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Resumo

O desenvolvimento de novos sistemas terapéuticos coloca um grande desafio a descoberta de
novos nanomateriais. No entanto, na natureza a nanotecnologia é frequentemente utilizada,
onde nanoarquiteturas poliméricas desempenham um papel central em sistemas biolégicos.

Os principais objetivos ao longo do trabalho desenvolvido nesta tese de mestrado
concentraram-se na sintese de nanoparticulas organicas com potencial aplicagdo em sistemas
de veiculagdo de farmacos. Para esse efeito, produziram-se nanoestruturas a partir de
polimeros anfifilicos sintetizados com base na incorporacdo de 3 unidades diferentes,
nomeadamente de poli(etileno glicol) (PEG), uma unidade de sacarose e um derivado de
colesterol.

Os polimeros sintetizados foram caraterizados por ressondncia magnética nuclear (RMN),
espetroscopia de massa (MALDI — TOF) e polarimetria. O comportamento dos polimeros em
solugéo aquosa foi estudado por espetroscopia de fluorescéncia, utilizando pireno como sonda
fluorescente.

Os métodos de sintese das nanoparticulas utilizados foram: o método de emulsificagdo com
evaporagao do solvente, nanoprecipitagdo e fluido supercritico. Para a realizagdo do ultimo
método foi construida uma autoclave artesanal, de forma a ter o CO, como fluido supercritico.
As nanoparticulas obtidas foram caraterizadas por dispersdo dindmica de luz (DLS),
microscopia de forga atémica (AFM), microscopia eletronica de varrimento (SEM) e microscopia
eletrénica de transmissao (TEM).

As nanoparticulas poliméricas obtidas pelo método de nanoprecipitagdo apresentaram
diametros médios de 90 nm e morfologia esférica. No entanto, a tecnologia de fluidos
supercriticos, apesar de ter conduzido a diametros médios ligeiramente superiores (150 nm) as
do método anteriormente referido, devera ser uma técnica com elevado potencial, uma vez que
nao € necessaria a utilizagdo de solventes organicos, constituindo por isso um processo

alternativo mais verde.

Palavras-Chave: Nanoparticulas Poliméricas, Fluidos Supercriticos, Nanoprecipitagao,

Emulsificacdo, Sacarose, PEG, Acido Colico.
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Abstract

The development of new therapeutic systems constitutes a major challenge in the discovery of
new nanomaterials. On the other hand, nanotechnology is often used in nature, where
polymeric nanoarchitectures play a central role in biological systems.

The main objective of this master thesis was the synthesis of organic nanoparticles with
potential application in drug delivery systems. In this study, nanostructures were prepared from
amphiphilic polymeric conjugates composed of poly (ethylene glycol) (PEG), containing a sugar
moiety (sucrose) and a cholesterol derivative.

The synthesized polymers were characterized by nuclear magnetic resonance (NMR), mass
spectroscopy (MALDI — TOF) and polarimetry. Fluorescence spectroscopy (FS), using pyrene
as a fluorescent probe, was applied in order to study the self-aggregation behaviour of the
conjugates in aqueous solution.

The nanoparticles were prepared by different methods: emulsification with solvent evaporation,
nanoprecipitation and supercritical fluid. To perform the last method a handmade autoclave was
built, to use CO; in its supercritical fluid.

The obtained nanoparticles were characterized by dynamic light scattering (DLS), atomic force
microscopy (AFM), scanning electron microscopy (SEM) and transmission electron microscopy
(TEM).

Polymeric nanoparticles with an average diameter of 90 nm and spherical morphology were
obtained by the nanoprecipitation method. Through supercritical fluid technology, polymeric
nanoparticles with an average diameter slightly greater were obtained (150 nm). However, this
is a high potential technology because it avoids the use of organic solvents, providing a greener

method.

Keywords: Polymeric Nanoparticles, Supercritical Fluids, Nanoprecipitation, Emulsification,

sucrose, PEG, cholic acid.



Nanoestruturas Organicas Anfifilicas: Sintese e Caraterizagao




Nanoestruturas Organicas Anfifilicas: Sintese e Caraterizagao

Abreviaturas

*C RMN Ressonancia magnética nuclear de carbono

'H RMN Ressonancia magnética nuclear de protao

4 Potencial zeta

(n) Massa molecular média

(ola) Oleo em agua

(% p/p) Percentagem em peso/peso

[a]?” Rotagao 6ptica, risca D do Sédio (589 nm) e a temperatura de 20°
Amax Comprimento de onda maximo

) Desvio quimico

Ac Grupo acetilo

Ar Grupo aromatico

AFM Microscopia de forga atémica

AcOEt Acetato de etilo

BHE Barreira hematoencefalica

Bn Grupo Benzilo

CAC Concentragao associagao critica

COosy Espetroscopia de correlagdo homonuclear

CP Ponto Critico

DCC Diciclohexilcarbodiimida

DLS Dispersao dindmica de luz

DMAP 4-(dimetilamino)piridina

DMF Dimetilformamida

FS Fluido supercritico

ESD Emulsificagao difusao solvente

eq. Equivalente

HMQC Espetroscopia de correlagdo heteronuclear a uma ligagéao
HMBC Espetroscopia de correlagédo heteronuclear a multiplas ligagoes
M Molar

m Multipleto

MALDI — TOF Espetrometria de massa por ionizagdo e dessorgao a laser assistida

por matrix tempo-de-voo

MWCO Taxa de admissao de peso molecular
N Normalidade

NPPs Nanoparticulas poliméricas

Pc Pressao critica

ppm Partes por milhdo

PAA Poli(acido acrilico)

PBCA Poli(butil cianoacrilato)

PCL Poli(s-caprolactona)
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PE Polietileno

PEI Poli(etilenocimina)

PEG Poli(etileno glicol)

p.f. Ponto de fusao

PGA Poli(acido glicolico)

PLA Poli(acido lactico)

PLGA Poli(lactido-co-glicolido)

pH Potencial de hidrogénio
PMMA Poli(metilmetacrilato)

PS Poli(estireno)

Rf Fator de retencao

s Singuleto

Sac. Sacarose

SEM Microscopia eletronica de varrimento
Te Temperatura critica

t.a. Temperatura ambiente
TBDPSCI Terc-butildifenilclorossilano
THF Tetrahidrofurano

TLC Cromatografia em camada fina
TBAF Fluoreto de tetrabutilaménio
TEA Trietilamina

TEM Microscopia eletronica de transmissao
TMS Tetrametilsilano

TP Ponto triplo
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Objetivos

Os principais objetivos ao longo do trabalho desenvolvido nesta tese de mestrado
concentraram-se na sintese de nanoparticulas organicas com potencial aplicagdo em sistemas
de veiculagdo de farmacos. Para esse efeito, produziram-se nanoestruturas a partir de
polimeros anfifilicos sintetizados com base na incorporacdo de 3 unidades diferentes,
nomeadamente de poli(etileno glicol) (PEG), uma unidade de sacarose e um derivado de
colesterol.

Os polimeros sintetizados foram caraterizados por ressondncia magnética nuclear (RMN),
espetroscopia de massa (MALDI — TOF) e polarimetria. O comportamento dos polimeros em
solugéo aquosa foi estudado por espetroscopia de fluorescéncia, utilizando pireno como sonda
fluorescente.

Os métodos de sintese das nanoparticulas utilizados foram: o método de emulsificagdo com
evaporagao do solvente, nanoprecipitagdo e fluido supercritico. Para a realizagdo do ultimo
método foi construida uma autoclave artesanal, de forma a ter o CO, como fluido supercritico.
As nanoparticulas obtidas foram caraterizadas por dispersdao dindmica de luz (DLS),
microscopia de forga atémica (AFM), microscopia eletronica de varrimento (SEM) e microscopia

eletrénica de transmissao (TEM).
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.1 Nanotecnologia

Com o avanco da interdisciplinaridade nas areas de Quimica e Ciéncia dos Materiais existe um
crescente interesse no desenvolvimento e aplicagdo de estruturas a escala nanométrica. O
estudo de moléculas e agregados com esta dimensido s6 é possivel devido aos recentes
avangos no dominio da instrumentagédo analitica, que permitem uma analise estrutural mais
detalhada e compreensao das propriedades a nivel molecular. O interesse fundamental das
nanoestruturas reside no facto da sua dimensdo atribuir-lhes um grau significativo de

funcionalidade com novas propriedades a nanoescala [1].

.11.1  Nanomateriais

Existe um grande desafio para a descoberta de nanomateriais com o intuito de desenvolver
novos sistemas terapéuticos. No entanto, na natureza a nanotecnologia é frequentemente
utilizada, onde nanoarquiteturas poliméricas desempenham um papel central nos sistemas
biolégicos. A eficiéncia da natureza na construgdo e montagem dos seus blocos basicos
constituintes, de forma versatili na escala submicrométrica, tém impulsionado quimicos
sintéticos a desenvolver nanoestruturas procurando mimetizar a natureza [2].

Nos ultimos anos, um esforgo significativo tem sido dedicado ao desenvolvimento da
nanotecnologia para aplicagdes bioldgicas e médicas [2-4]. Por exemplo, constata-se um
crescente potencial no diagndstico e terapéutica de doengas, o qual passa pela aplicagao de
polimeros biodegradaveis, nanoparticulas, ciclodextrinas, dendrimeros, lipossomas e lipidos
baseados em nanocarriers (sistemas de particulas coloidais), nanofibras, nanofios e nanotubos

de carbono [5].

.1.2 Nanoparticulas

As nanoparticulas quando utilizadas em sistemas de veiculagdo de farmacos tém vantagens
notaveis, tais como: a capacidade de passar através dos vasos capilares de menor dimensao
devido ao seu pequeno volume, evitando a detegédo pelo sistema mononuclear fagocitario,
permitindo uma duragéao prolongada no fluxo sanguineo e por conseguinte reduzir a quantidade
de farmaco necessaria para se observar o efeito terapéutico; penetrar nas células e nos tecidos
para chegar aos 6rgaos alvo, tais como figado, bago, pulmao, medula espinal e linfa; eventuais
propriedades de libertagdo controlada; melhorar a utilidade dos farmacos através de uma
distribuicdo mais seletiva dos mesmos, com consequente aumento do indice terapéutico e
reducao dos efeitos secundarios téxicos [6].

As nanoparticulas poliméricas (NPPs) tém sido utilizadas para a veiculagdo de farmacos e/ou
biomoléculas. De acordo com a literatura, de uma forma geral as NPPs utilizadas tém
dimensdes entre 10 a 1000 nm e possuem varias morfologias, tais como nanoesferas,
nanocapsulas, nanomicelas, nanolipossomas e nanofarmacos, etc [6].

Como sistema de veiculagdo de farmacos as nanoparticulas podem aprisionar farmacos ou
biomoléculas nas suas estruturas e/ou adsorve-las sobre a superficie exterior (Fig. I-1). As
nanoparticulas tém sido amplamente utilizadas na veiculagdo de farmacos, polipeptideos,

proteinas, vacinas, acidos nucleicos, genes, etc [6].
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Nanoesferas Nanocapsulas

Farmaco Farmaco Adsorvido Farmaco
Aprisionado a Superficie Aprisionado

Figura I-1 — Representagdo esquematica de nanoparticulas poliméricas utilizadas em estratégias de
distribuicdo de farmacos. Os farmacos ou sao aprisionados no interior ou adsorvidos sobre a superficie
(adaptado [7])

As pesquisas feitas nesta area tém-se concentrado essencialmente em quatro aspetos: (1)
selegcido e combinagao de materiais de suporte para obter a velocidade apropriada de libertagao
de farmaco; (2) modificagao da superficie das nanoparticulas para melhorar a sua capacidade
de direcionamento, consoante o alvo pretendido; (3) otimizagdo dos métodos de preparagao
das nanoparticulas para que haja a possibilidade de produgdo a escala industrial; (4)
investigacdo de um processo dinamico in vivo para revelar a interagdo das nanoparticulas com
o organismo e direciona-las para os tecidos e érgaos [6].

Alguns aspetos diferentes sobre as NPPs foram analisados por varios grupos de investigagao.
Pinto Reis et al. fez uma excelente revisdo em 2006, concentrando-se nos varios métodos de
sintese e encapsulamento de diferentes moléculas bioativas em NPPs [8]. Kumari et al.
resumiu os efeitos do encapsulamento de diferentes farmacos em varias NPPs biodegradaveis
[7]. Procedimentos para producdo em massa de formulagdes farmacéuticas, tratamento pés
sintese e estudo de métodos para a obtengcdo de nanoparticulas marcadas in vitro e in vivo,
foram revistos por Vauthier e Bouchemal [9]. Rao e Geckeler, em 2011, publicaram um artigo
de revisao sobre diferente técnicas de preparagdo de diferentes NPPs, dando particular

destaque ao controlo do tamanho das particulas em fungéo de varios parametros [10].

1.1.3 Exemplos de polimeros utilizados em sistemas de veiculagao de
farmacos

Os materiais poliméricos utilizados na preparagdo de nanoparticulas para a veiculagdo de
farmacos deverao ser biocompativeis e biodegradaveis. Encontram-se descritos na literatura
varios materiais poliméricos usados com este objectivo, nomeadamente: poli(acido lactico)
(PLA) (Fig. I-2 (a)), poli(acido glicdlico) (PGA) (Fig. I-2 (b)), policaprolactona (PCL) (Fig. I-2 (c)),
poli(acido acrilico) (PAA) (Fig. I-2 (d)), proteinas, polipeptideos (tais como gelatina) e

polissacarideos [6], sendo estes usados com especial relevancia.

0] 0 o o. OH
HO ° OJ\’(OH H o OH ‘[O_(CHz)SJ%
(0] n n " n
(a) (b) (c) (d)

Figura I-2 — Estruturas das cadeias repetitivas dos seguintes polimeros: (a) PLA; (b) PGA; (c) PCL; (d)
PAA

As cadeias de polissacarideos tém diferentes propriedades fisico-quimicas e bioldgicas em
fungdo da natureza estrutural das suas unidades constituintes [11]. Assim, enquanto que

alguns polissacarideos, tais como o dextrano e as ciclodextrinas, ttm uma carga neutra, outros,
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tais como o quitosano sao carregados positivamente e finalmente, polissacarideos tais como os
alginatos, o acido hialurénico (Fig. 1-3 (c)) e a heparina sao carregados negativamente. Por
outro lado, os polissacarideos podem ser de cadeia linear, como por exemplo, o dextrano (Fig.
I-3 (a)), o quitosano (Fig. I-3 (b)) e o acido hialurénico, ou em contrapartida ciclicos, tais como

as ciclodextrinas [11].

(¢]
0 o. oM OH
OOH ° HOH,C HO NH, o/&/ lo)
o
OH|n o OHE&&O T HO ™ o ™~ OH
OH NH, CH,OHln )\
OH oH m o n
(@) (b) (c)

Figura I-3 — Estruturas das cadeias respetivas aos seguintes polimeros: (a) Dextrano; (b) Quitosano; (c)
Acido Hialuriénico
Consultando a literatura, constata-se que os polimeros de etileno glicol (PEG) apresentam
algumas caracteristicas tipicas, nomeadamente: nao iénicos, sollveis em agua e possuem
propriedades fisico-quimicas dependentes do efeito da sua cadeia (longa). Estes polimeros
possuem uma vasta aplicagao industrial [12].
Por outro lado, polimeros a base de agucar, geralmente conhecidos como poli(vinil sacarideos),
tém evidenciado uma variedade de possiveis aplicagdes [13,14]. O método mais amplamente
utilizado para a sintese de poli(vinil sacarideos) & baseado em polimerizagdes de radicais livres
de acgucares vinilicos [15]. Neste sentido, o grupo de investigagdo onde estou integrado,
desenvolveu varios métodos de sintese de novos copolimeros de derivados da sacarose e
estireno [16-18].

1.1.3.1 Sacarose

A sacarose ou 1-O-(B-D-frutofuranosil)-a-D-glicopiranose, € um dissacarideo, que consiste na
unido de dois monossacarideos, a a-glucose e a frutose, por uma ligagao glicosidica (Fig. 1-4)
[19].

O que é notavel na estrutura da sacarose e que contraria a maioria dos polissacarideos, reside
no facto da ligagao glicosidica ser formada pelos dois carbonos anoméricos. Assim, a sacarose
€ um agucar nao redutor [20].

Glucose Frutose

Ligacao glicosidica

Figura I-4 — Estrutura da Sacarose, com indicacdo dos dois monossacarideos e a respetiva ligagéo
glicosidica

A conformacgao da sacarose depende, entre outras condi¢des, do solvente em que se encontra

[19]. Assim, constata-se que em solvente organico aprético a geometria molecular é
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caraterizada por uma forte ligagdo hidrogénio envolvendo o O-2 e o OH-1’ (Fig. I-5 (a)),
enquanto que em meio aquoso, ocorre a incorporagdo de uma molécula de agua (Fig. I-5 (b))
[19].

OH OH
0 0
HO OH HO
D L LR o
H-O o 0 H-O o)
\ o w0 0o
H—0O ‘~-H-0O
yo

(a) (b)

Figura I-5 — Geometria molecular em diferentes meios: (a) solvente organico e (b) agua

Em primeiro plano surge logo de forma evidente as diferengas de reatividade existentes entre
hidroxilos primarios e secundarios. Todavia, estas diferengas ndo sdao meramente causadas
por efeitos de impedimento estereoquimico, nao se observando sempre o mesmo tipo de
reatividade dos hidroxilos [21].

A ordem de reatividade é extremamente influenciada pela natureza do eletréfilo, pelo
catalisador utilizado e pelo solvente usado (modo como os reagentes sao solvatados) [21].
Verifica-se que em reagdes de acilagao, alquilagao, oxidagao e halogenagao, a reatividade dos
hidroxilos obedece frequentemente a seguinte ordem: OH-6 >> OH-6 >> OH-1’,
essencialmente quando se trata de reagentes muito impedidos [19].

