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Resumo

Titulo: Sintese, Nanoencapsulamento e Atividade Biolégica de compostos
Triazenos.

Autor: Augusto Gonzaga Oliveira de Freitas

Orientador: Prof. Dr. Cristiano Giacomelli

Co-Orientador: Manfredo HArner

Os compostos contendo unidades triazenidicas constituem uma classe
versatil de moléculas para a preparacdo de novos complexos inorganicos, cujas
aplicacbes potenciais sdo amplas e incluem o tratamento de varios tipos de céancer,
tal como a leucemia. Quando ligados a centro metalicos de ouro, complexos
triazenidicos possuem reconhecida versatilidade na quimica bioinorganica e na
medicina, e, por isso, vem sendo vastamente estudados atualmente como base para
compostos anticancerigenos. Entretanto, a exemplo de outros sistemas, estratégias
para reducdo dos efeitos citotdxicos ndo especificos oriundos da administracdo de
quimioterapicos diretamente no plasma sanguineo se fazem necessarias. Neste
sentido a utilizacdo de nanoparticulas poliméricas permite ndo somente reduzir os
efeitos indesejados, mas também promover a entrega em locais especificos e a
liberacdo controlada. Neste trabalho, um novo sistema de nanoparticulas poliméricas
contendo compostos triazenidicos, que associou os fatores acima, foi desenvolvido,
e sua aplicacdo para terapia de células leucémicas foi investigada.

Primeiramente, o pré-ligante 1-(4-acetilfenil)-3-(4-amidofenil)triazeno (1) e o
complexo [1-(4-amidofenil)-3-(4-acetilfenil)triaze nido]-(trife nilfosfina)ouro(l) (2) foram
sintetizados e devidamente caracterizados por técnicas espectroscopias e difracéo
de raios-X em monocristal. Em seguida os compostos foram avaliados quanto a
seus potenciais antibacterianos e antileucémicos. Os estudos in vitro indicaram
potencialidade antibacteriana e antileucémica ao triazenido complexo, ao passo que
o ligante livre ndo apresentou atividade biologica.

Na sequéncia, o pré-ligante (1) e o complexo (2) foram encapsulados em
nanoparticulas (15 — 200 nm) poliméricas, com morfologia micelar nucleo-corona,
esféricas, formadas por copolimeros em bloco. Para tais compostos, o método de
encapsulamento mais eficiente € por pré-filme, o qual permite atingir capacidades de

encapsulamento de até 10% Mcomposto/Mpolimero Para sistemas com nucleo hidrofobico



de polijmetacrilato de 2-(dialquilamino)etila] ou poliestireno. Posteriormente foram
desenvolvidos estudos de nanoencapsulamento, cinética e mecanismos de
carregamento dos compostos, usando os copolimeros PEO-b-PG2MA-b-PDPA e
PS-b-PAA.



Abstract
Title: Synthesis, Nanoencapsulation and Biological Activity of Triazenes
Compounds.
Author: Augusto Gonzaga Oliveira de Freitas
Academic Advisor: Prof. Dr. Cristiano Giacomelli

Co-Advisor: Prof. Dr. Manfredo HOrner

Compounds featuring triazenidic units constitute a versatile class of molecules
for the preparation of new inorganic complexes with broad applications that include
cancer therapy such as leukemia treatment. Gold-triazenide complexes exhibit
recognized versatility in bioinorganic chemistry and medicine, which prompted their
development as a basis for anticancer compounds. However, strategies to reduce
non-specific cytotoxic effects from the administration of chemotherapy directly into
the blood plasma are necessary, as for many other systems. In this regard, the use
of polymeric nanoparticles allows not only reduction of side-effects, but also to
promote site-specific delivery and controlled release. In this work, the aspects
mentioned above have been incorporated into a new polymeric nanoparticles system
containing triazenide compounds, and its application to leukemia therapy was
investigated.

First, the pre-ligand 1-(4-amidophenyl)-3-(4-acetilphenyl)triazene (1) and the
complex  1-(4-amidophenyl)-3-(4-acetilphenyl)triazenide-(triphenilphosphine)gold(l)
(2) were synthesized and fully characterized by spectroscopic techniques and X-ray
diffraction in crystal. Then the compounds were evaluated for their potential
antibacterial and antileukemic activities. In vitro studies indicated good antibacterial
and antileukemic potential to triazenide complex, while the free ligand showed no
biological activity.

Subsequently, the pre-ligand (1) and complex (2) were encapsulated in
polymeric nanoparticles (15-200 nm) with spherical core-shell micelar morphology,
formed by block copolymers. For such compounds, the most efficient encapsulation
method is by pre-film, with which encapsulation capabilities of up to 10% Mcompound /
Mpoymer Can be achieved for systems featuring poly[methacrylate 2-(dialkylamino)
ethyl] or polystyrene cores. Afterwards, nanoencapsulation, loading and release
kinetics studies were carried out using PEO-b-PG2MA-b-PDPA and PS-b-PAA

copolymers.
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1 Introducéo

Coloides tém sido amplamente utilizados desde os primoérdios das civilizaces
sob diversas formas, incluindo géis de produtos naturais em alimentos, dispersdes
de argilas para fabricacdo de utensilios de cerdmica e dispersdes para decoragado
das paredes de cavernas, entre outras. Atualmente destacam-se aplicacdes destes
sistemas no desenvolvimento de produtos com grande relevancia sécio-econémica,
como por exemplo, cosméticos, alimentos,® revestimentos, tintas, aglutinantes,?
nanoreatores® e medicamentos, remocdo de poluentes, catélise, etc.* Sistemas
coloidais ocupam uma posicdo de destaque na ciéncia moderna devido, em
particular, as habilidades de sintese de materiais nanoparticulados desenvolvidas
recentemente.

A classificacdo e constituicdo de sistemas coloidais € ampla e contempla
compostos organicos, inorganicos e hibridos. Uma classe importante, e de interesse
imediato neste trabalho, sdo as nanoparticulas resultantes da dispersdo de
macromoléculas anfifilicas em um solvente seletivo.> Conforme se constata em
processos de auto-organizacdo de copolimeros em bloco em solvente
termodinamicamente bom para um bloco e mau para outro. Esta habilidade é,
atualmente, bem documentada na literatura®’ e constitui um tépico de expressivo
interesse na pesquisa contemporanea de polimeros.

Micelas de copolimeros em bloco tém, por exemplo, a capacidade de
encapsular/solubilizar substancias hidrofébicas’ que, de outro modo, seriam
insoliveis em meio aquoso. Portanto, nos nanocarreadores micelares (Figura 1.1) o
nacleo (hidrofébico) serve como um reservatério para acomodar farmacos pouco
solaveis via interacdes hidrofobicas, eletrostaticas, ligacdes de hidrogénio ou mesmo
conjugacao quimica. A corona (hidrofilica) proporciona uma interface protetora entre
0 nucleo e o meio externo.

- videalobic - %4
Nucieo hideolotbico 5 ‘,“. : Polimero hidrofilico
carregado de droga ;@ ~

Figura 1.1. Estrutura genérica de uma nanoparticula polimérica.
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Utilizando esse enfoque, novos sistemas de transporte, solubilizacdo e
liberacdo de drogas estdo sendo desenvolvidos com énfase para particulas
estimulaveis mediante estimulos externos, tais como pH?® e temperatura®. Para tais
carreadores, a biocompatibilidade e biodegradabilidade dos blocos de construcao
poliméricos sdo de essencial importancia.’® Além da liberagdo controlada e/ou
prolongada das substancias nelas encapsuladas, as vantagens da utilizacdo de
nanoparticulas incluem ainda a reducdo de efeitos adversos associados a
substancia, a protecdo de compostos da inativacdo antes de atingirem o local de
acdo, o0 aumento da penetracdo intracelular e o aumento da atividade
farmacologica. '

Compostos triazenos ou diazoaminas, compreendem uma classe de
substdncias que apresentam uma seqUéncia de trés &atomos de nitrogénio
conectados entre si em um arranjo aciclico, ou seja, R-N=N-NH-R,*? que atuam
geralmente como bases de Lewis. Dentre as varias aplicagbes, o que torna oS
triazenos uma classe de compostos muito versateis, destaca-se a sua atividade
biologica. De fato, varios farmacos com reconhecida atividade bioldégica séo
comercializados, a exemplo da Dacarbazina®, 5-(3,3-dimetil-1-triazenil)imidazol-4-
carboxamida, um agente antineoplasico de referencia para o tratamento de
melanona metastatico, Temozolamida®,  3-metil-4-oxo-3,4-dihidroimidazol[5,1-
d][1,2,3,5]tetrazina-8-carboxamida, um antineoplasico derivado da Dacarbazina®,
que é empregado no tratamento de tumores cerebrais e o Berenil®, 4,4’-(1-triazeno-
1,3-diil)dibenzamina-bis(N-acetilglicinato), que € um agente antiprotozoarico e
antitripanossémico, também empregado na quimioterapia veterinaria.

As duas formas geralmente empregadas na sintese de triazenos sé@o o
acoplamento de um sal de diazénio aromatico a uma amina'® ou a adicdo de
reagentes organometalicos (RMgX, RLi, etc.) a alquil azidas.'* Portanto, a
versatilidade na sintese destes compostos esta relacionada a possibilidade de troca
dos substituintes nos anéis aromaticos das aminas precursoras, 0 que permite
explorar mudancas quimicas, fisico-quimicas e estruturais dos triazenos.

Alguns fatores podem, entretanto, fazer com que novos triazenos sintéticos
ndo cheguem a percorrer toda a marcha de testes até se tornarem um farmaco,
sendo a sua aplicacdo descartada ainda em estagios iniciais. Em outros casos

tornam-se menos interessantes em comparacao com drogas ja consolidadas devido
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aos efeitos colaterais oriundos da sua administracéo. Isto decorre, por exemplo, da
oxidacdo metabdlica que diminui a concentracdo da droga ativa no plasma e, por
conseguinte, a sua atividade, da geracdo de fragmentos toxicos e ndo ativos®®, da
foto-decomposicdo sob luz ultravioleta durante a manipulacéo,® e, principalmente,
da falta de seletividade no modo de acéao.

Em contraponto, a arquitetura de sistemas de nanoparticulas poliméricas
permite reduzir os problemas supracitados através da protecdo e vetorizacao
seletiva dos farmacos anticancerigenos e antibioticos, principalmente em casos de
administracdo parenteral, aumentando, consequientemente, o indice terapéutico.

No que diz respeito a quimica do ouro, relatos apontam que este metal, em
uma variedade de formas, tem sido utilizado na medicina ao longo da histéria da
civilizagdo. No século XX complexos de ouro foram introduzidos para o tratamento
de artrite reumatoide, culminando com a introducdo do farmaco oral Auranofina em
1985.'" Impulsionados por varios relatos na literatura sobre potencialidades
apresentadas por compostos a base de ouro, tais como, anti-HIV, anti-tumoral, anti-
malarico, anti-microbiano e anti-cancerigeno, estudos sao desenvolvidos buscando a
compreensdo dos mecanismos de acdo dessas drogas, bem como a investigacao
das potencialidades de compostos inéditos. 2

Neste estudo a sintese e caracterizacdo estrutural de um pré-ligante triazeno
e do respectivo complexo com Au(l), avaliacdo da atividade biolégica e o
desenvolvimento de sistemas coloidais nanoparticulados carregados com o0s
compostos triaze nos sintetizados foram investigados.

Esta dissertacao esta dividida em cinco capitulos principais, além desta secéo
introdutéria e objetivos, revisdo bibliografica, parte experimental, resultados e
discusséo, concluséo e referéncias bibliograficas. No capitulo Il serdo apresentados
alguns conceitos basicos e uma revisdo detalhada da literatura sobre tipos de
copolimeros, capacidade e estruturas de auto-organizacdo, encapsulacdo de
farmacos, aplicacdes bioldgicas, sintese, caracterizacdo e propriedades biolégicas
de triazenos e triazenidos complexos. O capitulo Ill descreve os procedimentos
experimentais adotados para o desenvolvimento deste trabalho. O capitulo VIreune
os resultados obtidos neste estudo, bem como, a discussdo dos mesmos. Este
ultimo sera dividido em duas partes principais que dizem respeito aos estudos de

sintese e caracterizagdo estrutural dos compostos triazenos, na primeira parte, e, na
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parte final, o desenvolvimento dos nanocarreadores, avaliagcbes da capacidade e
eficiéncia de encapsulagdo, bem como, os estudos de atividade bioldgica,

envolvendo ensaios de atividade antimicrobiana e antileucémica.

1.1 Objetivos

Este trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de sistemas coloidais
contendo triazenos e complexos triazenidicos para controle da atividade biolégica

desta classe de compostos.

