamado clique, que é definido por um
ganho de entalpia termodindmica de pelo menos 20 kcal/mol, levando a
reacOes caracterizadas por altos rendimentos, condigbes de reacdo
simples, tempos de reacdo rapida e alta seletividade. Entre as muitas
reacdes testadas, o processo de cicloadi¢do 1,3-dipolar emergiu como
um método de escolha para o efeito os requisitos de ligacdo de duas
moléculas em processo rapido e eficiente.

A ampla aplicagdo da reacdo como uma reac¢do do tipo click
chemistry se deu ap6s a descoberta central de que o processo Huisgen é
puramente térmico pode ser extremamente acelerada pela adicdo de
varias espécies de metais (Ru, Ni, Pt, Pd?, mas principalmente por
espécies Cu(l), dentro do sistema de reac&o.?

R
— .
_ 7/\ 1,4-tiazol
N—R'" " .
R———H Cu(I), Ru, Nz, / R majoritario
Pd2*, P2, Ni2* N
- R ou
N=N"—N: :
N\ , %\N 1,3-‘[13201
R 4
[\
R N

Figura 12. llustra as cicloadi¢bes 1,4 e 1,3-dipolar catalisada por
diferente sais de metais.
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A escolha da técnica apropriada para a modificagdo da superficie
das nanoparticulas e biomoléculas é, portanto, crucial. Deve-se notar
que as analises de reconhecimento bioldgico sdo no entanto, necessario
para testar a biodisponibilidade das moléculas.

3.9 Funcionalizagdo da superficie de macromoléculas com
sondas especificas

O primeiro grupo é composto de macromoléculas bioativas (tais
como polissacarideos, oligopeptideos), que ndo interagem
especificamente com os tecidos. Entre eles, polissacarideos sdo de
grande interesse, especialmente para conferir as nanoparticulas
propriedades bioadesivas e mucoadesivas. 3 ® Um exemplo, pode-se
citar as nanoparticulas revestidas por dextrana que apresentaram um
tempo de permanéncia prolongada no sangue, devido tanto a sua
dimensdo, como também das propriedades de revestimento de sua
camada. Além disso, este tipo de nanoparticulas decoradas por dextrana
permite a segmentacdo dos tecidos especificos, como os linfocitos ou
tumores cerebrais.®

O revestimento de nanoparticulas por quitosana apresenta um
grande interesse, nas propriedades cumulativas como mucoadesdo e
aumento de permeabilidade, sem qualquer dano a membrana
irreversivel. Além disso, as nanoparticulas recobertas por quitosana
também interagem com &cidos nucléicos (oligonucleotideos de DNA).%

A combinacdo de nanoparticulas poliméricas  sollveis
funcionalizadas com acido hialurénico possibilitam a fabricacdo de um
sistema de transporte eficaz para a preparacdo de uma série de colirios,
com o tempo prolongando de residéncia ocular. %%

Finalmente, considerando a grande variedade de polissacarideos
na natureza, pode-se imaginar a preparacdo de superficie de
nanoparticulas de engenharia, apresentando uma superficie especifica,
adaptada para o efeito de segmentacéo.

Para aumentar a captura rapida das nanoparticulas pelo sistema
reticuloendotelial (SRE) e obter um aumento consideravel na circula¢do
sanguinea, pesquisadores optaram por revestir nanoparticulas com PEO,
mas também por dextrana e heparina.®® "8

O desenvolvimento de nanoestruturas organizadas a base de
carboidratos nos ltimos anos tem intensificado interesses biomiméticos
ou da preservacdo ambiental e valorizacdo dos recursos naturais. As
dificuldades associadas a modificagio quimica de oligo-e
polissacarideos em termos de solubilidade e seletividade tém facilitado o
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uso generalizado de monossacarideos e dissacarideos, refletindo apenas
parcialmente o potencial dos polissacarideos. Dessa forma, sdo muitas
as possibilidades dos oligossacarideos anfifilicos poderem gerar
estruturas organizadas a escala nanométrica.

Um dos maiores desafios é definir o vetor ideal das moléculas ou
ligantes para o transporte especifico das nanoparticulas ao tecido-alvo.
A estratégia depende da capacidade da segmentacdo das sondas se
ligarem especificamente a receptores da superficie celular e assim as
nanoparticulas atingiriam especificamente as células alvo. Com a
finalidade de superar as dificuldades de modificac6es e solubilidade faz-
se 0 uso de uma variedade de ligantes especificos, tais como mono-ou
oligossacarideos, biotina ou acido folico, que sdo amplamentes
utilizados e ancorados aos anfifilicos através de interacdes eletrostaticas,
interacdes hidrofobicas e ligagdes convalentes. A Figura 13 ilustra uma
variedade de ligantes especificos que sdo geralmente utilizados como
sondas bioativas para a funcionalizacdo da superficie das nanoparticulas.

Entre eles, mono ou oligossacarideos sdo de especial interesse.
De fato, na superficie celular, carboidratos, carboidratos de
glicoproteinas e glicolipideos funcionam como sitios de reconhecimento
entre células ou células e microorganismos.®® **
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Figura 13. Exemplos de estruturas que podem ser utilizadas como
sondas bioldgicas tipos de ligantes que podem ser utilizados para
funcionalizacdo das nanoparticulas: (a) N-acetil-D-glicosamina
(GIcNAC), (b) manose, (c) &cido félico e (d) biotina.
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3.10 Lectinas

As lectinas representam um grupo estruturalmente heterogéneo de
proteinas multivalentes que se ligam especificamente e reconhecem
complexos de aclcar ligados a proteinas, lipidios e anfifilicos
funcionalizados. %% Existem muitas familias diferentes de lectinas com
estruturas diversas e especificidades. Embora originalmente isoladas de
fontes vegetais, sdo encontradas em diferentes formas de vida, como
animais, bactérias e virus. ** Devido a abundéncia e sua facilidade
relativa de purificacdo as lectinas tem sido amplamente caracterizadas e
utilizadas em diferentes areas da biologia, bioquimica e farmacéutica.

Apesar de sua abundancia em muitas plantas, as lectinas extraidas
de plantas ndo possuem sua verdadeira funcdo fisiolégica claramente
definida. Entre algumas funcbes propostas para essas lectinas estdo:
armazenamento ou transporte de carboidratos em sementes, inibi¢do do
crescimento de fungos ou atividade inseticida. "%

Atualmente as lectinas tém atraido o interesse dos pesquisadores
de diversas é&reas, em funcdo da particularidade de se ligarem
especificamente a carboidratos e agirem como mediadores de
reconhecimento celular numa variedade de sistemas.*® Cada molécula de
lectina contém normalmente, dois ou mais sitios de reconhecimento, ou
seja, sdo di-ou polivalentes. Portanto, quando reagem com as células,
por exemplo, eritrécitos, estes ndo s6 combinam com os agulcares em
suas superficies, mas também promovem o cross-linking das células e
sua precipitagdo posterior, um fendmeno que se refere com aglutinacéo
das células. Um grande atributo é hemaglutinacdo, que é usada
rotineiramente para a deteccdo e caracterizacdo de fungfes bioldgicas.
Desde entdo as lectinas encontraram cada vez mais aplicagbes nas
separaces e caracterizacdes de glicoproteinas e glicopeptideos, no
acompanhamento de mudancas na superficie celular durante processos
fisiolégicos e patoldgicos na diferencia¢do de células cancerigenas e na
marcacéo de células sangiiineas e bactérias, entre outras.

Atualmente o grande interesse é planejar moléculas que possam
se auto-associarem em diferentes morfologias para encapsular
medicamentos em sistemas nano e microparticulados contendo lectinas
para tratamento de doencas infecciosas que acometem grande parte da
populacdo mundial, tais como neoplasia maligna, tuberculose e viroses.
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Figura 14. Papel de glicoconjugados localizados na superficie da célula.
Representacdo esquematica de exemplos de interacBes entre lectina-
carboidrato.

Ha uma grande variedade de lectinas que possuem uma elevada
diversidade estrutural. O nimero de estruturas cristalinas de lectinas
sempre estd crescendo, hoje no CERMAYV, ha diponivel um banco de
dados com estrutura tridimensional de cerca de 770 lectinas, (o banco de
dados das lectinas esta disponivel em
(http://www.cermav.cnrs.fr/lectines)."™

O banco de lectinas é composto por 48 familias estruturais
diferentes, portanto, incluindo, 6 de origem vegetal, 10 de origem
bacteriana, 18 de origem animal, 5 familias de virus, 8 de origem de
fungos e uma familia de algas, ver Tabela 1.
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Tabela 1. Estruturas tridimensionais das lectinas.

Origem Exemplos de Nativa Complexado Total
lectinas

Plantas Concanavalina A 106 201 307
(ConA) Ricina

Bactérias Toxina da colera 37 79 116

Animais Helix pomatia 80 152 232
agglutinin

Virus Hemaglutinina de 43 25 68
virus Capsideo do
rotavirus

Cogumelos Lectinas de 17 23 40
cogumelos

Algas Griffithsi 2 7 9

Total 285 487 772

3.10.1 Lectina da aglutinina de germe de trigo (WGA)

A aglutinina de germe de trigo (WGA) foi caracterizada em 1974,
como uma molécula de massa molecular igual a 17 quilodalton (kDa) e
coeficiente de sedimentacdo 2,1S, em solucdo &cida, porém como um
dimero de 35 kDa, em pH neutro.’® A WGA possui afinidade com
residuos de N-acetil-glucosamina, existindo dois sitios de ligacdo por
molécula, mais também possui alta afinidade a di e trisacarideos f-1,4
ligados. Além destes, possui afinidade aos residuos de 4cido sialico.'®®

De acordo com Green e coloboradores a lectina WGA, em
condicdes apropriadas como baixas doses e na presenca de células
mononucleares, estimula in vitro a sintese e a secrecdo de
imunoglobulinas por linfécitos B.'*

Ito e colaboradores estudaram vinte e duas lectinas em relacéo a
sua habilidade de produzirem interferon, em cultura de células
esplénicas de camundongos. Os autores observaram que entre as lectinas
com especificidade para os residuos de D-manose, D-glucose ou
GIcNAc, algumas com maior atividade mitogénica como Con A
induzem a producdo de INF-y (interferon-gama), enquanto que WGA
induz a sintese de INF-B (interferon-beta). WGA também induz a
producdo de interferon na circulacdo apds injecdo intraperitoneal em
camundongos.*®
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As estruturas cristalinas de alta resolucdo das lecitnas WGA e
aglutinina do amendoim (PNA) sdo representas abaixo (Figuras 15 e
16).

Figura 15. Estrutura cristalina da lectina WGA em alta resolucéo
complexada com carboidrato 2-acetamido-2-desoxi-B-D-glicopiranose
(GIcNAC). 10410

3.10.2 Lectina da aglutinina do amendoim (PNA)

A PNA ¢é uma lectina ndo glicosiladas homotetramérica,
caracterizada como uma molécula de massa molecular igual a 110 kDa
gue tem uma alta especificidade com galactose e lactose e um
especificidade menor com outros carboidratos.*®’
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Figura 16. Estrutura cristalina da lectina PNA em alta resolugéo
complexada com carboidrato  B-D-galactopiranosil-(1—4)-p-D-
glicopiranose (Lac). As bolas representam 0s contra-ions manganés e
célcio, 10410

3.11 Interacdo de anfifilicos funcionalizados por (oligo-e
polissacarideos) com lectinas

Nas Ultimas décadas, ocorreu uma mudanca do foco de estudo de
auto-associacOes e interagdes entre surfactantes idnicos e polimeros, por
anfifilicos ou copolimeros em bloco, funcionalizados com (oligo-e
polissacarideos), oligopeptideos, ou sondas bioativas visando a
preparacdo e obtencdo de particulas em solventes aquosos com
diferentes morfologias, com intuito de estudar estes sistemas coloidais
na auséncia e na presenca de lectinas especificas.'® 1

Os mecanismos de reconhecimento sdo essencialmente baseados
em interacOes especificas entre os carboidratos e proteinas sollveis. A
rede de comunicacdo baseada em interacbes carboidratos-proteinas é
crucial em uma variedade de importantes fendmenos biolégicos como
crescimento celular, inflamacéo, cancer e infecgdes virais e bacterianas.
Aproveitando-se dessas interacdes especificas entre lectina-carboidrato,
numerosos glicomiméticos tém sido desenvolvidos, com fins de
diagnésticos e terapéutica. "> %% 110

Em particular, a entrega de um farmaco mediada por carboidrato
permite alvejar células que possuem glicoreceptores em sua membrana



68

plasmética. Esse tipo de direcionamento de principios ativos &
considerado como um dos caminhos mais promissores no
direcionamento especifico celular. Na verdade, as membranas de
lectinas de alguns tipos de células sdo capazes de internalizar seus
ligantes e, consequentemente, os glicoconjugados que sdo reconhecidos
por estas lectinas que podem ser utilizadas como transportadores
eficientes de nutrientes e principios ativos.™® **

Embora as propriedades de superficie de glicosideos anfifilicos ja
tenham sido extensivamente estudadas, poucos estudos mencionam o
uso da parte sacaridica para a segmentacdo de receptores especificos.
Lee e colaboradores foram capazes de demonstrar que as estruturas de
anfifilicos funcionalizadas com manose auto-associam em diferentes
morfologias e interagem com a lectina ConA e com receptores pili do
tipo 1 encontrada na bactéria Escherichia Coli, ou também chamado de
manose-sensitivo, porque adere a receptores de manose. "+

A sintese e caracterizacdo de carboidratos glicoconjugados com
insercBes de cadeias de hidrocarbonetos hidrofébicos foi descrita por
Thomas e coloboradores que demonstrou a auto-associacdo espontanea
desses surfactantes em vesiculas a qual serviu de modelo para investigar
as interacdes protefna-carboidrato e agregaco desses surfactantes. **?

De acordo com Rieger e colaboradores uma série de copolimeros
em bloco do tipo poli(éxido de etileno)-b-poli(-caprolactona) PEO-b-
PCL foram sintetizados e funcionalizados com o carboidrato manose, e
estudaram a auto-associacao e interacdo especifica dessas nanoparticulas
com lectina BclA produzida pela bactéria E. Coli., através de
calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC) e Cryo-MET. 3 1

As nanoparticulas a base de metais tém atraido recentemente
interesse para atuarem como novos materiais e trazerem novas
aplicacdes em sistemas bioldgicos, principalmente as funcionalizadas
por carboidratos que podem ser reconhecidos por proteinas especificas e
podem facilmente ser detectadas, porque exibem uma cor intensa na
regido do visivel. 1> 1

Lin e colaboradores desenvolveram nanoparticulas de ouro
funcionalizadas com o carboidrato manose e estudaram a ligacéo
seletiva dessas nanoparticulas com a enterobactéria E. Coli. pili do tipo
1 por imagens de MET. **/

Desta maneira, varias estruturas oligossacaridicas sdo estudadas
em fungdo das propriedades das nanoparticulas. Estruturas manosiladas,
galactosiladas ou ramnosiladas tém sido usadas como uma forma de
vetorizar as particulas em receptores especificos nos pulmdes, figado ou
células da epiderme, liberando controladamente os farmacos
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encapsulados e nutrientes.®* ™ 1812% A Figura 17 ilustra estruturas que
podem associarem em diferentes morfologias, dependendo de sua fracao
hidrofdbica e da métodologia de preparacao.

Diversas Bioaplica¢des

bicamada

auto . ~ .
Liberagdo de farmacos;

vesicula C———)

associagdo Desenvolvimento de vacinas

Agregagcio de células
patogénicas

micela cilindro
—> Fungdo bioativa (carboidrato, peptideos, acido félico, etc.)
—> Brago espagor (PEO)

—> Haste rigida hidrofobica

Figura 17. llustra auto-associacdo de nanoestruturas bioativas.**

A Figura 18, ilustra a formagdo de nanoparticulas do tipo
vesiculares recobertas no seu exterior por unidades do carboidrato
manose e também um reservatorio interno recoberto por unidades do
mesmo carboidrato, possibilitando assim a incorparacdo de farmacos
hidrofilicos, proteinas, vacinas e moléculas para liberacdo em alvos
especificos, tais como o sistema linfatico, cérebro, quando essas
nanoparticulas interagem especificamente com a enterobactéria E. Coli.
pili do tipo 1.
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interagao

(9 >

pili
Figura 18. Representagdo esquematica da interacdo das nanoparticulas
revestidas por unidades do monossacarideo manose com receptores pili
do tipo 1 encontrada na bactéria Escherichia Coli.™

3.12 Nanoparticulas direcionadas a sitios especificos

A possibilidade de direcionar nanoparticulas carregadas com
farmacos ou nutrientes diretamente ao alvo especifico e somente nesta
regido liberar a quantidade exata de nutriente ou medicamento
necessario, tem sido um dos maiores desafios para os cientistas da &rea
médica. Um sistema micelar polimérico ideal rettm o farmaco
encapsulado no fluxo sanguineo, e o libera preferencialmente em um
t[)tlaltz;\gtivo curto espaco de tempo, somente apds alcancar o local de acéo.
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Muitas abordagens sdo empregadas tanto na producéo, transporte
das nanoparticulas, estabilidade fisica como nas interacfes em meio
aquoso entre os grupamentos hidrofoébicos do polimero como os do
farmaco que geralmente séo hidrofébicos.

Como o intuito principal é a area biomédica, varios trabalhos na
literatura tém destacado a importancia do aprimoramento de novos
sistemas em que moléculas ativas, podem ser incorporadas e liberadas
por nanoparticulas micelares de copolimeros.

Dessa forma, cada vez mais é importante aprimorar e sintetizar
novos copolimeros, caracteriza-los e estudar mais a fundo as forgas que
governam as interac@es entre os copolimeros e os fA&rmacos em solucéo.

O tamanho das particulas é uma das propriedades que influéncia
o0 tempo de circulagdo e distribuicdo do fArmaco nos 6rgaos, assim como
seu mecanismo de entrada nas células e a cinética e extensdo de
absorcéo celular.>® Devido ao seu tamanho inferior a 100 nm as micelas
de copolimeros em bloco podem passar através dos capilares dos tecidos
tumorais permitindo a orientagdo seletiva passiva dos agentes
antitumorais. **

Dois mecanismos podem ser descritos para o direcionamento das
micelas em regides especificas, o direcionamento passivo e o ativo. O
direcionamento  passivo envolve a acumulacdo de agentes
quimioterapicos em tumores sélidos como resultado do aumento da
permeabilidade vascular dos tecidos tumorais, comparado aos tecidos
normais. E o direcionamento ativo envolve a modificacdo da cadeia
final da parte hidrofilica do copolimero com ligantes que sdo
seletivamente reconhecidos por receptores das superficies das células de
interesse. %

Os tumores cerebrais continuam a ser um problema de salde
mundial. Em recentes meta-analises, embora a quimioterapia mostrou
um beneficio de sobrevida para os pacientes glioma de alto grau, os
resultados ainda s modestos.’?™ ¥ Para ser eficaz, um agente
guimioterapico deve ser exposto as células do tumor cerebral em
concentracdes que podem superar a resisténcia e mecanismos intrinseco.
No entanto, isso é dificil para a maioria das drogas, devido a barreira
hemato-encefalica (BBB), que é formada por um rede de células
endoteliais e capilares hermeticamente fechadas no cérebro. Estima-se
gue menos de 1% do compostos de circulagdo, sdo capazes de chegar a
vascularizagdo de um tumor no sistema nervoso central (SNC) através
de uma adiminastragio sistémica.’”® Neste sentido vem se aprimorando
modificacdes de lipossomas que possam chegar a tais fungbes do
neuroeixo.
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Du e colaboradores desenvolveram nanoparticulas constituidas de
PEO, incorporados pelo farmaco tamoxifen (TAM) e outras com o0
farmaco cloridrato de topotecano e recobertas através da bioadesdo da
lectina WGA. Os estudos demostraram a ndo degradacdo das
nanoparticulas em grandes quantidades de pepsina, tripsina, pancreatina
e elastase e apresentaram longa circulacdo e estabilidade, além disso
foram eficazes em superar a BBB e entregar o farmaco.'?*

Licciardi e colaboradores sintetizaram micelas de copolimeros em
bloco funcionalizados com acido félico e avaliaram a solubilizacdo de
dois farmacos hidrofébicos anti-cancer. * Os estudos mostraram um
consideravel potencial destes nanocarreadores tumor-seletivos na
liberagdo dos farmacos. ' Os mesmos autores investigaram também
copolimeros biocompativeis funcionalizados com acido fdlico para
aplicacbes na terapia do gene, baseados nas estratégias de
direcionamento celular. '?°

O mecanismo de liberacdo do contelido de farmaco da micela
exclusivamente a um alvo especifico somente sera efetivo quando a
liberacdo prematura do farmaco do interior das micelas é minimizada
antes de se atingir o alvo. O segredo para se prolongar o tempo de
circulacdo da micela polimérica no fluxo sanguineo é reduzir a taxa de
reconhecimento ndo especifico e a captura pelo SRE. Para isto, a
estratégia tem sido a alteragdo da composicdo da superficie da
nanoparticula, tornando-a mais hidrofilica, para reduzir a adsorcdo de
proteinas plasmaticas e evitar a sua rapida eliminacdo pelo SRE. ' *°

Alguns exemplos de sistemas poliméricos que tem sido utilizados
incluem polissacarideos, poliacrilamidas, poli(vinil alcool), poli(n-vinil-
2-pirrolidona), poli(etileno glicol), poli(etileno imina) copolimeros
contendo PEO. A funcionaliza¢do das micelas com oligo (peptideos) é
também de interesse, ndo somente para o desenvolvimento de sistemas
de liberacdo direcionada, mas porque pode também ser usada para
estudar o efeito de cargas sobre o comportamento farmacocinético das
micelas. Estas unidades podem ser ligadas nas superficies das particulas
90[2§nei° de interacdes eletrostaticas ou por meio de ligacdes quimicas.

As nanoparticulas micelares podem, portanto, apresentar sitios de
reconhecimento celular na sua superficie, encapsular substancias ativas
hidrofdbicas (farmacos, aromas, esséncias e particulas magnéticas) e
responder a estimulos externos. >’

A aplicacdo das micelas poliméricas como sistemas carreadores
de farmacos, teve inicio com os trabalhos do grupo liderado por
Ringsdorf em 1984."% Partindo de um copolimero de poli(6xido
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etileno)-b-poli(L-lisina),  fixaram  covalentemente o  farmaco
ciclofosfamida sobre o bloco de L-lisina, conduzindo a formacdo de
micelas com um ndcleo hidrofébico de lisina modificada, circundada
por PEO. 51,129

Kataoka e colaboradores comecaram a publicar trabalhos
relacionados ao tema no inicio dos anos 90. * Seus trabalhos recentes
ilustram os avancos nesta area.”®’? De acordo com estes pesquisadores,
trés sistemas tém sido considerados para o uso de micelas de
copolimeros em bloco em processos de liberacdo de farmacos: micelas
formando conjugados de copolimero e farmaco, onde este é ligado
covalentemente a uma das seqliéncias do copolimero; farmacos nao
covalentemente incorporados as micelas; e os complexos polieletrélitos
formados entre polinucleotideos e copolimeros em bloco catiénicos.

Vérias combinagBes entre blocos hidrofilicos e hidrofébicos
conduzem a uma gama de possibilidades para a &rea de liberagdo de
farmacos, com trabalhos cada vez mais elaborados. Recentemente
Schmidt e colaborados investigaram a formacdo de nanoparticulas de
poliestireno-b-poli(2-fosfatetil metacrilato-stat-hidroxietil metacrilato)
(PS-b-P(PEMA-stat-HEMA)) biofuncionalizadas com Annexin-A5, que
sdo proteinas hidrofilicas que se ligam a fosfolipideos carregados
negativamente. % Este tipo de interacdo é associado in vivo com uma
variedade de processos em membrana extracelular. O trabalho mostra a
sintese, manipulacdo e propriedades das nanoparticulas com potencial
aplicacdo em sistemas de liberagdo controlada de farmacos.

Xie e colaboradores prepararam novos anfifilicos conjugados
com Paclitaxel e os estudos de liberacdo in vitro mostraram que a taxa
de liberagdo depende dos valores de pH. Os resultados demonstraram
gue o farmaco pode ser liberado das nanoparticulas sem apresentar
citotoxicidade, e que o processo de liberacdo é mais favorecido em
menores valores de pH (4-5) do que em condicdes neutras (pH 7.4). **

O grupo de pesquisa liderado por Nakatsubo concentrou esfor¢os
na sintese de copolimeros em bloco com derivados de celulose.*®" **
Liu e Zhang sintetizaram novos copolimeros em bloco baseados em
dextrana (um polissacarideo de ocorréncia natural) e poli(e-
caprolactona). **

Recentemente Gaucher e colaboradores sintetizaram a partir do
PEO funcionalizado com grupamentos aminos e hidréxidos, alguns
copolimeros dibloco e multiblocos e introduziram através de
incorporacéo fisica os farmacos Placlitaxel e Doxorubicin no interior
das micelas, por método de diélise e microemulséo 6leo em agua (o/w),
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com finalidade de acompanhar a estabilidade micelar, através da forca
P 80
ibnica.

3.13 Técnicas de preparacéo de nanoparticulas

Nas Ultimas décadas, vérias técnicas foram desenvolvidas para
preparar sistemas de micro e nanoparticulas poliméricas.

As particulas poliméricas podem ser preparadas por métodos
fisicos tais como separacgdo de fases, evaporacdo do solvente e secagem
em aspersdo (spray drying) que tem sido extensivamente estudada. Os
métodos quimicos incluem emulsdo, suspensao, precipitacdo, dispersao
polimerizacdo interfacial, suspensdo-policondensacdo ou poliadi¢do e
miniemulsdo. *** 1%

A escolha do método depende principalmente da solubilidade
do copolimero em &gua, porém, convencionalmente, as particulas sao
preparadas principalmente por dois métodos: o de dissolucdo direta e o
método de dialise (Figura 19). 52 3

Métodos para a preparacao das micelas

Método de dissolugdo direta Método de dialise

PBO-f-PEC-b.FED

TT1°0)

Dissolugdo do copolimero em Dissolucédo do copolimero
agua ou solugéo tampdo em solvente organico (DMF, THF)

Figura 19. Representacdo esquematica dos dois principais métodos de
preparacdo de micelas de copolimeros em bloco.*

O método de dissolucdo direta envolve a adicdo do copolimero
em meio aquoso a uma concentra¢do acima da cmc, e algumas vezes
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esta mistura é aquecida para garantir a micelizacdo. Este método €
escolhido para copolimeros que s&o solveis em agua. 23’

O método de didlise é utilizado quando o copolimero ndo é
soltivel em agua. Neste caso o copolimero é primeiramente dissolvido
em um solvente orgdnico comum miscivel em &gua, como
tetrahidrofurano (THF) ou dimetilformamida (DMF). Durante o
processo de didlise a micelizacdo é induzida pela evaporagdo do
solvente orgénico. O tamanho e distribuicdo de tamanho, bem como
outras propriedades vao depender do tipo de solvente utilizado.

3.14 Morfologia

Através de um diagrama de fases é possivel prever qual a
morfologia que o copolimero ou anfifilicos do tipo rod-coil adotam,
guando dissolvido em um solvente bom termodinamicamente para 0s
diferentes blocos, e depositado na forma de filme ultrafino sobre a
superficie de um substrato (Figura 20). As diferentes morfologias sdo
dependentes de fatores importantes como massa molar, fracdo em
volume dos diferentes blocos, adicdo de aditivos, bem como da sua
incompatibilidade e também pelo método de preparacdo. **® Entre as
diferentes morfologias podemos encontrar esferas, cilindros, vesiculas e
lamelas em jungdes em y.

A variedade dessas morfologias tem sido caracterizada
principalmente pelas técnicas de microscopia eletrnica de transmissao e
espalhamento de luz. Esta diversidade pode ser alcancada devido as
diferentes fracdes em volume dos segmentos hidrofilico e hidrofébico e
também pelo método de preparacéo.
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Figura 20. Representacdo esquematica das morfologias que podem ser
obtidas pelas cadeias dos copolimeros em bloco poli(1,2-butadieno-b-
poli(éxido etileno)) PB-b-PEO, Npg e Wpeo S80 0 grau de polimerizagdo
e a fracdo da massa hidrofilica do PEO, resgaectivamente, onde B
vesiculas ou bicamadas, C cilindros e S esferas.*

Micelas do tipo estrela sdo esféricas, com pequenos nucleos e
grande revestimento, e formam-se quando o comprimento do bloco
soltvel é consideravelmente maior do que o bloco insolivel. Ja as
micelas do tipo “crew-cut” sdo estruturas com grandes ntcleos e
revestimentos curtos, formados por copolimeros assimétricos com
blocos insollveis relativamente longos (Figura 21). *% 14042
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Figura 21. Representagdo esquematica de micelas do tipo “crew-cut”
(A) e do tipo “sunflower” (B).