De acordo com a literatura constata-se que na quimica dos agucares se usa frequentemente
como grupo protetor o terc-butildifenilsilano (TBDPS) (grupo volumoso). A ordem de reatividade
observada é a seguinte: OH-6" >> OH-6 >> OH-1’ [22]. Por exemplo, em reagdes que ocorram
em meio basico, com formacgao do ido alcoxido, a reatividade dos hidroxilos obedece a outra
ordem: O-2 >> O-1' >> 0-3’ >> 0-6 >> 0-6’ [22].

Neste contexto, um dos desafios da quimica dos glucidos debate-se com a utilizagdo de grupos
protetores, que permitam a diferenciagao dos varios grupos hidroxilo (régio diferenciagao).

Por modificagdo de qualquer um dos oito grupos hidroxilo, tirando partido do jogo de
protecao/desprotegao, pode explorar-se a reatividade de locais seletivamente modificados.
Existem varios procedimentos descritos e largamente utilizados que permitem manipular as
diferentes posigdes [23].

Consultando a literatura verifica-se que os compostos de silicio sdo usados como grupos
protetores. Com efeito verifica-se que sao incorporados com bons rendimentos, sendo estaveis
num largo espetro de condi¢cdes reacionais e que podem ser posteriormente removidos na
presenga de outros grupos funcionais existentes na molécula [24].

A protegao seletiva é possivel utilizando apenas 1 eq. de terc-butildifenilclorossilano (TBDPSCI)

e controlando o tempo de reagéao, evitando assim a formagao de misturas complexas.

1.1.3.2 Alguns exemplos de esteroides

Uma importante classe de lipidos sdo os esteroides muito conhecidos pelo seu esqueleto
tetraciclico (trés anéis de seis e um anel de cinco membros, Fig. 1-6). Os quatro anéis sao
designados por A, B, C e D, conforme indicado, e a numeragao dos atomos de carbono é muito
peculiar. Os substituintes designados por R sdo muitas vezes grupos alquilo, mas podem ser

8
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grupos funcionais. O substituinte em C-17 pode variar consideravelmente. Os grupos
funcionais substituintes encontram-se normalmente nas posi¢des C-3, C-4, C-7, C-11, C-12 e
C-17.

Figura -6 — Estrutura geral de esteroides

A estrutura geral de um esteroide (Fig. I-6) tem sete centros quirais (carbonos 5, 8, 9, 10, 13,
14 e 17), o que significa que podem ter até 128 estereocisémeros.

Os esteroides sdo amplamente encontrados em animais e estdo associados a um certo
numero de processos fisioldgicos. Na Fig. |I-7 estdo indicados dois exemplos de esteroides
importantes. Em quimica farmacéutica frequentemente perante uma determinada molécula
alvo, parte-se de um composto natural que possua as propriedades bioldgicas desejadas,
tentando eliminar-se os efeitos secundarios indesejaveis através da modificagdo da respetiva

estrutura [25].

Figura I-7 — Estrutura do (a) colesterol e do (b) acido cdlico

O colesterol (Fig. I-7 (a)) é essencial para toda a vida animal uma vez que a sua presenga &
necessaria nas membranas celulares para estabelecer uma correta permeabilidade da
membrana e como tal existe em grande quantidade. Um dos seus derivados, o acido colico
(Fig. I-7 (b)), é facilmente sintetizado. Com efeito, € uma molécula anfifilica, apresentando uma
parte hidrofébica (grupos metilo orientados para fora da molécula), e outra parte hidrofilica
(grupos hidroxilos orientados para o interior da molécula). Os grupos hidroxilos tém muita
facilidade em formar pontes de hidrogénio e ligagdes de Van der Walls, o que devera permitir o

acoplamento de farmacos ou biomoléculas [26].

.2 Métodos de preparacao das nanoparticulas

As NPPs podem ser sintetizadas por diversos métodos, dependendo da aplicagao pretendida e
das carateristicas fisico-quimicas do farmaco alvo [7]. Neste sentido, o método escolhido para
a preparagao das nanoparticulas vai contribuir acentuadamente para obter as NPPs com as
propriedades necessarias para uma aplicagdo em particular e consequentemente para o

alcance dos obijetivos pretendidos.
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.21 Nanoprecipitagao

Este método de produgdo de NPPs foi desenvolvido pela primeira vez por Fessi et al. [27]. O
principio basico desta técnica baseia-se na emulsificagdo espontanea da fase orgénica
contendo o polimero dissolvido na fase aquosa (Fig. I-8). O polimero é dissolvido num solvente
miscivel em agua, geralmente acetona, sendo esta solugdo adicionada a uma solugdo aquosa
(na presenga ou na auséncia de um surfatante), sob agitagdo [28,29]. A natureza e

concentragao do surfatante podem influenciar o tamanho das particula obtidas [30].

Evaporagao do
solvente

Solugdo Organica:
Polimero + Farmaco +
Solvente Polar + Surfatante'

Solugdo Aquosa:
Estabilizada em agua, com
agitagdo + Surfatante”

Figura 1-8 — Representacdo esquematica do método de nanoprecipitacdo, o surfatante* & opcional
(adaptado [31])

Devido a difusdo espontanea da solugao polimérica, sao formadas NPPs instantaneamente na
tentativa de evitar as moléculas de agua [32]. A adigdo progressiva da solugdo organica de
polimero a solugdo aquosa, conduz a formagdo de uma suspensao coloidal com NPPs com
tamanho bem definido, aproximadamente 200 nm de didmetro, que é caraterizada por uma
distribuicdo monodispersa de tamanhos [33]. Para que seja possivel obter as NPPs com as
propriedades fisico-quimicas desejadas ¢é necessario ajustar cuidadosamente as
concentragbes das substancias, a proporgado entre a fase organica e fase aquosa, a taxa de
injecdo da fase organica, bem como a velocidade de adigdo (todos estes parametros devem
ser controlados). No entanto, € ainda dificil controlar todo este processo na obtengao de NPPs,
tendo em vista a sua utilizagdo em sistemas de libertagdo controlada de farmacos. Por isso,
uma plataforma de microfluidos pode ser uma ferramenta promissora para a formagao
controlada de NPPs, onde o fluxo hidrodindmico assegura uma mistura rapida do solvente com
0 nao solvente nos canais microfluidicos, sendo o fluxo ajustado consoante a necessidade [33].
Outro desenvolvimento recente é o aparecimento da automatizagao para nanoprecipitagdo com
uma elevada taxa de transferéncia de experimentagédo, com base em pipetagem através de um
robd e impressao a jato [34,35].

A aplicagao deste método tem sido feita em alguns materiais poliméricos, tais como PLA [36],
PLGA [37] e PCL [38], incluindo os peptideos [39] e os farmacos [40].

.2.2 Emulsificagdo com métodos de remogao do solvente

Estes métodos envolvem dois passos principais: a emulsificagdo da solugao do polimero numa
fase aquosa e subsequente evaporagido do solvente organico, o que induz a precipitagdo das
nanoparticulas. O sistema emulsionado requer frequentemente duas fases imisciveis e um
surfatante, mas os métodos utilizados para obter a dispersdo de uma fase na outra podem ser

diversificados [9]. A precipitagdo do polimero pré-formado em nanogotas é conseguida através
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da remogao do solvente polimérico por diferentes métodos, tais como a evaporagdao do
solvente, a difusdo rapida do solvente das nanogotas para a fase aquosa apds a diluicdo ou
por salting out. De um modo geral, emulsdes simples de 6leo em agua (o/a) levam a produgao
de nanoesferas [10,41]. Nanocapsulas com um nucleo de 6leo podem ser preparadas por
adicdo de uma pequena quantidade de 6leo a fase organica [42]. A multipla emulsdo agua em
6leo em agua (a/o/a) € um método que pode ser utilizado para preparar nanocapsulas com um

nucleo aquoso [43,44].

.2.3 Emulsificagdao com evaporagao do solvente

Este foi o primeiro método desenvolvido para preparar NPPs a partir de um polimero pré-
formado (Fig. 1-9). Gurny et al. estiveram envolvidos num trabalho pioneiro aplicado a
polimeros biodegradaveis para sintetizar sistemas transportadores de farmacos [45].

Nesta metodologia, o polimero é primeiramente dissolvido num solvente organico. Inicialmente,
solventes como o diclorometano e o cloroférmio foram muito utilizados, mas no entanto, devido
a sua toxicidade tém sido substituidos por acetato de etilo. A solugdo organica resultante é
dispersa em nanogotas numa solugdo aquosa (fase continua), utilizando um agente de
disperséao e alta velocidade de homogeneizagao. Apds a formagado de uma emulséo estavel, a
suspensao de nanoparticulas é resultante da evaporagao do solvente, ao difundir-se pela fase
continua da emulsao [46]. O solvente é evaporado, quer por agitagdo magnética continua a

temperatura ambiente ou recorrendo a pressao reduzida [47].

Evaporagéao
do Solvente

f Solugio Organica: )
§ Polimero + Farmaco em agua §
. num solvente ndo miscivel #

) "olu -usa': |
Estabilizada em agua, com
Vagitagéo

Figura 1-9 — Representacdo esquematica da técnica de emulsificacdo com evaporagdo do solvente
(adaptado [8])

Este método tem sido aplicado na preparagdgo de NPPs de poli(acido lactico) (PLA),
poli(lactido-co-glicolido) (PLGA) e poli(e-caprolactona) (PCL), utilizando Pluronico F68 como
surfatante [46]. Este também pode ser aplicado a copolimeros anfifilicos, como por exemplo
PEG-PLA, PEG-PLGA, PEG-PCL e PCL-polissacarideo [48]. No entanto, este método s6 pode
ser aplicado aquando se pretende usar farmacos lipossollveis. Quando se pretende aumentar
a escala de produgdo normalmente recorre-se a métodos alternativos de baixa energia de

homogeneizagao [8].

.2.4 Emulsificagao com difusao do solvente (EDS)

Neste método (Fig. I-10) o polimero é dissolvido num solvente hidrossolivel e saturado em
agua. [49]. A saturagdo do solvente é conseguida através da mistura de volumes iguais de
agua e solvente orgéanico e aguardar pela separagéo de fases. De seguida a solugéo saturada

€ emulsionada numa solugao aquosa contendo o surfatante. Assim que é obtida a emulsao de
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6leo em agua (o/a), a diluicdo com excesso de agua promove a difusdo do solvente organico
contido nas goticulas dispersas para a fase externa, que conduz a formagao de nanocapsulas

ou nanoesferas [50].

Fases de Fases de
Saturacao preparagao

Diluigdo e Formagao
de nanoparticulas

Emulsificacao

Figura 1-10 — Representacdo esquematica do método de difusdo do solvente de emulsdo. Em 1 o
solvente hidrossoluvel esta saturado com agua. Em 2 a agua saturada com o solvente organico. No 3 a
fase organica composta por polimero (2% p/p) e 6leo (5% p/p) em (10 mL) da fase 1. No 4 a fase aquosa
constituida por agua (40 mL) e surfatante (2,5% p/p). O 5 mostra a emulsificagao e por fim no 6 tem-se a
diluicdo com 200 ml de agua (adaptado [9])

Esta técnica apresenta varias vantagens, tais como alta eficiéncia de encapsulamento,
facilidade na transigdo para a escala industrial, alta reprodutibilidade, simplicidade e baixa
distribuicdo de tamanhos para as nanoparticulas obtidas [8]. Deste modo, o método EDS foi
usado com sucesso na preparagao de nanoparticulas biodegradaveis, de uma forma eficiente e

reprodutivel [51].

.2.5 Emulsificacao de Salting out Reverso

Este método (Fig. I-11) € uma modificagdo do método EDS discutido acima e a principal
diferenga resulta da composicdo da emulsdo. O polimero é inicialmente dissolvido num
solvente totalmente miscivel em agua, como por exemplo acetona, e a emulsificagdo desta
solugdo numa fase aquosa é conseguida pela dissolugdo de uma elevada concentragao de sal
ou de sacarose na fase aquosa [52]. Uma vez que estes compostos se dissolvem em agua, as
propriedades de miscibilidade da agua em solventes tais como acetona sdo modificadas. Um
efeito de salting out reverso é entao obtido por diluigdo com um volume suficiente de agua que
permita a difusao da acetona dentro das nanogotas para a fase aquosa, devido a redugao da
concentragao de sacarose ou de sal, induzindo assim a formagao de nanoesferas. O solvente e
o0 agente de salting out sao eliminados por filtragdo, com o auxilio de membranas de fluxo

cruzado [52].

Difusédo da acetona
numa fase aquosa

f Solucio Organica:
] Polimero + Farmaco em
acetona

Solugio Aquosa:
Agente de Salting Out
_estabilizado em agua #
Figura I-11 — Representacdo esquematica da técnica de salting out (adaptado [8])

Este método é utilizado para o encapsulamento de farmacos lipofilicos [54].
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.2.6 Dialise
O método de dialise foi usado com sucesso para preparar as NPPs com uma baixa distribuicao
de tamanhos. Em geral o polimero é dissolvido num solvente organico, colocado dentro de um
tubo de dialise com um peso molecular de corte apropriado, e processadas na auséncia de
solvente. Os pré-requisitos basicos sdo a miscibilidade dos solventes e a existéncia de
solugdes diluidas de polimero. A deslocagido do solvente no interior da membrana resulta da
agregacao do polimero devido a uma perda de solubilidade que conduz a formagédo de uma
suspensao coloidal de nanoparticulas. O mecanismo de formagdo das NPPs nao é
completamente compreendido no momento, mas acredita-se que seja muito mais préxima da
nanoprecipitagao [55].

{ N\

4

i 1 o © /
- ORI |

G
\. J/

Figura 1-12 — Representacdo esquematica do método de osmose que é a base para a preparacdo das
NPPs, 1 — Suspenséo polimérica; 2 — Solvente; 3 — Agitador; 4 — Membrana de Dialise (adaptado [10])

Dependendo da escolha dos pares solvente — soluto, o MWCO de dialise, a temperatura e a
concentragdo de polimero vao ser diferentes e portanto podem ser obtidas diferentes
morfologias. Akagi et al. estudou a influéncia de varios solventes organicos na morfologia e
distribuicdo do tamanho de particula em NPPs de PGA [56]. Um novo método de osmose
constituiu a base para a preparagao das NPPs (Fig. 1-12), esta experiéncia foi relatada por
Chronopoulou e seus colaboradores [57]. Este método baseia-se na utilizagdo de uma barreira
fisica, especificamente em membranas de didlise ou membranas comuns semipermeaveis que
permitem o transporte passivo de solventes para retardar a mistura da solugdo do polimero

com o soluto.

.2.7 Tecnologia de Fluidos Supercriticos

Os métodos discutidos nas secgdes anteriores requerem o uso de solventes orgénicos, os
quais podem ser nocivos para o ambiente, bem como para os sistemas fisioldgicos. Por outro
lado, se quantidades residuais de solvente e impurezas permanecerem nas NPPs que
veiculam o farmaco, estas podem tornar-se téxicas, para além de poderem induzir mais
facilmente a degradacgao do farmaco dentro da matriz polimérica. Para superar este obstaculo,
tém sido feitos esforgos no desenvolvimento de métodos e técnicas de produgdo mais limpas.
Os fluidos supercriticos (FSC) sdo cada vez mais uma tecnologia alternativa com elevado
potencial, uma vez que sao solventes amigos do ambiente [58].

Nesta técnica, o farmaco e o polimero sao dissolvidos num FSC e a solugado formada é entao
expandida através de um fino pulverizador. Devido a redugédo na pressao, ocorre a perda de
poder como solvente por parte do fluido supercritico e as particulas de soluto eventualmente
precipitam. Farmacos proteicos tais como a insulina, foram encapsulados por esta técnica em
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nanoparticulas de PEG (Fig. I-15 (a)) e PLA [8]. Essencialmente existem dois métodos para a
producdo de nanoparticulas que usam fluidos supercriticos, dependente da utilizagdo ou nao
de um solvente liquido.

Para a aplicagdo desta tecnologia € necessario um elevado investimento no equipamento,
tendo em conta que é necessario usar pressoes elevadas.

Para melhor compreender o &mbito desta técnica é necessario ter presente algumas nogdes e
propriedades.

Por exemplo, o estado fisico de uma substancia com composigao fixa pode ser descrito por um
diagrama de fases (Fig. I-13). Neste diagrama de Temperatura — Pressdo de CO,, ha trés
linhas que descrevem os processos de sublimagao, fusdo e ebuligdo. Estas linhas também
definem as regides correspondentes aos estados solidos, liquidos e gasosos. Os pontos ao
longo das linhas, entre as fases, definem o equilibrio entre duas fases. A ebuligédo inicia-se no
ponto triplo (TP) e termina no ponto critico (CP). A regido critica tem origem no CP e a partir
deste ponto, podemos definir um FSC como qualquer substancia que esta acima da sua
temperatura critica (T¢) e pressao critica (P¢). Portanto, a T¢ é a temperatura mais alta no qual
um gas pode ser convertido num liquido por um aumento de pressao. Enquanto a P¢ é a
pressdo mais alta para que um liquido possa ser convertido num gas tradicional por um

aumento de temperatura do liquido.
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Figura 1-13 — Diagrama de fases, Temperatura — Press&o, para o CO,. CP — Ponto critico; TP — Ponto
triplo; Pc — Presséo critica; Tc —Temperatura critica [59]
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Portanto, as propriedades dos FSC estdo entre as de um gas e um liquido. Alguns dos
solventes usados como FSC estao apresentados na Tabela |-1, assim como as suas

propriedades criticas.