Os objetivos especfficos deste trabalho sao:

| — Sintetizar um novo ligante triazeno e usa-lo para produzir um novo
complexo triazenidico de Au(l);

I — Determinar a estrutura e propriedades fotofisicas dos compostos
produzidos;

Il — Definir os polimeros em bloco adequados para encapsulacdo dos
referidos compostos, com base em avaliacbes da relagdo entre a estrutura quimica
do polimero e a capacidade de encapsulacao;

IV — Investigar os parametros que governam 0 processo de encapsulacao,
solubilizacdo e transporte, especificamente: efeito das concentracdes, solventes e
métodos de preparo;

V — Estudo comparativo da atividade biologica (atividade antibacteriana e
citotoxica frente a células leucémicas) dos compostos livres (ligante e complexo) e

dos respectivos sistemas coloidais.
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2 Revisao Bibliografica

Nas secOes que seguem apresenta-se uma revisdo bibliografica sobre os
principais topicos deste trabalho, tais como: tipos de copolimeros, capacidade de
auto-organizacdo, estruturas poliméricas (micelas, vesiculas, cilindros etc.),
encapsulacdo, copolimeros para aplicacbes biologicas, quimica supramolecular,
ligacbes de hidrogénio, propriedades quimicas e atividade biol6gica de compostos
tiazenos, métodos de sintese, estruturas e propriedades ja investigadas,
propriedades estruturais de complexos triazenidicos com ouro, e para finalizar, seréo
apresentados as principais propriedades fotofisicas (espectros de UV-Vis e

principais bandas de IR) descritos na literatura.

2.1 Tipos de Copolimeros

Segundo a IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry)!® um
copolimero € um derivado de duas ou mais espécies de mondmeros. Copolimeros
obtidos através de polimerizacdo de duas espécies monomeéricas Sao por vezes
denominados bipolimeros, aqueles obtidos de trés espécies monomeéricas
terpolimeros, etc. Os copolimeros séo classificados como: alternados, periodicos,
estatisticos, enxertados, aleatérios e em bloco (Tabela 2.1).

Um copolimero constituido de macromoléculas com duas espécies de
unidades de monémeros em seqUéncia alternada é conhecido como copolimero
alternado. Da mesma forma, um copolimero constituido de macromoléculas com
mais de duas espécies de unidades de mondémeros em seqUéncia regular é
conhecido como copolimero periodico. As vezes, porém, a distribuicido seqiencial
das unidades de mondmeros obedecem as leis estatisticas conhecidas, este é
denominado copolimero estatistico. Um exemplo de um copolimero estatistico € um
constituido de macromoléculas na qual a distribuicdo seqlencial de unidades
monomeéricas segue as estatisticas de Markovian. Por sua vez, um copolimero
constituido de macromoléculas na qual a probabilidade de achar uma determinada
unidade de monémero em qualquer local na cadeia é independente da natureza da
unidade adjacente, trata-se de um copolimero aleatério. Neste, a distribuicao

seqiiencial de unidades de monémeros segue a estatistica de Bernoullian.*®
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Os copolimero enxertado caracterizam-se pela presenca de blocos
adjacentes ligados a cadeia principal, formando uma cadeia lateral, que podem ter
composicao e topologia diferentes.

Por fim, os copolimeros em bloco, compreendem uma macromolécula
formada por dois polimeros distintos unidos por uma ligacdo quimica primaria. Os
segmentos sdo constitucionalmente diferentes, ou seja, cada um deles blocos inclui
unidades constitucionais derivadas de mondmeros com caracteristicas diferentes, ou
da mesma espécie mas com composicao ou distribuicdo de sequéncias de unidades
diferentes. Os copolimeros em bloco sdo classificados de acordo com o nUmero de
blocos que apresentam e como 0S mesmo estdo organizados. Por exemplo,
copolimeros com dois blocos sdo chamados de diblocos, com trés, triblocos e com
mais de trés, multiblocos.’® Em geral, a importancia de copolimeros em bloco se
justifica em funcdo de sua ampla gama de propriedades, provenientes da unido
quimica de dois segmentos que, por definicdo, apresentam um determinado grau de
incompatibilidade. Essas propriedades (exemplo: auto-organizacédo) sdo obtidas a
partir da combinacao de diferentes polimeros em sequéncia alternada. A variacao no
numero de blocos, no grau de polimerizacdo, na natureza quimica e na arquitetura
dos blocos, torna possivel a construcdo de novos copolimeros com caracteristicas

desejaveis a uma determinada aplicacdo.®

Tabela 2.1. Representagao genérica dos tipos de copolimeros.

Copolimero alternado A-B-A-B-A-B-A-B
Copolimero periédico A-B-A-B-B-A-A-A-A-B-B-B
Copolimero estatistico/aleatério A-B-B-B-A-B-A-B-A-A
Copolimero enxertado A=A-A-A-A-A-A-A-A-A-A-A- A—,IL\-A

B-B-B B-B-B
Copolimero em bloco A-A-A-B-B-B

2.2 Auto-organizacdo e Nanoestruturas

Em um copolimero em bloco de arquitetura simples, um dibloco AB, a

sequéncia de N mondmeros sao ligados covalentemente a uma sequéncia de Ng
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mondmeros, com uma composicao global = Na/N, onde N = Na + Ng. Devido a uma
entropia de mistura caracteristicamente pequena (~1/N) e uma entalpia de mistura
positivo (~yas, O parametro de interacdo Flory-Huggins) a maioria dos pares de
polimeros AB s&o imisciveis e conseqiientemente termodinamicamente instaveis. 2°
Em contraponto, copolimeros em bloco oferecem uma rota atrativa para
superar este problema, em que a ligacdo covalente entre os blocos suprime a
separacédo de fases. Ao invés disso, eles podem sofrer separacdo de microfases no
estado sélido, ou o processo de automontagem em solucdo. Como resultado, cada
bloco ir4 residir na sua prépria fase, levando a formacdo de dominios ordenados,
como um resultado das forcas atrativas de curto alcance e repulsivas de longo

alcance, co-existentes.?%??

2.2.1 Nanoestruturas.

As interagdes ndo covalentes fracas das unidades de mondmeros ao longo de
uma cadeia polimérica tendem a unir-se cooperativamente amplificando os efeitos
supramoleculares. Esta tendéncia € amplamente explorada no caso de copolimeros
em bloco, os quais freqientemente formam estruturas com microfases separadas
como micelas e vesiculas, com dimensdes na escala de nandmetros.?®

O comportamento de fases dos copolimeros dibloco é impulsionado pela
imiscibilidade dos dois blocos. Em consequéncia disso, uma variedade de
arquiteturas podem ser produzidas atraves da manipulacdo da relacdo entre
volumes dos dois blocos e do grau de imiscibilidade entre eles. As estruturas
produzidas desta forma consistem de esferas, cilindros e lamelas, em solucéo, o
que, no estado sélido, pode formar arranjos 3D cubicos, hexagonais e em camadas,
respectivamente. Na Figura 2.1 estdo representadas esquematicamente, de forma
global, as estruturas mais comuns formadas por copolimeros dibloco, conforme
apresentado por Forster e Platenberg?* sdo elas micelas esféricas e cilindricas,
vesiculas, esferas cheias (FCC, BCC), cilindros cheios hexagonais (HEX), varias
superficies minimas (girodide, superficie F, superficie P), Lamelas simples (LAM),

Lamelas moduladas e perfuradas (MLAM, PLAM).
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Figura 2.1. Estruturas de auto-organizacdo de copolimeros em bloco e surfactantes.

2.3 Auto-organizacédo de copolimeros em bloco em meio aquoso

A auto-organizacdo de copolimeros em bloco ndo ocorre apenas em materiais
sélidos puros, mas também em solucéo diluida, especialmente quando o solvente é
um bom solvente para apenas um dos blocos. Esta propriedade permite a criagédo de
objetos discretos como esferas ocas e cilindros.?®

O processo de micelizagéo leva a formacao de estruturas ordenadas em que
0 contato entre o bloco insoluvel e o solvente € minimizado. O bloco soluvel é entdo
orientado para a fase continua do solvente e torna-se a “corona” da micela formada,
enquanto que a parte insoluvel sera protegida do solvente no “nucleo” da estrutura e,
portanto, protegida do ambiente externo.?® Na Figura 2.2 estd apresentada a
estrutura de uma micela formada pela auto-associacdo de copolimeros em bloco e

aspectos importantes de entrega de droga mediada por micelas.?°
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Figura 2.2. Micelizagdo de um copolimero anfifilico dibloco levando a formag&o de micelas esféricas

nicleo-casca.”

Duas forcas opostas sdo as principais responsaveis por essa separacdo das
cadeias de polimero. A primeira forca € uma atracao entre os blocos insollveis, que
induz a agregacdo. A segunda forca € uma repulsdo entre os blocos soluveis,
levando a uma limitagdo no tamanho dos agregados.?® O balanco entre essas duas
forcas é geralmente definido pelo alongamento das cadeias do polimero no nucleo, a
tensdo superficial na interface nucleo-corona, as interacdes entre as cadeias que
formam a corona micelar, a forca de interacdo entre os blocos (representado pelo
parametro de interagdo Flory-Huggins, y) e a fracdo de volume (¢) de cada
segmento constituinte.?®

Estes parametros fisico-quimicos podem ser finamente ajustados através de
engenharia macromolecular e estratégias de manipulacao inteligentes. Dependendo
do equilibrio entre as forcas supracitadas durante e depois do processo de
micelizagédo de copolimeros em bloco, micelas com tamanhos variados, morfologia e
organizacdo estrutural podem ser obtidas.?® Estruturas de esferas (incluindo
estrelas, crew-cut e micelas compostas grandes), objetos elipticos leves, cilindros e
cilindros micrométricos, vesiculas, vesiculas compostas grandes, discos, camadas
bicontinuas e tubos ja foram observados em auto-montagem macromolecular.
Dentre essas morfologias as trés mais comuns sdo micelas nucelo-corona, cilindros

e vesiculas.?’
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Um trabalho de alta relevancia foi publicado recentemente por Yang et al.?®
Neste estudo os autores reportaram o0 encapsulamento do anticancerigeno PTX em
micelas de copolimero tribloco foto-reticulavel poli(etileno glicol)-b-poli(acriloil
carbonato)-b-poli(e-caprolactona) (PEG-PAC-PCL) e o copolimero dibloco com
galactose conjugada PEG-PCL (Gal-PEG-PCL) seguido de irradiacdo UV-Vis para
reticular o bloco PAC formador da camada intermediaria das micelas. As micelas
foram avaliadas quanto a eficiéncia como nanocarreadores do antitumoral PTX in
vitro e in vivo.

A eficacia antitumoral das micelas carregadas de PTX foi avaliada usando
camundongos com carcinoma hepatocelular humano (SMMC - 7721) implantado.
Os camundongos foram tratados conforme protocolos aprovados pela Soochow
University Laboratory Animal Center. Os camundongos, de 18 a 22 g, tiveram 0 0,2
mL de suspensdo celular contendo 5 x 10° células de SMMC-7721, injetado por via
subcutdnea na axila do membro posterior direito. Os tratamentos foram iniciados
apos 2 semanas, quando o tumor atingiu um volume de 27-50 mm?®, e este dia foi
designado como dia 0. Para isso, os camundongos foram pesados e divididos
aleatoriamente em 4 grupos: i) PBS (controle em branco), ii) micelas reticuladas
(CLM) carregadas com PTX (PTX-CLM), iii) micelas ndo reticuladas (NCLM)
decoradas com galactose e carregadas com PTX (Gal-PTX-NCLM) e iv) micelas
reticuladas decoradas com galactose e carregadas com PTX (Gal-P TX-CLM).

Uma unica dose de micelas carregadas com PTX em 0,2 mL de PBS ou 0,2
mL somente de PBS foram administrados nos dias 0 e 7. O efeito foi avaliado
através da medida do tamanho do tumor. No dia 23 todos os ratos foram
sacrificados por deslocamento da vértebra cervical e os tumores foram separados e
pesados. Na Figura 2.3 esta ilustrado graficamente o comportamento dos tumores
(tratados com diferentes micelas e o branco em PBS) em fungdo do tempo. Em (A)
estdo representadas as mudancas do volume do tumor nos camundongos, apos
uma unica inje¢cdo das micelas carregadas com PTX nos dias 0 e 7 e em (B) as

fotografias de tumores dos camundongos sacrificados no dia 23.
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Figura 2.3. Estudo de atividade antitumoral in vivo, em fungcdo do volume de tumores de

camundongos expostos ao tratamento com micelas carregadas com PTX

Como se pode observar claramente, as micelas decoradas com galactose,
tanto reticuladas como ndo, mostraram-se mais efetivas que as micelas nao
decoradas, suportando o fato de que o PTX é entregue nas células através de um
mecanismo mediado por receptores. Estes resultados mostraram ainda que a
reticulacao interfacial pode melhorar em grande parte a estabilidade da micela e
pode efetivamente impedir uma liberagdo prematura da droga apoés a injecédo intra
venosa. Ja a eficacia antitumoral inferior das micelas ndo decoradas (PTX-CLM) se
deu provavelmente devido a sua ma aceitacdo pelas células SMMC-7721,
demonstrando com isso, a importancia da introducdo de um ligante direcionador nas

superficies das micelas.