A Figura 22 ilustra exemplos de diferentes morfologias obtidas de
micelas do tipo “crew-cut” formadas pelo copolimero dibloco
poliestireno-b-poli(dcido  acrilico) PS-b-PAA  com  diferentes
composicdes. Estas morfologias consistem em esferas (A), cilindros (B),
vesiculas (C), vesiculas com diametros até 500 nm (D) e vesiculas com
morfologia eliptica (E) e LCMs polidispersas (F).** As diversas
variagdes na morfologia podem ser explicadas por um efeito de balango
de forcas envolvendo o grau de estiramento dos segmentos que formam
0 nucleo, da energia interfacial entre o nlcleo das micelas e o solvente e
das interacdes entre 0s segmentos que compdem a casca da micela.**
144 Este balanco de forcas determina também pardmetros estruturais
como tamanho da particula, dimensdes do nicleo e nimero de
agregacéo. >

Cilindros

polidispersas

parede =39

Vesiculas elipticas
Figura 22. Diferentes morfologias para micelas de (A) PSigg-b-PAAsg,
(B) PS490-b-PAAg7, (C) PS;,QO-b PAAss, (D) PSzg0-b-PAA1, (E) PSyx0-b-
PAAs, (F) PSg0-b-PAA,;.
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As vérias morfologias podem ser usadas para diferentes
aplicacGes em liberacdo de farmacos, uma vez que estas diferencas tem
influéncia direta sobre a capacidade de encapsulacdo e a cinética de
liberagdo. Por exemplo, as micelas do tipo bastdo podem ser usadas para
a preparacao de formulacdo aerossol, uma vez que facilitam o acesso a
diferentes partes do pulmao. Vesiculas podem ser projetadas para conter
compostos hidrofilicos, assim como uma combinacao entre vesiculas e
micelas pode ser designada para a liberacdo de farmacos hidrofilicos e
hidrofébicos. >

Por este motivo torna-se de extrema importancia conhecer as
caracteristicas morfologicas dos sistemas estudados. A morfologia
micelar pode ser ajustada por varios parametros como temperatura,
concentracdo solvente seletivo, co-solvente, método de solubilizacdo
composicdo do copolimero uso de aditivos, contra-ion (polieletrolito) e a
arquitetura das cadeias poliméricas.
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CAPITULO 4
FUNDAMENTOS TEORICOS DAS TECNICAS
4.1 Fluorescéncia

Estudos fotoquimicos de anfifilicos, copolimeros e interacdo
entre polimeros e surfactantes requerem a presenca de um grupo ou
molécula luminiscente, isto é, um grupo fluorescente ou fosforescente.
Isto pode ser feito, em geral, de duas maneiras: (i) adicdo de um grupo
fluorescente (sonda) a solugdo ou (ii) marcacdo dos anfifilicos pela
adicdo de um grupo fluorescente covalentemente ligado a molécula a ser
estudado.

A fluorescéncia é um processo relaxativo emissivo muito rapido,
a partir de moléculas no estado excitado. O tempo de vida relativamente
curto (< 10” s) de uma molécula no estado excitado singlete decorre do
pareamento de spins favoravel a sua desativacdo para o estado singlete
fundamental.

A técnica tem sido amplamente utilizada nas diversas areas da
quimica, bioquimica e medicina, trazendo numerosas contribuicdes em
andlise de proteinas, membranas, acidos nucléicos e complexos
macromoleculares. As sondas fluorescentes podem ser usadas para
determinar; (i) cmc de copolimeros, surfactantes, (ii) a concentracdo de
agregacdo critica (cac) de complexos polimero-surfactante; (iii) o
nimero de agregacdo n de surfactantes, copolimeros e complexos
polimero-surfactante e (iv) o0 microambiente (polaridade e
microviscosidade) dentro dos complexos.

O pireno (Py), é a sonda fluorescente mais usada. A
particularidade é que o espectro de emissdo exibe bandas de vibracdo
finas cujas intensidades relativas sdo sensiveis a polaridade do meio.
Enumerando as bandas de vibracdo de 1 a 5, que sdo observadas na
temperatura ambiente, a banda I3 em 384,0 nm, que corresponde a
transicdo S, — Sovzl, mostra pouca sensibilidade aos solventes,
enquanto que a banda I; em 372,8 nm, S;"° — S, muda a
intensidade em funcéo do solvente, aumentando em solventes polares.**®
A Figura 23 mostra a variacdo do espectro de fluorescéncia do pireno e
os diferentes niveis de energia e as transi¢fes ocorridas ap6s a excitagao
da molécula de pireno.

Através da técnica de espectroscopia de fluorescéncia é possivel
acompanhar a transferéncia de moléculas de pireno (e derivados) do
solvente (polar) para o interior das micelas (apolar) durante o processo
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de micelizacdo dos copolimeros anfifilicos em meio aquoso, através das
mudangas do meio. A razdo das intensidades entre o primeiro e 0
terceiro pico (li/l5), é sensivel as mudancas de polaridade do meio.'*
Deste modo, esta propriedade pode ser utilizada para avaliar a
micropolaridade de microambientes de agregados micelares. Valores
extremos desta escala de polaridade compreendem 1,84 para a 4gua e de
0,6 ?ara 0 hexano. Conforme o surfactante, a razao 1,/I5 varia entre 0,8 e
1,44

O uso da fotoquimica no estudo de polimeros, copolimeros e
anfifilicos, ja foi descrito em varios reviews na literatura.*****°
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Figura 23. Variagdo do espectro de fluorescéncia do pireno com a
polaridade do solvente (A) e (B) diagrama mostrando os diferentes
niveis de energia e as transi¢fes ocorridas na molécula de pireno apds a
excitagéo.

4.2 Espalhamento de luz

A absorcdo ndo € a Unica maneira que as moléculas podem
interagir com a radiacdo eletromagnética. Se o comprimento de onda da
radiacdo for muito maior do que qualquer banda de absorcdo da
molécula, o fendmeno do espalhamento de luz pode vir a ocorrer. As
moléculas sdo polarizaveis, isto é, a distribuicdo de seus elétrons pode
ser modificada frente a aproximagdo de um campo elétrico. A forma
classica da radiagio € uma oscilagdo senoidal no campo
eletromagnético. Isto pode produzir uma oscilagdo nos elétrons de uma
molécula. Tais oscilagdes fariam a molécula atuar como uma pequena
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antena, dispersando parte da energia em direcGes ndo necessariamente
iguais a radiacdo incidente. Esta é a base do fenémeno de espalhamento
de luz (LS).

O espalhamento de luz é um fenébmeno que relaciona varias
técnicas experimentais e tem sido vastamente utilizado na andlise de
inimeros sistemas nos Gltimos anos.**® Em razdo do avanco do
desenvolvimento, o espalhamento de luz estabeleceu-se como uma
importante ferramenta no que se refere ao estudo da dindmica e da
estrutura de macromoléculas, sobretudo para sistemas poliméricos.

No espalhamento de luz ocorre a incidéncia de um feixe de luz
monocromatico sobre uma amostra e a onda eletromagnética original é
espalhada para todas as diregdes. Um meio perfeitamente homogéneo
ndo é capaz de espalhar luz, isto seria uma situacéo ideal. No caso de um
meio ndo homogéneo, a luz é espalhada em todas as diregdes. A
intensidade do espalhamento depende, basicamente, do tamanho e
morfologia da particula."® Nestes experimentos, a amostra a Ser
estudada estd em uma pequena célula de vidro que estd submersa em
uma cuba, também de vidro, e preenchida com um solvente de indice de
refracdo semelhante ao do vidro (decalina, no= 1,469 ou tolueno,
no=1,497).">! Com isso minimiza, eventuais reflexdes decorrentes da
célula e do porta-amostra. Um feixe de luz, normalmente uma fonte de
laser de He-Ne, com poténcia entre 15 e 100 mW incide sobre a amostra
e a pequena intensidade de luz refletida é detectada por um detector tipo
fotomultiplicador, colocado horizontalmente a um éangulo de
espalhamento g em relacdo ao feixe de radiacdo incidente esse detector.
A Figura 24 mostra a geometria basica de um experimento de luz
convencional.

—> Detector
k 4“1-

Amostra

Figura 24. Geometria de espalhamento em um experimento de
espalhamento de luz. A subtracdo vetorial de k. (feixe espalhado) e k;
(feixe transmitido) é igual ao vetor de espalhamento, (q). Na Figura, k;
representa o feixe incidente.'*
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Obtém-se o vetor de espalhamento por intermédio dos vetores
envolvidos no fenémeno de espalhamento e o dngulo de espalhamento 6.

A radiacdo incidente apresenta um vetor de onda k; paralelo a
direcdo de disseminacdo, com amplitude de 2mw/\.

A frequéncia do vetor de onda da luz espalhada k; é idéntico ou
muito similar a da radiacdo incidente. Essa radiacdo espalhada equivale
ao que se tem prudéncia por espalhamento Rayleigh, desde que a
dimensdo da particula sob analise seja bem menor do que A. Uma vez
determindo os vetores k. € ki, pode-se determinar o parametro conhecido
como vetor de espalhamento |g| cujo modulo denominaremos
simplesmente g. Observa-se inserido na Figura 24 que o valor de g é
derivado de uma dada geometria, o qual é simplesmente a diferenca
vetorial entre K, e K, , ndo esquecendo de considerar o valor de #¢e o
indice de refracdo do solvente onde a amostra esta submergida (ng), uma
vez que ocorre uma alteracdo do comprimento de onda da luz incidéncia
confrontado com o valor no ar.

Defini-se 0 modulo do vetor de espalhamento pela equacéo 1:

_dmnp (9'
q = 7 sen 2) (1)

e permite a observagdo dos objetos, que para nosso caso sao anfifilicos
ou nanoparticulas micelares.

Qudo menor a amplitude do valor de q (menor angulo de
observacdo), maior é a magnitude da estrutura observada. A técnica de
espalhamento pode-se manifestar que funciona como um microscépio ao
contrario, pois g possui extensdo inversamente proporcional a dimenséao
da particula em observacéo.'*

Através de medidas da intensidade e dire¢do da luz espalhada,
diferentes informacdes podem ser obtidas. *** Através da técnica de
espalhamento de luz estatico (SLS) é possivel acompanhar processos
gue envolvam mudancas de massa molar, conformacdo e tamanho das
particulas e as interacdes de diferentes particulas entre si e entre
moléculas de solvente, além de processos quimicos e fisicos em fungédo
do tempo ou temperatura, tais como transicfes e separagdes de fase e
cinética de reacdes de polimerizacdo. ** A intensidade de luz espalhada
é medida em diversos angulos e para diversas concentragdes.
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4.3 Espalhamento de luz dindmico (DLS)

O espalhamento de luz dindmico (DLS) e também designado na
literatura com o nome de espectroscopia de correlacdo de fotons (PCS)
ou espalhamento de luz quase elastico (QELS) é capaz de mensurar as
flutuagdes na intensidade de luz espalhada, as quais originam-se de
modificacdes locais do indice de refragdo da solugdo, como um
resultado da difusdo rotacional, difusdo translacional e/ou relaxacbes
internas das cadeias poliméricas.

Basicamente, a flutuacdo medida do sinal da luz espalhada é
autocorrelacionada no tempo através de uma funcdo de correlacdo
temporal (FCT). A técnica é eficaz para se detectar flutuacfes temporais
na intensidade de luz espalhada devido a flutuagbes de concentracéo
e,densidade na amostra (causas do movimento Browniano). Desta
funcdo, € possivel obter a taxa de relaxacdo (I'), a qual pode ser
relacionada ao coeficiente de difusdo translacional (D).**®

O valor de T pode ser obtido através da analise de uma funcéo de
correlagdo temporal. O coeficiente de difusdo D é o coeficiente angular
de um gréfico da freqiiéncia de relaxacdo I' (I' =t * ) em funcéo de o?
obtido pela equacéo 2:

I
3 lg~0 = Dagp (2)
q

A extrapolacdo dos valores de D obtidos para diferentes
concentracBes, quando a concentracdo tende a zero, fornece o
coeficiente de difuséo a diluicdo infinita, D,

Um importante parametro que pode ser acessado por intermédio
de D, ¢ 0 raio hidrodinamico, R, da macromolécula em solucéo,

aplicando-se a relacdo de Stokes-Einstein e desde que se conhega a
viscosidade do solvente, n, e a temperatura T na qual é realizada a

medida. Assim, D pode ser obtido através da equacao 3:

o A’HT T A’BT
_ﬁm}["q ~ 6rnD

(3)

Ry,

Na equagdo 3, kg é a constante de Boltzmann (1,38 x 102 J K™).**®
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Quanto ao raio de giro (Rg), foi calculada a partir dos valor de
I(g) da intensidade espalhada usando a aproximagdo da lei de Guinier
como segue descrito pela equagéo 4. ™’

|
Inf =Ink -3 2Ry’ (4)
Onde | é a intensidade de espalhamento e Iy é a intensidade de
espalhamento em q = 0.

[ -

In/ =Inlk - %ffﬂf (5)

Atravé da equaces 5, obtém-se o raio da seccao transversal (R.),
respectivamente. Este parametro é obtido a partir da inclina¢do da reta
no grafico de Guinier. Seguindo este mesmo raciocinio, Ry e R serdo
um resultado de (-R,%/3) e (-R;*/2), respectivamente.'®

Em sistemas monodispersos e objetos esféricos, a medida de D
somente no angulo de observacdo de 90° fornece valores de Ry bastante
confiaveis. Para amostras polidispersas, faz-se necessario o
monitoramento das fungdes de correlacdo em diferentes angulos, e o
coeficiente de difusdo é obtido através da inclinagdo de I vs g2

A ilustracdo da Figura 25 tenta elucidar as diferencas entre Ry e
Ry para um novelo polimérico em solucdo. A linha pontilhada
representa a dimens&o Ry e a linha cheia a dimenséo Ry.™"

Figura 25. llustracdo da diferenca entre Ry (linha cheia) e Ry (linha
pontilhada) para um novelo polimérico randémico em solucéo. **

E importante salientar o real significado fisico do valor de Ry.
Este equivale a um valor imaginario do raio de uma esfera rigida que
difunde com a mesma velocidade que a particula em estudo. Entretanto,
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muitas nanoparticulas ndo sdo esféricas e estdo solvatadas, portanto, o
valor de Ry mensurado reflete um tamanho aproximado da nanoparticula
considerando em conta a sua solvatacdo ou hidratagdo. A amplitude do
tamanho geométrico de uma mesma particula, que pode ser acessado por
outras técnicas tais como microscopicas é, devido a este fato,
geralmente um pouco menor que o seu valor de Ry.

A morfologia da nanoparticula espalhante pode ser prevista
combinando-se os resultados de espalhamento de raios-X a baixos
angulos (SAXS), SLS e DLS por meio do célculo do pardmetro

sensitivo a forma (p), através da equagdo 6.
R
g
=— (6)
P Ry

O valor deste pardmetro adimensional leva a uma importante
indicagdo da topologia da nanoparticula espalhante, especialmente para
particulas pequenas (com dimensao entre 10-100 nm). A Tabela 2 ilustra
os valores de p mensurados teoricamente para as topologias mais
freqlientemente encontradas.

Tabela 2. Valores de p para particulas com topologias tipicas."" **°
Estutura P
Esfera rigida homogenéa 0,77
Esfera oca 1,0
Novelo linear monodisperso
Condicéo 6 1,50
Bom solvente 1,78
Novelo linear polidisperso
Condicéo 0 1,73
Bom solvente 2,05
Micro gel 0,3-05
Bastdo rigido >2,0

Através de medidas de DLS, também chamado de QELS, com luz
polarizada e despolarizada medem-se flutuacbes no tempo da
intensidade de luz espalhada, causadas pelos movimentos Brownianos
das particulas em solugéo.
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Para micelas formadas, por exemplo, por copolimeros em bloco,
anfifilicos a Tabela 3 correlaciona os parametros fisico-quimicos que
podem ser determinados.

Tabela 3. ParAmetros fisico-quimicos e tipo de espalhamento de luz.
Parametros Fisico-Quimicos  Tipo de espalhamento
de luz: Estatico (SLS)
ou Dinamico (DLS)

Massa molar micelar (My,mic) SLS
Numero de agregacao (Nagg) SLS
Raio de giragéo (Rg) SLS
InteracOes interparticulas (A,) SLS
Raio hidrodindmico (Ry) DLS
Comprimento da casca (W) SLS + DLS
Raio do ndcleo (R;) SLS +DLS
Compactacédo do nicleo SLS + DLS
(Vmonomer)

A funcdo de correlacdo da intensidade dispersada foi analisada
por meio do método cumulativo e da anélise de CONTIN para fornecer
0 coeficiente de difusdo efetivo e o tamanho de particula
correspondente.’® Normalmente a faixa granulométrica possivel de ser
analisada por esta técnica é de 5nm a5 pm.

4.4 Espalhamento de raios-X a baixos angulos (SAXS)

As medidas de SAXS podem fornecer valiosas informagdes sobre
a estrutura de macromoléculas, tais como Ry, tamanho de persisténcia,
forma e tamanho do objeto espalhador.’®" 2 A técnica de SAXS é
utilizada para investigar detalhes estruturais de sistemas com
comprimentos de correlagdo na regido entre 0,5 e 50 nm. Considerando-
se SAXS e SLS, agumas diferencas fundamentais devem ser tornar
explicito: a) a radiacdo eletromagnética difere na amplitude do
comprimento de onda (a luz visivel apresenta comprimento de onda
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entre 370-700 nm enquanto que feixes de raios-X tém comprimento de
onda variando entre 0,01 e 0,2 nm); b) a geometria de espalhamento é
diferente (enquanto que em SLS convencional acessa-se angulos de
espalhamento na regido entre 20° e 150° os angulos acessados nos
experimentos de SAXS estdo geralmente na regido entre 0,5° e 4°) e c) 0
espalhamento de luz propriamente dito esta relacionado com diferencas
no indice de refracdo de uma determinada matriz liquida e a amostra
analisada, enquanto que a intensidade de espalhamento de raios-X esta
relacionada com a diferenca na densidade eletronica entre diferentes
partes de um sistema em estudo. % 6% 162
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CAPITULO5

PARTE EXPERIMENTAL
5.1 Preparacdo das nanoparticulas

As suspensdes das nanoparticulas (solugbes aquosas micelares -
Cp de 0,10 e 1,30 mg/mL) foram preparadas por dissolucdo direta dos
diferentes anfifilicos sintetizados em &gua Milli-Q ou em solucdo
tampdo fosfato salino (PBS, 10 mM, pH 7,2, 1 mM CaCl,, 1 mM
MnCl,) e agitados por 24 horas a 25 °C. As solugdes foram filtradas
com filtros com porosidade de 0,45 um da (Milli-Pore), a fim de
remover a poeira e grandes agregados ndo micelares.

5.2 Método fluorimétrico

As medidas de fluorescéncia do estado estacionario do pireno
foram executadas em agua Milli-Q, a 25,0 °C. Uma solugdo de pireno =
10° mol.L™" era preparada em &gua Milli-Q a partir de uma solugéo
estoque 10 mol.L™ de pireno (Aldrich 99%) em etanol. Para certificar-
se de que os dados experimentais eram determinados em uma situacdo
de equilibrio do sistema, todas as solucdes estoques dos anfifilicos
foram preparadas rotineiramente com agitacdo magnética suave por 12
horas. Este procedimento minimiza os erros na intensidade da emisséo
gue ocorre em métodologias alternativas.

Os espectros de fluorescéncia do estado estacionario do pireno
foram determinados em um espectrofluorimetro Perkin-Elmer LS50B
equipado com uma cela de quartzo de 10 mm termostatizada a 25,0 °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 emissdo foram corridos de 360 a
500 nm. Tipicamente, os espectros de fluorescéncia foram realizados
apos a adicdo de volumes conhecidos da solucdo estoque dos anfifilicos.
Para cada leitura, a concentracdo era corrigida devido a dilui¢do
ocorrida na cela que previamente continha 1,5 mL de agua Milli-Q
contendo pireno. A razdo li/l; foi estimada analisando a relagdo da
intensidade méxima do pico em 372,8 nm (l;) e 384,0 nm (l3).
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5.3 Microscopia eletrénica de transmissao (MET)

As imagens MET foram feitas em colaboragdo com 0 CERMAV
(Grenoble, Franga). O tamanho e a estrutura da morfologia dos afifilicos
foram gravados em filmes Kodak SO163 utilizando um microscopio
eletrénico (Philips CM200, Eindhoven) operando em 80 kV. Os
negativos foram digitalizados usando uma camera CCD Kodak Mega
plus. Para preparar as amostras MET, 4 uL. de uma soluc¢do aquosa de
micelas formadas foi espalhado sobre uma grade de cobre revestido
com fino filme de carbono que foram previamente tratadas com
UV/ozénio para tornar a superficie hidrofilica. Excesso de solucdo
micelar foi delicadamente removida com papel absorvente. As amostras
foram entdo marcadas negativamente pela adigdo de uma gota de
aproximadamente 4 pL de acetato de uranila 2%, e 0 excesso de solucéo
foi novamente removido antes da secagem em condi¢des ambiente.

5.4 Espalhamento de luz dinamico (DLS)

Medidas de DLS foram realizadas a temperatura ambiente (25,0 +
0,1 °C), para as soluc@es dos anfifilicos em um fotogoniémetro ALV-
5000/ALV equipado com um laser de He-Ne com poténcia igual a 22
mW e (A= 632,8 nm) como fonte de luz. O correlador utilizado foi um
ALV e fotodiodos operando no modo de pseudo correlacdo cruzada. As
medidas foram realizadas na regido angular de 40° até 140°. Uma
fotografia do equipamento utilizado é mostrada na Figura 26.

Figura 26. Fotografla dlgltal do eqmpamento comercial ALV utilizado
nas medidas de espalhamento de luz.
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5.5 Espalhamento de raios-X a baixos angulos (SAXS)

As medidas de SAXS foram realizadas no European Synchrotron
Radiation Facility (ESRF) em Grenoble-Franca na Linha de luz D2AM-
BMO02 e no Laboratdrio Nacional de Luz Sincrotron (LNLS, Campinas,
Brasil).

As amostras analisadas por SAXS foram preparadas pela
dissolucdo direta dos anfifilicos em &gua e agitados por 24 horas
estabilizados a 25 °C. Em seguida as solucGes foram colocadas em
capilares borossilicato (~ 2 mm de didmetro) e selados. O comprimento
de onda (A) de 1,608A, foi selecionado duas distancia distintas da
amostra ao detector para obtencdo de intensidade de espalhamento com
valores de q situados entre 0,15 a 3,0 nm™.

O feixe colimado cruzou as amostras e se espalhou para uma
iluminacéo indireta detector CCD (Princeton Instruments). Em todos os
casos, as imagens 2D foram considerados isotropicos e foram
corrigidos, tendo em conta o ruido do detector de escuro e normalizado
pela transmissdo da amostra. A 1(q) vs curvas g resultante da integracéo
de 360° azimutham da 2D-padrées foram ainda corrigidos pela
subtracdo do espalhamento do solvente puro (agua). 1(q) vs perfil de
espalhamento q das nanoparticulas foram montados usando o modelo de
copolimero micela esférica desenvolvido por Pedersen e Gerstenberg.'®®
Os procedimentos de montagem e outras analises foram realizadas
utilizando o software SASfit, que faz uso da abordagem de minimos
quadrados de montagem para minimizar o qui-quadrado (y ) parametro.
@) softwlaeze SASfit foi desenvolvido por J. Kohlbrecher e esta disponivel
on-line.

5.6 Ensaios de Inibi¢cdo da Hemaglutinagdo (HIA)

Os ensaios de Inibicdo da Hemaglutinagdo das lectina WGA e
PNA foram realizados em microplacas de titulacdo utilizando eritrécitos
provinintes do sangue de coelho. Os experimentos foram realizados em
triplicata de duas diluicbes em série colocando em cada pogo da
microplaca 25 pL de solucdo tampédo fosfato salino (PBS, 10 mM, pH
7,2, 1 mM CaCl;, 1 mM MnCl,), em seguida foram colocados ao
primeiro pogo 25 uL (1 mg/mL) das lectina e, posteriormente, uma série
de diluicdes duplas foram produzidas até o vigésimo quarto pogo. Em
seguida foram adicionados a cada pogo 25 uL da suspensdo de
eritrcitos a 2% provinintes do sangue de coelho em um solucdo salina
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150 mM de NaCl e foram adicionados, misturados e incubados a 37 °C
por 30 minutos. Lendo a atividade hemaglutinante.

O anfifilico (6) conjugado com GIcNAc, dissolvidos em uma
solucdo tampédo fosfato salino (PBS, 10 mM, pH 7,2, 1 mM CaCl,,
1 mM MnCl,) concentracdo final 0,5 mg/mL foram colocados 25 pL aos
primeiros pogos e posteriormente uma série de diluicdes duplas foram
produzidas até o décimo segundo pogo contendo nesses pogos 25 uL da
mesma solucdo tampdo. Em seguida foram adicionados a cada pogo
25 uL da suspensdo de eritrdcitos a 2% em um solucédo salina 150 mM
de NaCl, misturados e incubados a 37 °C por 30 minutos. Lendo a
atividade hemaglutinante.

Pogos aglutinados Controle (-) g

POCOS N0 aglutinados
Diluices ¢ g >
Figura 27. llustra exemplos de ensaios de Hemaglutinagdo em presenca
de lectina em solucdo tampdo fosfato salino (PBS, 10 mM, pH 7,2,
1 mM CaCl,, 1 mM MnCl,) sobre uma microplaca de titulacéo.
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CAPITULO 6
SINTESE E CARACTERIZACAO

Este capitulo descreve a intrumentacdo, reagentes especificos
utilizados na sintese e caracterizacdo de novos anfifilicos do tipo rod-
coil como blocos de construcdo para biomateriais.

6.1 Reagentes

Poli(6xido de etileno) PEO sigma, Mn = 898 g/mol e (Mw = 590
g/mol), acido octodecandico (C1gH30, Sigma, 99%), acido dodecandico
(C12H240, Sigma, 99%), &cido decandico (CioHx00, Sigma, 99%),
carbonato de potéssio (K,CO; Sigma, > 99,5%), iodeto de potéssio (Kl
Sigma, 99%), trifluorometanosulfonato de prata (CF;SO3;Ag Sigma,
99%), propargil alcool (C3H4O Aldrich, 99%), sulfato de magnésio
anidro (MgSO, Sigma, > 99,5%), 4’-bromo-[1,1’-bifenil]-4-ol
(BrCgH4,OH Aldrich 97%), 4-bifenil &cido borénico (C,H;:BO,
Aldrich, 99%), tetrakis(trifenilfosfina)-paladio(0) ((PPhs)4Pd Sigma,
99%), trietilamina (CeHisN, EtsN, Sigma-Aldrich 99,5%), 6xido de
prata (Ag,O Fluka, 98%), N,N’-diciclohexilcarbodiimida (Ci3H2oNo,
DCC, Fluka, 98%), 4-Dimetilaminopiridina (C;HoN,* DMAP, Aldrich,
98%), cloreto de p-Toluenosulfonil (99%, CH3CgH,SO,CI, TsCl), azida
de sodio (NaN399%), Ascorbato de sodio (CgHgOs, 99%),
2-acetilamino-2-deoxi-D-glucose (GIcNACc) (CgHisNOg, 99%) e sulfato
de cobre CuS0O45H,0 foram adquiridos da Acros e utilizados sem
purificacdo prévia. As lectinas WGA e PNA foram adquiridas do
Laboratdrio EY, INC.

6.2 Técnicas e instrumentacao

A pureza dos compostos sintetizados foram caracterizados por
espectrometria de Infravermelho para os compostos sélidos foram
obtidos em pastilha de KBr e para os compostos liquidos em filme, em
um espectrofotdmetro Perkin-Elmer FTIR RXI com sistema de registro
computadorizado, na regido de 4000 a 400 cm™. A determinagdo da
massa molar foi realizado por espectrometria de massa (MALDI-TOF
MS e ESI-MS) obtidos nos aparelhos MALDI-TOF (AutoFlex | Bruker)
e CL-ESI/ApCI-ITD (Agilent 1100 e Esquire 3000" Bruker Daltonics)
as analises de alta resolucdo foram realizadas em espectrOmetro
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ZABSpec-Tof Micromass no Centro Regional de Medidas Fisicas do
Oeste da Universidade de Rennes 1, Franga.

Os espectros de RMN *H e RMN **C foram obtidos em aparelhos
de RMN modelo Bruker AC 300 operando a 300 e 75 MHz, e um
espectrometro  Bruker DRX400 operando em 400 e 100 MHz,
respectivamente, usando TMS como padrédo interno. Os deslocamentos
quimicos sdo expressos em parte por milhdo (8) em relacdo ao TMS,
sendo as constantes de acoplamento (J) apresentadas em Hertz (Hz).
Utilizando os seguintes solventes dimetilsulféxido DMSO-d6, MEOD e
cloroférmio deuterado (CDCls) foram comprados da SDS (Vitry,
Franca).