Tabela I-1 — Alguns solventes e as suas propriedades criticas (adaptado [60])

Solventes Massa Molecular Temperatura Critica Pressao Critica
(g/mol) (K) (Bar)
Diéxido de carbono (CO>) 44,01 304,10 73,76
Agua (H,0) 18,02 647,10 220,65
Metano (CHa) 16,04 190,40 46,00
Etano (C2He) 30,07 305,30 48,74
Propano (C3Hg) 44,09 369,80 42,46
Etileno (C2H4) 28,05 282,40 50,36
Propileno (C3He) 42,08 364,90 46,00
Metanol (CH3OH) 32,04 512,60 80,86
Etanol (C2HsOH) 46,07 513,90 61,40
Acetona (C3HgO) 58,08 508,10 47,01

Uma vez atingido o estado supercritico deixa de haver tensao superficial, uma vez que deixa
de existir o limite entre as fases liquido — gas. Uma das propriedades mais importantes é a
solubilidade do material no fluido. Muitos polimeros exibem baixa solubilidade ou n&o séao
soluveis no FSC.

A solubilidade num FSC tende a aumentar comparativamente a do liquido, para uma
temperatura constante, uma vez que tém aproximadamente a mesma densidade e uma
difusividade muito superior (Tabela I-2). Uma vez que a densidade aumenta com a presséao,
também a solubilidade aumenta. A relagdo com a temperatura ndo é assim tao linear. Com
uma densidade constante a solubilidade aumenta com a temperatura. No entanto, perto do
ponto critico, a densidade pode cair acentuadamente com um ligeiro aumento na temperatura.
Assim, perto da temperatura critica a solubilidade diminui frequentemente com aumento
gradual da temperatura, e uma vez ultrapassado o ponto critico a solubilidade volta a subir

novamente.

Tabela I-2 — Mostra as diferengas entre gases, fluidos supercriticos e liquidos, em termos de densidade,
difusividade e viscosidade (adaptado [61])

Densidade (Kg/m3)

Difusividade (mm?/s)

Viscosidade (uPa.s)

Gases 1 1-10 10
Fluidos Supercriticos 100-1000 0,01 -0,1 50 -100
Liquidos 1000 0,001 500 - 1000

1.3 Areas de Aplicacdo

As aplicagdes propostas para as NPPs variam desde a veiculagao de farmacos e proteinas, até

a terapia genética. Os atuais farmacos ou moléculas bioativas nanoencapsuladas tém de
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cumprir varios requisitos: maior biodisponibilidade, bioatividade, biocompatibilidade,
estabilidade e libertagdo controlada [62].

A utilizagdo de nanoparticulas com farmacos encapsulados em varias doengas (como sejam
cancro, SIDA, diabetes, malaria, doenca de prion e tuberculose) [63-68] estdo em diferentes
fases de ensaios clinicos e algumas nanoparticulas com farmacos encapsulados ja se

encontram disponiveis no mercado (Tabela I-3).

.3.1 Terapias Oncoldgicas

O uso de NPPs é uma das areas mais promissoras para a veiculagdo de farmacos
anticancerigenos, ambicionando uma distribuicdo do farmaco mais seletiva, com um aumento
do indice terapéutico, reduzindo assim os efeitos secundarios. Existem alguns avancgos
significativos, mas no entanto, tem havido poucos progressos no tratamento de tumores soélidos
mais comuns, uma vez que a concentragdo dos farmacos anticancerigenos administrados é
baixa na vizinhanga das células tumorais. Ao utilizar nanoparticulas na veiculagdo de farmacos
pretende-se que ocorra a acumulagédo do farmaco no tecido alvo, tendo em conta que estas
mostram uma certa tendéncia para a acumulagdao em certos tumores [69]. Além disso alguns
estudos demonstraram que as nanoparticulas conseguem penetrar a barreira hematoencefalica
(BHE) [70].

A imunoterapia tem sido sugerida como uma alternativa a terapia convencional para o
tratamento de tumores metastaticos. O muramil dipéptido (Fig. I1-14 (a)) apresenta propriedades
promissoras in vitro. No entanto, devido a sua hidrofilia € eliminado muito rapidamente para
produzir um efeito biolégico in vivo [71]. Este problema pode ser superado pelo
encapsulamento dentro das nanoparticulas [72]. Também um hexapéptido da arginina (Fig. I-
14 (b)) foi encapsulado em nanoparticulas derivadas de quitosano-dextrano [73] para conseguir
uma libertagdo controlada com o intuito de prolongar a atividade bioldgica do péptido. Varios
farmacos anticancerigenos foram encapsulados com éxito em NPPs. As nanoparticulas de
PLGA sao frequentemente utilizadas para o encapsulamento de farmacos relacionados com
varios tipos de cancro, tal como o paclitaxel, a 9-nitrocamptotecina (Fig. I1-14 (€)), a cisplatina,

entre outros [74-76].

(d) (e M

Figura 1-14 — Estruturas de alguns farmacos encapsulados com alguma frequéncia: (a) muramil dipéptido;
(b) hexapéptido da arginina; (c) tamoxifeno; (d) paclitaxel; (e) 9-nitrocamptotecina; (f) dexametasona
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Os farmacos anticancerigenos tamoxifeno (Fig. I1-14 (c)) e o paclitaxel (Fig. I1-14 (d)), também
foram incorporados com sucesso em nanoparticulas de PCL e demonstraram atividade
anticancerigena promissora [77].

As dimensdes das particulas tém um papel importante na sua capacidade de atravessar as
membranas bioldgicas. Com base na literatura apenas as nanoparticulas com diametro inferior
a 150 nm, podem atravessar a barreira endotelial [78]. Na verdade, a vasculatura e as
fenestragbes podem sofrer modificagbes em diferentes condigbes patoldgicas. Por exemplo, o
crescimento do tumor induz o desenvolvimento da neovasculatura que é caracterizada pelo
endotélio vascular descontinuo com grandes fenestragbes na gama dos 200 — 780 nm,
permitindo a passagem de nanoparticulas. Dependendo dos relatos na literatura, os requisitos
de tamanho ideal para as nanoparticulas desenvolvidas para o tratamento do cancro

encontram-se entre 70 e 200 nm [78].

1.3.2 Administragao Pulmonar

As NPPs como sistema de veiculagdo de farmacos para a administragdo pulmonar oferecem
muitas vantagens, como o potencial de atingir uma distribuicido relativamente uniforme da dose
de farmaco nos alvéolos pulmonares, libertagdo controlada do farmaco que consequentemente
permite reduzir a frequéncia da dosagem, melhora a aquiescéncia do paciente e diminui a
incidéncia de efeitos secundarios [79]. No entanto a aplicagdo pulmonar através da inalagao é
acompanhada por varios desafios, tais como a atomizagdo na produgdo do farmaco numa
forma adequada para inalagao [80].

A aplicagdo das NPPs através das vias pulmonares é amplamente reconhecida, e uma
vantagem adicional de produgao das NPPs é que as particulas com um didmetro inferior a 1

um sao facilmente incorporadas na "percentagem respiravel” de goticulas do aerossol [81].

1.3.3 Vacinas e Genética

A terapia genética funciona segundo o conceito basico de que a distribuigdo de polinucleétidos
para as células ira alterar a expressao de uma dada proteina, resultando em beneficios
terapéuticos. O transporte de polinucleétidos funcionais para dentro das células é o primeiro
passo e 0 mais critico para uma terapia eficiente [82].

Ao encapsular os genes em sistemas de nanoparticulas, € possivel protegé-los contra a
degradacgao (por exemplo: pH, enzimas proteoliticas) e maximizar a eficiéncia da entrega,
minimizando os efeitos toxicos [82]. A terapia genética € um método com potencial para o
tratamento de doengas neurodegenerativas tal como a doenga de Parkinson. Hasadsri et al.
[83] relataram a utilizagdo de nanoparticulas de poli(butil cianoacrilato) (PBCA) (Fig. I-15 (e)) na
veiculagdo de proteinas funcionais para neurénios e em linhas de células neuronais. A
poli(etilenoimina) (PEI) (Fig. I1-15 (f)) € um polimero catiénico que é apropriado para a entrega
de genes ao cérebro, devido a sua capacidade para formar complexos estaveis com o material
genético [32]. Esta protege o ADN e o seu carater iénico favorece a penetragao na membrana
através da ligagcao ao sulfato de heparina, carregado negativamente, que existe na superficie

das células.
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Figura I-15 — Estruturas das cadeias respetivas aos seguintes polimeros: (a) PEG; (b) PLGA; (c) PMMA;
(d) PS; (e) PBCA; (f) PEI

As primeiras aplicagbes descritas de nanoparticulas foram como adjuvantes em vacinas [33].
Virus, toxdéides bacterianos, péptidos e outros antigénios foram encapsulados ou adsorvidos
em nanoparticulas [34]. Muitos polimeros foram aplicados tais como PMMA (Fig. I-15 (c)),
PLGA (Fig. I-15 (b)) e nanoparticulas de PS (Fig. I1-15 (d)), o que representa veiculagbes

eficientes e seguros para as vacinas [33-36].

1.3.4 Oftalmolégicas

Existe um grande interesse no desenvolvimento de NPPs para administragao oftalmica, uma
vez que proporcionam a protecédo do farmaco da degradagao quimica e enzimatica, permitindo
assim um aumento do tempo de permanéncia do farmaco na cérnea. Estes fatores sdo uma
grande valia para o paciente, ao traduzirem-se na redugao da frequéncia de injegao ocular [37].
Os corticosterdides sao anti-inflamatérios eficazes no tratamento de doencas agudas e
crénicas do segmento posterior do olho, tais como a uveite. Gomez et al. descreveram o
encapsulamento de dexametasona (corticosteroide) (Fig. I1-14 (f)), em nanoparticulas de PLGA

com vista a sua injegao intravitrea, superando assim a baixa solubilidade do farmaco [38].

Tabela I-3 — Sistema de entrega de farmaco com nanoparticulas poliméricas (adaptado [2])

Tipo de Nome Substancia
Indicio Firma
Nanoestrutura Comercial Ativa
Ad Adenosina Deficiéncia em Adenosina | Enzon Pharmaceuticals Inc.,
agen
9 deaminase deaminase (ADA) Bridgewater, NJ, USA
Leucemia Linfoblastica Enzon Pharmaceuticals Inc.,
Onscaspar L-asparaginase
Aguda NJ, USA
Acetato de Esclerose Multipla Teva Pharmaceuticals,
Copaxone
Glatiramer recorrente-remitente Tikva, Isreal
Pegaptanib Degeneragéo neovascular )
NPPs Macugen OSI Pharmaceuticals
Saodio relacionada com a idade
a-2a Pegylated . Nektar Therapeutics, CA,
Pegasys Hepatite C
Interferon USA
) ) ) Amgen Inc, Thousand Oaks,
Neulasta Pedfilgrastism Neutopenia
CA, USA
Nektar Therapeutics, CA,
Somavert Pegvisomant Acromegalia USA
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.4 Técnicas de Caraterizacao

1.4.1 Dispersao Dinamica de Luz

A dispersao dinamica de luz € uma técnica de caraterizagdo que € utilizada para determinar o
perfil da distribuigdo de tamanhos de particulas em suspenséao e o potencial zeta da suspensao
[84].

A aquisi¢do de resultados baseia-se na quantidade de luz que é dispersa por parte das
particulas, com dimensdes inferiores a 250 nm, a luz é dispersa em todas as diregbes
(dispersdao de Raleigh). A fonte de luz é um laser, assim sendo a luz é coerente e
monocromatica, e observa-se a variagdo do tempo com a dispersdo de intensidade. Esta
variagdo deve-se ao facto das particulas de pequenas dimensdes, quando em solugao estarem
sujeitas a movimento Browniano, e consequentemente a distancia entre as particulas em

suspensao esta constantemente a mudar ao longo tempo [85].

1.4.2 Microscopia de Forga Atomica

A microscopia de forga atdmica é uma técnica relativamente nova de caraterizagado, que
proporciona uma alta resolugdo em trés perfis tridimensionais da superficie, onde as
carateristicas de escala atdmica podem ser detetados. Além disso, esta técnica ndo necessita
de uma preparagao elaborada da amostra e as medigbes podem ser realizadas ao ar,
contrariamente ao SEM ou TEM.

Nesta técnica existem dois modos de funcionamento, o modo de contato e modo vibracional.

O modo de contato € um dos modos de varrimento mais amplamente utilizados, em que a
ponta opera por varrimento em toda a amostra, sob a agdo de um piezoelétrico. Uma forga
extremamente baixa (cerca de 10 N, similar a faixa da forca interatdmica) € mantida durante a
oscilagdo, empurrando assim a ponta contra a amostra. Ou a forga de repulsao entre a ponta e
a amostra ou a deflexdo da ponta real é gravada relativamente a variagdo espacial, e em
seguida, convertida numa imagem analégica da superficie da amostra. Outros modos de
imagem estdo disponiveis, tais como o modo vibracional, o que é especialmente util para
analisar amostras moles (até mesmo liquidos), que podem ser danificados quando se utiliza o

modo de contato [86].

1.4.3 Microscopia Eletronica de Varrimento

A microscopia eletronica de varrimento é utilizada para obter imagens de alta resolugédo da
superficie de uma amostra. As imagens obtidas sao tridimensionais, o que é bastante util na
analise morfologica [87].

O modo mais usual de aquisicdo de imagem passa por analisar os eletrbes secundarios
emitidos pela amostra, apos a incidéncia do feixe eletronico primario. A imagem é conseguida
por varrimento de uma zona limitada da amostra pelo feixe primario. Se este penetrar na
amostra perpendicularmente, a regido é ativada, e consequentemente da-se a emissao
secundaria, & simétrica em torno desse eixo. Assim, obtém-se uma imagem que traduz a

morfologia da amostra.
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.4.4 Microscopia Eletronica de Transmissao

A microscopia eletronica de transmissdo € uma técnica muito poderosa na analise de filmes
finos. Um microscopio convencional de TEM é capaz de obter imagens de elevada ampliagao
de uma amostra, que pode ser complementado com um padrdo de difragdo da area
selecionada.

Em TEM, o modo de funcionamento recai nos eletrbes que sao transmitidos apds a interagao
de um feixe eletrénico de elevada energia com a amostra a analisar. Os eletrdes que nao sao
dispersos permitem determinar regides mais finas ou espessas da amostra, permitindo obter

informagdes sobre a morfologia [88].

1.4.5 Espetroscopia de Fluorescéncia

A fluorescéncia € uma técnica que utiliza a excitagdo das moléculas quando irradiadas a um
determinado comprimento de onda. Apdés ficar no estado excitado, as moléculas tendem a
voltar ao estado fundamental, podendo esse processo fazer-se acompanhar por emissao de
luz (fluorescéncia ou fosforescéncia) ou apenas por libertagdo de calor ou ainda por uma
reagao fotoquimica (degradagao).

O decaimento origina a emissdo de radiagdo em todas as diregbes. No entanto, apenas a
radiacdo emitida para os angulos retos (90°) é que é convertida num sinal elétrico para ser
medido. A analise da radiagao emitida em angulos retos tem a vantagem de haver uma menor
dispersao da intensidade da luz emitida pela fonte.

Sem duvida, a aplicagdo mais importante desta técnica estd na analise de produtos
farmacéuticos, alimentares, amostras clinicas e produtos naturais. A sensibilidade e
seletividade tornam a técnica numa ferramenta particularmente valiosa nestes campos.

Um dos compostos muito utilizados como sonda fluorescente é o pireno (hidrocarboneto
poliaromatico), com baixa solubilidade em agua. Este como croméforo isolado apresenta
espetros de emissdo e absorgao intensos e bem definidos. O pireno associa-se
preferencialmente em zonas menos polares do meio em que esta inserido. Enquanto que se
estiver num ambiente polar mostra fraca intensidade de fluorescéncia [89].

Um dos parametro determinantes neste tipo de técnica é a concentragdo de associagao critica
(CAC). Este parametro determina a concentragao a partir da qual ocorre a associagao (de

forma significativa) entre o polimero e a sonda, através de ligagdes intermoleculares.
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Capitulo Il — Discussao de Resultados
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1.1 Preambulo

Este trabalho de investigagdo teve como principal objetivo a obtengcdo de nanoestruturas a
partir de polimeros constituidos por PEG, uma unidade de sacarose e um derivado do
colesterol. Foram usadas trés técnicas na produg¢ao de NPPs: a emulsificagdo com evaporagao
do solvente, a nanoprecipitagao e a tecnologia de fluidos supercriticos. Como tal, neste capitulo
serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos no decorrer deste projeto,
nomeadamente, através das técnicas de caraterizagdo de nanoparticulas: dispersdo dindmica
da luz (DLS), microscopia de forga atémica (AFM), microscopia eletronica de varrimento (SEM),
microscopia eletrénica de transmissao (TEM) e espetroscopia de fluorescéncia.

Relativamente ao processo de sintese desenvolvido teve como obijetivo final, a obtengcdo de um
polimero anfifilico, facilitando a sua auto-organizagdo em solugdo aquosa. Tendo este objetivo
em mente, foi abordada a seguinte estratégia: utilizar as unidades da sacarose e acido cdlico
acopladas a molécula de PEG, estas unidades organicas iriam permitir que os produtos finais
(NPPs) fossem biocompativeis e biodegradaveis.

A técnica de DLS permitiu determinar o tamanho médio das particulas, a dispersao das
mesmas e a ainda a frequéncia com que ocorrem para cada tamanho. No entanto, ndo se
consegue garantir a forma das particulas, e por isso foi necessario recorrer-se a outro tipo de
técnicas para permitir uma melhor caraterizagdo das nanoestruturas. Através da técnica AFM é
possivel ter uma ideia das estrutura, mas ndo com muita precisdo, uma vez que é uma técnica
que apenas avalia a superficie. Assim, com esta técnica foi possivel confirmar o tamanho das
particulas, e foi possivel obter uma imagem topolégica da superficie.

Com o auxilio do SEM e TEM foi possivel confirmar as dimensdes das particulas, assim como
a sua morfologia e ainda obter uma imagem das mesmas.