2.4 Caracteristicas fisico-quimicas das nanoparticulas

Na arquitetura de sistemas poliméricos voltados a aplicagcbes medicinais o
conhecimento e controle das propriedades fisico-quimicas das particulas sao de
fundamental importancia. Dentre as propriedades fisico-quimicas mais importantes
em um nanocarredor polimérico destacam-se o tamanho, dispersdo e a carga.

Estas informa¢cdes envolvendo ambos os copolimeros usados neste trabalho

2930 pnossibilitando com isso a comparacéo direta

jA existem relatadas na literatura,
com os resultados aqui descritos.
Em um trabalho recente Giacomelli et al®® relataram a preparacéo,

carregamento e caracterizacdo de nanoparticulas do copolimero tribloco anfifilico
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PEO113-b-PG2MA3p-b-PDPAs5,. As micelas com e sem droga no nicleo foram
preparadas através de nanoprecipitacdo e suas caracterizacfes foram
apresentadas. O carregamento das micelas envolveu a droga hidrofébica
anticancerigena paclitaxel (PTX). Medidas de DLS foram realizadas para explorar o
raio hidrodindmico das micelas. A intensidade medida das funcbes de correlacao
g2(t) foram analisadas usando o algoritmo REPES, resultando nas distribuicbes dos
tempos de relaxacdo A(t). O Ry foi calculado a partir da distribuicdo resultante dos
tempos de relaxacdo usando a relacdo de Stokes-Einstein.

Os valores de Ry, conforme Figura 2.4, foram obtidos para cadeias
poliméricas dissolvidas em etanol, e para micelas preparadas por nanoprecipitacao
usando um tampéao fosfato PBS foram de 4.1 e 21 nm respectivamente. O tamanho
médio das micelas (2Ry = 42 nm) € bastante apropriado para aplicacbes medicinais,
uma vez que, micelas deste tamanho ndo sdo detectadas como corpos estranhos
pelo sistema fagocitario e consequente excrecdo renal, garantindo um tempo de
circulacdo no sangue prolongado. Esse tamanho também propicia a aplicagcdo como
nanocarreadores baseado no efeito EPR ja que, geralmente, estd abaixo do

tamanho de corte dos poros de tumores tipicos. A dispersidade das micelas
poliméricas, calculada através da analise cumulante € muito baixa: 4/I"? = 0.108 +

0.009.
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Figura 2.4. Distribuicbes de RH para o copolimero dissolvido em etanol 4.0 mg.mL'l (o) e respectivas

micelas preparadas por nanoprecipitagdo 0.25 mg.mL'1 (A).
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A presenca do segmento PDPA passivo de protonacdo do grupo amina
terciario € um dos principais fatores que levaram a escolha deste para este trabalho,
pois, como ja mencionado, esta propriedade é de relevante importancia para
sistemas carreadores de drogas, pois responde a variagbes de pH. No mesmo
trabalho® foi realizado o estudo do perfil de liberacdo da droga PTX variando-se o
pH, conforme Figura 2.5. Dois valores de pH foram explorados, ou seja, 5.0 (para
simular condi¢cdes acidas citosolicas ou endossomais em células tumorais) e 7.4
(para simular as condi¢cdes durante o transporte no sangue e nos tecidos normais

saudaveis), e plotado grafico do pH versus perce ntual cumulativo de PTX liberado.
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Figura 2.5. Perfis de liberacdo de droga de micelas do copolimero PEO113-b-PG2MA30-b-PDPA50

carregadas de PTX, am pH 5.0 (0) e 7.4 (D).30

Estes resultados sugerem que em pH < pKa (PDPA) as micelas de
copolimero em bloco sdo ativadas e, consequentemente, sdo fisicamente
desestabilizadas (ativacdo-dissociacdo ativado por pH), acelerando a liberacdo da
droga anticancer.

Quanto as propriedades fisico-quimicas das micelas formadas pelo
copolimero em bloco anfifilico PS-b-PAA, amplas informacbes s&o obtidas no

trabalho  publicado por Vyhnalkova et al.?*® no qual o biocida
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tiocianometiltiobenzotiazol (TCMTB) foi encapsulado através do método de filme. A
cinética de carregamento e perfis de liberacdo foram investigados, assim como o
tamanho e morfologia das particulas.

O tamanho das micelas ndo carregadas foi averiguado por TEM e DLS. O
diametro medido por TEM foi de 26 + 3 nm, ja 0 medido por DLS foi de 50 = 5 nm.
Essa diferenca, segundo os autores, é explicada pelo fato de que na TEM a corona
da micela permanece colapsada/estatica e no DLS a corona é expandida. O estudo
da cinética de carregamento das micelas com o biocida TCMTB revelou que a
concentracdo maxima de biocida no nucleo da micela foi de ~ 32% (w/w), atingida
apos 60 minutos de vigorosa agitacao da solucdo (maiores informacdes sobre esse
método de carregamento serdo relatadas adiante). O perfil cinético de liberacdo do
biocida revelou um tempo muito maior que o tempo de carregamento, sendo que o
nivel maximo de liberacéo é atingido apdés 30h. Porém, nem todas as moléculas do
biocida puderam ser liberadas, restando uma carga de ~ 5% (w/w), que é causada

pelo aumento da Tg no ndcleo da micela em funcéo da liberacdo do biocida.?®

2.4.1 Potencial Zeta (€)

O potencial zeta, simbolizado pela grega ¢, representado na Figura 2.6, pode
ser entendido da seguinte forma: A maioria das particulas dispersas em um sistema
aguoso ira adquirir uma carga superficial, principalmente, por ionizacdo de grupos
superficiais, ou adsorcdo de espécies carregadas. Estas cargas superficiais
modificam a distribuicdo de ions circundantes, aumentando a concentracdo de
contraions junto a superficie. Assim, forma-se uma dupla camada elétrica na
interface da particula com o liquido. Essa dupla camada divide-se em duas regides:
uma regido interna que inclui ions fortemente ligados a superficie e uma regido
exterior onde a distribuicdo dos ions é determinada pelo equilibrio entre forcas
eletrostaticas e movimento térmico. Em um campo elétrico, como em
microeletroforese, cada particula e os ions mais fortemente ligados a mesma se
movem como uma unidade, e o potencial no plano de cisalhamento entre essa
unidade e o meio circundante é chamado potencial zeta.

Quando uma camada de macromoléculas € adsorvida na superficie da
particula, ela move o plano de cisalhamento para longe da superficie e altera o

potencial zeta. Dessa forma, o potencial zeta é funcdo da carga superficial da
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particula, de qualquer camada adsorvida na interface com o meio e da natureza e
composicdo do meio que a circunda. Em outras palavras o potencial zeta é a
diferenca de potencial entre 0 meio de dispersédo e a camada estacionaria de fluido
ligada as particulas dispersas. Esse potencial pode ser determinado
experimentalmente por meio da aplicacdo de um campo elétrico através da
dispersédo. Particulas dentro da dispersdo com um potencial zeta irdo migrar para o
eletrodo de carga oposta com uma velocidade proporcional a magnitude do potencial
zeta. Como ele reflete a carga efetiva nas particulas, ele se correlaciona com a
repulsdo eletrostatica entre elas e com a estabilidade da suspensédo. Quanto maior o
potencial zeta (positivo ou negativo) mais provavel que a suspensdo seja estavel,
pois, as particulas carregadas se repelem umas as outras e essa forca supera a

tendéncia natural a agregacéo.

Potencial superficial

T = — Camada de Stern
— Particula com — [
— carga liquida _

Potencial zeta

I — negativa + -

- = =T fons em equilibrio
com a solugao

Camada difusa

Potencial

Plano de cisalhamento

Camada de Stern .
fortemente ligada a particula T PP .
Camada difusa Distancia da particula

Dupla camada elétrica |

Figura 2.6. Disposicdo de cargas ao redor da nanoparticula (esquerda) e potencial zeta (direita)

A particula negativa e sua atmosfera carregada negativamente produzem um
potencial elétrico relativo a solucdo. Este tem um valor maximo na superficie e dimiui
gradativamente com a distancia, aproximando-se de zero fora da camada difusa. A
caida do potencial e a distancia desde a particula € um indicador da forca repulsiva

entre as particulas em funcao da distancia nas quais estas forcas passam ser ativas.
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Um ponto de particular interesse é o potencial onde se unem a camada de Stern e a
camada difusa. Este potencial trata-se do potencial zeta.

Para as micelas do copolimero tribloco o potencial £ encontrado foi de — 2.1 +
8.0 mV. Portanto, a camada exterior composta de PEO proporciona um potencial ¢
quase neutro. Esse comportamento ndo € surpreendente, uma vez que a camada

externa da micela do copolimero em bloco ndo apresenta grupos ionizaveis.*°

2.5 Métodos de preparacao: Dissolucao direta e indireta e Nanoprecipitacao

A metodologia aplicada na preparacdo de sistemas poliméricos é um
parametro chave no controle cinético e termodindAmico do mecanismo do processo
de auto-montagem de copolimeros em bloco, pois define a coordenada de interacao
polimero-solvente. Freqluentemente a preparacdo de estruturas auto-montadas bem
definidas requer estudos de otimizacdo bem detalhados, bem como, a criatividade
de quimicos e fisicos.3! Ou seja, dispor as cadeias poliméricas anfifilicas em um
microambiente adequado para a auto-organizacao tenha lugar de forma ordenada,
levando a formacao de sistemas uniformes em termos de tamanho e morfologia.

Dentre os métodos de preparo ja consolidados e amplamente relatados,

destacam-se a Dissolucdo Direta (DD), Dissolugdo Indireta (DI) e Nanoprecipitagao
(Np).

2.5.1 Dissolucéo Direta

O método de dissolucdo direta consiste simplesmente em dissolver uma
determinada quantidade de copolimero em bloco anfifilico e da droga em um
solvente aquoso no qual pelo menos um dos segmentos € ligeiramente soluvel,

conforme ilustrado na Figura 2.7.31%

Em geral, a auto-montagem ocorre
progressivamente sob agitacdo até que o equilibrio termodindmico seja atingido,
dentro de um periodo de tempo que pode variar de minutos a semanas. A cinética
de auto-organizacdo ndo depende apenas de parametros experimentais, como
temperatura, solvente, presenca de aditivos, etc, mas também de propriedades
macromoleculares intrinsecas, como o peso molecular, relacdo da fracdo de volume

entre os segmentos solvofilicos e solvofébicos e da temperatura de transicao vitrea
(T9).
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A manipulagdo de copolimeros em bloco anfifilicos em meio aquoso é
intrinsecamente dificil e a dissolugdo direta tem sido considerada adequada para
esse fim, somente, para micelas na forma de estrelas (Rcorona >>Rnucleo) de
sistemas exibindo blocos formadores da corona maiores que os blocos formadores
do ndcleo. Ou seja, sistemas com baixa fracdo de volume do bloco hidrofébico.
Ainda assim, a preparacdo de nanoparticulas micelares em agua frequentemente
requer que a temperatura da solucdo durante o protocolo de preparacdo seja
superior & Tg dos blocos constituintes, a fim de dar mobilidade as cadeias
individuais.®*

Portanto, esta técnica, utilizada principalmente para polimeros e drogas
moderadamente hidrofébicos, depende do aguecimento da solugdo para promover a
micelizacdo. O mecanismo pelo qual a micelizagdo ocorre como resultado do
aguecimento é um provavel resultado da desidratacdo do nucleo hidrofébico. Drogas
altamente hidrofébicas geralmente ndo podem ser incorporadas em micelas por este
método porque a solubilidade da droga em agua é muito baixa, portanto, ndo ha
droga suficiente disponivel em solucdo para saturar o nacleo da micela sob

micelizacao.
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Figura 2.7. Preparagdo de micelas carregadas com droga, por Dissolucéo Direta.