As reagBes foram acompanhadas por cromatografia em camada
delgada (CDD), utilizando silica gel F254 Merck como adsorvente e
para a purificacdo dos compostos através de colunas cromatograficas,
utilizou-se silica gel 60 Merck.

Todos o0s solventes e reagentes empregados nas sinteses,
caracterizacOes e purificagdes foram adquiridos de fontes comerciais
(Aldrich, Merck, Fluka) e utilizados sem prévia purificacio e a deteccdo
foi conseguida por exposicdo a vapores de iodo ou pela carbonizagédo
com solucéo de &cido sulfirico 3:45:45 H,S0,:MeOH:H,0.

A sintese do carboidrato 2-propargil-2-acetamido-2-desoxi-p-D-
glicopiranose (GIcNAc) foi realizado como descrito anteriormente na
literatura com excecdo do dissacarideo propargil B-D-galactopiranosil-
(1—4)-B-D-glicopiranose (Lac), preparado e gentilmente fornecido pelo
pesquisador Sébastien Fort, integrante e lider da equipe Chemistry and
Biotechnology of Oligosaccharides (CBO) do CERMAV.*%® 1%

A escolha do monossacarideo GIcNAc e do dissacarideo Lac para
a sintese dos diferentes anfifilicos, estd associada a possibilidade das
particulas funcionalizadas serem reconhecidas por receptores especificos
e assim abrir uma maior possibilidade das aplicagdes, de tais anfifilicos
como sistemas de vetorizacdo simples e especifica do local para entrega
da droga, formulacdes de vacinas e dentre outras aplicacdes. " 1% O
dissacarideo Lac, foi escolhido também devido a possibilidade de obter
mudangas estruturais do dissacarideo através de uma usina celular na
qual obtem estruturas de oligossacarideos bem definidas com bons
rendimentos que ndo podem ser obtidos por outros métodos um
resultado da habilidade do CERMAYV e desenvolvida por Eric Samain e
B. Priem. Onde pode-se obter oligossacarideos com estruturas bem
definidas.'”
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A colobaragdo com CERMAYV, unidade de pesquisa do CNRS, se
deu por competéncias em fisico-quimica (R. Borsali), em Glico-quimica
(S. Fort).

6.3 Sintese dos anfifilicos

A estratégia da sintese dos novos anfifilicos funcionalizados com
0 monossacarideo GIcNAc e o dissacarideo Lac, consiste na utilizacdo
do polimero flexivel PEO, como braco espacor hidrofilico conectado a
diferentes partes hidrofobicas, através de reacfes de cicloadigdo 1,3-
dipolar de Huisgen entre espécies funcionalizadas por um grupamento
azida, de um lado, e um alcino terminal do outro.

A preparacdo dos diferentes anfifilicos sdo apresentados por
cinco esquemas, na qual cada um ilustra a estratégia e reagentes
escolhidos para cada etapa da rota sintética.
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Esquema 1. llustra a estratégia sintética utilizada na preparacdo dos
anfifilicos do tipo rod-coil 4¢PEQOgy N3 (5), 49PEOgGLCNAC (6) e
4PEQggLac (7): a) TsCl, Ag,0, Kl, CH,Cly; b) 4’-bromo-[1,1°-
bifenil]-4-ol, K,CO3;, CH3CN; c¢) 4-bifenil acido bordnico, (PPhs)4Pd,
N32CO3, THF; d) TSCl, C5H15N, CH2C|2, E) NaNg, DMF; f) CUSO4,
ascorbato de sddio, 2-propargil 2-acetamido-2-desoxi-B-D-glicopiranose
(GIcNAc), H,O/THF; g) CuSO,, ascorbato de sédio, propargil p-D-
galactopiranosil-(1—4)-B-D-glicopiranose (Lac), H,O/THF.
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Sintese do composto (1)

Uma solucdo contendo 250 mL de cloreto

/@Cm de metileno anidro e PEO (Mw = 898g;

How(oa)o-s 8,0 g, 8,91 mmol) foi resfriado e mantido
o) M o o X Ani 5

19 Y2 a 0 °C, sob agitagdo mecanica até sua

completa dissolugdo. Em seguida foram
adicionados Ag,O (3,1 g, 13,36 mmol) e iodeto de potassio (0,5915 g,
3,56 mmol), em seguida foi acrescentado ao meio reacional p-
toluenossulfonila (TsCl) (1,78 g, 9,35 mmol). A reacdo foi
acompanhada por CCD, utilizando cloreto de metileno/metanol (9/1 v/v)
e foi considerada completa ap6s 2 horas. A mistura reacional foi entéo,
cuidadosamente filtrada sobre uma cama de Celite®, o filtrado obtido
foi evaporado sob pressdo reduzida, resultando um dleo viscoso. O 6leo
resultante foi purificado em coluna cromatogréafica de silica gel,
utilizando cloreto de metileno e metanol (9/1 v/v) como eluente,
fornecendo 5,16 g, (55%) de um 6leo viscoso incolor. RMN *H: (300
MHz, CDCls, ppm): & = 7,78 (d, 2H Ar, J = 8,5 Hz, Ar); 7,31 (d, 2H, J
= 8,5 Hz, Ar); 412 (t, 2H, J = 4,4 Hz, CH,OTs); 3,71-3,55 (m, ~ 78H,
CH,0); 242 (s, 3H, CHs). RMN ®C: (75 MHz, CDCls;, ppm):
o = 144.8; 133,0; 129,8; 128,0; 72,5; 70,7; 70,5; 70,3; 69,2; 68,6; 61,7;
21,6. Anal. Calcd. para C47HggO23S: razdo massa carga (m/z) 1052,62;
MALDI-TOF-MS m/z 1075,66 [M+Na]".

Sintese do composto (2)

HO o Em um baldo de 250 mL, protegido por um
6/\619“(/2) tubo secante de cloreto de célcio, foram
O colocados o composto (1) (5,0 g, 4,74

mmol), 4'-bromo-[1,1'-bifenil]-4-ol (1,18 g,
4,4 mmol) e K,CO;3 (3,27 g, 23,7 mmol) e dissolvidos em 125 mL de
acetonitrila anidra sob agitacdo. A mistura foi refluxada por 32 horas, a
reacdo foi acompanhada por CCD, utilizando cloreto de
metileno/metanol (9/1 v/v). A solugdo resultante foi vertida em agua e
extraida com cloreto de metileno (3 x 35 mL). A solucéo de cloreto de
metileno foi lavada com agua (2 x 25 mL). A fase organica foi seca com
Na,SO, anidro, filtrada e evaporada sob presséo reduzida e o produto foi
purificado por cromatografia em coluna de silica gel, utilizando cloreto
de metileno e metanol (15/1 v/v) fornecendo 2,785 g, (52%) de um 6leo
viscoso. RMN 'H: (300 MHz, CDCls, ppm): & = 7,49-7,34 (m, 6H, Ar);
6,93 (d, 2H, J = 8,8 Hz , 0-ArBr); 4,12 (t, 2H, J = 4,7 Hz, ArO); 3,83 (t,
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2H, J = 4,8 Hz, CH,0); 3,70-3,53 (m, ~ 78H, CH,0). RMN 3¢ (75
MHz, CDClIs, ppm): 6 = 158,55; 139,6; 132,49; 131,66; 128,16; 127,80;
120,66; 114,97; 72,47; 70,76; 70,45; 70,22; 69,62; 67,45; 61,58. Anal.
Calcd. para Cs;HggBrO,;: m/z 1128,58; MALDI-TOF-MS m/z 1153,50
[M+Na]", m/z 1169,44 [M+K]".

Sintese do composto (3)

o 5 Em um baldo de 250 mL, protegido
o ) por um tubo secante de cloreto de
O célcio, contendo 2,6 g, (2,3 mmol) do

®) O composto (2) e 4-bifenil &cido

O bordnico (0,456 g, 2,3 mmol) foram
dissolvidos em 80 mL de THF
desgaseificados sob agitacdo mecénica, em seguida foram adicionados
simultaneamente 55 mL de uma solugdo de Na,CO; (2 M)
desgaseificados e tetrakis(trifenilfosfina)-paladio(0) (16,5 mg, 0,0135
mmol). A mistura foi mantida sob atmosfera inerte e refluxada por 60
horas com agitacdo constante, a reacdo foi acompanhada por CCD,
utilizando cloreto de metileno/metanol (9/1 v/v). A solugdo resultante
foi resfriada a temperatura ambiente, vertida em agua e extraida com
cloreto de metileno (3 x 35 mL). A fase organica foi seca com Na,SO,
anidro, filtrada e evaporada sob pressdo reduzida e o consequente
produto foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel,
utilizando cloreto de metileno e metanol (16/1 v/v) fornecendo (1,385 g;
50%). RMN 'H: (300 MHz, CDCls, ppm): & = 7,69-7,27 (m, 15H, Ar);
7,0 (d, 2H, J = 8,8 Hz, Ar); 4,17 (t, 2H, J = 4,6 Hz, CH,0-Ar); 3,87 (t,
2H, J = 4,6 Hz, -CH,0H); 3,71-3,55 (m, ~ 78H, CH,0). RMN Be: (75
MHz, CDCl;, ppm): 6 = 158,47; 140,7; 140,1; 139,8; 139,6; 138,90;
133,3; 131,8; 128,8; 128,3; 128,0; 127,9; 127,5; 127,3; 127,00; 115,0;
72,5;70,8; 70,6; 70,3; 69,7; 67,5; 61,7. Anal. Calcd. para Cg4HggO,1: m/z
1202,73; MALDI-TOF-MS m/z 1225,43 [M+Na]*, m/z 1241,37 [M+K]".
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Sintese do composto (4)

O composto (3) (1,3 g, 1,08 mmol) e
trietilamina (1,38 g, 10 mmol) foram
dissolvidos em 25 mL de cloreto de
metileno anidro. Rapidamente foram
adicionados 1,9 g TsClI (10 mmol). Apds
a adicdo, a mistura foi deixada sob agitagdo mecanica por 18 horas a
temperatura ambiente a reacdo foi acompanhada por CCD, utilizando
cloreto de metileno/metanol (9/1 v/v). A mistura reacional foi diluida
com 25 mL de cloreto de metileno e lavada sucessivamente com
solucbes diluidas de HCI, depois com uma solugdo saturada de
bicarbonato de sodio (3 x 20 mL) e por fim a fase organica resultante foi
lavada com agua (2 x 15mL), seca com Na,SO, anidro, filtrada e
evaporada sob pressao reduzida, e o consequente produto foi purificado
por cromatografia em coluna de silica gel, utilizando cloreto de metileno
e metanol (15/1 v/v) fornecendo 1,276 g, (87%) do produto. RMN H:
(300 MHz, CDClj3, ppm): 6 = 7,90 (d, 2H, J = 8,3 Hz, Ar); 7,78-7,3 (m,
~17H, Ar); 6,98 (d, 2H, J = 8,8 Hz, Ar); 4,13 (t, 2H , J = 4,8 Hz, CH,0-
Ar); 3,87 (t, 2H, J = 4,8 Hz, CH,0TS); 3,72-3,55 (m, ~78H, CH,0);
2,42(s, 3H, CH3). RMN **C: (75 MHz, CDCls, ppm): & = 158,5; 146,7;
141,8; 140,7; 140,1; 139,8; 139,7; 133,3; 131,8; 130,2; 129,8; 128,8;
128,3; 128,0; 127,5; 127,3; 127,1; 115,0; 70,9; 70,7; 70,6; 69,2; 68,7;
67,6; 21,6. Anal. Calcd. para C7;H104023S: m/z 1356,74; MALDI-TOF-
MS m/z 1379,67 [M+Na]", m/z 1395,60 [M+K]".
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Sintese do composto (5)

Uma solucdo contendo o composto (4)
(1,27 ¢, 0,936 mmol) e 25 mL DMF
anidro foi mantida sob agitagdo
mecanica até sua completa dissolucao.
Em seguida foi adicionado NaN3, (0,183
g, 2,81 mmol). A mistura foi aquecida a 60 °C em banho de 6leo durante
18 horas e, apds foi cuidadosamente filtrada e concentrada sob presséo
reduzida. O residuo foi purificado por cromatografia de silica gel,
utilizando cloreto de metileno e metanol (9/1 v/v) como eluente,
fornecendo 0,977 g, (85%) de um sélido ceroso branco. RMN *H: (300
MHz, CDCls, ppm): & = 7,68-7,36 (m, 15H, Ar-H): 6,99 (d, 2H, J = 9,3
Hz, Ar); 4,14 (t, 2H, J = 4,9 Hz, CH,0-Ar); 3,85 (t, 2H, J = 4,9 Hz, -
CH,0); 3,61-3,54 (m, ~ 78H, CH,0); 3,36 (t, 2H, J = 5,4 Hz, -CH;N3).
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RMN ®C: (75 MHz, CDCl,, ppm): & = 158,5; 140,7; 140,1; 139,8;
139,6; 138,9; 133,3; 131,7; 128,8; 128,4; 128,3; 128,0; 127,5; 127,3;
127,03; 115,0; 72,4; 70,8; 70,6; 70,0; 69,7; 68,7; 67,5; 50,7. IV (Filme,
Vmae €M) pico de absorcio da 2100 cm™. Anal. Calcd. para
CesHg7N3O20: m/z 1227,74, MALDI-TOF-MS m/z 1250,51; [M+Na]+,
1266,48, [M+K]" e ESI m/z 1250,8 [M+Na]".

Sintese do composto (6)

O derivado anfifilico (6)
(400 g, 0,325 mmol) e
GIcNAc (0,109 g, 0,42
mmol) foram dissolvidos
em uma mistura de
solventes contendo
THF/H,0 (1/1 viv). O conjunto de auto-reagdo de acoplamento assistida
“clique” foi realizado em uma solu¢do THF/H,O contendo CuSQO,4.5H,0
(51,7 mg, 0,325 mmol) e ascorbato de sddio (70,7 mg, 0,357 mmol). A
mistura foi aquecida a 40 °C sob atmosfera de nitrogénio e a reacédo foi
considerada apds analise completa por cromatografia CCD, (8/2 v/v),
cloreto de metileno/metanol utilizando gel de silica 60 F264. Apds 24
horas de reacdo de acoplamento, a mistura foi cuidadosamente filtrada
sobre uma cama de Celite®, e o filtrado obtido foi entdo evaporado sob
pressdo reduzida. CHCI; foi usado para dissolver a fase orgénica, 0s
precipitados foram filtrados. O filtrado obtido foi evaporado sob pressao
reduzida, e o consequente produto foi purificado por cromatografia em
coluna de silica gel, utilizando cloreto de metileno e metanol (8/2 v/v)
como eluente, fornecendo 0,290 g, (60%) de um solido ceroso branco.
RMN *H: (300 MHz, DMSO-d6, ppm): & = 7,96 (s, 1H, anel triazol);
7,81-7,38 (m, (16H) 15H, Ar e 1H, NH); 7,06 (d, 2H, J = 8,8 Hz, Ar);
4,97-4,39 (m, 8H); 4,15 (t, 2H, J = 4,18 Hz, CH,0-Ar); 3,8 (t, 2H, J =
4,8 Hz, -CH,0); 3,60-3,50 (m, ~ 78 H, CH,0); 1,77 (s, 3H, CH3). RMN
C: (75 MHz, DMSO0-d6, ppm): & = 168,95; 158,23; 143,57; 139,54;
139,03; 138,82; 138,55; 137,70; 131,92; 131,59; 128,89; 127,56;
127,44; 127,12; 126,88; 126,56; 126,47; 124,23; 114,97, 100,21; 77,04;
74,25; 71,61; 70,71; 69,91; 69,74; 69,57; 68,92; 68,67; 67,85; 67,24;
61,27; 61,15; 55,30; 49,31, 23,01. IV (Filme, Vmax, cm'l): Confirma o
desaparecimento do pico de absorcdo da azida em 2100 cm™. Anal.
Calcd. para C75H114N4025: m/z 1486,84; MALDI-TOF-MS m/z 1509,82
[M+Na]+. HRMS Anal. Calcd. para CzsH114N4O26Na: m/z 1509,7619
[M+Na]"; encontrado: 1509,762.
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Sintese do composto (7)

O derivado anfifilico (5)

HORH
HORZO ﬁ%gnoh(/jh, o (0,410 g, 0,334 mmol) e
LRt A g 0 Lac (0,167 g, 0,44 mmol)
@ ® foram dissolvidos em uma
()| mistura de solvente de

THF/H,O (1:1 viv). O
conjunto de auto-reacdo de acoplamento assistida clique foi realizado
em uma solu¢cdo THF/H,O contendo CuSO,4.5H,0 (0,0531 g, 0,334
mmol) e ascorbato de sdédio (0,0727 g, 0,367 mmol). A mistura foi
aquecida a 40°C sob atmosfera de nitrogénio, e a reagdo foi considerada
completa por cromatografia CCD, (8/2 v/v), cloreto de metileno/metanol
utilizando gel de silica 60 F264. Ap6s 24 horas de reacdo de
acoplamento, a mistura reacional foi cuidadosamente filtrada sobre uma
cama de Celite®, e o filtrado obtido foi entdo evaporado sob pressao
reduzida, e CHCI; foi usado para dissolver a fase orgéanica, 0s
precipitados foram filtrados, e o filtrado obtido foi entdo evaporado sob
pressdo reduzida, e o consequente produto foi purificado por
cromatografia em coluna de silica gel, utilizando cloreto de metileno e
metanol (8/2 v/v) como eluente, fornecendo 0,295 g, (55%) de um
s6lido ceroso branco. RMN **C: (75 MHz, DMSO-d6, ppm) & = 158,35;
143,45; 138,91; 131,61; 131,12; 128,92; 128,14; 127,61; 127,56;
127,12; 126,88; 126,56; 126,47; 125,42; 124,43; 119,94; 114,94,
103,78; 101,77; 80,68; 75,47; 74,91; 73,21; 73,06; 71,58; 70,52; 69,98;
69,91; 69,72; 69,57; 69,50; 68,89; 68,67; 68,09; 67,87; 67,22; 61,59;
60,55; 60,35; 60,18; 49,31. IV (Filme, Vpyax, cm'l): Confirma o
desaparecimento do pico de absorcdo da azida em 2100 cm™. Anal.
Calcd. para C79H121N3O3;: m/z 1607,87; MALDI-TOF-MS m/z 1630,76
[M+Na]".
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Esquema 2. llustra a estratégia sintética utilizada na preparacdo dos
anfifilicos do tipo roid-coil 49PEQgy N3 (12), 4¢PEOgGLCNAC (13):
a) TsCl, Ag,0O, KIl, CH,CIy; b) 4’-bromo-[1,1’-bifenil]-4-ol, K,COs,
CH3CN; ¢) 4-bifenil acido borénico, (PPhs)4Pd, Na,COs, THF; d) TsCl,
CeHisN, CH,Cl,; €) NaNz, DMF; f) CuSQ,, ascorbato de sédio, 2-
propargil 2-acetamido-2-desoxi-B-D-glicopiranose (GIcNAC),
H,O/THF.

Sintese do composto (8)

Uma solucdo contendo 25 mL de cloreto
de metileno anidro e PEO (Mw = 590
g/mol, 0,680 g, 1,15 mmol) foi resfriado e
mantido a 0 °C, sob agitacdo mecanica até
sua completa dissolucdo. Em seguida foram adicionados Ag,0 (0,400 g,
1,73 mmol) e iodeto de potassio (0,076 g, 0,46 mmol), em seguida foi
acrescentado ao meio reacional TsCl (0,230 g, 1,21 mmol). A reacéo foi
acompanhada por CCD, (9/1 v/v), cloreto de metileno/metanol e foi
considerada completa apds 2 horas. A mistura reacional foi entéo
cuidadosamente filtrada sobre uma cama de Celite®, o filtrado obtido
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foi entdo evaporado sob pressdo reduzida, resultando 6leo viscoso. O
oOleo resultante foi purificado em coluna cromatogréfica de silica gel,
utilizando cloreto de metileno e metanol (20/1 v/v) como eluente,
fornecendo 0,497 g, (58%) de um 6leo viscoso incolor. RMN *H: (300
MHz, CDCls, ppm): 6 = 7,77 (d, 2H, J = 8,4 Hz, Ar); 7,29 (d, 2H, J =
8,3 Hz, Ar); 4,14 (t, 2H CH,OTs); 3,71-3,56 (m, ~ 55 H, CH,0); 2,42
(s, 3H, CHs). RMN *3C: (75 MHz, CDCls, ppm): & = 144,75; 133,19;
129,77; 127,93; 72,52; 70,53; 70,30; 69,18; 68,67; 61,70; 21,6. Anal.
Calcd. para Cs3HgO16S: m/z 744,41; MALDI-TOF-MS m/z 767,09
[M+Na]" e ESI m/z 767,4 [M+Na]".

Sintese do composto (9)

Em um baldo de 50 mL protegido por um
Mot~ © ) tubo secante de cloreto de calcio, foram
‘\.\ colocados o composto (8) (0,450 g, 0,605
©) & mmol), 4'-bromo-[1,1'-bifenil]-4-ol (0,1509
g, 0,605 mmol) e K,CO; (0,376 ¢, 2,72
mmol) foram dissolvidos em 20 mL de acetonitrila anidra sob agitacéo.
A mistura foi refluxada por 30 horas, a reacdo foi acompanhada por
CCD, (9/1 vlv), cloreto de metileno/metanol. A solucdo resultante foi
vertida em &gua e extraida com cloreto de metileno (3 x 15 mL). A
solucéo de cloreto de metileno foi lavada com agua (2 x 10 mL). A fase
organica foi entdo seca com Na,SO, anidro, filtrada e evaporada sob
pressdo reduzida, e o consequente produto foi purificado por
cromatografia em coluna de silica gel, utilizando cloreto de metileno e
metanol (18/1 v/v) fornecendo 0,260 g, (52%). RMN *H: (300 MHz,
CDCls, ppm): & =7,52-7,37 (m, 6H, Ar); 6,96 (d, 2H, J = 8,3Hz, o-
ArBr,); 4,15 (t, 2H, J = 4,6 Hz, CH,O-Ar , 0-ArO); 3,87 (t, 2H, J = 4,4
Hz, CH,0); 3,54-3,68 (m, ~ 52 H, CH,0). RMN **C: (75 MHz, CDCls,
ppm): & = 158,63; 139,68; 132,59; 131,76; 128,27; 127,91, 120,76;
115,02; 72,55; 70,84; 70,53; 70,30; 69,70; 67,53; 61,70. Anal. Calcd.
para: CsgHg1BrO4: m/z 820,37; MALDI-TOF-MS m/z 843,3 [M+Na]+,
859,27 m/z [M+K]" e ESI m/z 843,3 e 845,4 [M+Na]".
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Sintese do composto (10)

HO(~r~O Em um baldo de 50 mL, protegido por
& g g ® um tubo secante de cloreto de célcio,
(10) ® contendo (0,247 g, 0,302 mmol) do

()| composto (9) e 4-bifenil acido borénico

(0,0598 g, 0,302 mmol) foram
dissolvidos em (10 mL) de THF desgaseificados sob agitacdo mecanica,
em seguida foram adicionados simultaneamente (7 mL) de uma solucao
de Na,CO3 (2 M) desgaseificados e tetrakis(trifenilfosfina)-paladio(0)
(2,03 mg, 0,00176 mmol). A mistura foi mantida sob atmosfera inerte e
refluxada por 60 horas com agitacdo constante, a reacdo foi
acompanhada por CCD, (9/1 v/v), cloreto de metileno/metanol. A
solucdo resultante foi resfriada a temperatura ambiente, vertida em &gua
e extraido com cloreto de metileno (3 x 10 mL). A fase organica foi seca
com Na,SO, anidro, filtrada e evaporada sob pressdo reduzida, e 0
consequente produto foi purificado por cromatografia em coluna de
silica gel, utilizando cloreto de metileno e metanol (20:1 v/v)
fornecendo 0,135 g, (50%). RMN *H: (300 MHz, CDCl,, ppm): & =
7,69-7,37 (m, 15H, Ar); 6,96 (d, 2H, J=8,8 Hz, Ar); 4,14 (t,2H,J =46
Hz, CH,0-Ar); 3,85 (t, 2H, J = 4,6 Hz -CH,OH); 3,71-3,56 (m, ~ 52H,
-CH,0). RMN C: (75 MHz, CDCl,, ppm): & = 158,5; 140,7; 140,1;
139,8; 139,6; 138,9; 133,3; 131,8; 128,8; 128,3; 128,0; 127,9; 127,5;
127,3; 127,0; 115,0; 72,6; 70,8; 70,6; 70,3; 69,7; 67,5; 61,7. Anal.
Calcd. para CsgH;9O14: m/z 894,52; MALDI-TOF-MS m/z 917,47
[M+Na]", m/z 933,53 [M+K]".

Sintese do composto (11)

O composto (10) (0,120 g, 0,134 mmol) e
trietilamina (0,107 g, 1,34 mmol) foram
dissolvidos em 10 mL cloreto de metileno
de anidro. Rapidamente foi adicionado
uma quantidade TsCl (0,250 g, 1,34
mmol), apds a adi¢do, a mistura foi deixada sob agitagdo mecanica por
mais 18 horas a temperatura ambiente a reacdo foi acompanhada por
CCD, (9/1 vlv), cloreto de metileno/metanol. A mistura reacional foi
diluida com 25 mL de cloreto de metileno e lavada sucessivamente com
solucbes diluidas de HCI, depois com uma solucdo saturada de
bicarbonato de s6dio (3 x 10 mL) e por fim a fase organica resultante foi
lavada com 4gua (2 x 10mL), e seca com Na,SO, anidro, filtrada e
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evaporada sob pressdo reduzida, e o consequente produto foi purificado
por cromatografia em coluna de silica gel, utilizando cloreto de metileno
e metanol (15/1 v/v) como eluente, fornecendo 0,105 g, (75%). RMN
'H: (300 MHz, CDCls, ppm): & = 7,91 (d, 2H, J = 8,3 Hz, Ar); 7,78-7,25
(m, 17H, Ar); 6,96 (d, 2H, J = 8,8 Hz, Ar); 4,13 (t, 2H, J = 4,4 Hz,
CH,0-Ar); 3,85 (t, 2H, J = 4,9 Hz, CH,0TS); 3,71-3,55 (m, ~ 52H,
-CH,0); 2,42 (s, 3H, CH3). RMN *C: (75 MHz, CDCls, ppm): & =
158,5; 146,7; 141,8; 140,7; 140,1; 139,8; 139,7; 133,3; 131,8; 130,2;
129,8; 128,8; 128,3; 128,0; 127,5; 127,3; 127,1; 115,0; 70,9; 70,6; 69,7;
69,2; 68,7; 67,6; 21,8. Anal. Calcd. para Cs;H76016S: m/z 1048,53;
MALDI-TOF-MS m/z 1071,58 [M+Na]", m/z 1087,47 [M+K]".