Foi possivel determinar a concentragdo de associagao critica (CAC) através da espetroscopia

de fluorescéncia, utilizando o pireno como sonda fluorescente.
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1.2 Sintese e Caraterizacao dos Polimeros Conjugados

Iniciou-se pela preparagao do composto Metil 3a, 7a, 12a — tri-hidroxi — 58 — colanato (1),
reagindo o acido célico com CH3OH na presenga de acido cloridrico (HCI), a refluxo (Fig. 1l-1).
O composto (1) foi obtido sob a forma de agulhas brancas, com um rendimento de 91 %.

O acido cloridrico (HCI) funciona como catalisador, uma vez que este acelerou a reagéo para
os seus limites de conversdo, aumentando assim o rendimento. Outro fator que aumenta o
rendimento foi a utilizagdo em excesso de um dos reagentes (CH3OH), de forma a deslocar os

equilibrios.

OH

HO "~ ~~""OH

Figura ll-1 — Reacao de esterificagédo do acido célico, em meio acido

A benzilagdo do hidroxilo na posicdao 3 do composto (1), realizou-se utilizando CH,CI, seco
como solvente, na presenga de NaH (como base). para garantir a desprotonagdo do grupo
hidroxilo e posteriormente o ataque nucledfilico ao BnBr.

A reagao entre o composto (1) e a base forte NaH produziu um sal do ido alcoxido. Uma vez
que a reagao é exotérmica, foi necessario utilizar um banho de gelo para controlar a
temperatura.

O mecanismo proposto para a reagao (Fig. lI-2) explana a forma simples de sintese de éteres
Williamson. A reagédo foi uma SN,, promovida pela presenga de um haleto primario, que
favoreceu o estado de transigao (ataque do nucledfilo).

No controlo da evolugéao da reagao recorreu-se ao uso TLC (hexano/AcOEt 4:8) e a reagao foi
parada, ao fim de 12 horas para evitar a formagado de produtos secundarios. Uma vez
terminada a reagado, a mistura reacional tinha como base o solvente da reagdo, o produto
organico e compostos inorganicos. Com o intuito de obter o composto (2), adicionou-se gelo
para hidrolisar o NaH que nao reagiu. O composto (2) foi separado da mistura aquosa por
extragdo com um solvente organico, CH,Cl,. A fase organica continha produto da reagao
pretendido e algum BnBr que nao reagiu (usado em excesso). A fase aquosa possuia NaOH
(resultante da hidrolise de NaH nao consumido). Utilizou-se uma solugéo saturada de cloreto
de sodio (NaCl) para ajudar na separagao de fases. Posteriormente, foram feitas duas
lavagens com uma solugdo de NaCl e a fase organica foi seca sobre Na,SO, anidro (extrair
vestigios de agua). O agente excicante sélido foi filirado e o solvente evaporado.

Purificou-se o composto obtido por cromatografia em coluna de silica gel, obtendo-se um
composto branco, tipo espuma. Esta reacdo teve um rendimento muito baixo (19%), o que
resultou da nao utilizagdo de um solvente adequado para uma reagao SN,, para evitar que a
reagao de substituicdo ocorresse noutros grupos hidroxilos, conduzindo assim a uma mistura

complexa dificil de purificar.
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Por comparacéao entre os espetros de 'H RMN do composto (1) e os do composto (2), verificou-
se que os desvios quimicos dos protdes (H-33, H-73, H-1283) relativos ao composto (1) séo
3,39, 3,82 e 3,96 ppm, respetivamente. Enquanto que para o composto (2) os protdes (H-78,
H-12p) permaneceram com o0 mesmo desvio quimico, ja o protdo (H-38) sofreu uma mudanga
para campos mais altos (3,19 ppm). Isto quer dizer que o Unico grupo hidroxilo modificado foi o

que se encontrava na posigao 3, com a respetiva substituicao de um atomo de hidrogénio pelo

grupo benzilo, tal como foi pretendido.

OMe

BnO’

Figura Il-2 — Mecanismo proposto para a reagdo de benzilagdo do grupo hidroxilo na posi¢cdo 3 do
composto (1)

Em seguida, foi necessario libertar o grupo carboxilo para posteriormente poder acoplar esta
unidade ao composto (9) ou (10). Neste sentido, procedeu-se a reagao de hidrélise do grupo
éster do composto (2) (Fig. 1I-3). Usou-se uma solugédo aquosa de LiOH (0,5 N) e THF como
solvente. A reagdo foi seguida por TLC (hexano/AcOEt 1:2). Apdés o consumo total do
composto (2), acidificou-se com uma solucdo de HCI 10 %, até o pH da solugdo estar entre 2 e
3. Uma vez que a reagéo ficou balanceada, ou seja, o acido forte reagiu com a base forte, nédo
ha mais o risco do composto ser atacado noutra posigao.

Seguidamente, extraiu-se o composto da fase aquosa com CH,Cl,. Utilizou-se uma solugao
saturada de NaCl para lavar a fase organica e remover o LiOH (base) que ainda estivesse
presente. Finalmente, foi feita uma extragdo com um pequeno volume de agua e a fase
organica foi seca com Na,SO, anidro. A solugéo foi filtrada e o solvente evaporado.
Posteriormente, purificou-se o produto de reagao por cromatografia em coluna de silica gel
obtendo um sélido branco, tipo espuma (94 %).

Através dos espetros de 'H RMN do composto (1), (2) e (3) foi facilmente visivel o
desaparecimento do pico correspondente aos protdes do grupo metéxido (OCH3) a 3,67 ppm,

apoiando assim a formagao do composto (3).

BnO"'

BnO'

Figura II-3 — Reacao de hidrélise do grupo éster no composto (2)

Um dos passos do processo de sintese envolveu a protegao seletiva do grupo hidroxilo 6 da

sacarose com o grupo TBDPS. Ou seja, o composto monossubstituido que se preparou foi o 6’
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— O - terc — butildifenilclorossilano sacarose (4). Fez-se reagir a sacarose com TBDPSCI, em
piridina seca, e utilizando o DMAP como catalisador, a temperatura ambiente. A reagao foi
monitorizada por TLC (AcOEt/Acetona/H,O 10:10:1), até comegar a ser visivel o produto
secundario (ndo desejado), menos polar, 6,6’-di-O-terc-butildifenilsilii sacarose (composto
dissubstituido) (5) (Fig. I1-4).
O produto obtido tinha a aparéncia de um 6leo esbranquigado, impuro, com restos de piridina,
reagente de partida e o produto secundario. Apds purificagdo por cromatografia em coluna de
silica gel, obtiveram-se ambos os compostos (mono

OTBgPS OH o e dissubstituido) sob a forma de um sélido branco.
H
Ha&og&yOTBDPS Para o composto monossubstituido obteve-se um

OH rendimento de 55 %, enquanto que o composto

(5) OH dissubstituido (5) foi de 11 %. O moderado valor de

. rendimento deve-se a baixa solubilidade da sacarose
Figura ll-4 — Estrutura do composto

dissubstituido (5) na maioria dos solventes organicos. Admitiu-se que a

piridina possivelmente nao dissolveu toda a sacarose. Um dos outros problemas que baixa o
rendimento da reagao foi a formagao do produto secundario, o que é inevitavel. Sendo este
problema dificil de resolver, uma hipétese seria a diminuigdo do tempo de reagdo, mas assim
também haveria uma diminuigdo da percentagem de composto pretendido. E outra hipétese
seria o aumento de equivalentes TBDPSCI, mas assim aumentaria a velocidade de reagao e
consequentemente o aparecimento do composto dissubstituido, ou até mesmo a formagao do
composto trissubstituido.

O mecanismo proposto para esta reagdo (Fig. 1I-5) mostra a importancia do catalisador
(DMAP). Com efeito, o DMAP foi melhor nucledfilo do que a piridina e as reagdes de sililagao
precisam de bases azotadas para agregar com o cloreto de hidrogénio libertado pela reagao
[90]. A piridina (solvente) sendo polar e aproético, evitou a formagao de pontes de hidrogénio,

pelo que foram solvatar fracamente o nucledfilo, ndo contribuindo assim para a sua diminuigao

>”@”"“vﬂ:ra - \k— /
g0 T

Hﬂﬁﬂ\ OHOOH OH oH y

0] * o

S P oH e So%b ya
OH Fv— / ono OH 7

de reatividade.

OH
o oo }L
Hg%og@\,o\g " m O on t) >L

(4)

Figura II-5 — Mecanismo proposto para a reagéo de sililagao régio-seletiva do hidroxilo 6’ da sacarose
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A reacao de benzilagdo do composto (4) (Fig. 11-6) tem como base de mecanismo 0 mesmo
que foi representado para o composto (1) (Fig. 11-2). Mas esta reagao tem duas variantes que
s&o a utilizagdo do DMF como solvente e a adigdo de (n-Bu),N*I" como catalisador. Sendo este
catalisador de transferéncia de fase, permitiu acelerar a reagdo, uma vez que a mistura
reacional era heterogénea.

Uma alteragao feita em relagdo a reagdo de benzilagdo do composto (1), foi em termos do
numero eq. de BnBr. Tendo em conta que no composto (4) o objetivo era proteger as sete
posigdes disponiveis, enquanto que no composto (1) sé era necessario proteger uma posicgao,
foram adicionados 14 eq., para promover a protegao de todas as posigdes (Fig. 11-6).

A reacgao foi seguida por TLC (AcOEt/Acetona/H,O 10:10:1) e considerou-se terminada quando
deixou de se visualizar o composto (4). Obteve-se um 6leo laranja (acastanhado) que foi
purificado por cromatografia em coluna (hexano/AcOEt 5:1), tendo-se obtido o composto

pretendido (6) com um rendimento de 87 % sob a forma de um 6leo amarelo.

OH OH
HO o OTBDPS DVF, (n BN BnO Si_v\/OTBDPS

OH
OH

@

Figura 1I-6 — Reacao de benzilagdo dos grupos hidroxilos ndo protegidos do composto (4)

O passo seguinte consistiu na remogao seletiva do grupo TBDPS (Fig. II-7), libertando assim
seletivamente a posi¢cao 6’ do composto (6). Realizou-se utilizando TBAF, em THF seco, a t. a..
O TBAF funcionou como nucledfilo, compreendendo o ataque do seu pequeno anido fluoreto
ao atomo eletrofilico de silicio. A forga motriz da reagédo é a formagéo da forte ligagdo Si-F,
permitindo assim obtengao do respetivo alcool no ultimo passo.

A reacgao foi controlada por TLC (Hexano/AcOEt 3:1) até o consumo de todo o composto inicial.
Procedeu-se a evaporagao do solvente e o residuo obtido extraido com CH.Cl,. A fase
organica foi lavada com pequenas porgbes de agua, de modo a eliminar compostos
inorganicos.

Obteve-se um 6leo amarelo, impuro, contendo o produto de remogao do grupo protetor, tendo
em conta que este permanece na fase orgéanica. Por purificagdo em cromatografia em coluna

de silica gel, obteve-se o composto desejado sob a forma de um 6éleo incolor (81 %).

é
N

(7)

Figura 11-7 — Mecanismo proposto para a reacdo de remocao do grupo protetor (OTBDPS) do composto

(6)

Na etapa seguinte (Fig. II-8) impOs-se a necessidade de introduzir um bom grupo de saida na

sacarose (na posigao 6’), a fim de proceder ao seu acoplamento com a unidade polimérica
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PEG. Para esse efeito e de acordo com a estratégia global apresentada no anexo 1, em
seguida foi possivel fazer reagir o derivado da sacarose com apenas um grupo hidroxilo livre
(OH-6’) com o anidrido succinico na presenga de DMAP. Optou-se pela esterificagdo com o
anidrido em vez do acido succinico uma vez que a reagao € semelhante, mas o anidrido tem a
vantagem de ser mais reativo. A reacgéo foi rapida e permitiu que o composto inicial reagisse na
sua totalidade. No entanto, esta reagdo era impossivel sem a adigdo da TEA, que teve como
fungao interagir com o protdo do grupo hidroxilo da posigao 6’.

A reacao foi controlada por TLC (Hexano/AcOEt 3:2) até ao consumo total do composto inicial.
Seguidamente extraiu-se o composto da fase aquosa com CH,Cl,. Utilizou-se HCI e NaCl para
lavar a fase organica. Finalmente, foi feita uma lavagem com um pequeno volume de agua
para remover os residuos de solvente, e a fase organica foi seca sobre Na,SO, anidro, que
extraiu os vestigios de agua. A solugao foi filtrada e o solvente evaporado. Obteve-se um 6leo
incolor, impuro, pelo que foi necessario purifica-lo por cromatografia em coluna de silica gel.
Quando analisados os espetros de 'H RMN constatou-se um pico a 2,48 ppm, que nao
aparecia no espetro do composto (7), a devida atribuigdo mostra que esse pico é referente aos
seguintes protdes (CH,CH,COOH), que correspondem a adigdo do anidrido succinico. Assim

sendo obteve-se o composto (8) com um rendimento de 89 %.

\
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Figura II-8 — Mecanismo proposto para a reagéo de esterificacdo do composto (7), com anidrido succinico

Para ocorrer a reagao de acoplamento entre o composto (8) e o PEG, dissolveu-se o composto
juntamente com o DMAP e o DCC, em CH,Cl,;, em atmosfera de argon e com um banho de
gelo, sob agitagdo. Deixou-se a mistura atingir a t. a.. Ao fim de 48 horas arrefeceu-se a
mistura reacional. Filtrou-se a ureia sobre celite e evaporou-se o solvente. O bruto reacional foi
purificado por cromatografia em coluna (gradiente CH;OH 1-10 %, em CH3Cl). Obteve-se o
composto (9) sob a forma de um 6leo incolor (56 %), enquanto que o composto (10) obteve-se
sob a forma de um sdélido branco ceroso (73 %).

O mecanismo proposto para a reagao apresentado na Fig. II-9 mostra o reagente de
acoplamento DCC, que transformou o grupo acido carboxilico do composto (9) ou (10) numa
espécie possuindo um bom grupo de saida. Primeiramente o DCC retirou o protdo do acido
carboxilico, tornando o carbono da diimida mais eletrodeficiente. O oxigénio do acido atacou
esse carbono e o éster resultante possuiu um bom grupo de saida. O DMAP atacou o carbono
do éster e libertou-se a diciclohexilureia. O grupo alcool do PEG atacou o carbonilo do éster
libertando o DMAP.

Uma vez realizada a analise aos espetros de 'H RMN verificou-se um intervalo de picos a 4,26

— 4,17 ppm, que nao aparecia no espetro do composto (8). A atribuicdo de sinais aponta para
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que este intervalo de picos sejam referentes aos protdes (-C(=O)OCH,CH,0O-), que

correspondem ao PEG.
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Figura 1I-9 — Mecanismo proposto para a reagao de acoplamento do PEG com o composto (8), para n=9
e n=136, que correspondem ao composto (9) e (10), respetivamente

A reacgao de acoplamento (Fig. 1I-10) entre o composto (9) ou (10) com o composto (3), tem o
mesmo tipo de mecanismo que a reagao anterior, € por isso nao foi aqui descrito. A reagao foi
controlada por TLC (CHCI3/CH30H 9:1) e ao fim de 48 horas arrefeceu-se a mistura reacional.
Filtrou-se a ureia sobre celite e evaporou-se o solvente. O bruto reacional foi purificado por
cromatografia em coluna (gradiente CH3;0H 1-10 %, em CHj3Cl). Obteve-se o composto (11)
sob a forma de um éleo incolor (71 %), enquanto que o composto (12) obteve-se sob a forma
de um solido branco (37 %).

Através da analise dos espetros de '"H RMN confirmou-se a ocorréncia da reagado com
composto (3), uma vez que ha uma série de picos carateristicos para campos mais altos, entre
0,98 e 0,69 referentes aos protdes dos (CHj3) nas posi¢des 21, 19 e 18, que ndo apareciam nos

espetros dos composto (9) e (10).
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Figura 1l-10 — Reacéo de acoplamento entre o composto (9) e (3), e ainda entre o composto (10) e (3)

A hidrogenacgao catalitica (Fig. 1I-11) do composto (11) ou (12) usando paladio sob carvao e
uma mistura de Etanol:AcoEt:H,O, como solvente, originou o composto (13) sob a forma de um
sélido branco ceroso (83 %) e o composto (14) sob a forma de um sdlido branco (85 %).

Nos espetros de 'H RMN verificou-se a remogao do grupo protetor benzilo pela auséncia de
protdes aromaticos e dos metilenos que se encontravam entre 7,37 — 7,17 e 4,92 — 4,26 ppm,
respetivamente, para ambos os compostos. Confirmou-se ainda que a ligagao éster resistiu a

hidrogenagao catalitica, tendo em conta que os protées (CH,CH,COOH) que correspondem a
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adi¢ao do anidrido succinico continuam presentes entre 2,60 — 2,52 ppm. O protdo anomérico é
0 mais desblindado de todos, encontrando-se por isso a campo mais baixo 5,1 ppm.

Para confirmar que os compostos finais estavam puros, estes foram analisados através de
espetroscopia de massa (MALDI-TOF) e obtiveram-se valores médios para a massa molecular
de 1251,8 (g/mol) e 6993,2 (g/mol), referentes ao composto (13) e (14), (anexo 13 e 14.
respetivamente).

O espetro referente ao composto (13) apresentou ainda outra distribuicdo média (1642,1
(g/mol)). Uma vez que o composto apresentava-se puro por RMN, admite-se que possa ter

ocorrido um acoplamento entre o polimero e a matrix do MALDI-TOF.
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Figura ll-11 — Reacao de hidrogenag¢édo do composto (11) ou (12)

1.3 Analise por Dispersao Dindmica de Luz

A caraterizagao fisico-quimica das suspensodes coloidais obtidas foi determinada por DLS. As
medidas foram realizadas a 25°C e cada analise foi obtida com um angulo de detegao de 90°.
Foi considerado o valor médio de trés medidas consecutivas. Os resultados obtidos encontram-

se sumarizados na Tabela II-1.