2.5.2 Dissolucéo Indireta

No método de dissolucado indireta o copolimero em bloco é dissolvido em um
solvente organico comum (isto €, termodinamicamente bom para ambos o0s blocos)
gue seja miscivel com agua, tal como, N,N-Dimetifformamida (DMF), THF e Ac.
(Figura 2.8 A). Subseqientemente adiciona-se agua, em taxa e quantidade
controlada, a fase organica contendo as cadeias dissolvidas molecularmente (Figura

2.8 B). A qualidade do solvente para cada bloco muda gradualmente, ou seja, fica
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cada vez melhor para um bloco e menos solluvel para outro. A micelizacdo ocorre
quando a Concentracdo de Agua Critica (CAC) é atingida (Figura 2.8 C), a fim de
minimizar o contato entre o bloco solvofébico e o solvente.?° Em ambos os métodos
a fracdo organica (em geral de 2 a 50% v/v) pode ser retirada da solugdo por

evaporacao natural, rota-evaporacéo a presséo reduzida ou dialise.

Add. H,0
N N YA N
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Figura 2.8. Representacdo esquematica do método de Dissolucao Indireta. (A) solugdo organica -
polimero e droga, solubilizados em um bom solvente para ambos; (B) adicdo de agua sob a solugéo

organica; (C) auto-organizagdo em ambiente aquoso.

2.5.3 Nanoprecipitacao

O método de nanoprecipitacdo consiste basicamente na formacdo de
nanoparticulas por precipitacdo de um polimero insollvel em agua a partir de uma
solugcdo organica miscivel com agua onde o mesmo encontra-se dissolvido,
conforme ilustrado na Figura 2.9. Desta forma, dois liquidos sédo direcionados um
contra o outro. O primeiro consiste do solvente organico contendo o polimero
anfifiico e, se for o caso, a droga a ser encapsulada, bem como, o polimero
anfifilico. O segundo liquido é agua pura. Quando os dois liquidos entram em
contato, a droga e os segmentos hidrofébicos do polimero precipitam para fora da
solucdo, numa tentativa de minimizar o contato desfavoravel com as moléculas de
agua. Com isso, o polimero se auto-organiza formando um revestimento; os
segmentos hidrofébicos ocupam o nucleo da nanoparticula e a parte hidrofilica

estende-se para o seio da solucao.

44



 Copolimero tribloco anfifilico
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Figura 2.9. Representacdo esquematica do método de preparacdo de nanoparticulas por

nanoprecipitacao.

2.6 Copolimeros para aplicacdes biologicas

Sistema de liberacao controlada (SLC) obtém-se quando um polimero, natural
ou sintético, € combinado com um ou mais farmacos, em um sistema geralmente de
dimensao nanométrica ou micrométrica, apresentando uma liberacdo que pode ser
constante ou ciclica, por um longo periodo, podendo ser ativado pelo ambiente ou
por outro estimulo externo. Portanto, estudos sédo focados na engenharia de
sistemas poliméricos que apresentem a capacidade de liberagdo controlada, com o
objetivo de manter constante o nivel de droga no organismo, ou seja, entre o
maximo e o minimo desejado da concentracdo terapéutica.

Em um SLC a droga é administrada para alcancar o sitio de acdo especifico,
com dose baixa, comparada aos sistemas convencionais, necessaria para atingir o
efeito terapéutico, e para minimizar (ou ndo apresentar os efeitos secundarios) e
inconveniéncia ao paciente. Frequentemente, na medicacdo oral, como comprimidos

ou capsulas, um excesso grande de droga € administrado para assegurar 0 efeito
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terapéutico, ocasionando uma liberacdo imprevisivel ou descontrolada. Nos SLC o
aumento da eficacia e a redugcdo da toxicidade da droga sdo atingidos através do
controle da liberacdo no sitio de acéo e, consequentemente, o controle da droga na
absorcao, nivel sanguineo, metabolismo e distribuicdo em células especfficas.

O SLC ideal deve ser inerte, biocompativel, mecanicamente forte, confortavel
para o paciente, proteger a liberacdo acidental do farmaco, simples de administrar e
remover e facil de fabricar e esterilizar. Estes sdo alguns dos fatores que fazem com
que o desenvolvimento destes sistemas sejam tdo complexos quanto o
desenvolvimento da prépria droga. Todavia, na engenharia destes sistemas
carreadores de drogas, geralmente micelares, constituidos de copolimero em bloco,
a biocompatibilidade, bem como a biodegradabilidade dos blocos formadores do
polimero é de essencial importancia.3*

Para que um polimero seja caracterizado como biomaterial ele ndo deve ser
causador de reposta inflamatéria ou reages tdxicas no local de aplicacéo, deve
apresentar uma meia-vida adequada, o seu tempo de degradacdo deve ser
compativel como o processo de cicatrizacdo ou regeneracdo, deve apresentar
propriedades mecéanicas adequadas a aplicacdo desejada, seus produtos de
degradacédo ndo devem ser toxicos, devem ser capazes de serem metabolizados e
eliminados do organismo, e devem apresentar permeabilidade apropriada a
aplicacdo desejada.®

No entanto, os fatores que afetam a biodegradacdo dos polimeros séo:
estrutura e composicdo quimica; distribuicdo das unidades repetidas em
mondmeros; presengas de grupo idnico; presenca de unidades inesperadas ou
defeitos da cadeia; configuracdo da estrutura; peso molecular e distribuicdo do peso
molecular, morfologia; condigbes do processo: local do implante; fatores fisico-
quimicos e mecanismo de hidrolise. Polimeros biodegradaveis de origem natural ou
sistematica sdo degradados in vivo, por hidrélise enzimatica ou ndo enzimatica ou
ambos processos, produzindo biocompatibiidade e metabdlitos que serdo
eliminados pelas vias normais.*®®’ Por tanto, fatores como pH e a temperatura
devem ser avaliados durante o desenvolvimento dos sistemas, uma vez que estes
fatores podem promover um aumento ou reducao na velocidade de degradacéo.

Os polimeros naturais podem ser considerados como 0S primeiros

biomateriais utilizados clinicamente. No entanto, apesar de apresentarem algumas
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vantagens, eles podem promover uma atividade antigénica, a qual estd associada
ao seu processo de purificacdo, e também podem transmitir doencas. Como
exemplo de polimeros naturais, destacam-se aqueles a base de proteinas como as
albuminas bovina e humana, o colageno e a gelatina. Os polimeros sintéticos,
geralmente, sdo biologicamente inertes, apresentam propriedades mais previsiveis,
maior uniformidade lote a lote, além de outros fatores. Eles sédo representados pelas
poliamidas, pelos poliaminoacidos, pelos polialquilcianacrilatos, pelos poliésteres,
pelos poli (ortoésteres), pelos poliuretanos e pelas poliacrilamidas.*®

A natureza dos polimeros empregados em sistemas de liberacdo de farmacos
influencia significativamente no tamanho e no perfil de liberacdo do sistema.
Crescente interesse tem se apresentado pelos polimeros biodegradaveis sintéticos
na aplicagdo como sistemas de liberagcdo, uma vez que os naturais apresentam, em
geral, uma rapida liberacdo do farmaco. Frente a isso, 0s principais critérios na
selecdo de um polimero sdo, a biodisponibilidade, a biocompatibilidade e a sua
velocidade de degradacdo.®

O perfil e o mecanismo de liberagdo da droga dependem, como ja
mencionado, da natureza do polimero e também das propriedades fisico-quimicas
da substancia nele incorporada. Alguns polimeros sdo menos sensiveis as
condicbes empregadas nos processos de preparacdo, o que pode ser devido a sua

composicéo quimica, & sua massa molar e & sua cristalinidade.®

2.7 Mecanismos de liberacdo de principios ativos

A liberacdo de principios ativos encapsulados em micelas pode ocorrer por
meio de dois mecanismos principais, que sao difusional ou acionado, conforme
representado na Figura 2.10. O mecanismo controlado por difusdo ocorre para
quase todos os sistemas em condicbes em que ha um gradiente de concentracdo
favoravel (“sink conditions” estaveis (Fig. 2.4, esquerda). O mecanismo acionado,
por outro lado, depende da resposta a um estimulo externo. Portanto, somente
sistemas que apresentam mudancas abruptas nas propriedades fisico-quimicos (em
particular, solubilidade) em funcdo de modificacbes no ambiente das vizinhancas

que consistem geralmente em variacdes no pH, temperatura ou forca iénica.?°
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Figura 2.10. Mecanismos de liberacdo de droga: difusdo controlada vs. acionado.

2.7.1 Liberagao Controlada por Difuséo

Conforme representado no esquema da Figura 2.10 (esquerda), a liberagéo
controlada por difusdo pode ser influenciada por varios fatores. Assumindo que
particula é estavel no meio em que se encontra, apresentando baixa taxa de
biodegradacéo, e que a micela ndo se dissocia, entdo sob condi¢cdes muito diluidas
(“sink conditions”), a liberagdo da droga é influenciada por i) o estado fisico e o
comprimento do bloco formador do nucleo; ii) a quantidade de droga incorporada; iii)
volume molecular da droga iv) localizacdo da droga na micela (ex., no ndcleo, ou na
interface do nudcleo e da corona, ou na propria corona), e principalmente iv)
compatibilidade/interacdo entre o bloco formador do nicleo e a droga, o que é
quantificado pelo parametro de interacao y.2%2°

Nos casos extremos em que a taxa de biodegradacdo é rdpida e as forcas
intermoleculares atrativas entre a droga e o polimero sdo fortes, a primeira governa

a taxa de liberacdo e o processo difusional ndo é mais relevante.?>?® Nos sistemas
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em que a droga esta covalentemente ligada a cadeia polimérica, a liberacdo pode
ser governada pela taxa de quebra da ligagdo polimero-principio ativo, a qual pode

ser planejada para ser sensivel ao pH, radiacéo eletromagnética, temperatura, etc.

2.7.2 Liberacdo Acionada

A liberacdo acionada é baseada nas nitidas respostas do sistema mediante
variacoes na conformacdo das macromoléculas frente as mudancas (estimulos) em
um certo parametro do ambiente externo, tais como pH, temperatura, for¢a idnica
etc. Na maioria dos casos, tais estimulos tornam as cadeias de copolimeros
duplamente hidrofilicas, e, portanto, preferencialmente solivel em um meio. Em tais
condicbes, a desmicelizacdo (isto €, a dissociacdo da micela e conseqlente
presenca de cadeias poliméricas livres em solugdo) ocorre e quaisquer compostos
ativos encapsulados na nanoparticula sdo consequentemente liberados para o meio.

Como mencionado anteriormente, a liberagdo acionada por pH € um
mecanismo extremamente importante para o tratamento de areas patoldgicas, em
particular o cancer, que sdo em geral caracterizadas por acidose local. O pH dentro
dessas areas pode chegar a 5.0. Em principio a maneira mais facil para alcancar a
liberacdo da droga acionada por pH em um sitio especifico dentro da célula € por
injecdo intravenosa, assumindo que os carreadores sdo estaveis em pH fisioldgico
(pH = 7.2 — 7.4), mas liberam sua carga via liberacdo acionada, uma vez que uma
area patolégica acida € encontrada (pH em torno 5.0 — 5.5), como ilustrado na
Figura 2.11.2033.39
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Figura 2.11. Entrega de droga mediada por micelas dentro da célula por endocitose e transducéo,

como proposto por Hubbell. *

2.7.3 Biodistribuicao por Efeito EPR

Quando as células tumorais se multiplicam e se agrupam, atingindo um
tamanho de 2-3 mm, a angiogénese € induzida, para atender a demanda cada vez
maior de nutricdo e oxigénio do tumor em crescimento. O fendbmeno da angiogénese
€ 0 processo pelo qual os tumores desenvolvem novos vasos capilares sanguineos.
O processo € condicdo para que a progressao do tumor e estad intimamente
relacionado com a formacédo de metastases. Essa neovascularizacao tem arquitetura
anatdbmica muito diferente daquelas de tecidos normais. Por exemplo, os vasos
sanguineos no tumor possuem formas irregulares, dilatadas, com vazamento ou
defeito, e as células endoteliais sdo mal alinhadas ou desorganizadas, com
fenestracdes (fendas/espacos) grandes. Além disso, as células perivasculares e da
membrana basal, ou a camada de musculo liso, sdo frequentemente ausente ou
anormal na parede vascular. Vasos tumorais tém um Iimen amplo, enquanto que
tecidos tumorais tém drenagem linfatica pobres. Estes defeitos anatdomicos,
juntamente com anormalidades funcionais, resultam em extenso vazamento de
componentes do plasma sanguineo, tais como macromoléculas, nanoparticulas e

particulas lipidicas, no tecido tumoral.*%44?
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O retorno venoso lento no tecido tumoral e a depuragdo linfatica pobre
significam que macromoléculas sao retidas no tumor, enquanto o extravasamento
nos intersticios do tumor continua. Esse fendmeno é conhecido como efeito EPR, do
inglés Enhanced Permeability and Retention, ou seja, permeabilidade e retencéo
aumentada. Desta forma, € possivel conseguir altas concentracfes locais de
principios ativos encapsulados em sistemas poliméricos no local do tumor, em
concentracbes 10-50 vezes maior do que em tecidos normais, dentro de 1-2 dias.
Diversos sistemas recentes fazem uso de conjugados poliméricos (principio ativo
modificado por cadeias poliméricas pendentes), drogas micelares ou vesiculares de
agentes anticancerigenos e 0s conjugados de anticorpos sdo baseados nesse
mecanismo. De fato o efeito EPR tem sido considerado amplamente no processo de
desenvolvimento de novas terapias.