Sintese do composto (12)

Uma solucdo contendo o composto (11)
(0,090 g, 0,0858 mmol) e 10 mL DMF
anidro foi mantida sob agitacdo mecanica
até sua completa dissolu¢do em seguida foi
adicionado NaNs, (0,028 g, 0,430 mmol).
A mistura foi aquecida a 60 °C em banho de 6leo durante 18 horas e, em
seguida foi cuidadosamente filtrada e concentrada sob presséo reduzida.
O residuo foi purificado por cromatografica de silica gel, utilizando
cloreto de metileno e metanol (9/1 v/v) como eluente, fornecendo
0,0626 g, (80%). RMN 'H: (300 MHz, CDCls, ppm): & = 7,67-7,35 (m,
15H, Ar-H); 6,98 (d, 2H, J=9,3 Hz, Ar); 4,14 (t, 2H, J = 4,7 Hz, CH,0-
Ar); 3,84 (t, 2H, J = 4,9 Hz, -CH,0); 3,61-3,54 (m, ~ 52H, -CH,0); 3,36
(t, 2H, -CH;N3, J = 5,2 Hz). RMN *3C: (100 MHz, CDCl;, ppm): & =
158,2; 140,5; 139,9; 139,6; 139,5; 138,7; 133,0; 131,7; 128,8; 128,2;
127,9; 127,8; 127,5; 127,3; 127,0; 115,0; 72,6; 70,8; 70,7; 70,5; 70,3;
69,6; 67,2; 50,5. IV (Filme, vma, cM™): pico de absorcdo da 2100 cm™.
Anal. Calcd. para CgsoHggN3O13: m/z 919,52; MALDI-TOF-MS m/z
958,34 [M+K]".
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Sintese do composto (13)

O composto (12) (0,058 g, 0,063
mmol) e (GIcNAc) (0,0229 g, 0,088
mmol) foram dissolvidos em uma
mistura de solvente de THF/H,O
(2/1 viv). O conjunto de auto-reacdo
de acoplamento assistida foi realizado em uma solucdo THF/H,O
contendo CuS0,4.5H,0 (0,84 mg, 0,053 mmol) e ascorbato de sédio
(1,24 mg, 0,063 mmol). A mistura foi aquecida a 40 °C sob atmosfera
de nitrogénio, e a reacdo foi considerada completa por cromatografia
CCD, (8/2 viv), cloreto de metileno/metanol utilizando gel de silica 60
F264. Ap6s 24 horas de reacdo de acoplamento, a mistura reacional foi
cuidadosamente filtrada sobre uma cama de Celite®, e o filtrado obtido
foi entdo evaporado sob pressdo reduzida e CHCI; foi usado para
dissolver a fase orgénica. Os precipitados foram filtrados, e o filtrado
obtido foi entdo evaporado sob pressdo reduzida, e o consequente
produto foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel,
utilizando cloreto de metileno e metanol (8/2 v/v) como eluente,
fornecendo 0,0394 g, (53%) de um sélido ceroso branco. RMN *H: (400
MHz, DMSO-d6, ppm): 6 = 7,96 (s, 1H, anel triazol); 7,80-7,37 (m,
(16H) 15H, Ar e 1H, NH); 7,05 (d, 2H, J = 8,8 Hz, Ar); 5,0-4,48 (m,
8H); 4,12 (t, 2H, J = 4,18 Hz, CH,0-Ar); 3,78 (t, 2H, J = 4,8 Hz,
-CH,0); 3,73-3,48 (m, ~ 52H, -CH,); 3,41 (t, 2H, J = 4,8 Hz -CH,N);
1,78 (s, 3H CH3). RMN **C: (100 MHz DMSO-d6, ppm): & = 168,87;
158,08; 143,50; 139,42; 138,71; 138,44; 131,86; 131,37; 128,64,
127,92; 127,39; 127,34, 127,17; 126,89; 126,66; 126,37; 126,24;
123,85; 114,9; 100,09; 76,79; 74,12; 70,70; 67,76; 69,56; 69,40; 68,76;
68,73; 68,48; 67,21; 61,16; 61,06; 55,31; 49,13; 22,69. IV (Filme, v,
cm™): Confirma o desaparecimento do pico de absorcio da azida em
2100 cm™. Anal. Calcd. para Cg1HggN4O19 Mheor miz 1178,52; MALDI-
TOF-MS m/z 1201,70 [M+Na]*, m/z 1217,61 [M+K]".
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S
0,
1), esquema 1)

CHs
HO OH /©/ ®
\/\<O/\a1/g - HO\/\@/\/ZZ\
(«

NHAG (16)
HOOH 0
HO &01 5%04\0 4 /N«\,(Ov\}o)K/\/\/\/\/\/\/\/\

OH 18 (17)
Esquema 3. llustra a estratégia sintética utilizada na preparacdo dos
anfifilicos C1sPEO900N; (15), ClngOQOOG|CNAC (16) e C1gPEOggolac
(17): a) TsCl, Ag,0O, KI, CH,Cl,; b) NaNs;, DMF; c) DCC, DMAP,
acido octodecanoico, CH,Cl,; d) CuSQ,, ascorbato de sodio, GIcNAc
H,O/THF; ) CuSQy,, ascorbato de sddio, Lac, H,O/THF.

Sintese do composto (14)

O composto (1) (2,50 g, 2,4 mmol) e NaNs,
N3\/\b OH| (0618 g, 9,50 mmol) foram dissolvidos em DMF
(14) 19 anidro (25 mL) sob agitacdo mecénica, e a
mistura foi aquecida a 60 °C em banho de 6leo
durante 18 horas e, em seguida, concentrada. O residuo foi purificado
por cromatografia em silica gel, utilizando cloreto de metileno e metanol
(9/1 viv) como eluente, fornecendo 1,864 g, (85%) de um solido ceroso
branco. RMN H: (300 MHz, CDClI3, ppm): & = 3,71-3,58 (m, ~ 78H,
CH,0); 3,37 (m, 2H, CH,N;). RMN *C: (75 MHz, CDCls, ppm): & =
72,52; 70,58; 70,30; 70,01; 61,68; 50,71. IV (Filme, Vmax, CM™): pico de
absorcdo da 2103 cm™. Anal. Calcd. para CsHgiN3Ozo: m/z 923,61;
MALDI-TOF-MS m/z 946,51 [M+Na]", m/z 962,49 [M+K]".
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Sintese do composto (15)

N,N'-diciclohexilcarbodiimida (DCC)

o 020 g 10 mmol) e 4

\'WLO’(\/O)*/\M dimetilaminopiridina (DMAP) (0,0244
14 19 ..

(15) g, 0,2 mmol) foram adicionados sob

agitacdo mecanica uma solucdo de acido
octodecandico (0,853 g, 3,0 mmol) e PEOgqoN3 (14) (0,92 g, 1,0 mmol)
contendo 30 mL de cloreto de metileno anidro. A reacdo foi realizada
por 48 horas em temperatura ambiente sob atmosfera de nitrogénio, e a
reacdo foi considerada completa por cromatografia CCD, (9/1 viv),
cloreto de metileno/metanol utilizando gel de silica 60 F264. O
conteido da mistura foi entdo cuidadosamente filtrada sobre uma cama
de Celite®, e o filtrado obtido foi entdo evaporado sob pressao reduzida,
e 0 consequente produto foi purificado por cromatografia em coluna
silica gel, utilizando cloreto de metileno e metanol (9/1 v/v) como
eluente, fornecendo 0,976 g, (82%) de um sélido ceroso branco. RMN
H: (400 MHz, MeOD, ppm): 6 = 4,21 (t, 2H, J = 4,8 Hz); 3,71-3,64 (m,
~ 82 H, CH,0); 3,37 (t, 2H, J = 4,9 Hz ); 2,36-2,26 (m, 2H); 1,62-1,60
(m, 2H); 1,29 (m, 28H); 0,90 (t, 3H, J = 6,6 Hz, CH3). RMN *C: (100
MHz, DMSO-d6, ppm): & = 172,9; 69,9; 69,3; 68,4; 63,1; 50,1; 33,5;
31,4; 30,7; 29,1; 28,9; 28,8; 28.,5; 24,5; 22,2; 14,0. IV (Filme, Vmax,
cm™): pico de absorcdo da 2100 cm™. MALDI-TOF MS Anal. Calcd
para CsgHi;sN3Op: m/z 1189,80; MALDI-TOF-MS m/z 1212,74
[M+Na]" e m/z 1228,73 [M+K]".

Sintese do composto (16)

. 0 O derivado anfifilico (15)

OH N” N o o (0,400 g, 0,336 mmol) e
HER= o I~ ™4 Vﬁww (GIcNAc) (0,113 g, 0,437
mmol) foram dissolvidos
em uma mistura de solvente de THF/H,O (1/1 v/ v). O conjunto de auto-
reacdo de acoplamento assistida foi realizado em uma solugdo THF/H,O
contendo CuS0O,4.5H,0 (53,4 mg, 0,336 mmol) e ascorbato de sddio (73
mg, 0,369 mmol). A mistura foi aquecida a 40 °C sob atmosfera de
nitrogénio, e a reacdo foi considerada completa por cromatografia CCD,
(8/2 vlv), cloreto de metileno/metanol utilizando gel de silica 60 F264.
Apos 24 horas de reacdo de acoplamento, foi cuidadosamente filtrada
sobre uma cama de Celite®, e o filtrado obtido foi entdo evaporado sob
pressdo reduzida, e CHCI; foi usado para dissolver a fase orgéanica os
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precipitados foram filtrados, e o filtrado obtido foi entdo evaporado sob
pressdo reduzida, e o consequente produto foi purificado por
cromatografia em coluna silica gel, utilizando cloreto de metileno e
metanol (8/2 v/v) como eluente, fornecendo 0,350 g, (72%) de um
sélido ceroso branco. RMN 'H: (400 MHz, DMSO-d6, ppm): & = 7,92
(s, 1H, anel triazol); 7,49 (d, 1H, J = 8,6 Hz, NH); 4,80-4,40 (m, 8H);
4,13 (t, 2H, J = 4,2 Hz); 3,82 (t, 2H, J = 4,8 Hz) 3,61-3,50 (m, ~ 82H,
CH,0); 3,15 (2H, J =4,8 Hz); 2,28 (t, 2H, J = 4 Hz); 1,78 (s, 3H); 1,5
(m, 2H); 1,24 (m, 18H); 0,86 (t, 3H, J = 6,6Hz, CH3). RMN *C: (75
MHz, DMSO-d6, ppm): & = 172,8; 168,9; 143,5; 124,2; 100,2; 77,0;
74,2; 71,6; 70,7; 69,7, 69,6; 69,5; 68,7; 68,3; 67,9; 62,9; 61,2; 61,1;
55,3; 33,4; 31,2; 29,0; 28,8; 28,6; 28,4; 24,4; 23,0; 22,0; 139. IV
(Filme, vmax, cm™) Confirma o desaparecimento do pico de absorcdo da
azida em 2100 cm™. Anal. Calcd. para CgoH13N4O27: m/z 1448,98;
MALDI-TOF-MS m/z 1471,94 [M+Na]" e HRMS Anal. Calcd para
CeoH132N40,7Na: m/z 1471,89767 [M+Na]"; encontrado: 1471,8958 e
CeoH13:N40,7K: m/z 1487,8716 [M+Na]" encontrado: 1471,8740.

Sintese do composto (17)
O derivado anfifilico (15)

(0,456 g, 0,383 mmol) e o

Ho&&g /\(\N\/(OM\}OM/ dissacarideo propargil-B-D-

galactopiranosil-(1—4)-B-D-

glicopiranose (Lac) (0,190 g,
0,5 mmol) foram dissolvidos em uma mistura de solvente de THF/H,O
(/1 v/v). O conjunto de auto-reacdo de acoplamento assistida clique foi
realizado em uma solugdo THF/H,O contendo CuS0O,.5H,0 (61 mg,
0,383 mmol) e ascorbato de sédio (79,2 mg, 0,400 mmol). A mistura foi
aquecida a 40 °C sob atmosfera de nitrogénio, e a reagdo foi considerada
completa por cromatografia CCD, (8/2 v/v), cloreto de metileno/metanol
utilizando gel de silica 60 F264. Ap6s 24 horas de reacdo de
acoplamento, foi cuidadosamente filtrada sobre Celite®, e o filtrado
obtido foi entdo evaporado sob pressao reduzida, e CHCI; foi usado para
dissolver a fase orgéanica os precipitados foram filtrados, e o filtrado
obtido foi entdo evaporado sob pressdo reduzida, e o consequente
produto foi purificado por cromatografia em coluna silica gel, cloreto de
metileno e metanol (8/2 v/v) como eluente, fornecendo 0,403 g, (67%)
de um sélido ceroso branco. RMN *H: (400 MHz, DMSO-d6, ppm): & =
8,03 (s, 1H, anel triazol); 4,91-4,32 (m, 12H); 4,12 (t, 2H, J = 4,9 Hz);
3,82 (2H, J = 4,8 Hz, CH,0); 3,58-3,50 (m, ~ 78H, CH,0); 3,33 (2H, J
=4,8Hz); 2,29-2,27 (m, 2H); 1,5 (m, 2H); 1,24 (m, 28H); 0,86 (t, 3H, J
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= 6,6Hz, CH3). RMN C: (75 MHz, DMSO-d6, ppm): & = 172,68;
143,39; 124,35; 103,72; 101,71; 80,62; 77,06; 75,41; 74,85; 73,18;
73,03; 71,53; 70,48; 69,68; 69,54; 69,46; 68,61; 68,23; 68,03; 67,81;
62,89; 61,53; 60,51; 60,29; 49,25; 33,34; 31,18; 28,90; 28,75; 28,56;
28,29; 24,36; 21,96; 13,83. IV (Filme, Vpyax, cm'l): Confirma o
desaparecimento do pico de absorgdo da azida em 2100 cm™. Anal.
Calcd. para C73H139N303,: m/z 1569,93; MALDI-TOF-MS m/z 1593,10
[M+Na]" e HRMS Anal. Calcd. para Cs5H145N3033Na: m/z 1636,95016;
[M+Na]"; encontrado: 1636,9507.

N A%OH &y /\/(0\/\}())\/\/\/\/\/\

(18)
((14) esquema 3)

(b)

(c)

n8m w qu

HOOH

&awoﬁmvwﬁow

Esquema 4. llustra a estrategla sintética utilizada na preparacdo dos
anfifilicos C;,PEO900GIcNAc (19) e C,PEO900Lac (20): a) DCC,
DMAP, &cido dodecandico, CH,Cl,; b) CuSQ,, ascorbato de sédio,
GIcNAc H,O/THF; ¢) CuSQy, ascorbato de sodio, Lac, H,O/THF.

Sintese do composto (18)

o N,N'-diciclohexilcarbodiimida (DCC)
WLO,(\,O)\/\Ns (0,100 g, 0484 mmol) e 4

gy ° dimetilaminopiridina (DMAP) (0,0122 g,
0,1 mmol) foram adicionados sob agitacio
mecanica uma solucdo de acido dodecandico (0,290 g, 1,45 mmol) e
composto (14) (0,446 g, 0,483 mmol) contendo 25 mL de cloreto de
metileno anidro. A reacgdo foi realizada por 48 horas em temperatura
ambiente sob atmosfera de nitrogénio, e a reacdo foi considerada
completa por cromatografia CCD, (9/1 v/v), cloreto de metileno/metanol
utilizando gel de silica 60 F264. O conteido da mistura foi entdo
cuidadosamente filtrada sobre uma cama de Celite®, e o filtrado obtido
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foi entdo evaporado sob pressdo reduzida, e o consequente produto foi
purificado por cromatografia em coluna silica gel, utilizando cloreto de
metileno e metanol (9/1 v/v) como eluente, fornecendo 0,416 g, (78%)
de um sélido ceroso branco. RMN 'H: (400 MHz, MEOD, ppm): & =
4,20 (t, 2H, J 4,7 Hz); 3,71-3,64 (m, ~ 78H); 3,38 (t, 2H, J = 4,9 Hz );
2,36-2,26 (m, 2H); 162 -1,58 (m, 2H); 1,32-1,30 (m, 16H); 0,90 (t, 3H, J
= 6,6Hz CH3). RMN *C: (75 MHz, CDCls, ppm): & = 173,8; 72,4; 70,6;
70,0; 69,2; 68,7; 63,3; 50,7; 33,8; 31,9; 29,6; 29,4; 29,3; 29,1; 25,5;
24,8:22.7: 14,1. IV (Viax, cm'l): pico de absorcéo da 2100 cm™.

Sintese do composto (19)

O derivado anfifilico (18)
o (0,200 g, 0,281 mmol) e
ﬂgg N\{ “%W GIcNAC (0,0588 g, 0,227
T o mmol) foram dissolvidos em
uma mistura de solvente de
THF/H,0 (1/1 v/v). O conjunto de auto-reacdo de acoplamento assistida
foi realizado em uma solu¢do THF/H,O contendo CuSO4.5H,0 (28,77
mg, 0,181 mmol) e ascorbato de sédio (46,6 mg, 0,235 mmol). A
mistura foi aquecida a 40 °C sob atmosfera de nitrogénio, e a reacéo foi
considerada completa por cromatografia CCD, (8/2 v/v), cloreto de
metileno/metanol utilizando gel de silica 60 F264. Apds 24 horas de
reacdo de acoplamento, foi cuidadosamente filtrada sobre uma cama de
Celite®, e o filtrado obtido foi entdo evaporado sob pressao reduzida, e
CHCI; foi usado para dissolver a fase organica os precipitados foram
filtrados, e o filtrado obtido foi entdo evaporado sob pressao reduzida, e
0 consequente produto foi purificado por cromatografia em coluna
silica gel, utilizando cloreto de metileno e metanol (8/2 v/v) como
eluente, fornecendo (0,168 g; 68%) de um sélido ceroso branco. RMN
'H: (400 MHz, DMSO-d6, ppm): & = 7,92 (s, 1H, anel triazol); 7,49 (d,
1H, J = 8,6 Hz, NH); 4,79 0-4,43 (m, 8H); 4,11 (t, 2H, J = 4,2 Hz); 3,82
(t, 2H, J = 4,8 Hz) 3,61-3,50 (m, 78H, CH,0):; 3,14 (2H, J = 4,8 Hz);
227 (t, 2H, J = 4 Hz); 1,8 (s, 3H); 1,53 (m, 2H); 1,24 (m, 16H); 0,87 (t
3H, J = 6,6 Hz, CH3). RMN *C: (75 MHz, DMSO-d6, ppm): & =
172,76; 168,97; 143,55; 124,23; 100,19; 77,02; 74,23; 71,61; 70,69;
69,74; 69,57; 69,52; 68,67; 68,28; 67,87; 62,95; 61,25; 61,13; 55,30;
33,4; 31,24; 30,61; 28,93; 28,64; 28,37; 24,39; 23,0; 22,04; 13,89. Anal.
Calcd. para C53H120N4027: m/z 1364,85 MALDI-TOF-MS m/z 1387,91
[M+Na]* e m/z 140389 [M+K]". HRMS Anal. Calcd. para
Ce3H120N40,7Na: m/z 1387,80377; [M+Na]*; encontrado: 1387,8055.
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Sintese do composto (20)

O derivado anfifilico (18)
H%@g&oggﬁo%,q\(o@ )Ogd/ (0,196 g, 0,177 mmol) e o

0 OHO NN o) % s | dissacarideo (Lac) (0,084 g,
0,221 mmol) foram
dissolvidos em uma mistura de solvente de THF/H,O (1/1 viv). O
conjunto de auto-reacdo de acoplamento assistida clique foi realizado
em uma solugdo THF/H,O contendo CuS0O,4.5H,0 (61 mg, 0,383 mmol)
e ascorbato de sodio (79,2 mg, 0,400 mmol). A mistura foi aquecida a
40 °C sob atmosfera de nitrogénio, e a reacéo foi considerada completa
por cromatografia CCD, (8/2 vl/v), cloreto de metileno/metanol
utilizando gel de silica 60 F264. Ap6s 24 horas de reacdo de
acoplamento, foi cuidadosamente filtrada sobre Celite®, e o filtrado
obtido foi entdo evaporado sob pressdo reduzida, e CHCI; foi usado para
dissolver a fase orgénica os precipitados foram filtrados, e o filtrado
obtido foi entdo evaporado sob pressdo reduzida, e o0 consequente
produto foi purificado por cromatografia em coluna silica gel, cloreto de
metileno e metanol (8/2 v/v), como eluente, fornecendo (0,179 g; 68%)
de um sélido ceroso branco. RMN *H: (400 MHz, DMSO-d6, ppm): & =
8,04 (s, 1H, anel triazol); 4,93-4,35 (m, 12H); 4,12 (t, 2H, J = 4,9 Hz);
3,82 (2H, J = 4,8 Hz, CH,0); 3,61-3,51 (m, ~ 78H, CH,0); 3,34 (2H, J
= 4,8 Hz ); 2,30-2,26 (m, 2H); 1,52 (m, 2H); 1,25 (m, 16H); 0,85 (t, 3H,
J = 6,6 Hz, CH3). RMN **C: (75 MHz, DMSO-d6, ppm): § = 172,73;
143,43; 124,45; 103,73; 101,74; 80,59; 75,44; 74,91; 73,28; 73,06;
71,58; 70,64; 69,72; 68,67; 68,28; 67,87; 62,95; 61,59; 60,51; 60,45;
60,18; 49,29; 33,40; 31,24; 28,93; 28,81; 28,64; 28,35; 24,39; 22,04,
13,86. Anal. Calcd. para Cg7H127N303,: m/z 1485,91; MALDI-TOF-MS
m/z 1508,90 [M+Na]".




113

NG A%EH N /\{OV\}OJ\/\/\/\/\

((14) esquema 3)

(c) 0

OH N,,N\N/\/o(\/\M
H8$O: o\)=/ 19 6
NHAC (22)
HOOH oH (0]
A R N N
OH B (23) 9 6

Esquema 5. llustra a estratégia sintética utilizada na preparacdo dos
anfifilicos C1gPEOgpGIcNAC (22) e C1gPEOgplLac (23): a) DCC,
DMAP, é&cido decandico, CH,Cl,; b) CuSQO,, ascorbato de sddio,
GIcNAc H,O/THF; ¢) CuSQ,, ascorbato de sodio, Lac, H,O/THF.

Sintese do composto (21)

N,N'-diciclohexilcarbodiimida (DCC)
\'H\)L {\/O)\/\ (0105 g, 0511 mmol) e 4
L N3 dimetilaminopiridina (DMAP) (0,0122 g,

Gl 0,1 mmol) foram adicionados sob agitagédo
mecanica uma solugdo de acido decandico (0,209 g, 1,22 mmol) e o
composto (14) (0,450 g, 0,487 mmol) contendo 25 mL de cloreto de
metileno anidro. A reacgdo foi realizada por 48 horas em temperatura
ambiente sob atmosfera de nitrogénio, e a reacdo foi considerada
completa por cromatografia CCD, (9/1 v/v), cloreto de metileno/metanol
utilizando gel de silica 60 F264. O conteldo da misturas foi entdo
cuidadosamente filtrada sobre uma cama de Celite®, e o filtrado obtido
foi entdo evaporado sob pressdo reduzida, e o consequente produto foi
purificado por cromatografia em coluna silica gel, utilizando cloreto de
metileno e metanol (9/1 v/v), como eluente, fornecendo (0,425 g; 81%)
de um sélido ceroso branco. RMN 'H: (400 MHz, MEOD, ppm): § =
4,21 (t, 2H, J = 4,8 Hz); 3,71-3,64 (m, ~ 78 H, CH,0); 3,32 (t, 2H, J =
4,9 Hz); 2,36-2,26 (m, 2H); 1,62-1,60 (m, 2H); 1,31 (m, 12H); 0,90 (t,
3H, J = 6,6 Hz, CH3). RMN *C: (75 MHz, CDCls, ppm): & = 177,72;
72,45; 70,58; 70,01; 69,21; 68,72; 63,34; 50,71; 34,19; 33,81; 31,84;
29,38; 29,23; 24,75; 22,63; 14,06. IV (Filme, vmax, cm'l): pico de
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absorgdo da 2100 cm™. Anal. Calcd. para CsoHgoN3Oy: m/z 1077,74;
MALDI-TOF-MS m/z 1116,73 [M+Na]".

Sintese do composto (22)

O derivado anfifilico (21)

0,205 g, 0,190 mmol) e (0,062

ﬁ g, mmol)  foram
He A (22) dissolvidos em uma mistura de
solvente de THF/H,O (1/1 viv).
O conjunto de auto-reacdo de acoplamento assistida clique foi realizado
em uma solucdo THF/H,O contendo CuSO4.5H,0 (30,2 mg, 0,190
mmol) e ascorbato de sédio (37,6 mg, 0,190 mmol). A mistura foi
aquecida a 40 °C sob atmosfera de nitrogénio, e a reacdo foi considerada
completa por cromatografia CCD, (8/2 v/v), cloreto de metileno/metanol
utilizando gel de silica 60 F264. Ap6s 24 horas de reacdo de
acoplamento, foi cuidadosamente filtrada sobre uma cama de Celite®, e
o filtrado obtido foi entdo evaporado sob presséo reduzida, e CHCI; foi
usado para dissolver a fase orgénica os precipitados foram filtrados, e o
filtrado obtido foi entdo evaporado sob pressdo reduzida, e ©
consequente produto foi purificado por cromatografia em coluna silica
gel, utilizando cloreto de metileno e metanol (8/2 v/v) como eluente,
fornecendo (0,170 g; 67%) de um sélido ceroso branco. RMN *H: (400
MHz, DMSO-d6, ppm): & = 7,93 (s, 1H, anel triazol); 7,5 (d, 1H, J = 8,6
Hz, NH); 4,80-4,48 (m, 8H); 4,13 (t, 2H, J = 4,2 Hz); 3,83 (t, 2H, J =
4,8 Hz) 3,61-3,52 (m, 82H, CH,0); 3,15 (2H, J=4,8 Hz ); 2,28 (t, 2H,
J =4 Hz); 1,79 (s, 3H); 1,53 (m, 2H); 1,26 (m, 12H); 0,86 (t, 3H, J =
6,6Hz, CH;). RMN C: (75 MHz, DMSO-d6, ppm): & = 172,78;
168,99; 143,57; 124,25; 100,21; 77,69; 77,04; 74,25; 71,6; 70,71; 69,76;
69,59; 69,54; 68,69; 68,31; 67,89; 62,97; 61,27; 61,15; 55,32; 33,42;
31,26; 30,63; 28,95; 28,66; 24,41; 23,01; 22,06; 13,91. IV (Filme, Vmax,
cm™): Confirma o desaparecimento do pico de absorcio da azida em
2100 cm™. Anal. Calcd. para Cg1H116N4O47: m/z 1336,85; MALDI-TOF-
MS m/z 1359,72 [M+Na]+. HRMS Anal. Calcd. para Cs1H116N4O27Na:
m/z 1359,77247; [M+Na]"; encontrado: 1359,7726.
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Sintese do composto (23)

O derivado anfifilico (21)
HI-(I)CDHO %QAO»(\N\(O\/\) )og(,\)/ (0,195 g, 0,18 1mmol) e

: o G T NN 2 © T propargil-g-D-

galactopiranosil-(1—4)-B-D-
glicopiranose (Lac) (0,086 g, 0,226 mmol) foram dissolvidos em uma
mistura de solvente de THF/H,O (1:1 v/v). O conjunto de auto-reacédo de
acoplamento assistida clique foi realizado em uma solu¢cdo THF/H,O
contendo CuSO,4.5H,0 (28,78 mg, 0,181 mmol) e ascorbato de sddio
(35,84 mg, 0,181 mmol). A mistura foi aquecida a 40 °C sob atmosfera
de nitrogénio, e a reacdo foi considerada completa por cromatografia
CCD, (8/2 viv), cloreto de metileno/metanol utilizando gel de silica 60
F264. Apds 24 horas de reagdo de acoplamento, foi cuidadosamente
filtrada sobre Celite®, e o filtrado obtido foi entdo evaporado sob
pressdo reduzida, e CHCI; foi usado para dissolver a fase organica os
precipitados foram filtrados, e o filtrado obtido foi entdo evaporado sob
pressdo reduzida, e o consequente produto foi purificado por
cromatografia em coluna silica gel, cloreto de metileno e metanol (8/2
v/v) como eluente, fornecendo (0,174 g; 66%) de um solido ceroso
branco. RMN *H: (300 MHz, DMSO-d6, ppm): & = 8,07 (1H, anel
triazol); 5,13-4,32 (m, 12H); 4,11 (t, 2H, J = 4,9 Hz); 3,82 (2H, J = 4,8
Hz, CH,0) 3,65-3,45 (m, ~ 78H, CH,0); 3,30 (2H, J = 4,8 Hz); 2,31-
2,26 (m, 2H); 1,50 (m, 2H); 1,24 (m, 1H); 0,86 (t, 3H, J = 6,6Hz, CHj3).
RMN C: (75 MHz, DMSO-d6, ppm): & = 172,78; 143,38; 124,43;
103,76; 101,77; 80,66; 79,15; 75,47; 74,91; 73,23; 73,06; 71,61; 70,57;
69,74; 68,67; 68,26; 67,99; 67,87; 62,97; 61,56; 60,52; 60,28; 49,29;
33,40; 31,21; 30,63; 28,79; 28,64; 24,04; 22,96; 13,89. Anal. Calcd.
para CgsHi23N3O3p: miz 1457,84; MALDI-TOF-MS m/z 1480,72
[M+Na]*. HRMS Anal. Calcd. para CgsH123N3Os,Na: m/z 1480,79874;
[M+Na]"; encontrado: 1480,7978.
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OAc OAc

?ACO NHACCI proparg:il alcool CAcO NHA(Q/
-15°C (24)
MeO'Na* 18h

0,
OH 1%, 1M

o
”O%
HO o ”

NHAc
(25)

Esquema 6. llustracdo da sintese do composto (24); 3,4,6-triacetato-2-
acetamido-2-desoxi-p-D-glucopiranoside e composto (25); 2-propargil
2-acetamido-2-desoxi-B-D-glicopiranose (GICNAC).