Tabela lI-1 — Caracteristicas fisico — quimicas determinadas por DLS para as suspensdes coloidais, para
a concentragao de 5 mg/mL

Diametro Potencial
Métodos Polimeros Polidispersao
(nm) Zeta (mV)
Emu[sificagéo com Sac. — PEG 400 - Colico 200,1 0,580 - 0,23
Evap. do Solvente | Sac. - PEG 6000 — Cdlico 342,8 0,865 -
Sac. — PEG 400 — Cdlico 97,6 0,125 -17,93
Nanoprecipitagao
Sac. — PEG 6000 — Cdlico 111,3 0,108 -11,40

A Tabela IlI-1 mostra os parametros determinados por esta técnica, comparando assim os
valores obtidos para os diferentes métodos e para a mesma concentragdo de composto. Como
pode ser observado, o didmetro médio das particulas variou em funcao do tipo de polimero,

sendo inferior para as nanoparticulas sintetizadas a partir do polimero com uma unidade de
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PEG 400. O método de sintese também afetou o didmetro médio das particulas, onde o
método de nanoprecipitagdo permitiu obter nanoparticulas de dimensbes inferiores. Este
resultado ndo é surpreendente uma vez que no método de emulsificagdo com evaporagao do
solvente as nanoparticulas encontram-se com uma camada de surfatante o que conduz a um
tamanho aparente superior.

Para além disso a emulsao obtida foi uma microemulsdo, o que conduz a particulas maiores.
Quanto ao indice de polidispersao, este permite obter informacdes sobre a homogeneidade da
distribuicdo dos tamanhos das NPPs. Verificou-se que o método de nanoprecipitagdo permite a
formagao de sistemas monodispersos (< 0,3). Por outro lado, 0 método de emulsificagado com
evaporagao do solvente conduz a misturas polidispersas, mais uma vez resultante do pouco
controlo existente na formagao da emulsdo. As analises do potencial zeta indicaram a obtengéao
de particulas de carga negativa, decorrentes da presenga de grupos hidroxilos na molécula do
polimero. Foi ainda observada uma redugédo nos valores obtidos com o aumento do tamanho
da cadeia de PEG no polimero, resultante do efeito de blindagem das cadeias hidrofilicas do
polimero.

Neste trabalho foi ainda estudado para o método da nanoprecipitagéo o efeito da concentragao
de polimero no tamanho das nanoparticulas. De acordo com os resultados descritos na Tabela
11-2, verificou-se que para o polimero de PEG 400 o aumento da concentragdo conduz a um
aumento do tamanho médio das nanoparticulas. Este facto pode estar relacionado com a
pouca solubilidade deste polimero no solvente organico, conduzindo a agregados maiores
devido a precipitagdo antecipada do polimero antes da difusdo do solvente orgénico para a
fase aquosa. Por outro lado, para a formulagdo com PEG 6000 verificou-se que o aumento da
concentragdo conduz a uma ligeira diminuigdo do tamanho médio das nanoparticulas. No
entanto, como os valores se encontram na mesma ordem de grandeza, podemos concluir que

a concentragao do polimero na fase organica tem pouca influéncia no tamanho médio obtido.

Tabela lI-2 — Carateristicas fisico — quimicas determinadas por DLS para as suspensdes coloidais, para o
método de nanoprecipitagéo, fazendo variar as concentragdes

Polimeros Concentragoes Diametro Diametro Polidispersao
(nm) Filtrado* (nm)
2,5 mg/mL 1249 109,2 0,286
Sac. — PEG 400 - Colico 5 mg/mL 97,6 89,9 0,125
7,5 mg/mL 439,7 250,7 0,391
2,5 mg/mL 141,4 112,3 0,170
Sac. — PEG 6000 — Célico 5 mg/mL 111,3 97,3 0,108
10 mg/mL 96,9 92,6 0,059

Numa outra abordagem, foram efetuados alguns estudos preliminares sobre a viabilidade do
uso de solventes supercriticos. O método de FSC é extremamente interessante uma vez que
nao sao utilizados solventes orgénicos, ou seja, ndo ha risco de obter as nanoparticulas

contaminadas, com residuos de solventes orgéanicos. Por outro lado, ndo foi necessario
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recorrer a liofilizagdo para obter as nanoparticulas no estado sélido, o que diminui o risco de
agregacdo das mesmas. E um método com grande potencial para aplicacdo a nivel industrial,
uma vez que o processo foi rapido e depende apenas das dimensdes da autoclave. Contudo é
um método que requer alguns cuidados de seguranga uma vez que utiliza pressoes elevadas.
O diadmetro médio das particulas obtido com recurso ao fluido supercritico foi de 151,6 nm, para
a formulagao preparada com PEG 400. Este resultado é concordante com o obtido para o

método de nanoprecipitagao, no entanto a amostra apresentou-se polidispersa (0,417).
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Figura 1I-12 — Caraterizagdo da distribuicdo de tamanhos das particulas, para o método de Fluido

Supercritico, e filtrado uma vez
Como alternativa ao FSC utilizou-se CO; liquido como solvente, uma vez que nao € necessaria
a utilizagdo de uma pressao tao elevada para obter o CO;, no seu estado liquido. Os valores

obtidos para o tamanho médio das nanoparticulas foi de 235,5 nm e 155,5 nm apdés uma

filtragdo num filtro de 0,45 um (Fig. 1I-13), revelaram-se promissores.
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Figura 1I-13 — Caraterizagdo da distribuicdo de tamanhos das particulas, para o CO3 liquido, e filtrado

uma vez
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1.4 Analise por Microscopia de Forgca Atomica

Todas as amostras que foram caraterizadas por DLS, também foram analisadas por AFM, apés

serem liofilizadas.

1I.4.1 Diferentes métodos para a Sac. — PEG 400 — Cdlico
1.4.1.1 Emulsificagao com Evaporacgao do Solvente

A Fig. lI-14 apresenta uma larga dispersdo de tamanhos referentes as nanoparticulas, mas se
tivermos em conta que a amostra foi liofilizada, entdo percebe-se que houve aglomeracgao de
algumas particulas e dai surgirem na imagem uns relevos mais acentuados, na ordem dos

micrémetros.

Figura I1l-14 — Imagem topografica, obtida por AFM em modo vibracional, com uma escala de 30 x 30 um

Para ser mais perceptivel fez-se uma ampliagdo da imagem acima indicada (Fig. [I-15).
Verificou-se que o tamanho médio das nanoparticulas foi 130 + 52 nm, excluindo os

aglomerados.

Figura II-15 — Imagem topografica, obtida por AFM em modo vibracional, com uma escala de 12 x 12 um

1.4.1.2 Nanoprecipitagcao

Com este método de sintese de NPPs conseguiu-se obter tamanhos médios de 100 + 10 nm.
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Figura 1l-16 — Imagem topografica, obtida por AFM em modo vibracional, com uma escala de 30 x 30 um

Uma vez feita a ampliagdo da imagem anterior, verificou-se a existéncia de uma baixa
dispersado de tamanhos, ainda que muitas particulas estejam aglomeradas. Esses aglomerados
sao de dimensodes inferiores aos observados pelo método de emulsificagdo com evaporagao de

solvente.

46 nm

1nm

Figura lI- 17 — Imagem topografica, obtida por AFM em modo vibracional, com uma escala de 15 x 15 um

Como se constatou na caraterizagdo por DLS as dimensdes das particulas foram inferiores na
nanoprecipitagdo em relagdo a emulsificagdo com evaporagao de solvente. Com a analise da
Fig. 1l-15 e Fig. 1I-17 foi possivel confirmar a diferenga de tamanhos médios, ainda que a

diferenga seja aproximadamente de 30 nm.

1.4.1.3 CO; Liquido

Este método de sintese de NPPs n&o é muito usual e como foi referido na parte experimental,
nao existe controlo dos parametros, ainda assim obtiveram-se resultados extremamente
interessantes, como sejam: as particulas terem tamanhos médios de 205 + 70 nm; n&o foi
necessario liofilizar a amostra; apenas foi necessario remover os residuos de agua; ndo ocorre
a aglomeragao das particulas, pelo menos de uma forma tdo acentuada. O aspeto mais
interessante foi o facto da utilizacdo de CO, como solvente, uma vez que diminui a
probabilidade de ocorréncia de contaminagao das NPPs.

Os aglomerados que se observaram, tanto na Fig. II-18 como na Fig. 1I-19, ndo tém a ver com

a evaporagao dos residuos de agua, mas sim com a total dissolugdo do composto. Uma vez
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que a sintese foi feita usando gelo seco. A medida que se aumenta a temperatura e
consequentemente a pressdo o CO, vai sublimando até atingir o ponto critico, a uma
temperatura de — 56,4°C e uma pressao de 5,18 Bar, sendo a partir dai que se observou a
transformagdo de fase solido — liquido. Tendo em conta que nao conseguimos impedir a
libertagao do CO, sob a forma de gas, e uma vez que o CO, esteja no estado liquido e haja
uma transferéncia de calor do exterior para o interior, entdo o CO, evapora na sua totalidade e
apenas ficaram residuos de agua da reagdo com as nanoparticulas. Com isto toda a reagéo é
muito rapida e o CO, no estado liquido pode néo ter tido a capacidade de dissolver a totalidade

do polimero.

Figura 11-18 — Imagem topografica, obtida por AFM em modo vibracional, com uma escala de 40 x 40 um

Na Fig. 11-19 observou-se um tamanho médio das nanoparticulas de 200 + 60 nm.

Figura 11-19 — Imagem topografica, obtida por AFM em modo vibracional, com uma escala de 20 x 20 um

1.4.1.4 Tecnologia de Fluidos Supercriticos

Este método de sintese de NPPs é realmente muito inovador € com particularidades
extremamente interessantes, merecendo ser explorado nesta area. Na medida em que nao foi
necessario utilizar solventes organicos, a velocidade com que se obtiveram nanoparticulas foi

muito superior em relagao a outros métodos utilizados (mencionados anteriormente). Esta
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técnica foi abordada com recurso a Autoclave descrita na parte experimental, com a qual foi

possivel controlar varios parametros.

Figura 11-20 — Imagem topografica, obtida por AFM em modo vibracional, com uma escala de 10 x 10 um

Como se pode ver nas Fig. 1I-20 e Fig. 1lI-21, ha uma baixa dispersdo de tamanhos.
Praticamente n&o existem particulas aglomeradas e as particulas tém tamanhos médios de 150
+ 30 nm. Este método tem a vantagem de nao requerer a liofilizagao das particulas.

O FSC tem praticamente a mesma densidade que um liquido e uma difusividade duas ordens
de grandeza superior a do liquido, o que permite uma melhor dissolugdo do polimero em

comparagao com a obtida aquando da utilizagado do CO; liquido.

Figura II-21 — Imagem topografica, obtida por AFM em modo vibracional, com uma escala de 3 x 3 um
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1.4.2 Diferentes métodos para a Sac. — PEG 6000 — Cdlico
1.4.2.1 Emulsificagao com evaporagao do Solvente
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Figura 1I-22 — Imagem topografica, obtida por AFM em modo vibracional, com uma escala de 40 x 40 um

Como ja se verificou por DLS este foi o método em que se obteve particulas de maiores

dimensbes. Neste caso as particulas tém um tamanho médio de 349 + 78 nm.

Figura 1I-23 — Imagem topografica, obtida por AFM em modo vibracional, com uma escala de 20 x 20 um

1.4.2.2 Nanoprecipitagao

Figura Il-24 — Imagem topografica, obtida por AFM em modo vibracional, com uma escala de 5 x 5 um

Este método permitiu obter particulas com uma baixa dispersao de tamanhos € mesmo apds

liofilizadas o tamanho médio das particulas foi de 143 + 43 nm.
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1.4.2.3 CO; Liquido

Figura 1I-25 — Imagem topografica, obtida por AFM em modo vibracional, com uma escala de 15 x 15 um

O tamanho médio das particulas para este método foi de 263 + 69 nm.

95 nm

3 nm

Figura 11-26 — Imagem topografica, obtida por AFM em modo vibracional, com uma escala de 10 x 10 um
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1.5 Analise por Microscopia Eletréonica de Varrimento

Pela técnica de SEM foi permitido observar a morfologia das nanoestruturas produzidas, assim

como as suas dimensodes médias.

Figura 1I-27 — Imagem SEM de nanoparticulas compostas pelo polimero Sac — PEG 6000 — Cdlico,
através do método de nanoprecipitagéo

Relativamente ao tipo de nanoestrutura produzida, com recurso a esta técnica de caraterizagao
foi possivel verificar que foram produzidas nanoparticulas (Fig. [I-27) com uma baixa dispersao
de tamanhos, e com um valor para o didmetro médio inferior aos outros métodos produzidos

(83 £ 37 nm).

T LOKU N 1 gmm
EENTMAT'

Figura 11-28 — Imagem SEM de nanoparticulas compostas pelo polimero Sac — PEG 400 — Cdlico, através
do método de FSC

Quanto as nanoparticulas obtidas pelo método de FSC o didmetro médio obtido foi 143 + 33

nm, este valor esta de acordo com os valores obtidos por outras técnicas de caraterizagao.
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N&o foi possivel obter imagens com maior resolugdo uma vez que as amostras analisadas tem
um ponto de fusdo relativamente baixo, isto quer dizer que se houver um aumento na

intensidade do feixe ocorreria a fusao das nanoparticulas.

1.6 Analise por Microscopia Eletréonica de Transmissao

Pela técnica de TEM foi igualmente possivel observar a morfologia das nanoestruturas

produzidas, assim como as suas dimensdes médias.

Figura 1I-29 — Imagem TEM de nanoparticulas compostas pelo polimero Sac — PEG 400 — Cdlico, através
do método FSC

Através desta técnica foi possivel verificar que o didmetro médio das nanoparticulas (146 + 49
nm) estd em conformidade com as técnicas de caraterizacéo, anteriormente referidas.

No entanto, verificou-se que houve a formacdo de um filme (Fig. 1I-29) e as nanoparticulas
estdo no interior deste. Por isso ndo foi possivel obter imagens com melhores resolugées,
ainda que seja possivel verificar a presenca das nanoparticulas.

Para as outras amostras nao foi possivel verificar a presenca das nanoparticulas, a justificagéo
encontrada foi a tal formagéao do filme mencionada anteriormente, mas para as outras amostras
a espessura do filme devia ser superior e como tal nao foi possivel ver nada no seu interior, ou

através da amostra.
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1.7 Analise por Espetroscopia de Fluorescéncia

Pela técnica de espetroscopia de fluorescéncia utilizando pireno como sonda hidrofébica, foi
determinada a concentragao de associagao critica (CAC) com base nos espetros de emissao
de fluorescéncia, em que as interagbes do pireno ocorreram entre as nanoparticulas e a
solugéo aquosa.

Esta técnica apenas foi aplicada para o polimero de Sac. — PEG 6000 — Célico, porque o outro

polimero (Sac. — PEG 400 — Cdlico) nao é soluvel em agua, assim sendo, nao foi possivel
determinar a CAC.
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Figura 1I-30 — Espetro de Fluorescéncia no estado excitado do pireno/Sac. — PEG 6000 — Cdlico, em
funcdo da concentragéo de polimero conjugado (Sac. — PEG 6000 — Cdlico). Para um comprimento de
onda de excitagao constante, 339 nm

Foi obtido espetro de emissao para varias concentragbes de polimero conjugado (Sac. — PEG
6000 — Codlico) e utilizando pireno como sonda. Os dados mostraram a formagao de
nanoparticulas do polimero conjugado com o aumento das concentragdes do polimero.
Ocorreu ainda um aumento da intensidade de fluorescéncia (Fig. 11-30), devido ao aumento do
rendimento quéntico, originando uma variagdo da intensidade de cada banda. O pireno
associa-se preferencialmente em zonas menos polares do polimeros, o interior das
nanoparticulas, zona hidrofébica. Enquanto que o pireno se estiver num ambiente polar mostra
fraca intensidade de fluorescéncia [89].
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Figura II-31 — Grafico da variagdo da concentragdo em fungéo da area (integracao dos espetros da Fig. II-
41), para determinacao do CAC
Para baixas concentragbes a area foi praticamente constante, mas rapidamente sofre um
aumento com o aumento da concentragao. O valor de CAC ¢é 0,114 (g/L), ou seja, foi o valor a
partir do qual se formou a associagdo de modo significativo, através de ligagbes
intermoleculares com o polimero. Este valor foi obtido a partir da interse¢do das tangentes

tracadas para valores mais baixos de concentragao e para valores mais elevados.
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1.8 Conclusodes e Perspetivas Futuras

Ao longo deste trabalho pretendia-se obter nanoparticulas que funcionassem como agentes de
veiculagao de farmacos. Nesse sentido foram sintetizados dois polimeros (Sac. — PEG 400 —
Colico e Sac. — PEG 6000 — Cdlico) que posteriormente foram convertidos em nanoparticulas.

Neste contexto, a parte experimental dividiu-se essencialmente em duas partes: a) Sintese dos

polimeros e sua caracterizagao; b) Sintese de nanoparticulas e sua caraterizagao.

Na 12 parte do trabalho experimental (sintese dos polimeros), os problemas inerentes a
processos de sintese organica foram sendo ultrapassados e os rendimentos quimicos obtidos
para os produtos pretendidos foram bons ou aceitaveis, ver o anexo 1.

A reacgao que representou um maior desafio foi a monobenzilagdo do acido cdlico. Com efeito,
ocorreu com um baixo rendimento (cerca de 20 %), o que se deve essencialmente a dificuldade
em evitar a formagao de produtos secundarios (ndo pretendidos) resultantes da reagao de di- e
tri-substituicdo. A Unica possibilidade de contornar esta dificuldade, € monitorizar o progresso

da reacgao (TLC) e interrompé-la logo que seja detetada a sua presencga.