O efeito EPR nao se aplica a moléculas com baixo peso molecular, por causa
de sua rapida difusdo para a circulacdo sanguinea e consequente depuracdo renal.
Na Figura 2.12 é ilustrada a dindmica do efeito EPR. Nota-se que na regido do
tecido sadio ndo ha, ou €& muito estreito, o espaco no endotélio, para o
atravessamento de particulas para a parte externa do vaso sanguineo. Ja no tecido
tumoral, motivado, entre outras, pela auséncia da camada de musculo liso que
mantém o volume e fluxo de sangue constante, existe espaco apropriado para o

fluxo de particulas.*®*
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Figura 2.12. Representagéo esquematica do efeito EPR em tecidos tumorais.

Portanto, esse efeito € baseado no fato de que a vasculatura patoldgica, ao
contrario da vascularizagdo dos tecidos normais, € vazada, ou seja, penetravel de
moléculas grandes e até mesmo pequenas particulas — que permita 0 seu
extravasamento e acumulo nos espacos intersticiais do tumor. Tal acumulagédo é
adicionalmente facilitada pela ausécia de um sistema linfatico em muitos tumores, o

qual, em tecidos normais, é responsavel pela drenagem de macromoléculas.*?

2.8 Triazenos: propriedades estruturais, fisico-quimicas e atividade biolégica

Nesta secdo, uma abordagem dos aspectos historicos, propriedades
estruturais, fotofisicas e atividade biolégica de compostos triazenos sera
desenvolvida. Algumas estruturas de compostos com similaridade aos
desenvolvidos neste trabalho, ou seja, pré-ligantes apresentado grupos funcionais

amido e acetil, serdo apresentadas.

2.8.1 Pré-ligantes Triazenos

Os pré-ligantes triazenos sdo compostos organicos que apresentam uma
cadeia de trés atomos de nitrogénio em seqiéncia, formando um grupo
diazoaminico, conforme a representacdo genérica na Figura 2.13.} Podem

apresentar R ou R’ como sendo grupamentos aril, alquil ou heteroatomos e X sendo
52



formado por H, OH ou alquila.’>*® Este tipo de pré-ligantes formam complexos com
inimeros centros metalicos, originando estruturas com arranjos supramoleculares

gue despertam interesse de varios grupos de pesquisa.

N N N N

Figura 2.13. Representagao estrutural genérica de um triazeno simétrico (a) e assimétrico (b).

Na literatura também sdo descritos os compostos chamados biscatenados,
Figura 2.14, os quais sdo constituidos de duas cadeias diazoaminicas ligadas a um

anel aromatico central.**

Figura 2.14. Representacdo estrutural genérica de um triazeno biscatenado.

O primeiro triazeno simétrico descrito na literatura®, o 1,3-bis(fenil)triazeno, é
datado de 1859, relatado por Griess. A Figura 2.15 ilustra a estrutura molecular do
composto. J& o primeiro complexo derivado do 1,3-bis(fenil)triazeno foi um complexo
com centro metalico de cobalto(ll), 0 Co(NO2CsH4sNNNCgH4NO>), descrito em 1887

por Meldola.*

Figura 2.15. Representacdo da estrutura molecular do 1, 3-bis(fenil)triazeno.
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Mediante a versatilidade dos triazenos coordenarem-se a centros metalicos,

varios sdo os modos de coordenacdo destes ligantes, elucidados por difracdo de

raios-X, relatados na literatura.t?*’

na Figura 2.16 sdao demonstrados os diferentes
modos de coordenacdo destes complexos no estado soOlido. Em (a) esta
representado o modo de coordenacdo monodentada anidnica, em (b) tem-se a
representacao da forma quelante bidentada, em (c) e (d) as coordenacfes em ponte,

e em (e) a coordenacdo monodentada terminal neutra.

R N R R N R R N R
\N% ~v \N/ \N/ \N,/ \.N/
\ /

v | |

M M M
a b c
B I nt
R R R R a
\N/'N~XN/ AN /N\N/
v " H M
d e

Figura 2.16. Representa¢éo dos principais modos de coordenacédo dos triazenos.

2.8.2 Historico de atividade biolégica de compostos Triazenos

O primeiro triazeno a apresentar atividade antitumoral foi a Dacarbazina®, 5-
(3,3-dimetil-1-triaze no)-imidazol-4-carboxiamida, também conhecida pela abreviatura
DTIC, Figura 2.17, relatado em 1962, por Shealy e colaboradores.”® O composto
apresentou-se ativo contra o sarcoma 180 (S180), o adenocarcinoma 755 (Ca755) e
a leucemia linféide L1210 em ratos.*°
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Figura 2.17. Representa¢éo da estrutura molecular da Dacarbazina®.

A partir destas descobertas, varios estudos envolvendo sintese e avaliacdo da

50,51,52,53

atividade biolégica in vivo, mutagenicidade®® e carcinogenicidade® de

compostos triazenos substituidos foram relatados. Além disso, estudos clinicos
sobre a Dacarbazina®* seu metabolismo® e sua farmacocinética® também s&o
relatados. Portanto, na clinica a Dacarbazina® foi o primeiro composto triazeno
utilizado no tratamento de pacientes com cancer, sendo atualmente considerada
como a droga de referéncia no tratamento do melanoma maligno metastatico.>®
Desta forma, frente as descobertas promissoras, varios estudos buscando
compostos mais ativos e menos citotdxicos vém sendo desenvolvidos, o que levou a
descoberta de outros compostos triazenos biologicamente ativos, a exemplo da
Temozolomida®®° 3-metil-4-oxo-3,4-dihidroimidazol[5,1-d][1,2,3,5]tetrazina-8-carbo-

xamida, e o Berenil®,®! 4,4’-(1-triazeno-1,3-diil)dibenzamina-bis(N-acetilglicinato).

2.8.3 Propriedades fotofisicas dos Triazenos

Técnicas espectroscopicas, bem como, outras que usam fotons de energia
(absorcao, espalhamento, difracdo), sdo importantes ferramentas para estudos e
investigaces nos campos da quimica, fisica, entre outros. Os triazenos apresentam
propriedades fotofisicas bastante apropriadas para este tipo de andlise, sendo
geralmente estudados por espectroscopia de infravermelho (IV), Raman, Ultravioleta
e Visivel (UV-Vis) e difracdo de raios-X (DRX).

Em geral em estudos por IR, especial atencdo é dada as bandas de
estiramento das ligacbes N=N e N-N, da cadeia nitrogenada, observando que a
dupla ligacdo absorve em uma frequéncia ligeiramente maior por possuir uma ordem

de ligacdo maior. J4 os estiramentos da ligacdo N-H permitem a verificacdo da
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abstracdo do proton, indicando, com isso, a possivel ocorréncia da coordenacéo do
pré-ligante ao centro metalico.®#53%4% 334 o0 uso de espectroscopia Raman fornece
informacOes ricas sobre a natureza de transicbes eletrbnicas em moléculas
complexas. Nos triazenos uma questdo importante diz respeito a redistribuicdo de
cargas na espeécie anionica de sistemas altamente conjugados contendo hidrogénio
acido.®®

66,67 relatos do uso de

Desta forma s&o encontrados na literatura
espectroscopia Raman focado ao entendimento da natureza das transicbes
eletronicas em triazenos simétricos, nos estados neutro e coordenado como
espécies triazenido (N3) o que permite um entendimento mais claro de tais
transices, possibilitando, desta forma, identificar (ou corroborar) a qual croméforo
corresponde a respectiva banda no espectro de UV-Vis.®®

A espectroscopia de absorcédo na regido do ultra-violeta e visivel, assim como
as supracitadas, é amplamente empregada na caracterizacdo de compostos, além
de ser bastante Util em estudos de cinética e mecanismos de reacfes. Esta técnica
baseia-se, sumariamente, na presenca de um grupo croméforo que seja responsavel
pela absorcdo da radiacdo. Para os triazenos a absor¢ao caracteristica do croméforo

N=N aparece na regi&o entre 330 e 420 nm*8:62.63.66.68.69.70

2.8.4 Estruturas de pré-ligantes e complexos com ouro

Neste topico serdo apresentadas algumas estruturas e aspectos relevantes,
gue se assemelham com os compostos deste trabalho. Na tabela 2.2 apresentam-se
principais dados estruturais de alguns pré-ligantes triazenos e o Unico triazenido
complexo com centro metalico de ouro contendo trifenilfosfina como segundo

ligante.

Tabela 2.2. Dados referentes a revisdo de literatura de pré-ligantes triazenos monocatenados.

Ano "% Representacao Estrutural Consideracdes Importantes
C14H12N4O3
2004 ™ Monoclinico C2/c

a=14,357(6) A
b=7191)A B=100,35(4)°
c =26,779(5) A
V = 2721,75(19) A®
N3-N4 = 1,322 A
N2-N3 = 1,267 A

N3
N2 N4

ceee
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N2-N3-N4 = 111,752(19) °

C14H14N404
Monoclinico P2,/c
a=7,280(5) A
b = 9,312(6) A B =09883°
2005 N2 ¢ = 20,750(10) A
N1 N3 o V°= 1390(16) A®
:: N1-N2 = 1,352 A
€ N2-N3 = 1,263 A
N1-N2-N3 = 110,680(44) °
C3oH23NsP1AU;
Triclinico — P (-1)
a=10,2034(4) A  a=093987(2)°
b =10,7550(2) A B =102,148(2) °
- c=14,0941 (5) A y=103,930(2) °
V = 1455,73 (8) A®
73 Au-N1 = 2108 A
2003 Au Au-P = 2,252 A
o N11-N12-N13 = 110,358(3) °
0 g Geometria linear
®°
@

No que diz respeito aos complexos contendo centros metalicos de ouro com

ligantes triazenos coordenados, uma busca na literatura por revela que este tipo de

composto é raro, havendo somente trés trabalhos relatados nesse sentido. O

primeiro complexo com ouro envolvendo ligantes triazenos foi publicado por Beck e

Straehle em 1986. O composto apresenta uma estrutura tetranuclear, conforme

Figura 2.18, com quatro centros metalicos de ouro com ligantes triazenos

coordenados em ponte.”
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Figura 2.18. Representa¢éo da estrutura molecular do triazenido compl exo tetranuclear.

Em 2003 Hoérner e colaboradores” relataram a sintese e estrutura cristalina
do [1,3-bis(4-nitrofenil)triaze nido]- (trife nilfosfina)ouro(l). A estrutura do composto esta

representada na Figura 2.19 e os dados cristalogréficos estdo resumidos na tabela
2.

Oms ./-‘Inln
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Figura 2.19. Representacdo da estrutura molecular do [1,3-bis(4-nitrofenil)triazenido]-

(trifenilfosfina)ouro(l) com elips 6ides térmicos em 50% de probabilidade.73

Esse composto é o unico triazenido complexo com ligante trifenilfosfina
descrito na literatura.

O terceiro complexo triazenido com ouro foi relato em 2009 por Johnson e
colaboradores™. A estrutura molecular do complexo dimérico (Figura 2.20)
constituida de dois ligantes triazenos e dois centros metalicos de ouro. Os ligantes
coordenam-se aos ions Au(l) na forma de ponte, conferindo-se, com isso, a
formacao da respectiva estrutura binuclear do composto.
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Figura 2.20. Estrutura molecular do Unico complexo triazenido dimérico com Au(l). Elipséides

térmicos em 50% de probabilidade.

Algumas informacdes relevantes da estrutura do complexo binuclear de ouro

estdo resumidas na tabela 2.2.

Tabela 2.3. Dados relevantes da estrutura do complexo binuclear de ouro.