Sintese do composto (24)

Em um baldo de 50 mL contendo 25 mL

OAc cloreto de metileno anidro dissolveu-se

Aco% P 1,0 g de cloreto de 3,4,6-triacetato de 2

AcO o7 acetamido-2-desoxi-a-D-glicopiranosil
NHAC h o

(24) (2,74 mmol) e alcool propargilico (0,316

mL, 5,48 mmol). A solucéo foi resfriado
e mantido a -10 °C, em seguida foi adicionada lentamente
trifluorometanosulfonato de prata (0,773 g, 3,01 mmol). A reacdo foi
acompanhada por CCD, (7/3 v/v), acetato de etila/tolueno e foi
considerada completa apds 5 horas. A mistura reacional foi lavada com
bicarbonato de sddio saturado em seguida filtrada sobre uma cama de
Celite®, o filtrado obtido foi extraido com cloreto de metileno (3 x 15
mL). A fase orgéanica foi seca em Na,SO, anidro, e o filtrado obtido foi
entdo evaporado sob pressdo reduzida obtendo-se um sélido bruto, o
gual foi purificado por cromatografia em coluna silica gel, utilizando
acetato de etila/tolueno (7/3 v/v) como eluente e fornecendo 0,601 g,
(57%) de um sélido branco. PF = 251-253 °C, [o]p = 49,0. RMN °C:
(75 MHz, CDCls, ppm): & = 170,94; 170,65; 170,25; 169,36 (CO); 98,37
(C-1); 78,53 (C=CH); 76,62 (C=CH); 75,37(C-3); 72,42 (C-5); 68,51
(C-4); 62,0 (C-6); 55,94 (CH,0); 54,35(C-2); 23,38; 20,74; 20,68; 20,63
(CH3). Anal. Calcd. para Ci7H,3NOg: m/z 385,14; ESI 386,14 [M+H]".
CHN Cy7H23NOg Teor. = C(52,98%); H(6,02%) e N(3,63%); Exp. =
C(52,74%); H(6,04%) e N(3,65%).
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Sintese do composto (25)

on O composto (24) foi suspenso em 50 mL de
MEOH a temperatura ambiente e foram
HO& _| adicionados 05 mL MEONa 1 M. A
HO S0~ | solugdo foi deixada sob forte agitagio
(25) magnética por 15 horas. A reacdo foi
acompanhada por CCD, (9/1v/v) acetonitrila/dgua e foi considerada
completa. Em seguida a mistura foi neutralizada com a resina Amberlite
IR-120 (forma H™) e deixada sob agitagio por 30 minutos antes de filtrar
em um pequeno filtro contendo algoddo na extremidade. O filtrado
obtido foi entdo evaporado sob pressao reduzida e purificado em coluna
cromatogréafica de silica gel, utilizando acetonitrila e agua (9/1 v/v)
como eluente, e seguida, o0 mesmo foi liofilizado obtendo-se 0,404 g,
(85%) de um sélido branco. RMN *3C: (75 MHz, DMSO-d6, ppm): & =
169,0; 99,0; 79,8; 77,1; 77,0; 74,1; 70,6; 61,1; 55,2; 54,7; 56,0; 23,1.
Anal. Calcd. para C;H1;NOg: m/z 259,11; ESI 282,16 [M+Na]". CHN;
C/Hi7NOg Teor. = C(50,96%), H(6,61%) e N(540%); Exp.=
C(50,89%), H(6,64%) e N(5,42%).

6.4 Resultados e discussao

As abordagens sintéticas descrita nesse capitulo podem ser
estendidas para a preparacdo de uma série de moléculas anfifilicas com
controle rigido sobre a fracdo volume hidrofobico para criar
nanoestruturas com morfologias conhecidas. Essas moléculas anfifilicas
sdo consideradas de interesse para aplicacdes bioldgicas devido a
formag&o, em solucdo aquosa, de nanoestruturas supramoleculares bem
definidas e com base em diferentes nucleos altamente hidrofébicos de
anéis aromaticos e acidos graxos.

Os esquemas 1 e 2 descrevem a estratégia sintética utilizada para
a preparacdo dos novos anfifilicos do tipo rod-coil formados por
poliaromaticos como  haste  hidrofébica  rigida  conectada
convalentemente ao polimero flexivel PEO como brago espagor
hidrofilico de diferentes massas molares, em seguida a funcionaliza¢éo
dessas estruturas por carboidratos através da reacdo de “click
chemistry”, foram obtidos em varias etapas de sintese com matérias-
primas  disponiveis  comercialmente, obtendo-se  rendimentos
satisfatorios.
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Para sintese dos cinco primeiros anfifilicos 4¢PEOgy N3 (5),
4(|)PE0900GLCNAC (6), 4(I)PEG0900LaC (7), 4(I)PE0600N3 (12) e
4¢PEOgeGLCNAC (13), os esquemas 1 e 2 foram baseados em
metodologias ja descritas na literatura de acordo com Lee e
colaboradores.® 3> ™ 7 ™' Apesar da metodologia j& ser conhecida,
alteracdes nas Ultimas etapas da rota sintética foram realizadas com a
finalidade de obter um melhor rendimento e, mais importante,
originando anfifilicos funcionalizados com grupamentos azida visando
reacOes de click chemistry. Desta forma abri-se possibilidades de
ancorar outros tipos de moléculas bioativas na Gltima etapa da sintese e
a preparacao de novos anfifilicos com diferentes estruturas, finalidades e
aplicagcBes, uma vez que estas moléculas decoradas com (oligo-e
polissacarideos) podem ser utilizadas para obtencdo nanoparticulas em
solucdo aquosa.

A metodologia elaborada para a obtencdo dos anfifilicos
apresentados no paragrafo precedente, demonstra a importancia dos dois
intermediarios chaves, 4¢PEOgN3 (5) e 4¢PEOgsN; (12). Para a
obtencdo dos intermediarios foram necessarias cinco etapas reacionais a
partir do PEOgqo € PEOgq, tendo como reacgdes fundamentais a tosilacéo
seletiva dos polimeros, substituicdes nucleofilicas e reagdes de
acoplamento de Suzuki-Miyaura.*”

Os esquemas sintéticos 3, 4 e 5, demonstram a mudanca na
estratégia de preparacdo dos novos anfifilicos com diferentes acidos
carboxilicos atuando como segmento hidrofobico, mantendo a brago
espacador PEO e os carboidratos GICNAc e Lac ancorados através de
reacOes de cicloadi¢do 1,3-dipolar de Huisgen. O objetivo principal da
alteragdo é obter anfifilicos que possam apresentar uma maior
biocompatibilidade e biodegradabilidade, visando principalmente a
producdo de nanoparticulas que apresentem sitios de reconhecimento
celular na sua superficie e que sejam viaveis futuramente para
encapsular substancias ativas hidrofobicas (farmacos e aromas).

O planejamento para a obtencdo dos anfifilicos
ClngOgo()GICNAC (16), ClngOQOOLaC (17), ClZPEOgooGICNAC (19),
C1oPEQOgglac (20), CloPE0900G|CNAC (22) e CigPEOggolac (23), foi
baseado em um intermediario chave o composto (14), que necessitou
duas etapas reacionais a partir do PEO, a partir do qual foram
necessarias mais duas etapas para a obtencdo dos anfifilicos,
apresentados nos esquemas 3, 4 e 5.

A sintese, como descrito nos esquemas 1, 2 e 3, foi iniciada com
a mono tosilacdo seletiva de PEOgy € PEOgy em presencga de 6xido de
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prata (Ag,0) e uma quantidade catalitica de iodeto de potassio (KI),
como relatado por Bouzide e colaboradores.’” Este método, demonstra
ser um excelente protocolo para a mediagdo da mono tosilagéo de diois
simétricos e oligo (etileno glicois) (OEGs), dando rendimentos
satisfatérios dos compostos (1) e (8).

Os produtos subseqiientes 2 e 9 foram sintetizados em condigdes
basicas na presenca de 4'-bromo-[1,1-bifenil]-4-ol, favorecendo a
reacdo de substituicdo nucleofilica, com a expulsdo do grupo tosila e
caracterizados por MALDI-TOF-MS, RMN'H e RMN “C.

Os compostos 3 e 10 foram obtidos por reacGes de acoplamento
de Suzuki-Miyaura utilizando como catalisador tetrakis(trifenilfosfina)-
paladio(0).

As moléculas 4 e 11, foram obtidas através da reacdo de tosilacdo
da hidroxila livre dos compostos 3 e 10 na presenca de trietilamina. O
acompanhamento da reacdo se deu por CCD com desaprecimento do
produto de partida e surgimento dos produtos tosilados. As moléculas
foram caracterizados por MALDI-TOF-MS e por espectros de RMN 'H
e RMN C foi possivel detectar o surgimento dos sinais na regido
aromética e um sinal caracteristico do carbono metilico do substituinte
aromatico p-toluenaossulfonil.

A preparacdo dos intermediarios chave 5 e 12 se deu através da
reacdo de substituicdo nucleofilica do grupo tosila na presenca de azida
de sédio, com bons rendimentos. O acompanhamento da reacdo se deu
por infravermelho com desaparecimento do produto de partida e
surgimento dos produtos funcionalizados com um pico de absor¢do em
2100 cm™ referente ao grupo azida, o sinal referente ao carbono
metileno adjacente ao grupo azida é visto em 50,7 ppm por RMN *C. A
sua deteccdo confirma a eficiéncia da transformacéo.

A continuidade das rotas sintéticas apresentadas nos esquemas 3,
4 e 5 foi a producdo do intermediario chave 14, a qual é demonstrado na
segunda etapa da sintese do esquema 3, onde ocorreu a substitui¢cdo do
grupo tosila na presenca de azida de s6dio com um rendimento de 85%.
O pico de absorcdo em 2100 cm™, observado por espectroscopia de
infravermelho é referente ao grupo azida e o sinal referente ao carbono
metileno adjacente ao grupo azida, visto em 50,7 ppm por RMN *3C,
confirmaram a eficiéncia da transformacdo, (ver anexos).

Os é&cidos carboxilicos foram introduzidos através de reacdes de
esterificacdo promovidos na presencga do agente de acoplamento DCC e
do catalisador DMAP, as reacOes demonstraram ser eficientes com
média de 80% de rendimento para C1gPEOggN3 (15), C1oPEOgxNs (18)
e C1oPEOgyoN3 (21)
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A etapa final dos esquemas 1 ao 5, teve como foco obter somente
os anfifilicos conjugados com GIcNAc e Lac com rendimentos
satisfatorios.

As reagOes de click chemistry foram realizada a 40 °C na
presenca do sistema catalitico cobre/ascorbato de sddio em uma mistura
de &gua/THF para garantir uma boa solubilidade do anfifilico e
rendimento satisfatorio dos anfifilicos conjugados. Através da reacdo
usando-se agua como co-solvente da reacdo gerando Cu(l) in situ
através da reducdo de Cu(ll) com ascorbato de sddio, observou-se por
RMN ®H somente um pico referente ao hidrogénio do anel triazol,
aproximadamente em 8,0 ppm, isso demonstrou que a reacdo foi
regioseletiva para todos anfifilicos conjugados com GIcNAc e Lac.

Embora o comportamento das moléculas anfifilicas dificultam a
sua caracterizacdo, as estruturas dos anfifilicos 4¢PEOgyGLCNAC (6),
4¢PEGOgooLaC (7), 4(|)PE0600N3 (12), 4¢PEOGOOGLCNAC (13)
ClBPE0900G|CNAC (16), ClngOgooLaC (17), C12PE0900G|CNAC (19),
C1oPEOgyLac (20), CloPEOgooG|CNAC (22) e C1gPEQggolLac (23) foram
confirmadas por espectrometria de RMN em DMSO, um bom solvente
para cada parte da molécula e espectrometria de massas (MALDI-TOF-
MS e ESI-MS) e alta resolucdo (HRMS) foram de extrema importancia,
pois juntamente com as outras técnicas permitiu a correta caracterizagdo
dos compostos e também possibilitou a identificagdo da massa
molecular da unidade monomérica, a deducdo dos grupos terminais
presentes e a avaliacdo do padrdo de distribuicdo do polimero, a massa
molar das unidades monoméricas do PEO (m= 44,06) é observado como
uma unidade de intervalo na distribui¢cdo da massa molar do polimero. A
Figura 28 mostra o sucesso do produto de click chemistry do anfifilico
C18PEOggoLac (17), observa-se no espectro a obtencdo do produto de
acoplamento, a auséncia do produto de partida e a formacdo de
subprodutos, demonstrando o sucesso da reacdo de acoplamento.
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Figura 28. Espectro de massa MALDI-TOF do C;gPEQOggeLac (17).
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Ambos os espectros RMN 'H e RMN ®C exibem sinais
caracteristicos das partes da cadeia dos hidrocarbonetos alifaticos e
aromaticos, do polimero PEO e das unidades dos carboidratos GICNAc e
Lac, bem como os sinais do anel triazol. Os sinais caracteristicos estdo
ilustrados nos espectros de RMN *3C, evidenciando o sucesso da reacéo
de acoplamento. As Figuras 29 e 30 mostram dois exemplos
representativos dos espectros de RMN *C dos compostos
4(|)PEGOgooLaC (7) e C1gPEOgyLac (17) em DMSO-d6.
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6.5 Consideragdes finais

Nesta primeira parte do trabalho, descrevemos a estratégia
sintética das metodologias empregadas conseguindo demonstrar o
sucesso da obtencdo e caracterizagdo dos novos anfifilicos
funcionalizados com monossacarideo GIcNAc e o dissacarideo Lac
através de reacBes de click chemistry, proprios para estudar o processo
associativo como blocos de construcéo supramoleculares.

Com as devidas purificacOes e caracterizacdes, foi possivel obter
moléculas com uma pureza > 95% (sem tracos observados por RMN).
Quando as andlises de RMN e espectrometria de massa ndo
apresentaram vestigio de subprodutos a pureza das estruturas obtidas foi
superior a 99%.
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CAPITULO 7
RESULTADOS E DISCUSSAO

Os capitulos 7 e 8 descrevem o comportamento das auto-
associacdes dos diferentes anfifilicos sintetizados no capitulo anterior,
dissolvidos em um solvente seletivo para um dos blocos, através de
fluorescéncia do estado estacionario do pireno, espalhamento de luz
dindmico (DLS), microscopia eletrbnica de transmissdo (MET) e
espalhamentos de raios-X a baixos angulos (SAXS). Esta Gltima técnica
foi utilizada para investigar a estrutura interna e dindmica das micelas
desses anfifilicos.

7.1 Determinacéo da cmc

Os métodos fisicos para a caracterizacdo micelar de anfifilicos
foram extensivamente revisados e apresentados por diversos
pesquisadores, e listam sistematicamente as diferentes técnicas que tém
sido aplicadas para determinacdo das auto-associa¢fes, composicOes e
morfologias dos mais variados tipos de anfifilicos e copolimeros em
bloco.'’**® Estas opinides foram concluidas e expandidas recentemente
através da técnica SAXS por Mortensen em estudos de fluorescéncia por
Zana.m’ 178

O conhecimento da cmc, adotado na investigagdo de uma solugéo
de um copolimero em bloco, anfifilico do tipo rod-coil e surfactantes é
tdo importante quanto o conhecimento da fracdo volume hidrofébico
tendo em vista que, em um regime abaixo da cmc, ndo ocorrem
mudangas drésticas nas propriedades da solucéo e os anfifilicos ndo se
organizardo em nanoestruturas.

Experimentalmente, a cmc é determinada pelo ponto de inflexao
de um gréfico de alguma propriedade fisica da solucdo em funcdo da
concentracdo do anfifilico. Uma ampla variedade de técnicas envolve
medidas de tais propriedades fisicas como condutividade elétrica, tensdo
superficial, fluorescéncia, RMN, viscosidade, espalhamento de luz.*"**%*

Como existe possibilidade de obter a cmc por diferentes técnicas
podem refletir em uma transicdo em diferentes extensdes. Com isso é
comum o mesmo anfifilico apresentar uma pequena diferenca no valor
da cmc, o quanto maiores os valores da cmc, mais larga a faixa de
concentrages na qual a transicdo ocorre. Uma excelente compilacéo,
apresentando diferencas nos valores da cmc devido a diferentes
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metodologias empregadas para determina-los encontra-se no livro de
Mukerjee e Mysels.'*

A energia livre de Gibbs do processo de micelizacdo pode ser
calculada a primeira aproximacdo adotada, levando em consideracdo o
modelo de separacdo de fases (pseudofase), semelhante a saturacdo de
solubilidade para a formacdo de agregados micelares, é dada pela
definicdo da energia livre conforme as equacdes 7 e 8.13% 18318

AG = RTIn(cmc) (@)
AG = (2 — a)RTIn(cmc) (®)

Onde a equagdo 7 tem sido utilizada para a determinacdo da
energia livre dos anfifilicos ndo idnicos, compostos das partes
hidrofdbicas de diferentes &cidos carboxilicos, enquanto a equacdo 8 ¢
usada para a determinacéo da energia livre de anfifilicos idnicos. 133, 183-

Na literatura explora-se preferencialmente, o uso da concentragéo
molar nos célculos energéticos do processo de micelizacdo.’***° Para o
anfifilico micelizado, o estado micelar por si prc')Prio ¢ considerado
como sendo o estado padréo de acordo com Atwood."*

Andlise das contribui¢fes especificas é dada pela equagdo 9,
ressaltando que para anfifilicos ndo-ibnicos a micelizacdo é sempre
endotérmica e para a anfifilicos idnicos o processo ¢ variavel. 3> 18316

AG = AH — TAS 9)

7.2 Emissdo de fluorescéncia do pireno dos anfifilicos
constituidos de 4cidos carboxilicos como parte
hidrofébica

Para os anfifilicos com diferentes acidos carboxilicos conjugados
com carboidratos optou-se em realizar experimentos de fluorescéncia,
utilizando como sonda o pireno, que é uma técnica bastante sensivel as
mudancas do meio.

Técnicas utilizando sondas fluorescentes tais como o pireno, ja
foram utilizadas extensivamente para monitorar a formagdo de
agregados de surfactante e também para determinar a cmc das
micelas.'%% 1%
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Os valores de cmc foram obtidos a partir das razGes das
intensidades das bandas I, e I3 do espectro de emissdo de fluorescéncia
do pireno. As relagdes l:/I; do espectro de fluorescéncia do pireno
diminuiram para os diferentes sistemas com o0 aumento da concentracdo
total dos anfifilicos, refletindo a incorporacdo da sonda aos dominios
hidrofdbicos devido a formacéo de agregados.

A atribuicdo mais razoavel do valor de cmc nos perfis da Figura
31 refere-se a concentracdo dos anfifilicos determinados a partir da
interceptacdo das partes ingremes das curvas, os valores de cmc para o
C18PEOgN3 (15) e C1gPEOQggGIcNAC (16) ocorrem em ~ 0,033 mg/mL
e 0,055 mg/mL. O mesmo procedimento foi utilizado para determinar a
cmc do anfifilico CigPEOgplac (17) 0,060 mg/mL. A Tabela 4
apresenta os valores de cmc obtidos dos perfis da razdo li/l; vs
[anfifilicos].

Usualmente, os valores de cmc obtidos por esta técnica sdo
ligeiramente menores do que dos valores determinados através do
método condutimétrico que analisa uma propriedade da solugdo e o
tensiométrico que analisa uma propriedade da superficie da interface
agualar.

Essa diferenca é normalmente esperada considerando a baixa
solubilidade do pireno em &gua, que pode induzir a formacdo de pré-
agregados micelares.

1,74

1,6 4¢

1,5 1

11,

1,4

1,34

1,24

0,00 0,04 0,68 O,I12 O,Ilﬁ 0,20
[anfifilicos], mg/mL
Figura 31. Perfis da razdo l,/I5 dos espectros de fluorescéncia do pireno
medidas em funcdo da concentracdo de CigPEOgyN3z (15) (e) e
C18PEOgnGIcNAC (16) (o) em &gua a 25 °C.
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A cmc nos perfis da Figura 32, refere-se a concentracdo dos
anfifilicos determinados a partir da interceptacdo das partes ingremes
das curvas. Os valores de cmc para 0 Cy,PEOgGICNAC (19) e
C1o,PEOgyLac (20) ocorrem em ~ 0,058 mg/mL e 0,066 mg/mL. O
mesmo procedimento foi utilizado para determinar a cmc do anfifilico
C15PEOggoN3 (21) 0,044 mg/mL

Em ambos perfis ilustrados nas Figura 31 e 32, observa-se uma
diminuicdo da razdo l,/l; dos espectros de fluorescéncia do pireno em
funcdo da concentracdo dos anfifilicos refletindo a transferéncia do
pireno de um ambiente polar para um ambiente apolar.

Os mesmos procedimentos foram usados para determinar a cmc
dos anfifilicos C1o0PEOgyoN3 (21), ClopEOQOOGl(:NAC (22) e C1oPEOQOgq
Lac (23), ocorrendo em =~ 0,049 mg/mL, 0,060 mg/mL e 0,068 mg/mL,
respectivamente.

Os valores de cmc encontrados para os anfifilicos C1q a0 Cyg s80
ligeiramente maiores que os relatados na literatura, para os derivados de
PEO com 4acidos graxos. Esta diferenca deve-se ao fato de que 0s grupos
funcionais inseridos na extremidade de cada anfifilico provocam um

aumento da solubilidade do mondmero, resultando em um aumento na
cme 193-197

PO 0.0 o
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Figura 32. Perfis da razdo I,/15 dos espectros de fluorescéncia do pireno
medidas em funcdo da concentracdo de C;,PEOgeGICNAC (19) (o) e
C12PEOggoLac (20) (o) em dgua a 25 °C.

Os diferentes valores de cmc encontrados para a série de
anfifilicos variando o tamanho do acido carboxilico, aqui apresentados,
estdo de acordo com a natureza do grupo hidrofébico, ou seja, com um
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aumento no ndmero de &tomos na cadeia hidrocarbbnica esta
conduzindo a diminuicdo da cmc, como pode ser visto nas Figuras 31 e
32, e Tabela 4 e resumidos na Figura 33. Através de calculos tedricos do
raio micelar, nimero de agregacdo e area superficial disponivel por
grupo polar a partir do comprimento, em angstrons, da longa cadeia
carbbnica e os volumes, tanto do grupo polar, como apolar dos
anfifilicos catibnicos, Zana constatou que o incremento do comprimento
da cadeia hidrofébica leva uma maior aproximidade entre 0s grupos
hidrofilicos e como, consequéncia ha uma diminuicio da cme.*®® Outra
forma de expressar a dependéncia da cmc com o nimero de atomos de
carbono na cadeia apolar ¢ através da equagdo empirica de Klevens.!”

log(ecmc) = A — Bn (10)

onde A e B séo constantes para uma determinada série homologa.

A diferenca dos valores encontrados para os anfifilicos como a
mesma série homdloga de carbonos esta diretamente associado na
diferenca entre a natureza do grupo hidrofilico, cujo aumento no nimero
dos grupos hidrofilicos acarretam um aumento da solubilidade dos
anfifilicos e portanto, um aumento da cmc, com isso as caracteristicas
referentes a estrutura e composicao dos anfifilicos encontradas estdo em
acordo com aqueles ja citados por Holmberg e colaboradores.*’

Em posse dos valores do raio do nicleo ou nlimero de agregacao
experimentais pode-se prever os valores do raio, area superficial
hidrofilica (a,) € 0 nimero maximo de agrega%éo para alguns tipos de
morfologias, tais como esfera, elipsoide, etc. %% 1%

Os valores de cmc determinados a partir das interseccdes das
razdes das intensidades das bandas I e 13 dos espectros de fluorescéncia
do pireno a 25 °C, fracdo de volume hidofébico (¢), comprimento da
cadeia carbonica (I.), volume (v) e os valores de energia livre de Gibbs
do processo de micelizagdo (AG™"), sdo apresentados na Tabela 4. As
energias livre de Gibbs do processo de micelizacdo foram determinadas
conforme a equacdo 7, usando a concentracdo molar nos célculos
energéticos do processo de micelizagdo, levando em conta que o estado
teérico dos anfifilicos em solucéo aquosa é infinitamente diluido. *%%°
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Tabela 4. Valores de cmc encontrados a partir das razdes das

intensidades das bandas I, e I3, fracdo volume hidofobico (¢) e energia
livre de Gibbs (AG™®), a 25 °C. 1" 1% 199

Anfifilicos 0 cme AG™
(mg/mL)  (kJ mol™)
C15PEOgooNs; (15) 0,277 0,033 -35,96
C1sPEOgGICcNAC (16) 0,236 0,055 -35,20
C1sPEOggoLac (17) 0,225 0,060 -35,17
C1oPEOgooNs; (18) 0,197 0,044 -35,06
C1,PEOgGIcNAC (19) 0,167 0,058 -34,91
C12PEOggLac (20) 0,158 0,066 -34,80
C10PEOgooN3 (21) 0,175 0,049 -34,75
C1PEOgGICcNAC (22) 0,140 0,060 -34,77
C1PEOgq Lac (23) 0,132 0,068 -34,68

Os valores de cmc dos anfifilicos, obtidos dos perfis da razéo 1/13
dos espectros de fluorescéncia do pireno medidos em &gua, sdo
resumidos na Figura 33. A cmc dos anfifilicos mostra uma dependéncia
direta conforme o tamanho da cadeia hidrofébica e da natureza
hidrofilica que compdem a estrutura dos compostos.
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—' 0,06
=
E \
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~ 0,054
=
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0,031+ . T . T

C C C c C

10 18

“série de anfifflicos”
Figura 33. Relagdo entre cmc (mg/mL) e a série de anfifilicos, (1)
Azida, () GIcNAc e (o) Lac em 4gua a 25 °C.
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Observa-se, que a cmc varia linearmente com a série homéloga
dos anfifilicos antes e depois da funcionalizacdo com GIcNAc e Lac,
cujas correlagdes lineares sdo definidas pelas equagfes 11, 12 e 13, a
partir dos resultados obtidos das razbes i/l dos espectros de
fluorescéncia do pireno, respectivamente.

As determinaces da cmc por flurescéncia variando-se a série
hidrofdbica dos anfifilicos mostram um decréscimo linear da cmc com o
aumento da série homéloga dos carbonos dos anfifilicos Cio a Cyg
(Figura 33). Este resultado é mais uma evidéncia que a cmc mostra uma
dependéncia do grupo hidrofébico. A inclinacdo das curvas é de
(-1,96x107, -5,96x10™ e -9,6x10™) para os anfifilicos antes e apés da
reacdo de click chemistry com GIcNAc e Lac, respectivamente. Uma
relacdo linear entre as cmc dos anfifilicos com a variacdo do
comprimento da cadeia hidrofébica que compfem a estutura dos
anfifilicos é dada pelas equagdes 11, 12 e 13, para os anfifilicos
funcionalizados com Azida, GICNAc e Lac, respectivamente.

CMCazida = 0,065(mymt) + (-1,96x10°) *(n° de carbonos da série hidrofébica) ~ (11)
CMCqienac = 0,065(mgim) + (-5,96x10™) *(n° de carbonos da série hidrofébica) (12)

CMCyactose = 0,077 (mg/m) + (-9,6x10) *(n° de carbonos da série hidrofébica)  (13)

As correlacfes lineares para os trés perfis sdo 0,99; 0,95 e 0,97
para os anfifilicos funcionalizados com Azida, GIcNAc e Lac,
respectivamente.

Os valores negativos de energia livre de Gibbs, do processo de
micelizagdo apresentados na Tabela 4, estdo relacionados a organizacéo
dos anfifilicos principalemente pelo efeito hidrofobico e pela diminuigéo
da entropia do sistema. Os valores de AG™ s3o coerentes e estio de
acordo com o0 que é apresentado na literatura por diversos trabalhos,
demonstrando que a tendéncia de micelizacdo é governada pelo ganho
de entropia.l%, 188, 200, 201

Uma abordagem tedrica para o céalculo da energia livre de
micelizacdo (AG™) é feita para os anfifilicos que consiste de uma
cadeia de hidrocarbonetos alifaticos com grupos hidrofilicos terminais.
Para estas substancias a energia livre de micelizacdo pode ser dividida
em separado por componentes atrativos e repulsivos que compdem a
estrutura do anfifilico. O componente atrativo é exclusivamente
decorrente do efeito hidrofébico, que visa minimizar o contato entre os
hidrocarbonetos e a &gua, e assume-se independente do grupo
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hidrofilico. Ambos os componentes dependem do tamanho das micelas e
sua dependéncia ¢ aqui relacionada com a dependéncia da superficie do
tamanho da micela. O uso de modelos tedricos foram sugeridos para
determinacdo tedrica da area de superficie, afim de esclarecer os
processos associativos dos anfifilicos, com énfase nas contribuicdes

sobre os efeitos hidrofébicos propostos por Tanford.?" 22
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Figura 34. Relacdo entre AG™ e carbonos da série hidrofdbica dos
anfifilicos, (o) Azida, (U1) GIcNAc e (o) Lac em agua a 25 °C.

A Figura 34, ilustra a relagdo entre AG™° com o nimero de
carbonos que compdem os anfifilicos funcionalizados ou nédo pelos
carboidratos GIcNAc e Lac. Observa-se que as relagdes entre AG™ e
carbonos da série hidrofobica dos anfifilicos Azida, GIcNAc e Lac varia
linearmente demonstrando uma dependéncia com nimero de carbonos
gue compbGem a parte hidrofébica, evidenciando o efeito atrativo
decorrente das interacBes hidrofébicas cujas correlagfes lineares séo
definidas pelas equacdes 14, 15 e 16.