Na segunda parte deste trabalho, foram abordadas algumas técnicas de preparagdo de
nanoparticulas (NPPs). Pretendeu-se encontrar um método que fosse reprodutivel e adaptavel
a escala industrial. Todos os métodos foram testados varias vezes, de modo a garantir a sua

reprodutibilidade.

Neste sentido, dois dos métodos de sintese estudados, foram o da emulsificagdo com
evaporagao do solvente e o da nanoprecipitagdo. Constata-se que estes métodos nido sao
facilmente adaptaveis a escala industrial, uma vez que estes métodos sao relativamente lentos.
Por outro lado, constata-se que o método da nanoprecipitagdo permite a obtengdo de NPPs
com dimensbes inferiores aos 100 nm e com uma baixa polidispersdo de tamanhos. Este
método comparativamente ao método de emulsificagdo com evaporagao do solvente, tem a

vantagem de nao necessitar da utilizagdo de surfatante.

Estes dois métodos tem ainda a desvantagem em relagao ao terceiro método utilizado (FSC),
resultante da possibilidade da presenga de residuos da fase organica nas NPPs, o que é
altamente indesejavel em sistemas de veiculagdo de farmacos. Uma vez que se pretende
desenvolver o uso destas particulas em seres vivos e sendo a maioria dos compostos
organicos toxicos, torna-se imperativo evitar a sua utilizagao.

Neste sentido, o método de FSC é extremamente interessante, na medida em que se utiliza
CO; supercritico como solvente, evitando assim a possiveis contaminagbes nas NPPs. Este
método tem um grande potencial para aplicagdes a nivel industrial, uma vez que a quantidade
de nanoparticulas produzidas depende apenas das dimensdes da camara onde se realiza a
sintese das mesmas. Esta técnica requere apenas alguns cuidados, tendo em conta que para

formar o fluido supercritico € necessaria uma elevada pressao e alguma temperatura.
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As amostras que foram caraterizadas por SEM e TEM apontam no sentido da morfologia das
nanoestruturas produzidas serem esféricas.

Com recurso as varias técnicas de caraterizagdo usadas (DLS, AFM, SEM e TEM) constatou-
se que as dimensbes dos tamanhos médios da NPPs estavam dentro de um determinado

intervalo de valores, permitindo que todas as técnicas estivessem em conformidade.

Procedeu-se a analise por fluorescéncia (CAC) do polimero Sac. — PEG 6000 — Célico, usando
uma sonda fluorescente (o pireno). Nao foi possivel aplicar esta técnica de analise ao polimero
de Sac. — PEG 400 — Cdlico por este nao ser soliuvel em agua. O valor de CAC obtido para a
Sac. — PEG 6000 — Cdlico foi 0,114 (g/L), ou seja, é o valor a partir do qual se formou a

associagao molecular de modo significativo, através de ligagbes intermoleculares.

Como perspetivas futuras sugere-se um estudo mais aprofundado sobre a aplicagdo do método
de FSC. Para esse efeito sera necessario proceder ao melhoramento da autoclave a usar
(maior resisténcia), de modo a efetuar varios ciclos de experiéncias, mas em seguranca. E de
realgcar que, este método se for melhorado, podera tornar possivel atingir o objetivo pretendido

numa so6 etapa e sem a utilizagao de solventes organicos.

Um outro método a ser explorado é o da dialise. Neste método ha varios parametros a
considerar, mas as membranas e a sua permeabilidade deverdo ser determinantes nas
dimensbes das NPPs pretendidas.

Finalmente, o estudo in vitro das nanoparticulas ja produzidas € um grande desafio, permitindo
analisar a sua utilidade e por outro lado abrir outros caminhos para chegar ao objetivo

pretendido (producédo de NPPs para aplicagado em sistemas de veiculagédo de farmacos).
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Capitulo Ill - Parte Experimental
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1.1 Procedimentos Gerais

A agua desionizada foi filtrada por um sistema Millipore.

Os solventes e os reagentes foram fornecidos pela Aldrich e pela Pronalab.

Na cromatografia em coluna, utilizaram-se colunas de vidro com dimensdes 45x2,5cm e
40x3,5cm, com enchimento de gel de silica (Macherey-Nagel, Kieselgel 60 M) e areia do mar
(PANREAC). As fragdes fora recolhidas manualmente.

As analises por TLC para estudar o decurso das reagdes, bem como para analisar o grau de
pureza dos compostos, foram efetuadas em placas de gel de silica 60 F254 Merck,

Os processos de revelagéao utilizados para as placas de TLC foram, a revelagao no ultravioleta
(Amax = 254nm) numa camara (CAMAG) e por pulverizagdo com uma solugdo de acido
sulfirico em etanol ou com uma solugdo de acido fosfomolibdico em etanol, seguido de
aquecimento.

Os solventes de reagao foram eliminados por evaporagao sob pressao reduzida no evaporador
rotativo (BUCHI, V-500), com um banho de agua (BUCHI, B-480). Os vestigios de solvente
foram eliminados com recurso a uma bomba de vacuo (Edwards, Two Stage).

A medigao do pH efetuou-se com papel indicador universal (Filter-Lab).

O azoto liquido e o argon utilizados sao fornecidos pela Air Liquide.

Os espetros de ressonancia magnética nuclear foram registados num aparelho (Bruker AMX)
('H a 400 MHz e "*C a 100 MHz), utilizando como solventes CDCl; e DMSO-d6 e como
referéncia interna o TMS para o primeiro solvente. Os desvios quimicos (dy) foram
apresentados em ppm. Os espetros de correlagao 'H - "H COSY e HMQC foram determinados
no mesmo aparelho.

Os espetros de massa foram registados por MALDI — TOF (Bruker Autoflex).

Os espetros de fluorescéncia foram registados num espectrofluorimetro (SPEX Fluorolog
Spectrofluorimeter).

O tamanho das nanoparticulas foram medidos com o auxilio do DLS (SZ-100 nanopartica,
Horiba) com um angulo de dispersdao de 90°, AFM (AFM Workshop), TEM realizados nos
laboratérios de analises do IST e SEM realizado no CENIMAT.
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l11.2 Sintese do composto Acido Célico Benzilado

lll.2.1 Sintese do composto Metil 3a, 7a, 12a — tri-hidroxi — 58 — colanato
(1)
A uma solugao de acido colico (7,323 g; 17,9 mmol) em
CH3OH (30 mL), adicionou-se 0,5 mL de HCI 33 %,
aqueceu-se a refluxo, durante 20 minutos. Arrefeceu-se
a mistura reacional a t. a. e posteriormente arrefeceu-se
a 5°C. Os cristais resultantes foram filtrados e lavados
com CH3;OH frio. Obtendo-se assim o composto (1)
(6,834 g; 16,2 mmol; 91 %), sob a forma de agulhas
brancas.
R; 0,32 (CHCI3/CH30H 9:1); p.f. 152 — 154°C; [a]3” = +26,0° (C=1, CHCl5).
'"H RMN (400 MHz, CDCls) 6, (ppm): 4,02 — 3,93 (m, 1H, H-128); 3,90 — 3,80 (m, 1H, H-7p);
3,67 (s, 3H, OCHg); 3,47 — 3,09 (m, 1H, H-3p); 2,41 — 2,18 (m, 4H, H-4a, H-9a, H-23a e 23p);
1,93 — 1,85 (m, 3H, H-16¢, H-683, H-14a); 1,81 — 1,75 (m, 4H, H-1a, H-48, H-17a, H-22a); 1,68
- 1,66 (m, 2H, H-28, H-158); 1,57 — 1,49 (m, 4H, H-6«a, H-83, H-11); 1,44 — 1,33 (m, 4H, H-2«,
H-58, H-20, H-223); 1,30 — 1,25 (m, 1H, H-16p); 1,13 — 1,04 (m, 1H, H-15«); 0,98 (d, J = 5,6
Hz, 3H, H-21); 1,02 - 0,93 (m, 1H, H-1p); 0,88 (s, 3H, H-19); 0,68 (s, 3H, H-18).
3C RMN (100 MHz, CDCls) 6 (ppm): 174,84 (C(=0)0); 73,09 (C12); 71,96 (C3); 68,47 (C7);
51,51 (C25); 47,01 (C17); 46,43 (C13); 41,66 (C14); 41,47 (C5); 39,49 (C8); 39,46 (C4); 35,31
(C1); 35,29 (C20); 34,76 (C10); 34,63 (C6); 31,11 (C23); 30,92 (C22); 30,33 (C2); 28,16 (C11);
27,51 (C16); 26,38 (C9); 23,22 (C15); 22,46 (C19); 17,31 (C21); 12,48 (C18).

ll.2.2 Sintese do composto Metil 3a — O — benzil — 7a, 12a — di-hidroxi —
5B — colanato (2)

Dissolveu-se o composto (1) (2 g; 4,74 mmol; 1eq.)
em 15 mL CH,Cl, seco. Arrefeceu-se a 0°C e
adicionou-se NaH (0,375 g; 9,48 mmol; 2eq.) e ao fim
de 20 minutos BnBr (1,13 mL; 9,48 mmol; 2eq.).
Controlou-se a reagao por TLC (hexano/AcOEt 4:8).
Ao fim de 12 horas parou-se a reacgao pela adigao de

gelo a mistura reacional. Extraiu-se com CH,CI, (2x 50

mL) e lavou-se a fase organica com uma solugao

saturada de NaCl (2x 15 mL). A fase orgéanica foi seca com Na,SO, anidro, filtrou-se e
concentrou-se.

Posteriormente purificou-se o bruto reacional, por cromatografia em coluna (hexano/AcOEt
4:8), obtendo-se o composto (2) (0,450 g; 0,878 mmol; 19 %), sob a forma de um sdlido
branco, tipo espuma.

R; 0,68 (hexano/AcOEt 1:2); p.f. 49,2°C; [a]}"'= + 34,0° (C=1, CHCl5).
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'H RMN (400 MHz, CDCl3) 8, (ppm): 7,38 — 7,22 (m, 5H, H-Ar); 4,62 — 4,52 (m, 2H, CH,-Ar);
4,01 - 3,97 (m, 1H, H-128); 3,85 — 3,83 (m, 1H, H-7B), 3,66 (s, 3H, OCH3); 3,20 — 3,17 (m, 1H,
H-3B); 2,38 — 2,14 (m, 4H, H-4a, H-9a, H-23a e 23p); 1,97 — 1,73 (m, 8H, H-1a, H-28, H-48, H-
6f, H-14a, H-16a, H-17a, H-22a,); 1,72 — 1,47 (m, 5H, H-88, H-6a, H-11, H-158); 1,45 — 1,26
(m, 5H, H-2a, H-58, H-16B, H-20, H-22B); 1,19 — 1,08 (m, 1H, H-15a); 0,98 (d, J = 5,6 Hz, 3H,
H-21); 1,01 = 0,93 (m, 1H, H-1B); 0,88 (s, 3H, H-19); 0,69 (s, 3H, H-18).

3¢ RMN (100 MHz, CDCl3) § (ppm): 174,72 (C(=0)O); 127,57 (C-Ar); 78,65 (C12); 72,86 (C3);
69,71 (CH,-Ar); 68,27 (C7); 51,51 (C25); 47,10 (C17); 46,52 (C13); 42,02 (C14); 41,44 (C5);
39,65 (C8); 36,26 (C4); 35,32 (C1); 34,92 (C20); 34,61 (C10); 34,59 (C6); 31,04 (C23); 30,96
(C22); 30,88 (C11); 28,42 (C16); 27,42 (C2); 26,75 (C9); 23,19 (C15); 22,64 (C19); 17,32
(C21); 12,59 (C18).

ll.2.3 Sintese do composto 3a — O — benzil — 7a, 12a — di-hidroxi — 58 —
colanato (3)

A uma solugdo do composto (2) (0,66 g; 1,28 mmol)
em THF (25 mL) adicionou-se uma solugédo de LiOH
(0,5 N, 13 mL). Apdés 24 horas verificou-se um
consumo total do composto (2). Acidificou-se com
uma solu¢do de HCI 10%, até que o pH da solugéo
estivesse aproximadamente entre 2 e 3. Extraiu-se

com CH,ClI, (2x 50 mL). Lavou-se a fase organica com

uma solugédo aquosa de NaCl (2x 15 mL) e com H,O
(15 mL). Posteriormente purificou-se o produto de reagao, por cromatografia em coluna com o
eluente hexano/AcOEt 4:8, obtendo-se assim o composto (3) (0,62 g; 1,20 mmol; 94 %), sob a
forma de um sdélido branco.

R; 0,40 (hexano/AcOEt 1:2); p.f. 64,2°C; [a]5°= +37,6° (C=1, CHCl5).

'"H RMN (400 MHz, CDCls) &, (ppm): 7,39 — 7,27 (m, 5H, H-Ar); 4,58 — 4,52 (m, 2H, CH-Ar);
4,01 — 3,98 (m, 1H, H-12B); 3,79 — 3,76 (m, 1H, H-7B), 3,30 — 3,25 (m, 1H, H-3B); 2,49 — 2,37
(m, 2H, H-23«); 2,35 - 2,17 (m, 3H, H-4a, H-9a, H-23p3); 1,98 — 1,79 (m, 8H, H-1a, H-28, H-4p,
H-683, H-148, H-16a, H-17a, H-22a); 1,74 — 1,63 (m, 1H, H-158); 1,60 — 1,45 (m, 6H, H-2a, H-
6a, H-88, H-11, H-22p); 1,44 — 1,21 (m, 4H, H-2a, H-58, H-168, H-20); 1,19 — 1,08 (m, 1H, H-
15a); 1,02 (d, J = 6.1 Hz, 3H, H-21); 1,03 — 0,93 (m, 1H, H-1p8); 0,88 (s, 3H, H-19); 0,69 (s, 3H,
H-18).

3C RMN (100 MHz, CDCl3) § (ppm): 178,35 (C(=0)0); 127,57 (C-Ar); 78,65 (C12); 72,86 (C3);
78,98 (C12); 73,09 (C3); 69,79 (CH,-Ar); 68,35 (C7); 47,04 (C17); 46,50 (C13); 42,00 (C14);
41,41 (C5); 39,39 (C8); 35,95 (C4); 35,52 (C20); 35,20 (C1); 34,94 (C10); 34,50 (C6); 30,84
(C23); 28,08 (C22); 27,63 (C11); 26,80 (C16); 26,47 (C2); 25,61 (C9); 23,22 (C15); 22,37
(C19); 17,14 (C21); 12,48 (C18).
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lll.3 Sintese do composto 6 — O — (3-carboxipropanoil)
-1°,2,3,3,4,4’,6 — hepta — O — benzil sacarose

ll.3.1 Sintese do composto 6’ — O — terc-butildifenilsilil sacarose (4)

A uma solugdo de sacarose (5 g; 15 mmol) em

OH
piridina seca (100 mL), adicionou-se DMAP (0,19 &; ;5 —X&-O 1.02'ﬂOOH
1 . 1
1,56 mmol) sob agitagdo magnética e em atmosfera HO 3 2 OSQ%OTBDPS
3] g4 6
de argon. Apos a sacarose estar praticamente OH OH (4)

dissolvida (3 horas), adicionou-se TBDPSCI (4 mL; 14,76 mmol; 1eq.) gota a gota. A reagao foi
controlada por TLC (AcOEt/Acetona/H,O 10:10:1). Assim que ocorreu o produto secundario
menos polar, parou-se a reagdo e evaporou-se o0 solvente, adicionando trés porgdes de
tolueno.

Posteriormente purificou-se o produto de reagéo, por cromatografia em coluna com o eluente
AcOEt/Acetona/H,0 100:100:1, obtendo-se assim o composto (4) (4,738 g; 8,159 mmol; 55 %),
na forma de um sdélido branco.

R; 0,35 (AcOEt/Acetona/H,0 10:10:1); p.f. 192 — 195°C; [a]3"'= +44,4° (C=1, CH30H).

'H RMN (400 MHz, DMSO-d6) &, (ppm): 7,71 — 7,59 (m, 4H, H-Ar); 7,47 — 7,36 (m, 6H, H-Ar);
5,26 — 5,20 (m, 2H, H-1, -OH); 4,95 (d, J = 6,6 Hz, 1H, -OH); 4,85 (t, J = 6,2 Hz, 1H, -OH); 4,76
— 4,68 (m, 2H, -OH); 4,52 (d, J = 8,1 Hz, 1H, -OH); 4,20 (t, J = 5,2 Hz, 1H, -OH); 3,91 — 3,86 (m,
2H); 3,81 — 3,76 (m, 2H); 3,70 — 3,66 (m, 1H); 3,65 — 3,56 (m, 1H); 3,51 — 3,32 (m + DMSO-dS6,
H-6, H-1’); 3,16 — 3,01 (m, 2H); 0,97 (s, 9H, -C(CHs)3).

3C RMN (100 MHz, DMSO-d6) 6 (ppm): 135,59 (C-H(Ar)); 135,55 (C-H(Ar)); 133,67 (C(Ar));
133,65 (C(Ar)); 130,19 (C-H(Ar)); 130,17 (C-H(Ar)); 128,31 (C-H(Ar)); 128,28 (C-H(Ar)); 104,89
(C2); 92,02 (C1); 82,64; 77,24; 74,98; 73,53; 73,09; 72,15; 70,49; 66,07 (C6’); 62,55 (C1’);
61,23 (C6); 27,18 (-C(CH3)3); 19,32 (-C(CHa)3).

Como produto secundario obteve-se o composto (5) (1,745 g; 1,64 mmol; 11 %), este
apresenta-se também sob a forma de um sdélido branco.