[AU 2(L)2]2T0|

Informagdes importantes

C48H68AUZ N62(C7H8)
Sistema cristalino: monoclinico

Grupo espacial: P2;/c

a/A 1 12.9430(2) B/°: 102.6100(10)
b/A: 10.0730(2) VIA®: 2865.98(10)
c/A: 22.5260(5) Z 2

dovvy (A): 2.6762(4)

Au(1)-Au(1A): 2.6762(4) A N(1)-N(2): 1.308(2) A
Au(1)-N(1): 2.046(5) A N(2)-N(3): 1.297(7) A
Au(1)-N(3A): 2.042(5) A

N(1)-Au(1)-N(3A): 168.0(2)° N(1)-N(2)-N(3): 119.5(5)°
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3 Materiais e Métodos

3.1 Reagentes e Solventes

Todos os reagentes e solventes utilizados nas sinteses deste trabalho foram
adquiridos comercialmente das empresas Vetec® e Aldrich®, com excecéo do cloreto
de trifenilfosfina de ouro (I), o qual foi sintetizada conforme técnica disposta no
Anexo A. Os solventes eram de grau PA ou espectroscépico e foram utilizados como

recebidos, sem tratamento prévio.

3.2 Espectroscopiade infravermelho

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho foram registrados
utilizando-se um espectrofotometro Bruker Tensor 27 que abrange uma janela
espectral de 4000 — 400 cm™. Os espectros foram registrados confeccionando-se
pastilhas sdlidas com os compostos macerados em brometo de potassio em uma
proporcdo aproximada de 1:50 (2 mg/100 mg) composto/KBr. O espectro do pré-
ligante foi realizado com amostra na forma de pé e do complexo triazenido na forma

de cristais.

3.3 Espectroscopia eletrénica de UV-Vis

Os espectros eletrbnicos nas regides do visivel e ultravioleta foram
registrados utilizando-se um Espectrofotdmetro UV-Vis 1650 PC Shimadzu. Para as
leituras em solucdo foram utilizadas cubetas de quartzo de caminho 6ptico de 1 cm,

utilizando-se solventes de grau espectroscopico para cada amostra.

3.4 Ponto de fusao

As andlises de ponto de fusdo foram realizadas utilizando-se um equipamento
da marca MEL-TEMP I, pertencente ao Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM).
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3.5 Difragdo deraios-X de monocristal

Os cristais foram selecionados manualmente usando-se uma lupa e colados
na extremidade de um fio de vidro de didametro aproximado de 0,1 mm, o qual foi
fixado em uma cabeca de gonibmetro e centralizado oticamente.

A coleta dos dados de difracdo de raios-X foi realizada em um difratbmetro
automatico de quatro ciclos com detector de area, Bruker X8 Kappa APEX-II CCD
com fonte de radiagdo Mo-Ka (A = 0,71073 A) com monocromador de monocristal de
grafite. A determinacdo dos parametros da cela cristalina e reticulo de Bravais
preliminar dos compostos foi realizada usando-se a suite de programas APEX2
(verséo 2) A.

Com uso do SHELXS do suite WinGX "® foi determinada a solucéo inicial por
métodos diretos. Exceto o hidrogénio, os demais atomos foram localizados no mapa
da diferenca de Fourier e incluidos no refinamento com parametros de deslocamento
isotropicos. Ciclos seguintes de refinamento foram feitos usando parametros de
deslocamento térmico anisotropicos para os atomos nao hidrogendides. Finalmente,
os atomos de hidrogénio foram observados no mapa de diferenca de Fourier e
sucessivos ciclos finais de refinamento foram feitos até que mudangas significantes
dos parametros ndo fossem observadas. A projecdo das estruturas cristalinas
obtidas por difracdo de raios-X em monocristal foi realizada com uso do programa
Diamond.”” Os parametros basicos de refinamento da estrutura cristalina de 1 e 2

encontram-se listados na tabela 3.1.
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Tabela 3.1. Pardmetros basicos de refinamento dos compostos 1 e 2.

Composto 1 2
Férmula molecular C15H14N40, C33H28AUN4O5P
Massa molecular (g-mol'l) 282,30 740.53
Dimensdes do cristal (mm®) 0,41 x 0,24 x 0,16 0,20 x 0,14 x 0,12
Sistema cristalino Monoclinico Triclinico
Grupo espacial P2./n PIT

a/A 7,2645(4) 12,175

b/A 17,2890(7) 12,374

c/A 11,6891(5) 14,227

al® 90 109,54

Bl° 95,833(2) 112,49

y/° 90 98,16
VIA® 1460,50(12) 1774,4

z 4 2

T(K) 296(2) 296(2)
Pealc (Mg-m™>) 1,284 1,386
Coeficiente linear de absorg¢do y (m m'l) 0,089 4,221
Regido de varredura angular 6 (°) 2,11-28,38 1.71-27,91

-16<£h<16, -15sk <16
i -9<hs<5,-23<k < ; ,
indices de varredura  h, K, | 9<hs5 -23<k =21,

-15<1<15 17<1<18
Refl. Coletadas 25958 30480
Refl. Independentes 3645 8463
Rint 0,0316 0,0414
Rsig 0,0218 0,0467
Critério de observagao [1>20(1)] [1>20(1)]
NUmero de parametros 122 370
Correcéo de absorcéo Multi-scan Multi-scan
Tmin 0,9645 0,4856
Tmax 0,9859 0,6313
F(000) 592 728
Goodness-of-fit (F?) 1,020 1,121
Indices de discordancia finais WF;l;:Oé’Of;; le?12::06?1465§7
Densidade eletrdnica residual (omax 0,197 e -0,182 01825 e -0, 645

Prin) [e'A-S]

3.6 Espalhamento de Luz

Quando uma radiacdo eletromagnética interage com um sistema qualquer, o
campo elétrico da radiacdo energiza os elétrons das moléculas constituintes do

sistema e induz uma polarizagdo que oscila no tempo com a mesma frequéncia da
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radiacdo. Essas moléculas, com atomos vibrando mais rapidamente, portanto, mais
energizadas, passam a ser fonte de radiacdo secundéria e, por conseguinte irradiam
a radiacao incidente. Essa radiacdo € chamada radiacdo espalhada. A intensidade
da radiacdo espalhada, as mudancas de frequUéncia, a polarizagéo e a distribuicéo
angular dependem do tamanho, forma e das interacdes dentro do sistema irradiado.
Portanto, a partir das caracteristicas da radiacdo espalhada do sistema, é possivel
obter informacgdes sobre a estrutura e a dinamica molecular do meio espalhador.

Na técnica de espalhamento de luz, a amostra que estad contida dentro de
uma pequena célula de vidro, a qual esta inserida em uma cuba, também de vidro, é
irradiada por um feixe de luz monocromético. A onda eletromagnética ao interagir
com a amostra € desviada para todas as direcdes. A cuba aonde a célula contendo
a amostra esta inserida é preenchida com solvente de indice de refragdo similar ao
do vidro (tolueno 7o = 1,497 ou decalina, no = 1,469), a fim de minimizar eventuais
reflexdes originarias da célula porta-amostra. Nestas técnicas, a luz empregada €&
geralmente uma fonte de laser de He-Ne ou de Ar*, com poténcia variavel entre 15 e
100 mW. A pequena quantidade de luz espalhada é detectada em uma
fotomultiplicadora que se encontra perpendicular ao angulo de espalhamento 6 em

relacdo ao feixe de radiacdo incidente, conforme ilustrado na Figura 3.1.

Liquido corretor de
indice de refragéo

Feixe incidente Feixe ndo espalhado

Cuba de espalhamento

Amostra

Figura 3.1. Representacdo esquemédtica basica para um experimento de espalhamento de luz,

adaptado de Giacomelli.”®
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As informacdes exploradas através da técnica de espalhamento de luz estédo
contidas no parametro conhecido como vetor espalhamento |G|, cujo mddulo

denominaremos simplesmente (, o qual & simplesmente a diferenca vetorial entre o

vetor |Ki| que é o vetor de onda da radiacéo incidente, cuja magnitude é de 27t/A e o
vetor de onda da radiacéo espalhada |Ke|. Essa radiacédo espalhada corresponde ao
que se conhece por espalhamento Rayleight, desde que a dimensao da particula
sob andlise seja bem menor do que A. Toda via, o valor de #e o indice de refracéo
do solvente onde as particulas estdo imersas (70) devem ser levados em conta, uma

vez que este ultimo muda o comprimento de onda da luz incidente comparado com o
valor no ar.

Aplicando-se a equacao 3.1 é possivel a determinagdo do valor de Q:

q= 471710 sen (9) (3.1)

que permite a observacao dos objetos, 0s quais, 0 NOsSso caso, Sdo hanoparticulas
micelares.

Na Figura 3.2 esta representado o significado fisico de q. Quanto menor for o
valor de g (menor angulo de observacao), menor serd a magnificacdo da estrutura
observada. Diz-se também, que a técnica de espalhamento de luz funciona como
um microscopio ao inverso, pois g possui dimensado inversamente proporcional ao

tamanho da particula em observacdo.”

(@

q

Figura 3.2. Relacdo entre o wetor de espalhamento e particulas em observacéo.
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3.6.1 Espalhamento de Luz Dinamico

O espalhamento de luz dindmico é descrito pela sigla DLS, a qual tem origem
nas iniciais do nome em inglés “Dynamic Light Scatering”. O DLS algumas vezes é
também descrito como espalhamento de luz quase-elastico QLS (quasielastic light
scatering).”®

O fundamento principal da técnica de DLS, ou espectroscopia de correlacao
de fotons, estd centrado na determinacdo das flutuacbes na intensidade da luz
espalhada pelo sistema irradiado (particulas), em funcdo do tempo, bem como, no
calculo da respectiva funcdo de autocorrelacdo. Esta técnica apresenta uma
vantagem comparada ao espalhamento de luz estatico por permitir a determinagéo
da distribuicAo do diametro das particulas e ndo apenas um valor médio de
didmetro. Outra importante vantagem que se obtém com o emprego do DLS é a
obtencdo de informacfes sobre a composicdo superficial das particulas, uma vez
que, o0 método € sensivel ao diametro hidrodindmico efetivo, que equivale ao raio da
particula somado ao raio da camada de solvatagdo.’® 79808182

Sabe-se que particuas em um meio liguido movem-se, ao acaso,
aleatoriamente, o que se conhece como movimento Browniano, devido a colisbes
com as moléculas do meio de dispersdo.’® %8182 portanto, a técnica do DLS é eficaz
para detectar flutuacbes temporais na intensidade de luz espalhada devido a
flutuagcbes de concentracdo e densidade na amostra, causadas pelo movimento
Browniano. Por meio de um correlador digital, o numero de fétons que entra no
detector é gravado e analisado, sendo o sinal da radiacdo assim adquirido na forma
de uma funcéo de correlacdo temporal.’®"®

Estas flutuacdes sdo provindas das variagdes no indice de refracdo dentro do
volume de espalhamento, devido ao movimento Browniano das particulas. Desta
forma, as flutuacdes locais dentro do volume de espalhamento estdo relacionadas
com o coeficiente de difusdo aparente e o vetor de onda do espalhamento, segundo

a equacao 3.2.

I=D.q° (3.2)

onde, I' é a constante de correlacdo ou de relaxacdo, D é o coeficiente de difusdo

aparente e q é o vetor de onda do espalhamento.
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O experimento de DLS consiste, portanto, em obter a flutuacdo do sinal de
intensidade de luz espalhada com o tempo, realizar o calculo da correlacdo desses
valores e, por transformada de Fourier, obter o espectro de frequéncias de flutuacao.
Ajustando-se esse espectro por uma curva Lorentziana, conforme equacgao 3.3, e

utilizando-se o valor da meia altura & meia largura da curva, obtém-se a respectiva

constante de correlagéo, G(7), ou constante de relaxagao.

G(7) = A +B exp (-2DQ?7) (3.3)

onde A é o valor da linha base e B é o fator pré-exponencial contendo constantes
6pticas do equipamento e da amostra.”®

Essa equacdo pode ser também escrita como uma transformada inversa de
La Place conforme equagéo 3.4.292778

g,(t)-1= ,B[ [A@expet/o) dr]z (3.4)

onde t € o de retardo das fungdes de correlacdo. A funcéo resultante A(r) é uma
distribuicdo dos tempos de relaxacéo.

Essa transformacdo normalmente é efetuada com uso do programa
CONTIN® ou do algoritmo REPES, ambos integrantes do pacote de programas
comerciais GENDIST.

O valor do coeficiente de difusdo é, entdo, calculado por meio da equacédo
3.2.

Uma vez que o coeficiente de difusdo aparente pode conter contribuicbes
tanto do movimento rotacional como do translacional, € necessario extrapolar o
coeficiente de difusdo aparente ao vetor de onda puro (Do) para se obter o
coeficiente de difusdo translacional. O raio hidrodinamico das particulas (Ry) €

obtido de Dy, aplicando-se a equacéo de Stokes-Einstein (3.5).202":78.7

kT
H=
67T77D0

(3.5)

onde k é a constante de Boltzmann, T é a temperatura absoluta e 77 é a viscosidade

do solvente.
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A investigacdo do tamanho das particulas formadoras da solugéo coloidal foi
realizada através de espalhamento de luz dinamico (DLS). As analises preliminares
foram realizadas em um gonidmetro ALV, que consiste de um laser He-Ne

polarizado linear, operando em um comprimento de onda (A1) de 632,8 nm e um

correlador digital multi T ALV-5000/EPP, com tempo de amostragem inicial de 125

ns. Os dados foram registrados usando um software de controle correlador ALV.