AG™ 42 = -33,24 kI mol™ + (-0,151 kJ mol™®) *(n° de carbonos)  (14)
AG™ g1onac = -34,26 ki mol™ + (-0,525 kJ mol™) *(n° de carbonos) (15)
AG™ Lyctose = -34,06 kImol™ + (-0,0631 kI mol ™) *(n° de carbonos) (16)

As correlagdes lineares para os trés perfis sdo 0,99; 0,98 e 0,99
para os anfifilicos Azida, GICNAc e Lac, respectivamente.
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Os dados apresentados até aqui permitem algumas conclusdes
fundamentais:

(i)  Os anfifilicos do tipo rod-coil constituidos de diferentes
acidos graxos auto-associam espontaneamente,
evidenciados pelos perfis da razdo I,/I; dos espectros de
fluorescéncia do pireno;

(if)  Os anfifilicos até aqui apresentados mostraram valores de
cmc inferiores em comparacgdo aos surfactantes gémeos e
glicosidicos convencionais;

(iif) O aumento no nimero de atomos na cadeia hidrocarbénica
conduz a diminuigdo da cmc, este fato est4 associado com
a predominancia do efeito hidrofébico;

(iv) Um aumento no nimero dos grupos hidrofilicos acarreta
um aumento da solubilidade dos anfifilicos e como
consequéncia, um acréscimo da cmc;

(V) A energia livre de Gibbs do processo de micelizagio varia
linearmente demonstrando a dependéncia dos grupos
apolares.

7.3 Emissdo de fluorescéncia dos anfifilicos do tipo rod-coil
com parte hidrofébica constituida de poliaromaticos

Diferentes valores de cmc para as estruturas dos anfifilicos do
tipo rod-coil com parte hidrofébica constituida de 4 e 5 anéis aromaticos
foram determinados fazendo o uso do método de fluorescéncia
utilizando como sonda o reagente Vermelho Nilo por Lee e
colaboradores.”” ?%®

A determinacdo da cmc por fluorescéncia dos anfifilicos
constituido de poliarométicos utizando como sonda o pireno poderia
trazer resultados divergentes, pois os seguintes anfifilicos podem ser
excitados numa faixa entre 290 a 330 nm, a faixa de excitacdo é bem
préxima utilizada pelo pireno e a emissdo é observada em 398 e 420 nm
ocorrendo assim uma sobreposi¢do das cinco bandas vibronicas, bem
resolvidas do pireno (Figura 24) entre 370 e 400 nm.

Os anfifilicos 4¢PEOgN3 (5), 40PEOgyGLCNAC (6),
4OPEGOggolac (7), 49PEOgoN; (12) e 49PEOgeGLCNAC (13), aqui
preparados apresentam estruturas e valores de fragdo volume
hidrofébico (¢): 0,278, 0,237, 0,226, 0,36 e 0,294 semelhantes aos
preparados por Lee e colaboradores.’” %
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Como os valores de cmc encontrados pelos autores acima sdo na
ordem de 10® e 107 mol.L™ valores bem abaixo aos econtrados para
surfactantes comuns tais como dodecanoato de sédio (SDoD) 0,027
mol.L™ e os anfifilicos discutidos anteriormente.?® Optou-se em realizar
os experimentos de MET, DLS e SAXS numa faixa de concentracdo
desses anfifilicos bem acima da cmc, apresentados por Lee e
colaboradores. " %

Outras técnicas citada em alguns paragrafos precedentes que
acompanham propriedades fisicas da solugdo em funcdo da
concentracdo do anfifilico poderiam ser usadas para determinacdo do
valor da cmc, porém necessitaria grande quantidade do produto
tornando-se invidvel devido as varias etapas da rota sintética e o custo.

Com o intuito de acompanhar o processo de emissdo de
fluorescéncia e futuras utilizagcbes como sonda fluorescente no estudo de
interacbes de anfifilicos com polimeros neutros hidrossoluveis, foram
realizados experimentos excitando o anfifilico 4oPEOgGLCNAC (13)
em 320 nm e registrando os espectros de intensidade de emissdo entre
330 e 600 nm, foram observadas duas bandas uma em 398 nm e outra
em 420 nm, cujas intensidades aumentaram com 0 aumento da
concentracdo do anfifilico em 4gua (Figura 35). Este fato é decorrente
das fortes interacbes hidrofobicas das ligagdes =n-m, dos anéis
poliaromaticos que compdem a parte hidrofébica dessas moléculas.

Por fim, o experimento evidencia que a forca principal que
orienta a auto-associacdo desses anfifilicos do tipo rod-coil é atrativa
entre os anéis poliaromaticos.
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Figura 35. Espectro de emissdo de fluorescéncia em funcdo da
concentracdo do anfifilico 40PEGguGIcNAC (13) 0,005 mg/mL (=) e
0,015 mg/mL (==) em &gua a 25 °C, com excitagdo em 320 nm.
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7.4 Morfologia das nanoparticulas acessadas por DLS e MET

Os anfifilicos quando dissolvidos em agua, um bom solvente para
um dos blocos e pobre para outro, auto—associam em diferentes
morfologias, dependentes de fatores como massa molar, fracdo em
volume hidrofébico, bem como da sua incompatibilidade e também pelo
método de preparagéo. 1

Os diferentes anfifilicos sintetizados e caracterizados no Capitulo
6, foram preparados por dissolucdo direta em agua Milli-Q ou em
solucdo tampédo em concentragdes acima da cmc entre uma faixa 0,10 e
1,50 mg/mL e investigados por DLS, MET e SAXS. Maiores detalhes
sobre a preparacao das solucGes e dos equipamentos utilizados, estéo
descritos no Capitulo 5 (Item 5.1, 5.3, 5.4 e 5.5).

Primeiramente serdo apresentados os resultados para o0s
anfifilicos compostos de diferentes acidos carboxilicos atuando como
parte hidrof6bica, mantendo a braco espacador PEO, funcionalizados
com os carboidratos GICNAc e Lac e posteriormente 0s compostos
formados da mesma parte hidrofilica substituindo a parte hidrofébica
por poliaromaticos.

7.5 Nanoparticulas formadas a partir dos anfifilicos
C1gPEOggoNs3, C18PEOQOOG|CNAC e C1gPEQOggLac

A Figura 36 mostra a funcdo de autocorrelagdo C(q,t), medida a
90° e a respectiva distribuicdo do tempo de relaxacdo A(t), como
revelado pela andlise do programa comercial CONTIN para uma
solucdo de 0,5 mg/mL do anfifilico C1gPEOgnN3 (15) em agua Milli-Q.
O intermediério 15 ndo-glicosilado auto-associa, em solugdo aquosa em
nanoparticulas com baixa polidispersidade com diametro (2Ry = 10,4
nm). Além da contribuicdo de intensidade relacionada a presenca de
micelas bem definidas, observa-se ainda a presenca de uma contribuicdo
de espalhamento de luz atribuido a formacdo de grandes agregados com
estruturas flexiveis. No entanto, a intensidade de espalhamento de luz é
ponderada pela massa das particulas e tamanho, o que implica que DLS
relata uma distribuicdo de intensidade média. A insercdo na Figura 36,
mostra a distribuicdo do Ry, tendo em conta a contribuicdo do volume
das particulas, em vez de a contribuigdo de espalhamento de luz onde
pode ser facilmente notado que a presenca de grandes agregados podem
ser negligenciados, como claramente demonstrado pela imagem de
MET, (Figura 36 (b)). A racionalizacdo é igualmente valida para outros
anfifilicos.
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Figura 36. Funcéo de correlacdo temporal tipica adquirida no angulo de
espalhamento 6 = 90° e a respectiva distribui¢do do tempo de relaxacéo
A(t), de uma solugdo aquosa de 0,5 mg/mL do anfifilico C1gPEOgyN3
(15) a 25 °C. A Figura inserida mostra a respectiva distribuicdo de Ry,
considerando a contribuicdo das particulas relacionadas com o seu
volume total. Imagem obtida por MET da auto-associagdo do anfifilico
C18PEOgqoN3 (15) em &gua, visualizada apos coloragdo negativa.

A Figura 37 mostra as fungdes de correlacdo temporal, medida
em diferentes angulos de espalhamento e as respectivas distribui¢cdes do
tempo de relaxacdo A(t) a 90° para os respectivos anfifilicos dissolvidos
em agua CigPEOgyGIcNAc (16) e CigPEOgglac (17) ambos na
concentracdo de 0,5 mg/mL. As inser¢des na (Figura 37 (a) e (b)),
mostram a variacéo tipica da freqiiéncia angular I” = 1/t medida como
uma funcdo de ¢ indicando um comportamento difusivo do
espalhamento das particulas.
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Figura 37. FuncGes de autocorrelagdo C(q,t) obtidas nos angulos 50 (o),
90 (e) e 130° (), e a respectiva distribuicdo de tempo de relaxacdo A(t)
a 90°, para solugdes aquosas dos anfifilicos (a) 0,5 mg/mL
C18PEOggoLac (17) e (b) 0,5 mg/mL C1gPEOgyGIcNAC (16), em agua a
25 °C. As inser¢fes mostram a variacao tipica da freqiiéncia angular I" =
1/r medida como uma funcdo de g° indicando um comportamento
difusivo do espalhamento das particulas.

Os raios hidrodindmicos para 0s CigPEOgyGICNAC (16) e
C18PEQOgyoLac (17), foram calculados aplicando-se a relagdo de Stokes-
Einstein, definido aqui pela equagéo 3, pode-se observar que os valores
encontrados para ambos anfifilicos sdo semelhantes ao encontrado para
o anfifilico C;gPEOg N3 (15) antes da reacdo de click chemistry. O
tamanho hidrodindmico (2Ry) das particulas sdo iguais a 10,5 € 10,2 nm
para C1gPEOgpGICNAC (16) e C1sPEOggoLac (17), respectivamente.
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A Figura 38 resume os valores obtidos para 2Ry em fungéo da
concentracdo dos anfifilicos dissolvidos em agua CisPEOggGICNAC
(16) e C1gPEQggoLac (17) demonstrando que o tamanho das micelas é
independente da concentragdo em ambos os casos (para C > cmc),
considerando somente a primeira contribuicdo de distribuicdo de Ry,
negligenciando a segunda distribicdo atribuida aos agregados.

cmc regido dos anfifilicos

009
10_30080 ©)

Diametro Hidrodinamico (2R,,)
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[anfifilicos], mg/mL
Figura 38. Diametro hidrodindmico (2Ry) em fungdo da concetragdo
dos anfifilicos C1gPEQgyGIcNAC (16) (o) e C1gPEOgylac (17) (e),
medido em &gua a 25 °C.

As imagens de MET (Figura 39), revelaram que ambos anfifilicos
auto-associaram em nano-estruturas esféricas na faixa de 10 nm, com
baixa polidispersidade formadas em agua. Apenas um pequeno nimero
de grandes agregados podem ser observados na microscopia sugerindo
gue, embora a técnica de espalhamento de luz dindmica é muito sensivel
a presenga de grandes agregados, o nimero real nos sistemas atuais €
insignificante, como mencionado por varios autores, o tamanho,
morfologia e estrutura das nanoparticulas é principalmente dependente
do equilibrio de forgas de atracdo e repulsdo entre os diferentes blocos
de anfifilicos. As micelas esféricas encontradas aqui sdo compativeis
com a fracdo volumétrica da regido hidrofébica (¢) < 1/3.3* %% %7 pe
fato, a fracdo hidrofébica calculada para os anfifilicos constituidos da
parte hidrofébica do acido estedrico com base na densidade de cada
constituinte foi igual a 0,28, 0,24 e 0,23, respectivamente, ver Tabela 5,
assim micelas esféricas sdo esperadas.® 1% 2%
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Figura 39. Imagens obtidas por MET dos auto-conjuntos, visualizadas
apos coloragdo negativa para os anfifilicos: (a) C1gPEOgxGICNAC (16) e
(b) C1sPEQOggLac (17). Barra de escala corresponde a 50 nm.

Outros autores exploram que a morfologia micelar esférica para
os anfifilicos que apresentam um valor da fracdo da massa hidrofilica do
poli(éxido etileno) (Wpeo) Seja acima de 65%, e que na faixa entre 55 a
65% ha possibilidade de encontrar morfologias cilidrincas e esféricas ou
uma mistura das duas morfologias, nesse caso os anfifilicos aqui
apresentados tem uma fragdo hidrofilica entre 57 a 65%, porém somente
morfologias esféricas foram encontradas.'*® Nas imagens de MET
mostradas acima, tomou-se o cuidado de ndo fazer a filtragdo da
solucdo.

Através dos coeficientes de difusdo inseridos na Figura 37,
observa-se que os valores da freqiiéncia angular dos anfifilicos (16) e
(17) sdo linearmente dependentes de g° para ambos anfifilicos e a
extrapolagdo para q—0 passando pela origem evidéncia claramente um
comportamento  difusivo tipico de particulas esféricas e ndo
cilindricas.®*"’

Os valores dos coeficientes de difusdo do modo réPido e lento
para 0 anfifilico CigPEOgGIcNAC (16) sdo 3,41x10™ (m? s?) e
3,35x10™ (m?s™) e para o anfifilico C,sPEOggLac (17) assume valores
semelhantes 4,33x10™(m”s™) e 2,94x10™ (m?s™).

Com o intuito de reforcar que a presenga de grandes agregados
pode ser realmente negligenciada, optou-se em fazer experimentos
utilizando a técnica de Cryo-TEM dos anfifilicos em altas concentracoes
sem filtrar a solucdo que foi depositada e exposta a uma temperatura
inferior a -120°C. Através do experimento ndo foi possivel detectar as
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pequenas particulas de tamanho de 10 nm vistos por (DLS e MET), pois
a técnica é eficaz com particulas superiores a 20 nm.

O ndmero de agregacdo tedrico dos anfifilicos N-acetil-B-D-
glucosamina-PEQggo-Estearato e B-Lactosil-PEOgq-Estearato
conjugados foi determinado através de calculos que consideram
estruturas perfeitamente esféricas. O numero maximo de mondmeros
para os anfifilicos podem variar com a temperatura, adicdo de aditivo e
da area da supeficie hidrofilica.

Na literatura, anfifilicos com tamanhos variados de PEO
conjugados com os &cidos estedrico e dodecandico apresentaram
valores de agregacdo maiores que os calculados para os anfifilicos
PEOggo-Estearato. Isso pode ser jusficado devido a diferenca da fragdo
volume hidrofébico. Os anfifilicos, mesmo constituidos de uma parte
hidrofdbica diferente, auto-associam em nanoparticulas de tamanho e
coeficientes de difusdo semelhantes aos anfifilicos N-acetil-B-D-
glucosamina-PEQggo-Estearato e B-Lactosil-PEOgqo-Estearato
conjugados.® A Tabela 5, faz uma compilagdo dos parametros obtidos
dos anfifilicos descritos acima.

Tabela 5. Valores de fracdo volume hidofébico (¢), didmetro da
nanoparticula (2Ry), comprimento da cadeia carbénica (l.), volume (v),
parametro de empacotamento (P) e morfologia dos anfifilicos
C18PEOgooN3, C1sPEOgnGIcNAC e C1sPEOggoLac.™® 1%

Anfifilicos ¢ 2Ry I v pe Nyg  Morfologia
(nm)  (nm®) tedrico

C1sPEOgoN3 0,28 104 2,304 0,484 Nd Nd esférica

C1sPEOgGIcNAc 0,24 105 2,304 0,484 0,24 94 esférica

C15PEOggolac 022 102 2,304 0484 023 78 esférica

P =v/(al,), a area da superficie hidrofilica na cmc.
Nd = N&o determinado.
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7.6 Nanoparticulas formadas a partir dos anfifilicos
C12PEQOgooN3 C12PE0900G|CNAC e C1o,PEOgglLac

Os processos associativos de outra série de anfifilicos variando o
tamanho da parte hidrofobica foram investigados, demostrando que os
anfifilicos constituidos do &cido carboxilico dodecandico se
comportaram de maneira semelhante aos anfifilicos 15, 16 e 17 citados
na secao 7.5.

A Figura 40, mostra a funcdo de correlacdo temporal, medida a
90° e a respectiva distribuicdo do tempo de relaxacdo A(t), analisadas
por CONTIN, para uma solucdo de 0,5 mg/mL C1,PEOgyN; (18) a 25
°C. O anfifilico (18) ndo-glicosilado auto-associa em solugdo aquosa em
nanoparticulas com diametro (2Ry = 10,4 nm) e observa-se ainda a
presenca de uma contribuicdo de espalhamento de luz atribuido a
formag&o de grandes agregados com tamanhos de (2Ry = 144 nm).

No entanto, a intensidade de espalhamento de luz é ponderada
pela massa das particulas e tamanho o que implica que DLS relatou uma
distribuicao de intensidade média.

A insercdo na Figura 40 (a), mostra uma distribuicdo do Ry, tendo
em conta a contribuicdo do volume das particulas. Através da imagem
de MET Figura 40 (b), observa-se que a presenca de grandes agregados
pode ser negligenciada, como claramente demonstrado pela inser¢do na
Figura 40 (a).

A imagem de MET mostra que o anfifilico antes da reacdo de
click chemistry, auto-associa em nanoparticulas esféricas com baixa
polidispersidade com tamanho aproximado de 10 nm. Os resultados de
DLS e MET sdo semelhantes aos encontrados para os anfifilicos
constituidos do &cido estearico como parte hidrofdbica.
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Figura 40. Funcdo de correlacdo C(qg,t) adquirida no angulo de
espalhamento 6 = 90° e a respectiva distribuicdo do tempo de relaxacao
A(t), para uma solugdo aquosa de 0,5 mg/mL do anfifilico C;,PEOgyN3
(18) a 25 °C. A Figura inserida mostra a respectiva distribui¢do de Ry,
em volume total. (b) Imagem obtida por MET da auto-associa¢do do
anfifilico C;,PEOg N3 (18) em 4&gua, visualizada apds coloracdo
negativa.

O processo de auto-organizacdo dos anfifilicos constituidos do
acido carboxilico dodecandico funcionalizados com os carboidratos
GlcNac e Lac foram investigados por DLS e MET. A Figura 41 mostra
as funcgdes de correlagdo temporal monitoradas em diferentes angulos 6
=50°, 90° e 130°, e a respectiva distribuico de tempo de relaxagdo A(t)
a 90°, para solugdo aquosa do anfifilico C;,PEGgglac (20). E
importante salientar que as fungbes de correlagdo temporal sdo
representadas por curvas monoexponenciais indicando a boa correlagdo
do anfifilico C1,PEGggLac. Observa-se a existéncia de dois modos de
relaxacdo, o primeiro com diametro 2Ry = 10,8 nm, referente a micelas
esféricas e o segundo € atribuido a formacdo de agregados com
tamanhos de 2Ry = 196 nm, o qual posteriormente pode ser
negligenciado pelas imagens MET (ver Figura 43).
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Figura 41. FuncGes de autocorrelagdo C(q,t) obtidas nos angulos 50 (o),
90 (e) e 130° (O), e a respectiva distribuicdo de tempo de relaxacdo A(t)
a 90°, para solucdo aquosa 0,5 mg/mL do anfifilico C;,PEGgg,Lac (20) a
25 °C. A Figura inserida mostra a variagéo tipica da frequiéncia angular

I" = 1/t medida como uma funcéo de g indicando um comportamento
difusivo do espalhamento das particulas.

Por fim, a insercdo na Figura 41, mostra os coeficientes de
difusdo obtidos dos movimentos aleatérios (brownianos) das moléculas,
os valores da fregiiéncia angular é linearmente dependentes de ¢
evidenciando nitidamente um comportamento difusivo tipico de
particulas esféricas, semelhante aos anfifilicos descritos na se¢éo 7.5.

O anfifilico C1,PEGgyGIcNAc (19), comporta-se de forma
semelhante aos anfifilicos anteriores, 0 qual é observado na Figura 42 e
na imagem de MET na Figura 43. A Figura 42 mostra a distribuicdo do
Ry, levando em conta a contribuicdo do volume das particulas,
predominando as particulas esféricas de didmetro aproximado (2Ry =
10,6 nm), semelhante ao encontrado aos anfifilicos C;sPEOgGICNAC,
contendo a mesma parte hidrofilica e também aos anfifilicos com
diferentes partes hidrofilicas mencionados em paragrafos antecedentes.
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Figura 42. Distribuicdo do tempo de relaxa¢do A(t) a 90° obtida através
do tratamento matematico utilizando-se o algoritmo CONTIN, para uma
solucdo aquosa do anfifilico C;,PEOggGIcNAC 0,5 mg/mL a 25 °C.

As imagens obtidas por MET confirmaram a existéncia das
nanoparticulas esféricas com tamanhos aproximados de 10 nm para
ambos anfifilicos C1,PEOgeGICNAC (19) e C1oPEOggsLac (20), estando
em acordo com os resultados obtidos por espalhamento de luz.

Figura 43. Imagens obtida por MET das auto-associacfes dos
anfifilicos (a) C1,PEOgGIcNAC (19) e (b) C1,PEOggLac (20) em agua,
visualizadas ap6s coloragdo negativa. Barra de escala é de 50 nm.
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A morfologia esférica encontrada para ambos anfifilicos do tipo
rod-coil investigadas por DLS e MET esta de acordo com as fracGes em
volume dos segmentos hidrofilico e hidrofébico, a composicdo
hidrofilica calculado para PEO esta acima de 60% e fracdo volume
hidrofobico abaixo de 30%, ver Tabela 6. A dindmica das auto-
associacbes dos anfifilicos € puramente atrativa, dependente
principalmente das interagdes hidrofébica que compdem cada anfifilico.

Tabela 6. Valores de fracdo volume hidrofébico (), diametro da
nanoparticula (2Ry), comprimento da cadeia carbénica (I;), volume (v) e
morfologia dos anfifilicos Cy,PEOgpNs, C1oPEOgGICNAC e
C1oPEOgpoLac. 1* 1*°

Anfifilicos ® 2Ry l.(hm)  v(nm®  Morfologia
C1oPEOgoN3 0,197 104 1,540 0,323 esférica
C1oPEOgyGIcNAC 0,167 10,6 1,540 0,323 esférica
C12PEOg-ooLaC 0,158 10,8 1,540 0,323 esférica

7.7 Nanoparticulas formadas a partir dos anfifilicos
C10PEOggoN3, C10PE0900C'J|CNAC e C1gPEQOgqLac

A série dos anfifilicos sintetizados e caracterizados no Capitulo 6,
variando o tamanho do acido carboxilico e mantendo as mesmas partes
hidrofilicas, foi investigada o por DLS e MET, demonstrando que 0s
anfifilicos constituidos do acido carboxilico decandico se comportaram
de maneira semelhante aos compostos 15 ao 20 citados nas se¢des 7.5 e
7.6.

Os anfifilicos C1o0PEOggoN3 (21), C10PEOgooG|CNAC (22) €
C1oPEOggoLac  (23) sintetizados, apresentam frages hidrofébicas
[Qéagg)?res (p) < 1/3, ver Tabela 7, logo sio esperadas micelas esféricas.>*

A Figura 44 (a) mostra a funcdo de autocorrelacdo C(q,t), medida
a 90° e a respectiva distribuicdo do tempo de relaxacdo A(t), analisada
para uma solugdo de 0,5 mg/mL C1,PEOgN; (21) a 25 °C. O anfifilico
ainda ndo funcionalizado pelos carboidratos GIcNAc e Lac, auto-
organiza em solucdo aquosa em nanoparticulas com diametro (2Ry =
10,5 nm) e observa-se ainda a presenca de uma contribuicdo de
espalhamento de luz atribuido a formacdo de grandes agregados com
tamanhos de (2Ry = 192 nm). A Figura inserida mostra a respectiva
distribuicdo de Ry, considerando a contribuicdo das particulas
relacionadas com o seu volume total, o qual pode-se desconsider a
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contribuicdo do tempo de relaxagdo correspondente a formacdo de
grandes agregado, como explorado anteriormente.

Por fim, a imagem obtida por MET, Figura 44 (b), confirma a
existéncia das nanoparticulas esféricas com tamanhos aproximados de
10 nm e outras particulas de 20 nm encontradas sdo decorrentes da fuséo
ou agregagdo de duas pequenas durante o processo de secagem da
amostra.

i 2RH =10,5nm
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log tempo (ms)

Figura 44. Funcdo de autocorrelagdo C(qg,t) adquirida no angulo de
espalhamento 6 = 90° e a respectiva distribui¢do do tempo de relaxacéo
A(t), para uma solugdo aquosa do anfifilico C;oPEOgxNs (21), 0,5
mg/mL a 25 °C. A Figura inserida mostra a respectiva distribuicdo de
Ry, considerando a contribuicdo das particulas relacionadas com o seu
volume total. (b) Imagem obtida por MET da auto-associacdo do
anfifilico C;oPEGgN3 (22) em 4&gua, visualizada ap6s coloracdo
negativa.

O anfifilico CyPEGgglac (23), comporta-se de forma
semelhante aos demais anfifilicos constituidos da mesma parte
hidrofébica e também em comparagdo aos de tamanho diferentes de
acidos graxos, apresentando morfologia esférica com didmetro
aproximado de 10 nm. A estrutura interna e outros pardmetros dos
anfifilicos serdo discutidos através dos perfis de SAXS no Capitulo 8.
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O anfifilico C1oPEGgeGLCNAC (22) auto-associa em pequenas
particulas esféricas de tamanho 10,5 nm como demonstrado na (Figura
45 (a) e (b)). A Figura inserida evidencia claramente a distribuicdo de
Ry concordando com os resultados de MET e SAXS explorados no
Capitulo 8.
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Figura 45. (a) Func6es de autocorrelagdo C(q,t) obtidas nos angulos 50
(0), 90 (®) e 130° (O), e a respectiva distribuicdo de tempo de relaxacdo
A(t) a 90° para solugdo aquosa do anfifilico 0,5 mg/mL
C10PEGgeeGLCNAC (22). A Figura inserida mostra a respectiva
distribuicdo de Ry, considerando a contribuicdo das particulas
relacionadas com o seu volume total. (b) Imagem obtida por MET da
auto-associacdo do anfifilico C;oPEGgyeGLCNAC (22) em 4gua,
visualizada ap6s coloracdo negativa.

Os resultados tedricos obtidos de Nagg, Tabela 7, sdo menores
gue os apresentados para os anfifilicos constituidos de Cig na parte
hidrofobica e préximos aos obtidos experimentalmente dos ajustes dos
perfis de SAXS.'%

A morfologia micelar esférica para os anfifilicos compostos da
parte hidrofébica do &cido decandico era esperada, visto que o0s
anfifilicos antes e depois da funcionalizacdo apresentam um grau de
empacotamento menor que 1/3 e também apresentam um valor da fracdo
da massa hidrofilica do poli(éxido etileno) (Wpeo) acima de 65% indo
de encontro ao que é explorado na literatura que preve somente
estruturas micelares esféricas acima de 60% (Wpgo).**®
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Tabela 7. Valores de fracdo volume hidofébico (), didmetro da
nanoparticula (2Ry), comprimento da cadeia carbénica (lc), volume (v),
parametro de empacotamento (P) e morfolo%ia dos anfifilicos
C1oPEOgyoNs3, C10PE0900G|CNAC (] ClOPEOgOOLaC.18 199

Anfifilicos o 2Ry [ v p? Nagg Morfologia
(nm)  (nmd) tedrico

C10PEOgpoN3 0,175 105 1,292 0,269 Nd Nd esférica

C1oPEOg0GIcNAc 0,140 105 1,292 0,269 0,145 34 esférica

C10PEQgq Lac 0,132 10,6 1,292 0,269 0,130 28 esférica

E v/(agle), ap area da superficie hidrofilica, na cmc.
Nd = N&o determinado.

Os anfifilicos do tipo rod-coil constituidos de C;y a Cyg, auto-
associam espontaneamente em nanoparticulas esféricas em agua do
tamanho aproximado de 10 nm, o conhecimento dos parametros que
compdem cada anfifilico é de extrema importancia, pois permite prever
a passagem de uma morfologia para outra, como vai ser explorado nas
préximas sec¢des, para os anfifilicos compostos de poliarométicos.

Para os anfifilicos acima Cyy a C1g ha possibilidade de mudar a
morfologia e o tamanho das nanoparticulas em duas hipéteses a primeira
seria preparar as nanoparticulas por dissolucdo indireta, dissolvendo em
solventes orgénicos tais como DMSO e dioxano e lentamente
adicionando uma pequena quantidade de agua gota a gota, em seguida
realizar a dialise onde pequenas particulas e os monémeros que nao se
associaram serdo excluidas devido ao tamanho do corte da membrana da
dialise.

E a outra forma, é controlar uma faixa segura da fragdo volume
hidrofobico que possa migrar de uma estrutura para outra. Por exemplo,
para os anfifilicos Cyg a Cyg acima apresentados, poderia ser diminuido
o tamanho do PEO pela metade, e como consequéncia, aumentaria a
porcentagem hidrofébica e poderiamos obter cilindros. Dessa forma,
utilizando o mesmo protocolo de sintese poderiam ser obtidos diferentes
morfologias com infinitas aplicacbes levando em conta sempre a
composicdo de cada constituinte.