R; 0,59 (AcOEt/Acetona/H,0 10:10:1); p.f. 174 — 177°C; [a]}"'= + 26,9° (C=1, CH30H)

'H RMN (400 MHz, DMSO-d6) &,,(ppm): 7,75 — 7,64 (m, 4H); 7,57 — 7,47 (m, 4H); 7,41 — 7,14
(m, 13H); 5,31 (s, 1H); 4,23 — 3,19 (m, 16H); 1,05 - 0,91 (m, 18H).

3C RMN (100 MHz, DMSO0-d6) 6 (ppm): 135,2; 133,3; 129,7; 127,9 (C(Ar)); 105,0 (C-2); 92,2
(C-1); 82,4; 76,8; 75,0; 73,2; 72,7; 71,9; 69,6 (C-2, C-3, C-3', C-4, C-4’, C-5, C-5’); 65,8 (C-1);
63,3; 62,1 (C-6,6’); 26,8 (CH3); 19,0 (CSi(CHj3)3).

1l.3.2 Sintese do composto 1°,2,3,3’,4,4’,6 — hepta— O — benzil-6" - 0 -
terc-butildifenilsilil sacarose (6)

Arrefeceu-se a 0°C uma solugdo do composto (4) OBn

(2 g; 0,29 mmol; 1eq.) e (n-Bu)N'T (0,02 g; 0,029 gno 46&1. 02‘,3“OOBp

mmol; 0,2eq.) em DMF (40 mL). Adicionou-se com BnO 3 2081 OSSQ%OTBDPS
muito cuidado NaH (1,29 g; 0,0325 mmol; 11,2 " " OBn (6)
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eq.; 1,6eq/OH). Ao fim de 15 minutos adicionou-se BnBr (5 mL; 4,06mmol; 14eq.) gota a gota.
Deixou-se atingir a temperatura ambiente ao fim de 2 horas, uma vez que a reagao foi
controlada por TLC (AcOEt/Acetona/H,O 10:10:1) e ao fim deste tempo, obteve-se uma
solugéo laranja (acastanhada). Arrefeceu-se a 0°C e adicionou-se gelo a mistura reacional.
Extraiu-se com éter (100mL + 50mL). Secou-se a fase organica com Na,SO, anidrido, filtrou-se
e concentrou-se.

Posteriormente purificou-se o produto de reagao, por cromatografia em coluna (hexano/AcOEt
5:1) obtendo assim o composto (6) (3,590 g; 2,96 mmol; 87 %) sob a forma de um éleo
amarelo.

R; 0,54 (Hexano/AcOEt 3:1); [a]3""= +31,6° (C=1, CHCl5).

'H RMN (400 MHz, DMSO-d6) &, (ppm): 7,68 — 7,53 (m, 4H, H-Ar); 7,41 — 7,06 (m, 41H, H-Ar);
5,64 (m, 1H, H-1); 4,87 — 4,74 (m, 3H, CHx-Ar); 4,75 — 4,25 (m, 4H, CH,-Ar); 4,23 — 4,12 (m,
6H); 3,97 — 3,82 (m, 1H); 3,75 — 3,62 (m, 1H); 3,55 — 3,47 (m, 1H); 3,47 — 3,28 (m, 1H); 3,24 (d,
J =7,2Hz, 1H); 2,49 (s, 1H); 0,95 (s, 16H, -C(CHj3)s;).

3C RMN (100 MHz; DMSO-d6) & (ppm): 139,22 (C(Ar)); 138,90 (C(Ar)); 138,73 (C(Ar)); 138,61
(C(Ar)); 138,54 (C(Ar)); 138,49 (C(Ar)); 128,71 — 127,81 (C-H(Ar)); 104,65 (C2’); 89,51 (C1);
83,81; 82,20; 81,72; 81,35; 79,85; 77,72; 74,90 (CH,-Ar); 74,32 (CH,-Ar); 72,96 (CH»-Ar); 72,83
(CH3-Ar); 72,51 (CH2-Ar); 71,92 (CH-Ar); 71,34 (CH,-Ar); 70,71; 68,95 (C-6); 65,24 (C-6").

l1.3.3 Sintese do composto 1°,2,3,3’,4,4’,6 — hepta — O — benzil sacarose

(7)
Dissolveu-se o composto (6) (3,590 g; 2,96 mmol; OBn
-0 OB opp
1eq.) em 40 mL de THF. Adicionou-se TBAF gota a B%Ocmp e) 5 OH
n
gota. A reacao ficou sob agitagcdo e atmosfera de 8 2OBnO 34 6
argon durante 12 horas e foi controlada por TLC OBn (7)

(Hexano/AcOEt 3:1). Diluiu-se a solugdo em 80 mL de CH,Cl,. Lavou-se com de H,O (2x 15
mL). Secou-se a fase organica com Na,SO, anidrido. Filtrou-se o0 agente exsicante e
concentrou-se a mistura reacional.

Posteriormente purificou-se o produto de reagéo, por cromatografia em coluna com o eluente
hexano/AcOEt 3:2, obtendo-se assim o composto (7) (2,324 g; 2,39 mmol; 81 %), sob a forma
de dleo incolor.

R; 0,26 (Hexano/AcOEt 3:1); [a]3""= +53,6° (C=1, CHCl5).

'H RMN (400 MHz, DMSO-d6) 6, (ppm): 7,38 — 7,11 (m, 35H, H-Ar); 5,67 (d, 1H, H-1); 4,78 (d;
J = 11,2 Hz; 1H); 4,74 — 4,27 (m; 15H; CH,-Ar); 4,06 (t, J = 7,2 Hz, 1H); 4,02 — 3,92 (m; 1H);
3,85 3,73 (m; 2H); 3,70 — 3,56 (m; 3H); 3,53 — 3,24 (m + DMSO-d6, 36H).

3C RMN (100 MHz, DMSO-d6) & (ppm): 139,24 (C(Ar));138,88 (C(Ar)); 138,80 (C(Ar)); 138,75
(C(Ar)); 138,65 (C(Ar)); 138,44 (C(Ar)); 128,73 — 127,80 (C-H(Ar)); 104,25 (C2’); 89,37 (C1);
83,65; 82,05; 81,83; 81,66; 79,75; 77,80; 74,86 (CH,-Ar); 74,37 (CH-Ar); 72,93 (CH2-Ar); 72,81
(CH2-Ar); 72,29 (CH-Ar); 71,95 (CHy-Ar); 71,85 (CHx-Ar); 71,57; 70,63; 68,93 (C-6); 62,81 (C-
6’).
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ll.3.4 Sintese do composto 6" — O — (3-carboxipropanoil) - 1°,2,3,3’,4,4’,6 —
hepta — O — benzil sacarose (8)

Dissolveu-se o composto (7) (2,324 g; 2,39 mmol;
9] OBn
1l

1eq.) em 40 mL de CH,Cl, seco. Adicionou-se Bnom OB”

anidrido succinico (0,48 g; 4,78 mmol; 2eq.), WONOH
DMAP (0,29 g; 2,39 mmol; 1eq.) e 0,2 mL de TEA.

A reacgao foi controlada por TLC (Hexano/AcOEt 3:2) e parou-se ao fim de 48 horas. D|IU|u-se a
solugdo em 100 mL de CH,Cl,, lavou-se com uma solugédo de HCI 0,1 M (5x10 mL), seguido de
uma solugado aquosa de NaCl (3x 10 mL) e por fim com H,O (2x 10 mL). Secou-se a fase
organica com Na,SO, anidrido, filtrou-se e concentrou-se.

Posteriormente purificou-se o produto de reagéo, por cromatografia em coluna com o eluente
hexano/AcOEt 3:2, obtendo-se assim o composto (8) (2,28 g; 2,12 mmol; 89 %), sob a forma
de um 6leo incolor.

R; 0,38 (Hex/AcOEt 3:2); [ar]3”'= + 27,1° (C=1, CHCl5).

'H RMN (400 MHz, CDCls) 6, (ppm): 7,40 — 7,19 (m, 35H, H-Ar); 5,69 (d, J = 4,0 Hz, 1H, H-1);
4,96 (d, J = 10,9 Hz, 1H, CH-Ar); 4,85 (d, J = 10,9 Hz, 1H, CH,-Ar); 4,80 (d, J = 10,9 Hz, 1H,
CH-Ar); 4,70 — 4,25 (m, 11H, CH-Ar); 4,21 — 4,13 (m, 1H); 4,11 — 4,04 (m, 2H); 3,97 (t, J = 8,0
Hz, 1H); 3,76 (d, J = 10,9 Hz, 1H); 3,66 (t, J = 9,6 Hz, 1H); 3,60 — 3,48 (m, 3H); 3,46 — 3,38 (m,
1H); 2,59 — 2,45 (m, 4H, CH,CH,COOH).

3C RMN (100 MHz, CDCl3) 6 (ppm): 174,89 (COOH); 171,95 (C(=0)0); 138,92 (C(Ar)); 138,27
(C(Ar)); 138,00 (C(Ar)); 137,94 (C(Ar)); 137,74 (C(Ar)); 137,70 (C(Ar)); 128,41 (C-H(Ar)); 128,35
(C-H(Ar)); 128,30 (C-H(Ar)); 128,13 (C-H(Ar)); 128,09 (C-H(Ar)); 127,97 (C-H(Ar)); 127,83 (C-
H(Ar)), 127,72 (C-H(Ar)); 127,66 (C-H(Ar)); 127,56 (C-H(Ar)); 127,51 (C-H(Ar)); 104,51 (C2’);
89,97 (C1); 83,99; 81,82; 81,47; 79,56; 77,99; 77,55; 75,60 (CH,-Ar); 74,99 (CH,-Ar); 73,49
(CH2-Ar); 73,36 (CH3-Ar); 73,17 (CHy-Ar); 72,85 (CHx-Ar); 72,25 (CH,-Ar), 71,00 (C1’); 70.34;
68,25 (C6); 64,88 (C6’); 29,26 (CH,COOH); 28,82 (CH,CH,COOH).

lll.4 Método Geral para a Sintese do composto Sac. —
PEG - Cdlico

A partir deste passo de sintese, e para obter o polimero conjugado final fez-se os mesmos

tipos de reagdes fazendo apenas variar a massa molecular média do PEG (400 e 6000).

lll.4.1 Sintese do composto 6" — O —(3-carboxipropanoil) — 1°,2,3,3’,4,4°,6 —
hepta — O — benzil sacarose com o PEG (9) ou (10)

6 OBn
BnBOO4 . O OBS”O
n
il \n/\)LoJro CH,CHz4-OH
OBn (9) ou (10)
A uma solugdo do composto (8) (1 g; 0,934 mmol; 1,2eq.), em 15 mL de CH,CI, seco,

adicionou-se DCC (0,321g; 1,56 mmol; 2eq.), DMAP (0,114g; 0,934 mmol; 1,2eq.). Ao fim de
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20 minutos adicionou-se PEG (1 eq.). Ao fim de 24 horas colocou-se a mistura reacional a 5°C.
Filtrou-se o precipitado de ureia sobre celite previamente lavada com CH,Cl,.

Posteriormente purificou-se o produto de reagdo, por cromatografia em coluna com um
gradiente de CH3OH (1 a 10%) em CHCI;, obtendo assim o composto (9) (1,12 g; 0,773 mmol;
56 %) e (10) (2,13 g; 0,303 mmol; 73 %).

O composto (9) apresenta um R, 0,42 (CHCI3/CH;OH 9:1), sob a forma de um oleo
incolor, [a]3%°= + 20,3 (C=1, CHCIj).

'H RMN (400 MHz, CDCls) 6, (ppm): 7,63 — 7,20 (m, 33H, H-Ar); 7,16 (d, J = 5,3 Hz, 2H, Ar);
5,68 — 5,66 (m, 1H, H-1); 4,95 (d, J = 10,9 Hz, 1H, CH,-Ar); 4,87 — 4,75 (m, 2H, CH,-Ar); 4,71 —
4,31 (m, 14H, H-5', H-6’, CH,-Ar); 4,27 — 4,18 (m, 2H, -C(=0)OCH,CH,0-); 4,04 — 3,92 (m, 3H);
3,80 — 3,42 (m, 1H, H-3); 2,81 — 2,47 (m; 4H; -CH,CH,-).

3C RMN (100 MHz, CDCl3) § (ppm): 172,12 (C(=0)O-PEG); 171,95 (C(Ar)); 157,11; 153,87;
138,79 (C(Ar)); 138,42 (C(Ar)); 138,20 (C(Ar)); 137,98 (C(Ar)); 137,86 (C(Ar)), 137,71 (C(Ar));
134,38 (C-H(Ar)); 132,82 (C-H(Ar)); 129,85 (C-H(Ar)); 129,65 (C-H(Ar)); 128,91 (C-H(Ar));
128,28 (C-H(Ar)); 128,24 (C-H(Ar)); 128,19 (C-H(Ar)); 127,85 (C-H(Ar)); 127,81 (C-H(Ar));
127,72 (C-H(Ar)); 127,64 (C-H(Ar)); 127,58 (C-H(Ar)); 127,52 (C-H(Ar)); 127,45 (C-H(Ar));
104,55 (C2’); 90,03 (C1); 83,64; 81,95; 81,81; 79,63; 78,18; 77,57; 77,32; 77,01; 76,69; 75,45
(CH2-Ar); 74,76 (CHy-Ar); 73,29 (CHy-Ar); 72,77 (CHy-Ar); 72,51 (CHy-Ar); 72,42 (CHx-Ar);
70,86 (CHy-Ar); 70,57; 70,44; 70,18; 68,94; 68,37; 65,47; 63,69 (-C(=O)OCH,CH,0-); 61,57;
49,82; 49,08; 33,76; 32,43; 30,63; 29,60; 29,21; 28,74 (-CH,CH>-).

O composto (10) sob a forma de um sdlido branco apresenta um R 0,42 (CHCI3/CH3;0H 9:1);
p.f. 57 — 60°C; [a]3"'= + 4,8° (C=1, CHCIj).

'H RMN (400 MHz, CDCl3) 8, (ppm): 7,41 — 7,17 (m, 33H, H-Ar); 7,17 — 7,06 (m, 2H, Ar); 5,65
(d, J =2,6 Hz, 1H, H-1); 4,92 (d, J = 10,8 Hz, 1H, CH,-Ar); 4,87 — 4,73 (m, 1H, CH,-Ar); 4,68 —
4,29 (m, 15H, CH,-Ar); 4,27 — 4,16 (m, 2H, -C(=0)OCH,CH,0-); 4,15 — 4,01 (m, 3H); 3,96 (t, J
=9,4 Hz, 1H, H-3); 2,73 — 2,44 (m; 4H; -CH,CH_-).

3C RMN (100 MHz, CDCl3) § (ppm): 167,45 (C(=0)O-PEG); 167,27 (C(=0)0); 134,13 (C(Ar)
133,75 (C(Ar)); 133,53 (C(Ar)); 133,33 (C(Ar)); 133,31 (C(Ar)); 133,18 (C(Ar)); 133,04 (C-H(Ar)
127,89 ( Ar)); 123,61 (C-H(Ar));, 123,57 (C-H(Ar)); 123,55 (C-H(Ar)); 123,54 (C-H(Ar)
123,52 ( Ar)); 123,18 (C-H(Ar)); 123,16 (C-H(Ar)); 123,13 (C-H(Ar)); 123,05 (C-H(Ar)
122,97 (C-H(Ar)); 122,91 (C-H(Ar)); 122,84 (C-H(Ar)); 122,78 (C-H(Ar)); 104,65 (C2’); 90,88
(C1); 85,36; 78,97; 77,29; 77,15 (CH,-Ar); 74,96 (CH,-Ar); 73,51 (CHx-Ar); 72,90 (CHx-Ar);
72,63 (CHy-Ar); 72,31 (CHy-Ar); 72,00 (CHx-Ar); 70,78; 70,09; 68,61; 68,11; 68,01; 67,83;
67,76; 65,81; 64,29; 63,70 (-C(=0)OCH,CH,0-); 60,81; 59,02; 24,07 (-CH,CH,-).

);
);
C-H( );
C-H( );
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lll.4.2 Sintese do composto Sac. — PEG - Célico Benzilado (11) ou (12)

OBn OBn

o
BnO 7\ 0 1615 OH
B 5" 0 :
"o SQV \n/\) O010-CH,CHp+0730N& ‘« -

(11) ou (12)

Dissolveu-se 1 equivalente do composto (9) ou (10) em 20 mL de CH,Cl, seco em ambiente
inerte, argon. De seguida, adicionou-se 2 eq. do composto (3), 3 eq. de DCC e 1,2 eq. de
DMAP e arrefeceu-se a 0°C. A reagéao foi controlada por TLC (CHCI3/CH3OH 9:1) e ao fim de
48 horas arrefeceu-se a mistura reacional.

Posteriormente purificou-se o produto de reagdo, por cromatografia em coluna com um
gradiente de CH3OH (1 a 10%) em CHCI;, obtendo assim o composto (11) (0,885 g; 0,729
mmol; 71 %) e (12) (0,647 g; 0,092 mmol; 37 %).

O composto (11) apresenta um R, 0,40 (CHCI3/CH3OH 9:1); [a]3%°= +29,2° (C=1, CHCI;), sob a
forma de um 6leo incolor.

'H RMN (400 MHz, CDCls) 6, (ppm): 7,48 — 7,20 (m, 38H, H-Ar); 7,16 (d, J = 5,4 Hz, 2H, Ar);
5,67 (m, 1H, H-1); 4,95 (d, J = 10,9 Hz, 1H, CH-Ar); 4,89 — 4,75 (m, 1H, CH,-Ar); 4,71 — 4,29
(m, 1H, CH>-Ar); 4,69 — 4,26 (m, 14H, CHx-Ar); 4,29 — 4,19 (m, 4H, -C(=O)OCH,CH,0-); 4,17 —
4,06 (m, 3H); 4,02 — 3,92 (m, 2H); 3,87 — 3,79 (m, 1H); 3,76 — 3,43 (m, PEG); 3,32 — 3,20 (m,
1H); 2,66 — 2,53 (m, 4H, -CH,CH,-); 2,47 — 2,19 (m, 4H, H-23a.y); 2,01 — 1,48 (m, 8H); 1,46 —
1,23 (m, 10H); 1,21 — 1,07 (m, 2H); 1,05 — 0,95 (m, 3H, 21-CH3,); 0,91 (s, 3H, 19-CH3.y); 0,70
(s, 3H, 18-CH3).