Solugbes das micelas foram mantidas em temperatura constante de 25.0 *
0.1 °C em todos experimentos. As solu¢cdes foram colocadas em células de vidro de
10 mm de didametro. O volume minimo de amostra requerido para experimentos de
espalhamento de luz foi 1.0 mL. Os angulos de espalhamento acessiveis variaram
de 15° a 150°, correspondentes aos vetores de onda (q) entre 3.63x107° e 2.68 x1072
nm? para meio organico e 3.45x103 e 2.55 x10 nm™* meio aquoso, conforme
equacédo 3.1

As distribuicbes dos tempos de relaxacdo A(z) foram obtidas usando o
programa comercial CONTIN®®, através de analise da funcdo de auto-correlagéo
C(q,7). O coeficiente de difusdo aparente (Dapp) foi calculado a partir da variacdo da
freqiéncia de relaxacdo (/) como uma funcéo de g° através da equacéo 3.2,

O coeficiente de difusdo translacional em diluicdo infinita (Do) foi entdo
calculado de D = Do(1+k4C,) onde kq € o coeficiente de concentragdo virial. Os raios
hidrodindmicos (Ry) foram obtidos através da equacédo (3.5) de Stokes-Einstein.

Todo aparato utilizado para as analises de DLS sdo pertencente ao

Departamento de Quimica da Universidade Federal do ABC de Santo André, S&o

Paulo.

3.7 Procedimento Experimental

3.7.1 Sintese do pré-ligante 1-(4- amidofenil)-3-(4-acetilfenil)triazeno (1)

Para a sintese do pré-ligante 1 usou-se a rota descrita por Hartman®, a qual

consiste na reacdo de um sal de diazénio e uma amina aromatica em pH acido e
baixa temperatura.

Solubilizou-se inicialmente a 4-aminobenzamida (1,362 g, 10 mmols) em 30

ml de uma solugdo 2:1 v:v de H,O/HCI. Com a temperatura em 0°C adicionou-se
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lentamente nitrito de sédio (0,73 g, 10 mmols + 5% em excesso), sob constante
agitacdo e temperatura controlada, para a formacao do respectivo sal de diazbnio.
Apos 15 minutos adicionou-se lentamente a 4-aminoacetofenona previamente
dissolvida em acetona, deixando-se a reagdao sob vigorosa agitacdo por mais 30
minutos. Em seguida a solugdo foi neutralizada lentamente adicionando-se uma
solucdo de carbonato de sodio (Na,COs3) ao longo de 2h, o que resultou na formagéo
de um precipitado amarelo. A solucdo foi deixada em repouso por 12h sob uma
temperatura de aproximadamente 5 °C. Esta etapa aumentou consideravelmente a
formacdo do precipitado. Posteriormente filtrou-se a solugcdo e o precipitado foi
lavado com agua e seco sob vacuo. Rendimento com base na 4-aminobenzamida:
87,2% (2,3747 g, 8,72 mmols) . Ponto de fusédo 218 °C. Cristais amarelos de 1, do
tipo bloco, apropriados a difragdo de raios-X foram obtidos através da dissolucdo do

mesmo em acetona, seguido da evaporacao lenta do solvente.

3.7.2 Sintese do composto [1-(4-amidofenil)-3-(4-acetilfenil)triazenido]-
(trifenilfosfina)ouro(l) (2)

Em um béquer de 100 ml dissolveu-se 100 mg (0,367 mmols) de 1 numa
mistura 1:1 (v:v) de etanol/piridina, deixando a solugdo sob agitacdo por 15 minutos.
Em seguida o composto 1 € desprotonado com uma solugdo de KOH, passando a
apresentar uma coloracdo amarelo tijolo. Por fim adicionou-se 182,65 mg (0,367
mmols) de cloreto de trifenilfosfina ouro(l) Au(PPhg)Cl em po, passando a solugédo
apresentar coloracdo levemente amarelada nas extremidades do frasco. A reagao
ficou sob agitagdo por aproximadamente 12 horas para total complexacao.
Posteriormente filtrou-se a solucdo, deixando-se o precipitado secar a temperatura
ambiente, protegido da luz. Rendimento com base em 1: 241,21 mg (0,324 mmols)
(88%). Ponto de fusdo 190 °C. Cristais amarelos de 2, do tipo bloco, aptos a difracao
de raios-X foram obtidos atraves da dissolucdo do mesmo em uma mistura 1:1 (v:v)
de etanol/piridina, seguido da evaporacdo lenta dos solventes em ambiente

refrigerado.

3.7.3 Meétodos de preparacdo e manipulacédo das micelas

Os sistemas coloidais formados por nanoparticulas auto-organizaveis foram

desenvolvidos inicialmente pelos métodos de nanoprecipitacdo (Np) e dissolucéo
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indireta (DI), usando-se Ac.(acetona), EtOH e THF e os copolimeros tribloco
poli(bxido de etileno)-b- poli(glicerol monometacrilato)-b-poli(metacrilato de 2-
(diisopropil-amino)etila) PEO113-b-PG2MAs-b-PDPAs, sintetizado anteriormente®® e
dibloco poli(estireno)-b-poli(acido acrilico) PSgp-b-PAA3p adquirido comercialmente.
Posteriormente estudos foram desenvolvidos explorando-se 0s métodos de
carregamento por dialise e pré-filme com base no trabalho relatado por Vyhnalkova
et al.,?® usando-se os copolimeros PEO;113-b-PG2MA3p-b-PDPAsg e PSeo-b-PAAs.

No método de Np, também chamado de método de deslocamento do
solvente, a fase organica contendo a droga e o polimero dissolvidos em um solvente
de polaridade intermediaria e miscivel com agua, por exemplo, Ac., EtOH e THF, é
vertida, sob agitacdo, sobre uma fase aquosa. Nanoesferas formam-se
instantaneamente, como resultado da separacéo de fases liquido-liquido, com rapida
difusdo do solvente e agregacdo do polimero em gotas individuais. As nanoesferas
preparadas pelo método de Np formam-se quase que instantaneamente, pois a forca
dirigente é a separacao de fases. Portanto, esse método aplica-se a encapsulacbes
de substancias pouco solluveis em agua, sendo que 0s parametros mais criticos para
a formacao instantdnea da dispersao coloidal é a concentracdo de polimero na fase
orgéanica e a razdo de volume entre as duas fases.

Conforme ja mencionado, na DI a micelizac&o ocorre a partir do momento que
uma concentracdo de agua critica é atingida. Assim que esta CAC é atingida tem-se
o0 inicio da micelizacdo e, toda via, a droga pode ser encapsulada mais
eficientemente se ocorrer uma interacdo favoravel com o polimero e apresentar uma
solubilidade equivalente. Desta forma, se a droga for muito mais sollvel, ela
precipitard quando as particulas ja estdo formadas, e, assim, a encapsulacdo nao
sera eficiente. Por outro lado, se ela for muito hidrofébica, acabard precipitando
muito antes da particula comecar a se formar, o que resultara também em uma
ineficiéncia no processo de encapsulacdo. Esse equilibrio entre as fases mostra-se,
portanto, muito sutil, ndo havendo até o momento uma teoria que explique os
fendbmenos envolvidos nesses processos.

O método de didlise consiste na formacdo de um filme da droga na parede de
um frasco de vidro, formado pela dissolucdo da droga em Ac. seguido da
evaporacado lenta do solvente. Ao frasco com o filme adiciona-se agua. As micelas

sdo preparadas por Np e removido o solvente por dialise. Ap6s a remocdo do
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solvente 0 saco de didlise com a solugdo de micelas é imerso na agua do frasco
contendo o filme da droga e agitado lentamente por 48hs. A Figura 3.3 representa 0

procedimento de carregamento de micelas por didlise.

Clips de dialise

Solugao de micelas

Filme da droga

Saco de dialise

Barra magnética

Figura 3.3. Representacdo do método de carregamento de micelas por didlise, adaptado de

Vyhnalkova et al.”

O método de pré-filme é similar ao da didlise, pois também envolve a
formacao do filme na parede de um frasco, porém, o carregamento se da por meio
de contato direto da solugdo de micelas com o filme, ou seja, a solugcdo de micelas,
apos a remocgao do solvente, é vertida no frasco contendo o filme da droga e agitada

vigorosamente.

As nanoparticulas preparadas neste trabalho apresentaram boas capacidade
e eficiéncia de encapsulacdo, mediante os métodos de investigacdo aplicados. A
concentracdo de polimero (Cp) de 1,67 mg/mL foi determinada em funcdo do
equilibrio de solubilidade entre a droga e o polimero, ou seja, concentracdes de
polimero foram variadas para se determinar a melhor razdo a ser adotada. Essa
concentracdo também foi determinada em funcdo da possibilidade de comparacéo
com outros trabalhos que usaram estes mesmos valores.

A eficiéncia de encapsulacdao (Eg. 3.6), nos da uma informacédo, em
percentual (%), da razdo entre a concentracdo real na solucdo de trabalho e a

concentracdo tedrica na solucdo de trabalho. A EE deve ser maximizada, ou seja,
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EE—100, pois € inversamente relacionada a quantidade de substancia néo

encapsulada é perdida na maioria das vezes.

massa de droga nas micelas (g)
E= 100 (3.6)
massa de droga usada (g)

A capacidade de encapsulacédo (Eq. 3.7) expressa a razdo entre a massa da

droga na CR, em gramas, pela massa de polimero em gramas.

_massa de droga nas micelas (g)

CE = _ 100 (3.7)
massa das micelas (g)

3.8 Atividade Bioldgica.

Os estudos de atividade biologica foram realizados em colaboragdo com
laboratério da Professora Dr2 Rosmari Horner, do Departamento de Analises
Clinicas e Toxicoldgicas da UFSM. Os ensaios envolvendo os dois compostos
sintetizados neste trabalho consistem na avaliagdo da Atividade Citotdxica e

Atividade Antibacteriana.

3.8.1 Atividade antibacteriana dos composto 1 e 2

Testes de susceptibilidade antimicrobiana foram realizados pelo método de
microdiluicdo em caldo utilizando caldo Mueller Hinton suplementado por cétion
(Difco, Detroit, Ml), de acordo com o protocolo do CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute).®

Suspensfes de in6culo foram preparadas diluindo-se o caldo de cultura
sobrenadante com salina estéril com densidade de 0,5 (padrdo McFarland)
utilizando um espectrofotdmetro Bausch & Lomb Spectronic 20.

Todos os compostos foram testados em concentracdes variando de 0,125-
128 mg/mL e dissolvido em 20% de etanol. As placas foram incubadas sem agitacéo
a 35 £ 2 °C por 24 h. A técnica é baseada no crescimento dos organismos de teste
(inbculo + compostos) em relagdo ao controle positivo (bactérias sem composto),

com adicdo, apos 24 h, de 10 mL de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC ) 2%. O
72



TTC é incolor na forma oxidada e vermelho quando reduzido. Microorganismos Vivos
reduzem o TTC por acdo enzimatica, originando o formazan mantido dentro de
granulos nas células, que se tornam vermelhos. Valores de concetracdo inibitéria
minina (CIM) foram definidos como a menor concentracdo de compostos triazeno

que inibiu o crescimento visivel dos microrganismos. Todos os testes foram feitos
trés vezes.

3.8.2 Analise da citotoxicidade in vitro frente a células leucémicas dos
compostos le?2

Os estudos de atividade citotéxica in vitro de ambos 0os compostos, na sua
forma natural (ndo encapsulados), foram desenvolvidos usando-se amostras de
medula éssea excedentes das rotinas de diagndstico, as quais foram coletadas de
pacientes que procuraram o0 Servico de Hematologia-Oncologia do Hospital
Universitario de Santa Maria (HUSM), com sintomas clinicos de leucemia. Cabe
ressaltar que no momento da coleta estes pacientes ainda ndo haviam sido
submetidos a tratamento antineoplasico, e aguardavam o diagndstico citogenético a
fim de confirmar a suspeita clinica da doenca.

Depois de identificadas (Paciente 1 a 7), as amostras foram processadas e
submetidas ao teste de citotoxicidade desenvolvidos com base no método de
reducdo do {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio]} (MTT) descrito
por Mossmann.®® As concentracdes do composto 1 utilizadas foram 12,5 umol/ mL,
50 pmol/mL, 100 umol/mL. Apds a realizagdo da técnica o percentual de
sobrevivéncia celular na presenca do composto foi calculado.