7.8 Nanoparticulas formadas a partir dos anfifilicos
4¢PEG900N3, 4¢PEGQ()0G|CNAC € 4¢PEGgooLaC

O processo de auto-organizacdo dos anfifilicos rod-coil,
constituidos da parte hidrofébica de anéis aromaticos e da parte flexivel
hidrofilica composta do polimero PEO funcionalizados com
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carboidratos GICNAc e Lac em solugdo aquosa foram investigados.
Estes anfifilicos foram estudados através de experimentos de DLS e
MET e no Capitulo 8 através de experimentos de SAXS.

Os anfifilicos constituidos de uma parte hidrofilica maior auto-
associam em estrutrutura supramoleculares esféricas. Em contrapartida,
com a diminui¢do do tamanho do polimero PEO que compfem a parte
hidrofilica dos anfifilicos rod-coil, observa-se uma mudanga na
morfologia das particulas esféricas para estruturas vesiculares.

Primeiramente serdo apresentados o0s resultados para o0s
anfifilicos constituidos da parte hidrofilica maior 4¢PEGgeN;3 (5),
4PEGgeoGIcNAC (6) e 4¢PEGggoLac (7), posteriormente os anfifilicos
compostos de uma parte hidrofilica menor 4¢PEGgN; (12),
4(|)PEG500G|CNAC (13)

A Figura 46 mostra a funcdo de correlacdo temporal, medido a
um angulo de dispersdo de 90° e a respectiva distribui¢do do tempo de
relaxacdo A(t), como revelado pela analise do programa comercial
CONTIN para uma solugdo aquosa de 0,5 mg/mL do anfifilico
AHPEGgeoN3 (5), a 25 °C. E importante notar que a funcéo de correlacio
é representada por uma boa curva mono-exponencial, indicando uma
boa correlacdo da amostra. Para o anfifilico 4¢PEGgyN3z (5), um
intermediario ndo-glicosilado auto-associa, em solugcdo aquosa em
nanoparticulas esféricas com baixa polidispersidade com diametro (2Ry
= 10,3 nm). Observa-se ainda a presenca de uma contribuicdo de
espalhamento de luz atribuido a formacdo de grandes agregados com
estruturas flexiveis. No entanto, a intensidade de espalhamento de luz ¢
ponderada pela massa das particulas e tamanho o que implica que DLS
relata uma distribuicdo de intensidade média.

A insercdo na Figura 46 (a), mostra a distribuicdo do Ry, tendo
em conta a contribuicdo do volume das particulas, em vez da
contribuicdo de espalhamento de luz onde pode ser facilmente notado
que a presenca de grandes agregados que podem ser negligenciados,
como claramenente demonstrado pela imagem MET, Figura 46 (b). A
simplificacdo é igualmente valida para os anfifilicos 40PEGgyGICNAC
(6) € 4(I)PEG900LaC (7)
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Figura 46. (a) Tipica funcdo de autocorrelacdo C(q,t) adquiridas no
angulo de espalhamento 6 = 90° e a respectiva distribuicdo do tempo de
relaxacdo A(t), como revelado pela andlise utilizando-se o algoritmo
CONTIN, de uma solucdo aquosa de 0,5 mg/mL do anfifilico
4pPEGgeoN3 (5), em agua a 25 °C. A Figura inserida mostra a respectiva
distribuicio de Ry, considerando a contribuicdo das particulas
relacionadas com o seu volume total. (b) Imagens obtidas por MET da
auto-associacdo do anfifilico 4¢PEGgyN3 (5) em é&gua. As estruturas
foram visualizadas apds a coloracdo negativa. Barra de escala é de 50
nm.

A auto-associcdo em pequenas micelas esféricas do intermediario
ndo-glicosilado 49PEGyN3 (5) é semelhante a morfologia encontrada
por Lee e colaboradores.”” A imagem obtida por MET ilustra claramente
a formacdo de nanoparticulas esféricas com baixa polidispersa,
racionalizando que a contribuicdo de grandes agregados pode ser
desconsiderada, como mencionado nos paragrafos anteriores.

Por fim, a morfologia esférica era esperada, devido que o
anfifilico 40PEGgqN3 (5) apresenta uma fracdo volume hidrofébico
menor que 1/3 e fracdo da massa hidrofilica do PEO acima de 65%.

A auto-associ¢do do anfifilico 4¢PEGgyN3; (5) em solucdo
aquosa, reforca o sucesso da reagdo de “click chemistry” através dos
bons rendimentos obtidos, descritos no Capitulo 6, na qual a
funcionalizagdo do anfifilico se da em meio aquoso.
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A Figura 47, mostra as func¢bes de autocorrelacdo C(q,t) obtidas
nos angulos 50 (o), 90 (e) e 130° (o), e a respectiva distribuicdes de
tempo de relaxagdo A(t) a 90°, para solugbes aquosas dos anfifilicos
4HPEGgooGLCNAC (6) e 49PEGgpLac (7). Os raios hidrodindmicos dos
anfifilicos (6) e (7) foram calculados usando a relacdo de Stokes-
Einstein e estes sdo praticamente os mesmos dos valores obtidos antes
da reacdo de click chemistry. Os tamanhos hidrodindmico (2Ry) das
particulas sdo iguais a 10,0 e 10,0 nm para 4¢PEGgGLCNAC (6) e
4¢PEGgqoLac (7), respectivamente.
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Figura 47. FuncGes de autocorrelagcdo C(q,t) obtidas nos angulos 50 (o),
90 (e) e 130° (), e a respectiva distribuicao de tempo de relaxacdo A(t)
a 90°, para solugdes aquosas dos anfifilicos (a) 0,5 mg/mL
4$PEGyooGLCNAC (6) e (b) 0,5 mg/L 4¢PEGggLac (7), em agua a 25
°C. As insercdes na Figura 47 mostram a variacdo tipica da freqliéncia
angular I = 1/r medida como uma funcdo de g° indicando um
comportamento difusivo do espalhamento das particulas.
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As inser¢Bes na Figura 47, mostram os coeficientes de difusdo
dos modos rapido e lento obtidos dos movimentos aleatérios
(brownianos) das moléculas e os valores da freqliéncia angular sdo
linearmente dependentes de q° evidenciando um comportamento
difusivo tipico de particulas esféricas.

A Figura 48 resume os valores obtidos para 2Ry em funcéo da
concentracdo dos anfifilicos dissolvidos em agua 4oPEGgyGLCNAC (6)
e 4¢PEGgglac (7). Observa-se que o tamanho das micelas é
independente da concentracdo em ambos 0s casos, comportamento
analogo aos anfifilicos C1gPEGgeGLCNAC (16) e C1gPEGggLac (17),
mesmo apresentando diferentes partes hidrofébicas. Logo, isso reforca
gue O processo auto-associativo para os anfifilicos é puramente
hidrofobico, dependendo principalmente do balango hidrofébico e
hidrofilico que compde cada anfifilico.

=

@
!

N
h

o0 8o 2% 8 5

Diametro Hidrodinamico (2R,)
3 =
T L

©
n

8 T T T T T T
000 025 0,50 0,75 1,00 1,25 1,50
[anfifilicos], mg/mL

Figura 48. Diametro hidrodindmico (2Ry) em fungdo da concetragdo
dos anfifilicos 49PEGgyGLCNAC (6) (o) e 40PEGgpLac (7) (e),
medido em agua a 25 °C.

Figura 49. Imagens obtidas por MET das auto-associacbes dos
anfifilicos (a) 40PEGgGLCNAC (6) e (b) 49PEGggLac (7) em éagua.
As estruturas foram visualizadas apds a coloracdo negativa. Barra de
escala é de 50 nm.
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As imagens de MET (Figura 49 (a) e (b)) mostram as morfologias
formadas a partir dos anfifilicos 49PEGgGLCNAC (6) e 4oPEGgglac
(7) em solugbes aquosas. Para ambos anfifilicos torna-se evidente a
formacdo de nano-estruturas esféricas monodispersas de 10 nm. As
imagens de MET foram utilizadas a fim de corroborar com os resultados
obtidos por DLS e SAXS, demonstrando que ambas as técnicas
confirmam o processo associativo dos anfifilicos em nanoparticulas
esféricas.

Por fim, a Tabela 8, apresenta um resumo do tamanho e da
morfologia obtida para os anfifilicos constituidos da parte hidrofébica
de anéis poliaromaticos.

Tabela 8. Valores de fracdo volume hidofébico (@), diametro da

nanoparticula, morfologia dos anfifilicos 4HPEGggoNs3,
4(I)PEGQ()06 IcNAC e 4(I)PEGgoo Lac.
Anfifilicos [0) 2Ry Morfologia
4PEGgqoN3 0,29 10,3 esférica
4¢PEGgeyGLCNAC 0,24 10,0 esférica
4PEGggoLac 0,23 10,0 esférica

7.9 Nanoparticulas formadas pelos anfifilicos 4¢PEGgqN3 €
4¢PEGGO()GICNAC

Com o propésito de proporcionar novas oportunidades de
investigacdes, modificacbes nas caracteristicas dos materiais foram
realizados. As alteracbes foram feitas no balangco hidrofilico e
hidrofdbico, com o intuito de observar a transicdo de uma morfologia
para outra. Esta alteragdo foi realizada mantendo a mesma parte
hidrofobica dos anfifilicos (ver esquema 2), mudando o tamanho do
polimero PEO, as mudangas foram realizadas com exito, obtendo-se
moléculas originais, como descritas e caracterizadas no Capitulo 6.

A mudanca acarretou em um aumento na fracdo volume
hidrofdbico dos anfifilicos 4oPEGgy N3 (12) e 40PEGgrGICNAC (13),
ver Tabela 9.

Os experimentos de DLS mostram que a reducdo na fragdo
hidrofilica dos anfifilicos levou a uma mudanga na morfologia. Os
anfifilicos constituidos de PEOgy auto-associaram em &gua em
nanoparticulas vesiculares com 2Ry ~ 215 nm.

O anfifilico PEGgo também foi investigado por espalhamento de
luz estatico (SLS), com medicdes variando o angulo de espalhamento
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(6) 30-150° com 15° de espacamentos entre 0s aumentos, uma vez que
para particulas grandes (Ry > A/20) a dependéncia angular da luz
espalhada é relacionado ao fator de forma de particulas P(qQ) e,

finalmente, para qRy < 1 o fator de forma e dada por:
(@) _, 9°Rg
PQ=—1>~1-——
@= 0) 3
Portanto, pode-se usar a aproximacao Guinier (eq. 4), para extrair o raio
de giro dos objetos de dispersao.
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Figura 50. Fungdes de autocorrelagdo C(q,t) obtidas nos angulos 50 (o),
90 (e) e 130° (), e a respectiva distribuicdo de tempo de relaxacdo A(t)
a 90°, para solugdes aquosas dos anfifilicos (a) 0,4 mg/mL 4¢PEOgoN3
(12) e (b) 0,5 mg/mL 4¢pPEOgxGIcNAC (13) a 25 °C. As insercBes na
Figura 50 mostram a variacdo tipica da freqléncia angular I" = 1/t

medida como uma funcéo de g indicando um comportamento difusivo
do espalhamento das particulas.
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A Figura 51, ilustra o grafico de Guinier (In 1 vs g?) obtido a
partir dos resultados das funcdes de correlacdo temporal obtidas nos
angulos 30 a 150° e as respectivas distribuicGes dos tempos de relaxacéo
A(t), para solucdo aquosa dos anfifilicos 0,4 mg/mL 4¢PEQOgxN3 (12).
Observa-se que ndo houve desvio no grafico, indicando nesse caso, a
auséncia de agregados. O raio hidrodinamico para o anfifilico
4¢PEOgoN3 (12) foi calculado aplicando-se a relagcdo de Stokes-
Einstein, definido aqui pela equagdo 3 como 105 nm. O valor Ry para as
nanoparticulas do anfifilico 4¢PEQOgqN3 foi de 103 nm e foi obtido da
inclinacdo do gréfico de Guinier através da equacao 4.

O valor obtido da razdo do parametro sensitivo a forma p = Ry/Ry
foi de 0,98 bem proximo ao valor tedrico para uma particula vesicular,
ver Tabela 2. O resultado é superior aos encontrados para as micelas dos
anfifilicos C18PEOgpoN3 (15), ClngOgooGICNAC (16), C1gPEOgyLac
(17), 4¢PEGgyGLCNAC (6) e 49PEGgglLac (7) que mantém-se entre
0,80 e 0,90 os quais sdo favordveis com a formacdo de estruturas
esféricas.”

Rg= 103nm
7,01 R,= 105nm
651 Rg/R, = 0,98
=
R
=60
5,51
(J
5,0 T T T T T
0 1 2 5 6

3 4
> x10™ (m?)
Figura 51. Analise de Guinier dos resultados obtidos do anfifilico
4$pPEOguoN3 da Figura 50 (a).
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Figura 52. Imagens obtidas por MET das auto-associagbes dos
anfifilicos (a) 40PEOgmN3 (12) e (b) 49PEOgGIcNAcC (13) em &gua.
As estruturas foram visualizadas apds a coloragéo negativa.

As imagens obtidas por MET, Figura 52, ilustram as auto-
associacdes dos anfifilicos 4¢PEOgyN3 (12) e 4¢PEOgxGICNAC (13)
em &gua em nanoparticulas vesiculares corraborando com os resultados
de DLS e estando de acordo com os resultados dos anfifilicos
sintetizados e caracterizados por Lee e colaboradores.®

Com a alteracdo no tamanho do polimero PEO foi possivel mudar
a morfologia das nanoparticulas esféricas (10 nm) para vesiculas com
tamanho aproximado de 200 nm. A morfologia, o tamanho e a estrutura
das nanoparticulas é dependente principalmente do equilibrio de forcas
de atracdo e repulsdo entre os diferentes blocos que compdem os
anfifilicos e também da metodologia de preparacao.

As micelas esféricas encontradas para os anfifilicos 4¢PEOgN3
(5), 40PEGgyGLCNAC (6) e 4¢PEGggLac (7) sdo compativeis com a
fracdo volumétrica da regido hidrofébica (¢) < 1/3.3* 2 27 De fato, a
fracdo hidrofébica calculada para os anfifilicos 4¢PEQOgN;z (5),
4OPEGgeGLCNAC (6) e 4¢PEGgpLac (7) com base na densidade de
cada constituinte foi igual a 0,29, 0,24 e 0,23, respectivamente, assim
micelas esféricas sdo esperadas enquanto que a diminuigdo da parte
hidrofilica para os anfifilicos 4¢PEQOgyN3 (12) e 49PEGeGICNAC (13)
acarretou um aumento da fracdo volume hidrofébico para 0,38 e 0,31. A
Tabela 9 apresenta os resultados dos anfifilicos (12) e (13).3 5% 207

Tornou-se evidente que um controle sobre cada constituinte que
compdem o anfifilico é de extrema importancia, pois pode determinar a
mudangca de uma estrutura para outra sem fazer uso de outras
metodologias de preparo na qual sdo usados solventes orgénicos.
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O mais interessante que antes da funcionalizagdo os anfifilicos
auto-organizam em estruturas que deixam expostos 0s grupos azidas nas
extremidades facilitando a funcionalizagdo das nanoparticulas por
diferentes moléculas bioativas sollveis em solugdo aquosa, aumentando
o rendimento da reacdo de acoplamento.

E importante salientar que a funcionalizacdo por pequenas
unidades de carboidratos, que ndo alteram significativamente o volume
hidrofilico, ndo serdo observadas mudangas no tamanho e na morfologia
das nanoparticulas, como investigados para os anfifilicos 4¢PEQgyN3 €
4HPEOgGIcNAC

Tabela 9. Valores de fracdo volume hidofébico (¢), didmetro da
nanoparticula e morfologia dos anfifilicos 4¢PEOgeN; €
4$pPEQgyGIcNAC.

Anfifilicos [0) 2Ry Morfologia
4$PEOgyoN3 0,38 210,0 vesicular
4$PEGgy0GIcNAC 0,31 220,0 vesicular
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CAPITULO 8

ESTRUTURA INTERNA DAS MICELAS FORMADAS POR
NOVOS ANFIFILICOS TIPO ROD-COIL ACESSADA POR
SAXS

O intuito da utilzagdo dos experimentos de SAXS foi delinear e
propor uma estrutura interna das micelas dos anfifilicos
4(1)PE0900G|CNAC (6), 4¢PEGOgooLaC (7), ClgPEOQOOGICNAC (16) e
ClngOgooLaC (17), C10PE0900G|CNAC (22) e C]_()PEOgooLaC (23), tlpO
rod-coil sintetizados e descritos no Capitulo 6 e corraborar com
resultados de DLS e MET (Capitulo 7).

Na literatura explora-se 0s experimentos de SAXS devido a
facilidade em acessar dimensdes como o tamanho do nucleo micelar dos
anfifilicos e para a determinacdo e exploracdo da conformacdo das
cadeias poliméricas formadoras da coroa micelar. Com isso é cada vez
mais comum o surgimento de modelos para interpretar e dar uma correta
dimensdo e conformacdo das micelas formadas por copolimeros em
bloco, anfifilicos do tipo rod-coil.

A caracterizacdo da estrutura interna de micelas por intermédio
de medidas de SAXS é viavel, sendo no entanto necessario trabalhar
com sistemas bastante diluidos. Com essas condi¢des, pode-se
considerar S(q) ~ 1 e as contribui¢Ges de espalhamento sdo dominadas
pelo fator forma da particula, associado com o tamanho e forma da
particula espalhante.

Os experimentos de de SAXS, devido a baixa intensidade de
espalhamento, necessitarem do uso de maiores concentragdes dos
anfifilicos para se obter curvas com uma relacdo razoavel sinal-ruido.
No entanto, foi verificado que para todas as amostras estudadas nesta
tese, o valor de Ry das micelas formadas é basicamente independente da
concentracdo dos anfifilicos presente até aproximadamente 40 mg/mL.

8.1 Medidas de SAXS

Com a finalidade de complementar os resultados de DLS, TEM e
de caracterizar a estrutura interna de particulas isoladas, as
concentragBes de polimero utilizadas foram as maiores possiveis, nas
quais se constantou que ndo houve interferéncia de S(g), até a
concentracdo maxima de 45 mg/mL. Maiores detalhes sobre a técnica e
preparacdo das amostras, foram descritos nos Capitulos 4 e 5 (itens 4.4 e
5.5).
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Primeiramente serdo monstrados e discutidos os resultados de
SAXS e a caracterizagdo da estrutura interna para os anfifilicos
CmPEOgooGlCNAC (16) e C1gPEQggLac (17), CloPEOg)ooGlCNAC (22) e
C10PEOggoLac (23). Posteriormente os resultados para os anfifilicos
OPEOgGIcNAC (6) e 4¢PEGOgplac (7) foram monitorados na
concentragcdo massa/volume de 40 mg/mL. Esta concentragdo foi
selecionada visto que proporcionou uma boa rela¢do sinal-ruido, nao
apresentou mudancas na estrutura micelar e os resultados puderam ser
ajustados utilizando-se modelos tedricos, propostos por Pedersen e
Gerstenberg Eara micelas que apresentam nucleos com diferentes
geometrias. *°> ?®® A Figura 53 ilustra esquematicamente o modelo mais
simples desta série na qual faz referéncia as micelas com nucleo esférico
e cadeias Gaussianas ancoradas ao nucleo.

. Carboidrato

Figura 53. Representacdo grafica da interpretacdo do fator forma
micelar de acordo com o modelo para micelas que apresentam um
nucleo esférico. O modelo considera um ndcleo denso de raio R; e
cadeias Gaussianas com raio de giro Rg (cadeia) fixadas ao ndcleo.?

A intensidade de espalhamento de I(g) de uma solugdo
isotropica de particulas altamente regulares incorporadas em uma matriz
com uma densidade de elétrons constante, e apds a normalizacdo das
relagdes com a dispersdo de fundo do solvente, é dada por:

1(q) = NP(q)S(a) 17)

Onde N é o nimero de particulas de espalhamento por unidade de
volume, P(q) é o fator de forma de uma particula individual, e S(q) é o
fator de estrutura decorrente das correlagdes de longo alcance entre 0s
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centros de dispersdo. Para sistemas diluidos, S(q) ~ 1, e (q) é, portanto,
proporcional ao fator de forma P(q), que reflete o tamanho e a forma dos
objetos de dispersdo.>2% 2

A Figura 54 mostra os perfis de SAXS das amostras
C18PE0900G|CNAC (16) (a), C18PEOgyLac (17) (b), CloPEOgooG|CNAC
(22) (c) e C1oPEOggLac (23) (d), dissolvidos em agua a 25°C com
concentragdo igual a 40 mg/mL. A linha sélida vermelha ilustra o
melhor ajuste utilizando-se o0 modelo tedrico de Pedersen e
Gerstenberg.’® Essa faixa de concentracdo dos anfifilicos apresentou
uma relagdo sinal-ruido razoavel e a presenca de agregados é sugerida
pela elevada intensidade de espalhamento de raios-X a baixos angulos
(1(q)—0).2 Na regido de altos angulos (1(q) > 1,5 nm™) o perfil das auto
associacbes das nanoparticulas é dominado pelo espalhamento
proveniente da estrutura interna das cadeias poliméricas dissolvidas na
coroa conhecida como blob scattering.® Isto é devido & contribuicéo
proveniente do espalhamento das cadeias de PEO dissolvidos na corona
micelar que domina o perfil de espalhamento de raios-X na regido de
altos g, que é idealmente ditada pela funcdo de Debye e, portanto, tem
uma dependéncia de g dependendo da conformacdo das cadeias
flexiveis do PEO.?

Observa-se claramente na Figura 54 as oscilagbes de alta
amplitude do fator de forma que s6 pode ser observado no caso das
particulas bem definidas, com uma distribuicdo de tamanho estreito. Os
perfis de SAXS podem ser ajustados de forma satisfatoria usando apenas
0 modelo para micelas de copolimeros em bloco com nucleo esférico
proposto por Pedersen e Gerstenberg, descrito pelas equacbes em
material suplementar anexo.*
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Figura 54. Perfis de SAXS para as amostras C1gPEQgGICNAC (16) (),
C1gPEOgyLac (17) (b), ClopEOgooGl(:NAC (22) (C) e C1oPEOggolLac (23)
(d), dissolvidos em &gua a 25°C com concentracao igual a 40 mg/mL. A
linha solida vermelha ilustra o melhor ajuste obtido para os pontos
experimentais usando-se o modelo para micelas de anfifilicos que
contém um ndcleo esférico.

O modelo descreve a dispersdo das micelas compostas por um
nucleo esférico homogéneo, com um raio (R.) e cadeias Gaussianas com
raio de giro Rg (cadeia) ancoradas ao nlcleo. No entanto, o modelo
apresenta um nimero grande de pardmetros ajustaveis: Rg, Rc, Nagg
(nimero de agregacdo), d (explicado abaixo) e o0 excesso de
comprimento de espalhamento do bloco formador do nlcleo Bhgcreo € da
coroa Seorea COM relacdo ao solvente. Em consequéncia, normalmente
ndo é possivel obter um Gnico conjunto de parametros ao final de um
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processo de ajuste se 0s excessos de comprimento de espalhamento néo
forem fixados, portanto, o processo de ajuste pode conduzir a resultados
duvidosos. Assim, durante os procedimentos de montagem da cadeia 0s
parametros A (7,30 x 10*? cm) e d foram mantidos fixos para todos os
anfifilicos.

O pardmetro d = 1 imita a ndo penetragdo das cadeias coroa no
nucleo. Portanto, o ponto de partida das cadeias de Gauss € deslocada
para um valor de R’~ Rc + Rg de distancia do centro da particula.

O valor da cadeia de f PEOgy, foi calculado pela equacéo 18:

chﬂdsiﬂ = NVPEG (JPEO - ﬂso!vanrs) (18)

onde N ¢é o grau de polimerizacdo do segmento de polimeros (N = 20),
Vpeo € 0 volume de uma unidade do mondmero do PEO, opeo € a
densidade de comprimento de espalhamento do segmento de polimeros
€ Gsolvente € @ densidade de comprimento de espalhamento do solvente.

O volume ocupado por um Gnico monoméro de Vpgo foi
determinado considerando a densidade do homopolimero (dpeo) € 0S
valores das densidades de comprimento de espalhamento. A unidade do
solvente e de mondmero foi calculada utilizando a composicéo quimica
de cada componente e suas respectivas densidades (dx) de acordo com a
equacdo:

o - bAN, 2nz
X Mx i i“i (19)
onde x representa H,O ou PEO, N é o nimero de Avogadro, e My é a
massa molar de cada componente, n; € o nimero de atomos i, em cada
componente com nimero atdmico z, e b, € o comprimento de
espalhamento de Thomson, que é o comprimento de espalhamento de
um elétron (b, = 2,817 x 10 cm). Todos estes parametros mencionados
foram calculados e estéo listados na Tabela 10. (Para outras informacdes

Ver nos anexos).
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Tabela 10. Pardmetros usados para determinacao Scageia-

d? \Y M composicdo 2nizi
(g/em®  (10%cem®)  (g/mol) quimica (10*° cm?)
PEG 1,08 6,76 44,0 C,H.O 24 9,99
H,0 1,00 2,99 18,0 H,0 10 9,42

2valores retirados da referéncia.

Mantendo-se fixas estas duas varidveis, o processo de ajuste gera
quatro parametros que foram, portanto, Nygg, R, Rg, nuicleo S. Na Figura
55, as linhas solidas vermelhas correspondem ao melhor encaixe obtido
usando o modelo esférico de Pedersen e Gerstenberg.® A alta
qualidade dos ajustes podem ser diretamente observada e é ainda
atestada por valores de x2 sempre inferiores a 2,5, refor¢cando que tal
modelo pode reproduzir corretamente a curva experimental em toda sua
amplitude. As propriedades fisico-quimicas de espalhamento dos nano-
objetos determinados por medidas de SAXS sdo apresentadas na Tabela
11.

Para os anfifilicos constituidos da parte hidrofébica de
poliarométicos o0 modelo proposto por Pedersen e Gerstenberg de
micela esférica pode ser ajustado satisfatoriamente. A Figura 55, mostra
um esquema grafico para ilustrar a interpretacdo do fator de forma
micelar de acordo com o modelo para micelas que apresentam um
nicleo esférico e também a fracdo volume hidrofébico de cada
anfifilico, (¢) < 1/3.

A Azida Q Carboidrato GlcNAc QO Carboidrato Lac

Fragao volume hidofobico  Fragdo volume hidofébico Fragdo volume hidofobico
0,29 0,24 0,23
(@)<173 (p)<1/3 (p)<1/3

Figura 55. Esquema para interpretacdo do fator forma micelar de
acordo com o modelo para micelas que apresentamum nucleo esférico.
O modelo considera um nicleo denso de raio R. e cadeias Gaussianas
com raio de giro Rg (cadeia) fixadas ao nucleo.
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A Figura 56 ilustra os perfis de SAXS para os anfifilicos
4¢PEGgqoGICcNAC (6), 40PEGgpLac (7) e 49PEGgnN3 (5), dissolvidos
em &gua a 25°C com concentracdo igual a 40 mg/mL. A faixa de
concentracao dos anfifilicos apresentou uma relacéo sinal-ruido razoavel
e a presenca de agregados é sugerida pela intensidade de espalhamento
de raios-X a baixos angulos (I(q) — 0).

Mantendo-se fixas as variaveis d e 0 excesso de comprimento de
espalhamento do bloco formador do nicleo Syucieo € da coroa SBeoroa COM
relagéo ao solvente, o processo de ajuste gera 0s parametros Nagg, Re, Re
e [ Detalhes sobre as equagdes e pardmetros usados para a
determinacdo de £ e modelo segue em anexo. Na Figura 57, as linhas
solidas vermelhas correspondem ao melhor ajuste utilizando o modelo
de micelas de copolimero em bloco com nucleo esférico proposto por
Pedersen e Gerstenberg.'®® A alta qualidade dos ajustes podem ser
directamente observada e é ainda atestada por valores de y2 sempre
inferiores a 1,7, reforcando que tal modelo pode reproduzir corretamente
toda a curva experimental.

A modelagem para os anfifilicos foi realizada ndo levando em
conta o grau da dispersibilidade das micelas, embora a presenca desse
efeito seja esperado, devido a natureza de equilibrio do sistema. O fato é
gue poderiamos obter um encaixe satisfatério sem incluir o indice de
dispersibilidade, atestando que tal parametro é razoavelmente baixo,
como demonstrado pelos resultados anteriores de DLS e MET. Além
disso, nas Figuras 54 e 56, observamos que em alguns casos, a regido de
baixos valores de g ndo estava equipado com 0 mesmo grau de precisao,
0 que esta associado a presenca de um pequeno nimero de agregados,
com estrutura flexivel, como ja evidenciado pelos experimentos DLS.
Os parametros extraidos dos ajustes dos perfis de SAXS das Figuras 55
e 57 sdo apresentados na Tabela 11.
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0.1
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Figura 56. Perfis de de SAXS para as 49PEGggGICNAC (6) (superior);
4PEGggoLac (7) (meio) e 49PEGyN3 (5) (parte inferior), dissolvidos
em agua a 25 °C com concentragdo igual a 40 mg/mL. A linha sélida
vermelha ilustra o melhor ajuste obtido para 0s pontos experimentais
usando-se 0 modelo para micelas de anfifilicos que contém um nucleo

esférico.
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Tabela 11. Propriedades fisico-quimicas de espalhamento dos nano-
objetos determinados por medidas de SAXS, usando o modelo de
Pedersen e Gerstenberg de micelas que apresentam um nucleo esférico
para diferentes amostras.> *°® 208

Anfifilicos Re Rs L Ru’  Nag  Suicko Ao
(hm)y  (hm)  (m) () (10%2cm)  (nm?)