3C RMN (100 MHz, CDCl3) & (ppm): 174,23 (C244,); 172,23 (C(=0)O-PEG); 172,04 (C(=0)0);
139,22 (C(Ar)); 139,12 (C(Ar)); 138,91 (C(Ar)); 138,53 (C(Ar)); 138,31 (C(Ar)); 138,11 (C(Ar));
138,09 (C(Ar)); 137,97 (C(Ar)); 137,82 (C(Ar)); 128,30 (C-H(Ar)); 128,22 (C-H(Ar)); 128,02 (C-
H(Ar)); 127,96 (C-H(Ar)); 127,93 (C-H(Ar)); 127,91 (C-H(Ar)); 127,83 (C-H(Ar)); 127,75 (C-
H(Ar)); 127,69 (C-H(Ar)); 127,62(C-H(Ar)); 127,56 (C-H(Ar)); 127,51 (C-H(Ar));, 127,38 (C-
H(Ar)); 127,31 (C-H(Ar)); 127,25 (C-H(Ar)); 104,66 (C2”); 90,14 (C1’); 83,75; 82,07; 81,92;
79,74; 78,79; 78,74; 78,29; 77,68; 77,41; 77,29; 77,09; 76,77; 75,56; 74,87; 73,40 (CH,-Ar);
72,88 (CH,-Ar); 72,83 (CH3-Ar); 72,61; 72,54 (CH,-Ar); 70,97 (CH,-Ar); 70,92 (CH-Ar); 70,68
(C1”); 70,58; 69,96; 69,69 (CH,-Ary); 69,21; 69,06; 68,48; 68,23; 6559; 63,80 (-
C(=0)OCH,CH,0-); 63,44 (-C(=O)OCH,CH,0O-); 47,08; 46,52; 46,00; 44,19; 41,96; 41,49;
39,67; 38,37; 36,28; 35,15; 34,46; 33,84; 28,29 (-CH,CH,-); 27,13; 26,70; 25,59; 24,92; 23,20;
22,65 (C19¢0); 17,34 (C21c01); 12,60 (C1840))-

O composto (12) apresenta um R, 0,40 (CHCI3/CH3;0H 9:1); p.f. 59 — 61°C; [a]3”= + 31,8°
(C=1, CHCI3), sob a forma de um sélido branco.

'H RMN (400 MHz, CDCl3) 8, (ppm): 7,39 — 7,20 (m, 38H, H-Ar); 7,16 — 7,08 (m, 2H, Ar); 5,65
(m, 1H, H-1); 5,31 (m, 1H, CH-Ar); 4,92 (d, J = 10,9 Hz, 1H, CH-Ar); 4,80 (dd, J= 15,3 e 11,0
Hz, 2H, CH,-Ar); 4,68 — 4,28 (m, 14H); 4,27 — 4,15 (m, 4H, -C(=0)OCH,CH,0-); 4,15 — 4,03 (m,
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3H); 4,00 — 3,90 (m, 2H); 3,87 — 3,79 (m, 1H); 3,78 — 3,39 (m, PEG); 3,28 — 3,20 (m, 1H); 2,71 —
2,46 (m, 4H, -CH,CH,-); 2,44 — 2,36 (m, 1H, H-23acy); 2,35 — 2,15 (m, 3H); 2,01 — 1,74 (m, 8H);
1,71 = 1,50 (m, 10H); 1,46 — 1,23 (m, 1H); 1,22 — 1,04 (m 1H); 0,99 (d, J = 5,9, Hz, 3H, 21-
CHaco); 0,90 (s, 3H, 19-CHacy); 0,70 (s, 3H, 18-CHacy).

3¢ RMN (100 MHz, CDCl3) § (ppm): 174,14 (C24,); 172,15 (C(=0)O-PEG); 171,97(C(=0)0);
139,17 (C(Ar)); 138,83 (C(Ar)); 138,45 (C(Ar)); 138,23 (C(Ar)); 138,04 (C(Ar)); 138,01 (C(Ar));
137,89 (C(Ar)); 137,75 (C(Ar));137,11 (C-H(Ar)); 131,82 (C-H(Ar)); 128,31 (C-H(Ar)); 128,28 (C-
H(Ar)); 128,24 (C-H(Ar)); 128,22 (C-H(Ar)); 127,89 (C-H(Ar)); 127,86 (C-H(Ar)); 127,84 (C-
H(Ar)); 127,76 (C-H(Ar)); 127,68 (C-H(Ar)); 127,62 (C-H(Ar)); 127,55 (C-H(Ar)); 127,48 (C-
H(Ar)); 127,23 (C-H(Ar)); 104,58 (C2”); 90,07 (C1’); 83,67; 81,85; 79,66; 78,59; 78,22; 77,59;
77,32; 77,21; 77,00; 76,68 ; 75,48 (CH,-Ar); 74,80 (CH,-Ar); 73,31 (CH,-Ar); 72,81 (CH,-Ar);
72,68; 72,54 (CH,-Ar); 72,46 (CH,-Ar); 70,90 (C1”); 70,51; 69,62 (CH»-Ar); 69,14; 68,99;
68,41; 68,17; 65,51; 63,72 ((-C(=0)OCH,CH,0-); 63,37 ((-C(=0)OCH,CH,0-); 47,01; 46,46;
46,14; 45,52; 41,96; 41,40; 39,62; 36,19; 34,96; 34,54; 31,06; 30,73; 28,77 (-CH.CH,-); 28,39;
27,35; 27,19; 26,69; 23,10; 22,60 (C19cy); 17,27 (C2160); 12,54 (C18¢y).

ll.4.3 Sintese do composto Sac. — PEG - Célico (13) ou (14)

G'OH OH
Ham"—yof“ ", o O‘OHS“ O O O 16 15 QH
v 2! . :
3 OH O SbH 4" 6" BI/\AO-[-O-CHchZtO 24 23 : .

(13) ou (14)

O composto (11) ou (12) foi dissolvido em Etanol:AcoEt:H,0 (7:7:1) (25 mL). Adicionou-se 0,2 g
de Paladio/C (10%). A mistura foi agitada durante 24 horas sobre 50 psi de hidrogénio. Filtrou-
se o paladio sobre celite e evaporou-se o solvente. Obteve-se o composto (13) (0,943 g; 0,729
mmol; 83 %) e (14) (0,634 g; 0,092 mmol; 85 %).

O composto (13) apresenta um p.f. 45,7°C; [a]3"'= + 29,2° (C=1, CHCI;), e tem a forma de um
sélido branco.

'H RMN (400 MHz, DMSO-d6) &, (ppm): 5,77 (d, J = 7,5 Hz, 1H, -OH); 5,37 (d, J = 5,2 Hz, 1H, -
OH); 5,19 — 5,08 (m, 1H, H-1); 5,03 (d, J = 5,8 Hz, 1H, -OH); 4,89 — 4,53 (m, 3H, -OH); 4,51 -
4,25 (m, 2H); 4,18 — 4,05 (m, 6H, -C(=0)OCH,CH,0); 4,03 — 3,95 (m, 1H, -OH); 3,94 — 3,84 (m,
1H); 3,83 — 3,66 (m, 2H); 3,65 — 3,55 (m, 2H); 3,54 — 3,25 (m, PEG); 3,22 — 3,12 (m, 2H); 3,09
(m, 1H); 2,62 — 2,42 (m, 4H, -CH,CH>-); 2,36 — 2,25 (m, 1H, H-23a.,); 2,25 — 2,05 (m, 3H); 2,02
- 1,90 (m, 1H, H-14a,); 1,83 — 1,56 (m; 6H); 1,55 — 0,96 (m, 12H); 0,89 — 0,84 (m, 1H); 0,91
(d, 3H, 21-CHsco1); 0,79 (s, 3H, 19-CHscq); 0,57 (s, 3H, 18-CHg,y).

C RMN (100 MHz, DMSO0-d6) § (ppm): 171,97 (C(=0)O-PEG); 171,87 (C(=0)0); 156,64;
104,25 (C2”); 91,74 (C1’); 79,16; 76,40; 74,74; 72,77, 71,62; 70,03; 69,77; 68,21 (-
C(=0)OCH,CH,0-); 66,24 (-C(=O)OCH,CH,0-); 65,92; 63,47; 60,72; 47,50; 46,05; 45,76;
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41,51; 41,36; 40,12; 39,91; 39,70; 39,50; 39,29; 39,08; 38,87; 35,00; 34,86; 34,38; 33,33;
30,38; 28,46 (-CH,CH,-); 25,31; 24,45; 22,61 (C19 4q); 16,87 (C21 ¢01); 12,30 (C18 o).

O composto (14) apresenta um p.f. 54,9°C; [a]3”= + 12,4° (C=1, CHCI;), e tem a forma de um
sélido branco.

'H RMN (400 MHz, DMSO-d6) 8, (ppm): 5,77 (d, J = 7,5 Hz, 1H, -OH); 5,37 (m, J = 5,2 Hz, 1H,
-OH); 5,19 — 5,08 (m, 1H, H-1); 5,03 (d, J = 5,8 Hz, 1H, -OH); 4,89 — 4,53 (d, , 3H, -OH); 4,51 —
4,25 (m, 2H); 4,18 — 4,05 (m, 6H, -C(=0)OCH,CH,0); 4,03 — 3,95 (m, 1H, -OH); 3,94 — 3,84 (m,
1H); 3,83 — 3,66 (m, 2H); 3,65 — 3,55 (m, 2H); 3,54 — 3,25 (m, PEG); 3,22 — 3,12 (m, 2H); 3,09
(m, 1H); 2,62 — 2,42 (m, 4H, -CH,CH>-); 2,36 — 2,25 (m, 1H, H-23a.,); 2,25 — 2,05 (m, 3H); 2,02
- 1,90 (m, 1H, H-14ay); 1,83 — 1,56 (m; 6H); 1,55 — 0,96 (m, 12H); 0,89 — 0,84 (m, 1H, H-
1Bc01); 0,91 (d, 3H, 21-CHsq); 0,79 (s, 3H, 19-CHsc); 0,57 (s, 3H, 18-CHs.y).

C RMN (100 MHz, DMSO0-d6) § (ppm): 171,99 (C(=0)O-PEG); 171,90 (C(=0)0O); 104,30
(C2”); 91,79 (C1’); 79,17; 76,51, 74,75; 72,85; 72,81; 71,99; 71,97; 71,95; 71,68; 71,01; 69,80;
68,35 (-C(=O)OCH,CH,0-); 68,23 (-C(=0)OCH,CH,0-); 67,62; 66,26; 63,49; 63,07; 45,78;
41,53; 40,13; 39,92; 39,71; 39,50; 39,29; 39,08; 38,87; 35,32; 35,02; 34,88; 34,39; 30,72; 30,68;
30,40; 28,47 (-CH,CH,-); 27,28; 26,22; 25,27; 22,82; 22,62 (C19 +); 16,88 (C21 +); 12,32 (C18

col)-

lll.5Métodos de Preparacao das Nanoparticulas

As nanoparticulas foram produzidas por varios métodos, como a emulsificagdo com
evaporacgao do solvente, a nanoprecipitagao e em fluido supercritico.

A preparagao das nanoparticulas foram feitas em copos de precipitagao (LINEX) de 20 ml, a
agua desionizada e o(s) solvente(s) utilizado(s) foram filirados antes do método ser colocado
em pratica, por filtros de seringa de PE 0,45 um (LABOR SPIRIT, Lda).

1.5.1 Emulsificagdao com Evaporagao do Solvente

Dissolveu-se o polimero (20 mg) no respetivo solvente organico (2 mL) (THF para o composto
Sac. — PEG 400 - Cdlico e acetona para o composto Sac. — PEG 6000 — Cdlico). Adicionou-se
a solugéo orgéanica gota a gota a uma solucdo aquosa de PVA (3%) sobre agitacdo. Uma vez
obtida a emulsao colocou-se 1 minuto no Vortex e de seguida num banho de Ultra-Sons (EIma,
S 100 H Elmasonic) durante 3 minutos. Iniciou-se durante um periodo de 2 minutos, com uma
pausa de 30 segundos e finalizou-se com 1 minuto. Deixou-se a agitar durante 12 horas para
remover o solvente organico. A suspensdes coloidais obtidas foram liofilizadas a -55°C e 0,5

kPa. Os sodlidos obtidos foram guardados a 5°C.

111.5.2 Nanoprecipitagao

Dissolveu-se o composto (20 mg) no respetivo solvente organico (2 mL) (THF para o composto
Sac. — PEG 400 - Cdlico e acetona para o composto Sac. — PEG 6000 — Cdlico). Adicionou-se
a solugao organica gota a gota a solugdo aquosa (4 mL) sobre agitagdo. Deixou-se a agitar
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durante 12 horas, até a completa evaporagdo do solvente organico. A suspensdes coloidais

obtidas foram liofilizadas a -55°C e 0,5 kPa. Os sdlidos obtidos foram guardados a 5°C.

ll.5.3 Tecnologia de Fluido Supercritico

Inicialmente n&o havia possibilidade para realizar este método, até que surgiu uma ideia muito
simplista, que consiste na adicdo de 10 g gelo seco num tubo Falcon de 15 mL. Em seguida
colocou-se o composto Sac. — PEG 6000 — Cdlico (20 mg), fechou-se o tubo e colocou-se
dentro de um banho de agua a 60°C. Uma vez formado o CO; liquido, esperou-se até que este
evaporasse na sua totalidade. Retirou-se o tubo de dentro do banho. Posteriormente colocou-
se os tubos num exsicador com pentdxido de fésforo para evaporar residuos de agua.

Numa outra metodologia, adicionou-se 30 g de gelo seco a autoclave artesanal, juntamente
com 50 mg de Sac. — PEG 400 — Cdlico. Fechou-se a camara e de forma gradual aumentou-se
a temperatura no exterior, com um banho de agua em que a temperatura deste foi controlada
por um termometro (de forma a provocar o aumento da pressao). Quando a autoclave
apresentou uma pressao de 80 Bar (a temperatura do banho estava entre os 50°C e os 60°C),
abriu-se a valvula de segurancga e libertou-se o CO, para a atmosfera. A descompressao fez-se
durante 20 minutos, ou seja, com uma velocidade de descompressao de 4 Bar/min. A

temperatura final do banho foi de 42°C.

111.5.3.1 Descrigao da Autoclave

A representacido das pegas desenhadas obteve-se com recurso ao software AutoCAD, cujas
dimensbes sédo expressas em milimetros.

As pecgas apresentadas (corpo, cabega, suporte de anilha e mandmetro) compbdem a
Autoclave, que permite a formagao do fluido supercritico.

A totalidade das pegas € em aco inox e a construgdo das mesmas teve origem na oficina da

empresa MetaloCachoeira.

37

Figura lll-1 — Corpo da Autoclave, em perfil e planta, respetivamente

55



Nanoestruturas Orgéanicas Anfifilicas: Sintese e Caraterizagdo

23

1 90

Figura lll-2 — Cabecga da Autoclave, em perfil e planta, respetivamente

3

-

150

Figura Ill-3 — Suporte de anilha para a Autoclave, em perfil e planta, respetivamente

64 ‘ 28

Figura lll-4 — Manometro para a Autoclave, em representacéo frontal e lateral, respetivamente
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Figura llI-5 — Representacdo 3D da montagem da Autoclave

Figura Ill-6 — Autoclave
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lll.6 Caraterizagcao morfolégica das NPPs por AFM, SEM
e TEM

O modo de preparagdo das amostras teve com base a preparagdo de uma solugdo de NPPs,
com a concentragao de 0,1 mg/mL e 0,01 mg/mL.

Para a técnica de AFM colocou-se um gota da solugao de NPPs numa folha de mica e deixou-
se durante 12 horas a 5°C. Para o SEM também se prepararam as amostras da mesma
maneira que para o AFM, no entanto, antes da analise ser feita, depositou-se uma fina camada
de ouro. Para o TEM, colocou-se uma gota no porta amostras e esperou-se que a agua
evaporasse. Tanto no SEM como no TEM foi feita a admissdo de vacuo para a respetiva
analise.

As imagens obtidas pelas técnicas referidas anteriormente, foram tratadas com auxilio a dois

programas o Gwyddion 2.32 e o ImageJ.

lll.7 Método de preparacao das amostras para a
Espetroscopia de Fluorescéncia

Uma quantidade conhecida de pireno foi dissolvido em acetona e adicionado a uma série de
vials de 4 mL. Deixou-se evaporar a acetona durante a noite num exsicador. O pireno foi
ajustado para uma concentragao final para 6x10~7 M em 3 mL de solugéo aquosa de polimero
com uma gama de concentragbes de 1 a 10™* g/L. As amostras ficaram durante 12 horas a
temperatura ambiente para equilibrar o pireno com o polimero. O comprimento de onda emitido

para de excitagao foi de 340 nm.
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Anexo 1 — Esquema geral da sintese processada

(13) ou (14)
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Anexo 2 — Espetros do composto (1)
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Anexo 3 — Espetros do compost
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Anexo 4 — Espetros do comp
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Anexo 6 — Espetros do composto (6)
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Anexo 7 — Espetros do composto (7)
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Anexo 8 — Espetros do composto (8)
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Anexo 9 — Espetros do composto (9)
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Anexo 10 — Espetros do composto (10)
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Anexo 11 — Espetros do composto (11)
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Anexo 12 — Espetros do composto (12)
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Anexo 13 — Espetros do composto (13)
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Anexo 14 — Espetros do composto (14)
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