4¢PEOgoN3 19 12 24 43 59 2,6 08

4$PEOgyGIcNAC 2,5 0,9 18 4,3 41 2,6 1,9

4¢PEOggLac 21 10 20 41 30 2,6 18

C15PEGggGIcNAC 2,7 16 32 59 41 18 2,2

C18PEGggoLac 2,3 2,0 4,0 6,3 34 -1,1 1,9

C1,PEGgyGIcNAC 2,2 2,3 4,6 6,8 14 -1,0 5,0

C1oPEGgLac 2,4 1,8 3,6 6,0 16 -1,2 4,5

C10PEGguGIcNAC 1,8 1,6 32 5,0 28 -1,4 14

C1oPEGggolac 2,1 17 34 55 21 1,1 2,6

‘L = 2R espessura da coroa micelar.

meic = RC +L

_ 47er
N

agg

Através dos perfis de SAXS, Figuras 54 e 56, das propriedades
fisico-quimicas de espalhamento dos nano-objetos listados na Tabela 11
e dos resultados de DLS e MET, podemos afirmar que os anfifilicos
compostos do PEOgq, constituidos de diferentes partes hidrofébicas se
comportaram de forma semelhante e os mesmos puderam ser ajustados
sastifatoriamente pelo modelo téorico proposto por Pedersen e
Gerstenberg.'®®

Com referéncia aos anfifilicos compostos de diferentes acidos
carboxilicos, observamos que a maioria comporta-se de forma
semelhante com o decréscimo de Rc ocorre um equilibrio ocasionado
pelo aumento de Rg

As dimensdes micelares (Remicelar) d0os anfifilicos Cy1q a0 Cyg foram
calculadas através de R; + 2R obtendo-se valores entre (5,0 a 6,8 nm), 0
gue combina razoavelmente com os valores Ry extraidos dos
experimentos de DLS.

A dimensdo micelar calculada por R, + 2Rg para os anfifilicos
aromaticos, esta situada numa faixa entre 4,1 a 4,3 nm. Deve-se ter em
mente que para objetos esféricos densos o parametro sensitivo a forma
(p = Rc/Ry) ¢é teoricamente igual a 0,774. Portanto, o tamanho do R,
monitorado através dos perfis de SAXS tem que ser um pouco menor do
Ry monitorado por DLS (Ry ~ 5 nm).
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CAPITULO 9

INTERACOES ESPECIFICAS DAS NANOPARTICULAS COM
AS LECTINAS WGA E PNA

Atualmente, existem diferentes técnicas experimentais que
permitem avaliar as interagdes das lectinas com os carboidratos.
Algumas avaliam a capacidade das lectinas inibir as ligagBes cruzadas
ou agregacdao dos carboidratos, outras medem a afinidade ou
especificidade das forcas de interacdo dessas lectinas.” !

Dentre as técnicas de uso mais corrente, podemos apontar o
teste de inibicdo hemaglutinacdo (HIA, Hemagglutination Inhibition
Assay), microcalorimetria de titulacdo isotérmica (ITC, Isothermal
Titration Microcalorimetry) cristalografia de proteinas de raios-X que
permitem a investigacao estrutural de lectinas.*'" 2! 22

9.1 Ensaios de Inibicdo da Hemaglutinacédo (HIA)

Antes de iniciar os testes de interacbes especificas das
nanoparticulas com as lectinas WGA e PNA através das técnicas DLS
foram realizados ensaios de hemaglutinacdo. Os ensaios de atividade
hemaglutinante é o teste simples e amplamente utilizado para a deteccdo
e caracterizagdo das lectinas.™® E baseado na propriedade destas lectinas
se ligarem a glicoconjugados na superficie das hemécias. O teste esta
fundamentado na observacédo de aglutinacdo (ou agregacdo) por lectinas
visiveis a olho nu, que formaram uma fase gelatinosa e a determinacao
do ponto de equivaléncia, é a concentracdo minima de lectina mostrando
uma aglutinagéo evidente.

As hemdcias mais utilizadas sdo de mamiferos (humanos,
porco, coelho, cordeiros, etc...). A atividade hemaglutinante de lectinas
WGA e PNA foram realizadas em microplacas, sendo que maiores
detalhes sobre prepara¢do das amostras e 0 ensaio de atividade, foram
descritos no Capitulo 5 (se¢éo 5.6).

Na presenca de um ligante sollvel, hemaglutinagdo pode ser
completamente inibida, determinando dessa forma a concentracdo do
ligante que impede hemaglutinacdo o potencial inibicdo do ligante. Isso
geralmente é dependente de varidveis como a idade e a origem dos
eritrdcitos.

A Figura 57 (a), ilustra o ensaio da hemaglutinacdo na presenca
da lectina WGA em consecutivas diluicdes o teste avaliou o pontencial
de hemaglutinagéo da lectina WGA determinado foi 4096 UH mL™ e
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esse valor pode variar um pouco dependendo das varidveis como a idade
e a origem dos eritrocitos. O mesmo procedimento foi efetuado para
determinar o potencial de hemaglutinacdo da PNA cujo o valor de 1024
UH mL™ foi inferior ao encontrado para WGA.

LectinaWGA

Anfifilico (6)

Controle (-)

Pogos aglutinados Diluigoes

(a)

Lectina WGA

(b)

Anfifilico (6)

Controles (-)

Figura 57. (a) Teste de Hemaglutinacdo em presenga da lectina WGA
1,0 mg/mL e (b) 0,5 mg/mL 4¢PEGgyGIcNAC em solugdo tampdo
fosfato salino (PBS, 10 mM, pH 7,2, 150 mM NaCl, 1 mM CaCl,, 1 mM
MnCl,) sobre uma microplaca de titulacéo.

Observa-se na Figura 57 (b), que a lectina WGA mostra
primeiramente afinidade pelo carboidrato que esta recobrindo a
superficie da nanoparticula ndo mostrando afinidade pelo sangue do
coelho. O qual pode ser comprovado pelo controle negativo, s6 a partir
do oitavo poco indicado pela seta B a lectina comegou mostrar afinidade
aos glicoconjugados das hemacias do sangue. O ensaio permitiu
visualizar e confirmar afinidade da lectina especifica WGA pelos
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epitopos gue estdo recobrindo a nanopraticula. Somente em solucdes
bem diluidas das nanoparticulas pode-se assim ver a hemaglutinacao.

A partir desse teste foi possivel determinar uma boa faixa de
concentracdo para acompanhar os estudos de interagfes especificas das
nanoparticulas com as lectinas WGA e PNA acessadas por DLS.

9.2 Interagfes das nanoparticulas com as lectinas WGA e
PNA acessadas por DLS formadas a partir dos anfifilicos
CmPEGgooGlCNAC e C1sPEGggLac

A Figura 58, mostra a funcdo de correlacdo temporal adquirida
no angulo de espalhamento 6 = 90° e a respectiva distribuicdo do tempo
de relaxacdo A(t), para uma solucdo de 0,5 mg/mL do anfifilico
C1sPEGggoLac (17), na presenga e auséncia de lectinas especificas.

Observa-se na Figura 58 (a), que a adicdo da lectina WGA, que
ndo tem afinidade com a lactose, ndo perturbou o sistema, mantendo a
mesma curva de autocorrelagdo, bem como a distribuicdo dos tempos de
relaxacdo. No entanto, como mostrado na Figura 58 (b), em pequenas
adigOes da lectina PNA, ocorre uma alteragdo significativa da curva de
autocorrelagdo, bem como a distribuicdo dos tempos de relaxacdo. Este
fato esta associado com uma forte interacdo das nanoparticulas
recobertas por epitopos de lactose com a lectina especifica PNA
aumentando significativamente o raio hidrodindmico micelar Ry de 10,8
para 14,8 nm. Este efeito evidencia claramente a interacdo especifica da
proteina com unidades de lactose que estdo recobrindo a superficie da
nanoparticula, demostrando que experimentos de DLS podem tornar-se
uma ferramenta importantissima para o estudo de nanoparticulas
funcionalizadas por carboidratos com lectinas.
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Figura 58. Funcdo de correlacdo C(qg,t) adquirida no angulo de
espalhamento 6 = 90° e a respectiva distribui¢do do tempo de relaxacéo
A(t), para uma solugdo de 0,5 mg/mL do anfifilico C1gPEGggLac (17)
em solucdo tampdo fosfato salino (PBS, 10 mM, pH 7,2, contendo 150
mM NaCl, ImM CaCl,, 1 mM MnCl,) a 37 °C, na auséncia (©) e na
presenca de proteina (o), (a) WGA (6 uL, 1,0 mg/mL) e (b) PNA (4 L,
1,0 mg/mL).

A Figura 59, mostra a funcdo de correlacdo C(q,t) adquirida no
angulo de espalhamento 6 = 90° e a respectiva distribuicdo do tempo de
relaxagdo A(t), para o anfifilico C1gPEGgeGICNAC (16). Na auséncia da
lectina o anfifilico auto-associa em nanoparticulas com diametro (2Ry =
11,5 nm) valor um pouco superior ao encontrado na secéo 7.5, pelo fato
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das particulas serem formadas em solugdo tampdo salino PBS. Apoés
adicdo de uma pequena quantidade da lectina WGA que apresenta
afinidade por résiduos GIcNAc, houve uma alteracdo significativa na
funcdo de correlagdo temporal demonstrando uma forte interacdo entre
WGA com o carboidrato GICNAc que esta recobrindo as nanoparticulas.
Os resultados de DLS mesmo em baixas quantidades de WGA,
mostraram grandes alteracbes nos tempos de distribuicdo em
comparacdo com quantidades maiores da lectina PNA citadas acima.
Conclui-se, que a lectina WGA apresenta uma atividade hemaglutinante
maior que a lectina PNA, fato que pode ser explicado pela presencade
dois sitios de ligacdo por molécula de WGA.
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Figura 59. Fungdo de correlacdo C(q,t) adquirida no angulo de
espalhamento 6 = 90° e a respectiva distribui¢do do tempo de relaxacéo
A(t), para uma solucdo de 0,5 mg/mL do anfifilico C1gPEGgyGIcNAC
(16) em solucgdo tampéo fosfato salino (PBS, 10 mM, pH 7,2, contendo
150 mM NaCl, 1 mM CaCl,, 1 mM MnCly) a 37 °C, na auséncia (o) e
na presenca (o) de proteina WGA (2 uL, 1,0 mg/L).
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9.3 Interagbes das nanoparticulas formadas a partir dos
anfifilicos 4¢PEGgGIcNAC e 4¢PEGgplac com as
lectinas WGA e PNA acessadas por DLS

A Figura 60, mostra a fungéo de correlacdo temporal adquirida no
angulo de espalhamento 6 = 90° e a respectiva distribuicdo do tempo de
relaxagdo A(t), para uma solucdo de 0,5 mg/mL do anfifilico
4$PEGggoLac (7), na presenca e auséncia de lectinas especificas.
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Figura 60. Funcdo de correlacdo temporal adquirida no angulo de
espalhamento 6 = 90° e a respectiva distribui¢do do tempo de relaxacéo
A(t), para uma solugéo de 0,5 mg/mL do anfifilico 4¢PEGggLac (7) em
solucdo tampdo fosfato salino (PBS, 10 mM, pH 7,2, contendo 150 mM
NaCl, 1 mM CaCl,, 1 mM MnCl,) a 37 °C, na auséncia (©) e na
presenca () de proteina (a) WGA (4 pL, 1,0 mg/mL) e (b) PNA (4 pL,
1,0 mg/mL).
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Observa-se na Figura 60 (a), que adi¢do da lectina WGA néo
perturbou o sistema mantendo uma boa curva de autocorrelagcdo bem
como 0s mesmos tempos de relaxacdo. Apds adicdo da lectina PNA
ocorreu uma forte pertubacdo nitidamente vista na funcéo de correlagdo
temporal e com consequéncia um aumento bastante significativo da
nanoparticula de 2Ry = 11,5 nm para 17,2 nm e também um
deslocamento na respectiva distribuicdo do tempo de relaxagdo dos
agregados, demonstrando uma forte interacdo especifica da proteina
com unidades de lactose que estdo na superficie das nanoparticulas.

Por fim, a Figura 61, mostra as respectivas distribui¢cGes dos
tempos de relaxacdo, A(t) a 90°, a partir das funcdes de autocorrelacdo
C(q,t) para solucbes de 1,0 mg/mL de 4¢PEGgpGIcNAC (6) em solugédo
tampao fosfato salino PBS na auséncia e na presenca das lectinas PNA e
WGA.

A Figura 61, é dividida em trés partes, a primeira parte mostra
gue as nanoparticulas esféricas, revestidas com as unidades do
carboidratos GIcNAc, ignoram em solucdo a adi¢do da lectina PNA,
mantendo a mesma distribuicdo dos tempos de relaxacdo, A(t), ndo
demostrando afinidade pela lectina PNA. Enquanto a segunda parte da
Figura 61 (b), mostra a interacdo das micelas esféricas com pequenas
quantidades da lectina WGA, levando a mudancgas na distribuicdo dos
tempos de relaxacdo e reforcando a presenca de interacdo especifica
entre a lectina e o carboidrato GICNAc que recobre as nanoparticulas.

A Figura 61 (c), mostra que apenas em grandes quantidades da
lectina WGA, é possivel detectar a distribuicdo dos tempos de relaxacao,
obtidos através da analise CONTIN por dois diametros distintos 70 e
365 nm. Este fato mostra que em pequenas adi¢es da lectina WGA a
diferenca encontrada nos perfis de DLS é somente atribuida a forte
interacdo da lectina com carboidratos, aumentando o tamanho e a
quantidade de agregados em solug&o.
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Figura 61. Respectivas distribuicdes dos tempos de relaxacdo, A(t) a
90°, a partir das fun¢bes de autocorrelacdo C(q,t) para solugcbes de 1,0
mg/mL de 4¢pPEGgyGIcNAc (6) em solucdo tampdo fosfato salino
(PBS, 10mM, pH 7,2, contendo 150 mM NaCl, 1 mM CaCl,, 1 mM
MnClI,) a 37 °C, na auséncia (o) e na presenga (e) de proteina, (a) PNA
(4 pL, 1,0 mg/mL), (b) WGA (2 uL, 1,0 mg/mL) ¢ (c) solugdo da lectina
WGA em solucdo tampdo (PBS, 10 mM, pH 7,2, contendo 150 mM
NaCl, 1 mM CaCl,, 1 mM MnCl,) a 25 °C.
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CAPITULO 10
CONCLUSOES

A sintese e caracterizacdo de anfifilicos formados a partir de
diferentes partes hidrofébicas funcionalizados com o monossacarideo
GIcNAc e o dissacarideo Lac e sua auto-associacdo em agua foram
relatadas pela primeira vez.

A estratégia sintética e as metodologias empregadas permitiram
obter com sucesso novos anfifilicos funcionalizados com hidratos de
carbono através de reacdes de cicloadicdo 1,3-dipolar de Huisgen entre
espécies funcionalizadas por um grupamento azida, de um lado, e um
alcino terminal do outro.

Com as devidas purificacdes e caracterizagbes, foi possivel obter
moléculas préprias.

Ambos o0s glicoconjugados espontaneamente auto-associam em
agua em micelas esféricas de didametro médio de 10 nm e uma estreita
polidispersdo como evidenciado por DLS, SAXS e experiéncias MET.
A capacidade das nanoparticulas de interagir com lectinas através de
ligacdes especificas foram investigadas por espalhamento de luz
dindmico, confirmando a possivel aplicacdo de tais glicoconjugados,
como sistemas de liberacdo de farmacos a sitios especificos.

Os anfifilicos antes da funcionalizacdo auto-organizam em
estruturas que deixam expostos 0s grupos azidas na extremidades
facilitando a funcionalizacdo das nanoparticulas por diferentes
sacarideos abrindo a possibilidade de segmentacdo por outros
receptores.

Demonstramos que é de extrema importécia o controle sobre cada
constituinte que compdem o anfifilico, pois com mudancas na fracao de
volume hidrofébico conseguimos mudar a morfologia das
nanoparticulas esféricas de 10 nm para vesiculas com tamanho
aproximado de 200 nm sem fazer uso da metodologia de preparacdo
indireta das nanoparticulas.

Os resultados apresentados na tese sdo promissores e
investigagdes futuras estdo previstas visando mudangas no balango
hidrofilico e hidrofébico, com o intuito de obter difentes morfologias
para segmentacao de variados receptores.

Existe ainda perspectiva da utilizacdo e validagcdo do potencial
dessas nanoparticulas no encapsulamento e liberacdo de farmacos e
também a investigacdo dos processos associativos através da dissolugéo
indireta seguida de didlise.
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Espectro 20. Espectro de IV (KBr) do composto 6.
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Espectro 22. Espectro de massa MALDI-TOF do composto 7.
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Espectro 24. Espectro de RMN *H (CDCls, 300 MHz) do composto 8.
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Espectro 25. Espectro de RMN **C (CDCls, 75 MHz) do composto 8.
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Espectro 26. Espectro de massa MALDI-TOF do composto 8.
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Analysis Info Acquisition Date  12/9/2009 10:26:52 AM
Analysis Name  D:\Data\Cermav\Alexandre Gongalves_26_01_3808.d
Method 09_07_2008_passeur+masse target mass=800_3808.m Operator Laure
Sample Name  Alexandre Gongalves Instrument esquire3000 plus
Comment PEG600-TS
4 mg/mL ds CH2CI2 dilue 1/40 eau/MeOH/CH2CI2
Acquisition Parameter
lon Source Type ESI lon Polarity Positive Alternating lon Polarity  off
Mass Range Mode Std/Normal Scan Begin 120 m/z Scan End 1000 m/z
Capillary Exit 139.0 Volt Skim 1 40.0 Volt Trap Drive 86.1
Accumulation Time 1070 ps Averages 20 Spectra Auto MSIMS off
Intens, +MS, 1.3min #:
x108 1+
635.3
1+
679.3
sl
<
15 Z
1+ +
7184 2
1+
7674
1+
591.3
1+
8114
1.0
2+
503.2
1+ rt! 1+
547.3 T 855.4
1+ 1+ 1+ n
613.3(} 657.3{] 701.4
i 2
1+ | i
525.3 {
05 i 45.
{
i
i
|
i
{
i
i
it m
00 -
800

Espectro 27. Espectro de massa ESI do composto 8.
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Espectro 28. Espectro de RMN *H (CDCls, 300 MHz) do composto 9.
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Espectro 29. Espectro de RMN **C (CDCl;, 75 MHz) do composto 9.
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Espectro 30. Espectro de massa MALDI-TOF do composto 9.
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Analysis Info
Analysis Name
Method
Sample Name
Comment

D:\Data\Cermav\Alexandre Gongalves_27_01_3809.d
09_07_2008_passeur+masse target mass=800_3809.m

Alexandre Gongalves

1 mg/mL ds CH2CI2 dilue 1/10 eau/MeOH/CH2CI2

Acquisition Parameter

Acquisition Date  12/9/2009
Operator Laure
Instrument esquire30!

10:39:55 A

00 plus

W mee A EU A AR AN AR, WY

"
stk

I

i
[P S )

A A

SR S

i

lon Source Type ESI fon Polarity Positive Alternating lon Polarity off
Mass Range Mode Std/Normal Scan Begin 120 m/iz Scan End 1000 m/z
Capillary Exit 139.0 Volt Skim 1 40.0 Volt Trap Drive 86.1
Accumulation Time 2504 ys Averages 20 Spectra Auto MS/MS off
Intens +MS, 0.7-1.2min #(21-33)
x1 1+
8013
(
1+
1+ 8454
8433
3
1+
887.4
2
8173
! 61.3
8314 | 8654 8755

i
i
W

820

840

860 880

Espectro 31. Espectro de massa ESI do composto 9.
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Espectro 32. Espectro de RMN *H (CDCl,, 300 MHz) do composto 10.
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Espectro 33. Espectro de RMN **C (CDCls, 75 MHz) do composto 10.
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Espectro 34. Espectro de massa MALDI-TOF do composto 10.
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Espectro 35. Espectro de RMN *H (CDCl,, 300 MHz) do composto 11.
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Espectro 36. Espectro de RMN **C (CDCls, 75 MHz) do composto 11.
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Espectro 37. Espectro de massa MALDI-TOF do composto 11.
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Espectro 38. Espectro de RMN *H (CDCls, 300 MHz) do composto 12.
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Espectro 40. Espectro de RMN **C (CDCls, 100 MHz) do composto 12.
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Espectro 41. Espectro de RMN **C (DMS0-d6, 100 MHz) do composto 13.
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Espectro 42. Espectro de RMN *H (DMSO-d6, 400 MHz) do composto 13.
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Espectro 43. Espectro de massa MALDI-TOF do composto 13.
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Espectro 46. Espectro de RMN **C (CDCls, 75 MHz) do composto 14.
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Espectro 47. Espectro de massa MALDI-TOF do composto 14.
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Espectro 48. Espectro de 1V (KBr) do composto 14.



245

GL688" 0

L5006
ThEze )

el

-ea

95999° _mr

4

5

619985/

[~ ©a
= e—t O
= =]
= o =
o3 — o
b Y
B e e e B e e e B e m e

Espectro 49. Espectro de RMN *H (MEOD, 400 MHz) do composto 15.
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Espectro 50. Espectro de RMN **C (MEOD, 400 MHz) do composto 15.
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Espectro 51. Espectro de IV (KBr) do composto 15.
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Espectro 52. Espectro de massa MALDI-TOF do composto 15.
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Espectro 53. Espectro de RMN *H(DMSO-d6, 400 MHz) do composto 16.



250

10.C
ppm

I
20.0

f
|
500 400 300

I
60.0

I
70.0

80.0

Zrer—_

SEPl—

6891

82Ll—

80.0 170.0 160.0 150.0 140.0 130.0 120.0 110.0 100.0 90.0

Espectro 54. Espectro de RMN 3C (DMSO-d6, 75 MHz) do composto 16.
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Espectro 55. Espectro de IV (KBr) dos compostos 15 e 16.
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Espectro 56. Espectro de massa MALDI-TOF do composto 16.
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Espectro 57. Espectro de RMN *H(DMSO-d6, 400 MHz) do composto 17.
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Espectro 58. Espectro de RMN *C(DMS0-d6, 75MHz) do composto 17.
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Espectro 59. Egpectro de massa MALDI-TOF do composto 17.
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resolucdo do composto 17.
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Espectro 61. Espectro de IV (KBr) do composto 15 antes da click chemistry

e do composto 17 depois da reacéo de click chemistry.
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Espectro 63. Espectro de RMN **C (CDCl;, 75 MHz) do composto 18.
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Espectro 66. Espectro de massa MALDI-TOF do composto 19.
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Espectro 67. Espectro de RMN *H (DMSO-d6, 400MHz) do composto 20.
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Espectro 68. Espectro de RMN *C (DMSO-d6, 75MHz) do composto 20.
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Espectro 69. Espectro de massa MALDI-TOF do composto 20.
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Espectro 71. Espectro de RMN **C (CDCls;, 75MHz) do composto 21.
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Espectro 72. Espectro de IV (KBr) do composto 21.
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Espectro 73. Espectro de massa MALDI-TOF do composto 21.
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Espectro74. Espectro de RMN H (DMSO-d6, 400MHz) do composto 22.
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Espectro 76. Espectro de IV (KBr) dos compostos 21 antes da click

chemistry e do composto 22 depois da reacdo de click chemistry.
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Espectro 77. Espectro de massa MALDI-TOF do composto 22.
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Espectro 78. Espectro de RMN *H (DMSO-d6, 300MHz) do composto 23.
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Espectro 80. Espectro de massa MALDI-TOF do composto 23.



277

£
£ | 2
e - |
— = ™~
= :
il 2
_
o
% O‘
L S
= g
ol
£/ 8
6EE PG o &
pesee— — .| ’
066'Le i
bigge— v 3 5
28074 £
ShbEL-
Ee A - ©
= | o
Eos JE—— 2
£€2'LL B £
—ggs — ) —4
669 24— =
ey |

——

1700 1600 1500 1400 1300 1200 110.0 100.0 900 800 70,

e
Li€86

99E'6OL—
ey A, —

gogoLy
Espectro 81. Espectro de RMN **C (CDCls;, 75MHz) do composto 24.

MWWWWWWMWMMf MMWWMW




278

Analysis Info
Analysis Name
Method
Sample Name
Comment

Acquisition Parameter

D:\Data\CIRE\AG 091203.d

08_07_2008_passeur+masse target mass=800.m

Alexandre Gongalves

tache 1 sucre(385)
CiyHa N0

1 mg/mL ds H20 dilue 1/10 eau/MeOH/CH2CI2

Acquisition Date

Operator
Instrument

12/10/2009 3:54:13 P.1

Laure
esquire3000 plus

lon Source Type ESI lon Polarity Positive Alternating lon Polarity off
Mass Range Mode Std/Normal Scan Begin 120 m/z Scan End 1000 m/z
Capillary Exit 115.0 Volt Skim 1 40.0 Volt Trap Drive 53.2
Accumulation Time 94 us Averages 20 Spectra Auto MSIMS off
Intens. "+ +MS, 0.1-0.3min #(3-7
x106 1:{(\+M
386.
1+
330.1
6
4
&
e |
1
408.1
24
ekl
1+ V(lv\L\
1500 s TSRO
2100 771.2 Y!w l
i 1
| 793.2
H
H
| 267.1
2421 i £
i Eood i
04uet ] L LLLI N S X1 L honicad Sssdicsh A
200 300 400 500 600 700 800 miz
Espectro 82. Espectro de massa ESI do composto 24.
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Espectro 83. Espectro de RMN **C (DMS0-d6, 75MHz) do composto 25.
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Analysis Info
Analysis Name

Iviethod

Sample Name

Comment

D:\Data\CIRE\AG 091202.d
09_07_2008_passeur+masse target mass=800.m
Alexandre Gongalves

sucre desac(259)

C11H17NO6

1 mg/mL ds H20 dilue 1/10 eau/MeOH/CH2CI2

Acquisition Parameter

Acquisition Date  12/10/2009 3:42:28 PM

Operator Alexandre Gongalves
Instrument esquire3000 plus

lon Source Type ESI lon Polarity Positive Alternating lon Polarity off
Mass Range Mode Std/Normal Scan Begin 120 m/z Scan End 1000 m/z
Capillary Exit 139.0 Volt Skim 1 10.0 Volt Trap Drive 86.1
Accumulation Time 2230 ps Averages 20 Spectra Auto MS/IMS off
Intens. % +MS, 1.4min #36,
x107 1+ (S el
2821
1.2
1.0
o
| 204N
1+
0.8 541.2
0.6
|
1+ |
138.0
0.4
] 14+ 451 3
b2 1+ 3384
168.0 2040 { 371 1
| |
186.0 | 2981 | 568.5
1 2601 k 6364
506.3 l J L
0.0] daddbiidu s uum‘,,i:lm_lﬂ_ hde _L)L Wb 'J.l whidi . J‘u il 3 s .Ldl
400

200

600 miz

Espectro 84. Espectro de massa ESI do composto 25.



Tabela S1. Pardmetros fixados durante o processo de fitting dos perfis de

SAXS dos anfifilicos

ClngGgooLaC 40 mg/mL

C18PEGgyGIcNAC 40 mg/mL

PEGgOO (C2H4O — 44g/m0|) —~—N=20

Dpeg = 1,08 gcm™®

Vpes = 6,76 x 102 cm®

opes = 10 x 10%° cm™®

Gizo = 9,46 x 10%° cm (electron
density: 0,336 A%

Penain = 7,30 x 102 cm (fixo)

d = 1 (fixo)

dc1g = 0,78 gcm'3

Vg = 4,60 x 1022 cm® (V=M/d,Np)

oc1s = 6,63 x 10 cm
Ohzo = 9,46 x 10%° cm™ (electron

density: 0,336 A%)

Peore =-2,83 X 100 x 4,60 x 102 =-

1,30 x 10" (fixo)

(C,H40 — 44g/mol) — N = 20
Dpes = 1,08 gem®

Vpes = 6,76 x 102 cm®

opeg = 10 x 101 cm’2

Oz = 9,46 x 10" cm™ ( 0,336 A%)

Brnain = 7,30 x 102 cm (fixo)

d =1 (fixo)

dcis = 0,78 gem®

Vg = 4,60 x 102 cm?® (V=M/d,Np)
Oc1s = 6,63 x 10 cm™

g0 = 9,46 x 10" cm (0,336 A%

Peore =-2,83 X 1010 4,60 x 102=-

1,30 x 10" (fixo)

281