O MTT foi dissolvido em tamp&o fosfato salino (PBS) a 5 mg.mL™ e filtrado
para esterilizar e remover uma pequena quantidade de residuo insolavel. Azul de
tripano (1% em suspensdo de agua destilada) e uma suspensédo de células foram
misturados em quantidades de 01:06 (50 mL de células + 10 mL de azul de tripano).
A gquantidade de células foi estimada por homocitometria e células de coloracdo azul
foram marcadas como mortas. As doses da droga (1 e 2 ) variaram de 12,5, 50 e
100 uM. Os compostos foram diluidos em dimetilsulfoxido (DMSO), o qual ndo pode
exceder a 0,25% na cultura de células. Culturas controles foram realizadas com
células sem os compostos testados. Apds 20 horas a solugdo de MTT foi adicionada

a todos os pocos e as placas foram incubadas a 37 °C por 4 horas. No final do
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periodo de incubacdo o produto formazan foi dissolvido em 100 mL de DMSO. A
densidade optica (OD) de cada poco foi medida usando um leitor Fischer Bio-Tek BT
2000 MicroKinetics (A= 570 nm). Cada ensaio foi realizado trés vezes. A fracao de
sobrevivéncia celular foi calculada pela seguinte equacao:

Sobrevivéncia da célula = (OD dos pocos tratados / média do OD dos pocos

controles) x 100%.
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4  Discussao dos Resultados

4.1 Discussdo da estrutura cristalina do composto 1-(4-acetilfenil)-3-(4-
amidofenil)triazeno (1)

Cristais do composto 1 (ligante) foram obtidos através da sua dissolucdo em
acetona e subseqlente evaporacdo lenta do solvente, formando cristais amarelos

com habito prismético, aptos a difracdo de raios-X. A Figura 4.1 ilustra a estrutura
molecular de 1.

Figura 4.1. Projecdo da estrutura molecular da férmula minima do composto 1 com elipsdides

térmicos em nivel de probabilidade de 50%. Representacdo dos atomos de H com raio arbitrério.

O composto 1 cristaliza no sistema cristalino monoclinico e teve sua estrutura
cristalina determinada no grupo espacial P2:/n (N°14).%” Este grupo espacial
apresenta uma simetria de Laue 2/m. Analisando-se as reflexdes coletadas verificou-
se a auséncia de uma sistematica nas condicfes de reflexdo da classe integral

Apo6s analise das reflexdes coletadas, uma sistematica nas condi¢cdes de
reflexdo da classe integral (hkl) ndo foi encontrada, o que indica se tratar de uma
rede com cela unitaria do tipo Bravais P. A Tabela 4.1 resume as condi¢cdes de
reflexdo observadas nas classes: integral (hkl), zonal (hOl) e serial (0k0), vinculadas

ao tipo de Bravais e aos operadores de simetria 2; e n.
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Tabela 4.1. Condigdes de reflexdo observadas e elementos de simetria correspondentes ao grupo

espacial P2;/n.

Classe Reflexao Condicao de extincéo Informacé&o Obtida
Integral hkl - Tipo de Bravais — P
Zonal hol h+l=2n+1 Oper. de Simetria—n
Serial 0kO k=2n+1 Oper. de Simetria — 2;

A unidade assimétrica de 1 € composta por uma molécula do composto 1-(4-

acetilfenil)-3-(4-amidofenil)triazeno. A formula minima é equivalente a unidade

assimétrica. A cela unitaria de 1, é constituida de quatro formulas minimas. Cada

formula minima é reproduzida no espaco 3D aplicando-se os operadores de simetria

21 e n paralelos ao eixo cristalografico a, o qual se projeta perpendicular ao plano do

papel. A representacdo da Figura 4.2, ilustra as moléculas em escuro, no plano de

projecao (papel) e as claras % abaixo ou acima do plano do papel.
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Figura 4.2. Projecdo parcial da cela unitaria de 1 com representacdo dos elementos de simetria
pertencentes a cela monoclinica P2;/n. Moléculas escuras acima do plano de projecdo e claras

abaixo do plano.

4.1.1 Supramolecularidade

A andlise cristalografica revelou que a molécula estabelece um arranjo
supramolecular 2-D, no qual dimeros centrossimétricos se relacionam através de um
eixo axial de rotacdo-translacdo 2; paralelo a direcéo cristalografica [010]. O arranjo
bidimensional se concentra no plano de rede (103) e € descrito pelos vetores-base

[010] e [301]. A Figura 4.3 ressalta a projecao da rede 2-D levemente inclinada em
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relacdo a direcdo [001], destacando a orientacdo do plano (103) coincidindo com o

plano do papel.

b
h

@2

Figura 4.3. Projecéo da cela unitaria do composto 1, destacando as ligagGes de hidrogénio no plano

de rede (103).

A Tabela 4.2 apresenta os dados geométricos das ligacdes de hidrogénio
envolvidas na molécula que s@o responsaveis pela expansao da rede cristalina 2-D.

Os comprimentos e angulos de ligacéo selecionados encontram-se na Tabela 4.3.

Tabela 4.2. Ligacdes de hidrogénio com H---A < r(A) + 2.000 (A) e angulo DHA maior que 110°.

D-H-A dD-H) dH-A) d(D-A) <«D-H-A  Cod.de simetria
NI3—H13--02 0,931 1,857 2,779 170,30 [ x+312, y+1/2, z+1/2 ]
N2—H2--01” 0,955 2,026 2,960 165,45 [, -y, -z+1]
N2—H3--N11’ 0,907 2,255 3,147 167,50 [ x+3/2, y-1/2, -z+1/2]

D = atomo doador; A = atomo receptor

78



Tabela 4.3. Parametros geométricos selecionados do composto 1 (A, °).

N11 - N12 1.2720(16) C27-01 1.2418(17)
N12 — N13 1.3252(17) C27-C28 1.491(3)
N11-C11 1.4125(18) C14 - C17 1.4927(19)
N13 - C21 1.3873(17) C17-02 1.215(2)
C24 - C27 1.482(2) C17 - N2

N11 - N12— N13 110.80(12)

4.2 Analise estrutural do complexo de ouro 1-(4-acetilfenil)-3-(4-
amidofenil)triazenido-(trifenilfosfina)ouro(l) (2)

Cristais do composto 2, de coloragdo amarela, na forma de bloco, foram
obtidos através da sua dissolugdo em uma mistura de solventes 1:1 v/v de
etanol/piridina, seguido da evaporacgao lenta dos solventes. O composto 2, conforme
estrutura molecular representada na Figura 4.4, cristaliza no sistema cristalino

triclinico e teve sua estrutura cristalina determinada no grupo espacial PT (N°2).8’

Figura 4.4. Projecdo da estrutura molecular do complexo 2 com elipséides térmicos em nivel de

probabilidade 50%. Representacdo dos atomos de H com raio arbitrario.
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A unidade assimétrica do composto 2 é composta de uma molécula do
complexo  1-(4-acetilfenil)-3-(4-amidofenil)triazenido-(trife nilfosfina)ouro(l), sendo
gue a férmula minima completa corresponde a unidade assimétrica. A cela de 2 é
composta por duas formulas minimas, conforme é possivel verificar na Figura 4.5, na
qual, para aumentar a clareza da projecao, apresenta-se o pictograma do sistema
cristalino triclinico, o qual consiste somente de centros de inversdées como elementos

de simetria que reproduzem contetdo de cela.

O

cp

@)

) O

(b)

Figura 4.5. Pictograma do grupo espacial P(-1) (a) e cela unitaria do complexo 2 no plano

cristalografico ac, com elementos de simetria pertencentes a cela triclinica P(-1) em (b). Os

hidrogénios das fenilas e fenilenos foram omitidos para melhor visualizag&o.

4.2.1 Supramolecularidade

Todas as ligacdes de hidrogénio discutidas para o complexo apresentado
estdo baseadas em modelos ja descritos na literatura, sendo que estas ligacoes
foram parametrizadas conforme o programa Mercury,®® da Cambridge
Crystallographic Data Centre.

No complexo 2 existe a presenca de ligacbes de hidrogénio classicas

centrossimétricas N-H:-O e ligagdes de hidrogénio nao-classicas centrossimétricas
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C-H--O, as quais formam um arranjo supramolecular bidimensional. Na estrutura
cristalina do complexo 2 podemos observar a formacdo de dimeros
centrossimétricos que se expandem na direcao cristalografica [1 1 1] via ligacfes de
hidrogénio classicas centrossimétricas N1-H1A--O1" [N1--01' = 2,9552 A;
N1-H1A--O1 = 164,19 °] e N1-H1B:-02” [N1--02” = 2,9733; N1-H1B---02” =
161,39], conforme descrito na Figura 4.6 [Cédigos de simetria (): 2-X, -y, -z; (7): -1+X,
-1+y, -1-7].

Figura 4.6. Proje¢do do arranjo supramolecular 1-D do complexo 2 no eixo cristalografico b em
funcdo das ligagdes de hidrogénio classicas centrossimétricas N2-H1A---O2° e N2-H1B:--O1".

[Cédigos de simetria ('): 2-X, -y, -z; ("): -1+X, -1+y, -1-z].

As ligacdes de hidrogénio ndo-classicas centrossimétricas C44-H44:--02
[3,4491 A ; 139,33°] reproduzem essa cadeia de dimeros centrossimétricos
formando cadeias que crescem na direcao cristalografica [1 1 0]. Desta forma tem-se
a formacdo de um arranjo supramolecular 2-D que se reproduz nas direcdes
cristalograficas [1 1 1] e [1 1 0] conforme Figura 4.7 e Figura 4.8 [Cddigo de simetria
(”): 2-x, -y, 1-z]. Os comprimentos (A) e os angulos (°) das interacées de hidrogénio
intermoleculares responsaveis pela expansao da rede 2-D sdo resumidos na Tabela
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4.4. Os comprimentos e angulos de ligacdo selecionados encontram-se na Tabela

4.5.

Tabela 4.4. Comprimentos (A) e angulos de ligacdo (°) relacionados as interagdes intermoleculares

existentes na estrutura cristalina do complexo 2.

D—-H-A dD-H) d(H-A) d(D--A) <«D-H--A Cdbd. de simetria
N2—-H1A---02 0.86 2,1185 2,9552 164,19 [2-%, -y, -Z]
N2-H1B---O1” 0.86 2,1456 2,9733 161,39 [-1+x, -1+y, -1-7]
C44-H44---02” 0.93 2,6901 3,4491 139,33 [2-%, -y, 1-Z]

D = &tomo doador; A = &tomo receptor

Tabela 4.5. Parametros geométricos selecionados do composto 2.
Au — N13 2.062(6) N11-C11 1.421(8)
Au— N11 2.824(6) N13 - C21 1.380(8)
Au-P 2.224(19) C24 -C27 1.489(10)
N11 — N12 1.274(8) C27-02 1.202(11)
N12 — N13 1.320(8) C27-C28 1.552(13)
P-C31 1.821(8) C14-C17 1.487(9)
P -C41 1.823(8) Ci17-01 1.235(9)
P-C51 1.820(8) C17-N1 1.343(9)
N11— N12 - N13 111.80(6) N13 — Au —P 174.48(15)
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Figura 4.7. Proje¢édo do arranjo supramolecular 2-D do complexo 2 no eixo cristalografico a em funcdo da cadeia de dimeros centrossimétricos que se reproduzem

em uma cadeia infinita na direc&o cristalografica [1 1 1]. [Cddigo de simetria ('""): 2-X, -y, 1-z].
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Figura 4.8. Projecdo do arranjo supramolecular 2-D do complexo 2 na direcédo cristalogréafica [1 1 0] apresentando contelddo parcial de cela unitaria.
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4.3 Estudos do desvio médio da planaridade

Para verificar as variacbes na planaridade dos compostos 1 e 2, um estudo em
funcdo dos valores de desvio médio quadratico rms (root-mean-square) e distancias
interplanares foi desenvolvido. Na Figura 4.9 estdo projetados simultaneamente 0s
fragmentos (a) C(O)NHy; (b) C11-C16; (c) N=N-N(H); (d) C21-C26; (e) C(O)CHs; para
1 e 2. Na Tabela 4.6 estao listados os valores de rms e na Tabela 4.7 encontram-se

os valores dos angulos interplanares entre os fragmentos dos compostos 1 e 2.

(@)

Figura 4.9. Fragmentos genéricos de 1 e 2, onde X= H para o composto 1 e PPhz parao 2.

Tabela 4.6. Valores de rms (A) para os fragmentos (b) e (d) dos compostos 1 e 2.

(@) (b) (c) (d) ()
# 0.0050 # 0.0014 #
# 0.0213 # 0.0091 #

Analisando os dados da tabela acima verifica-se variagbes pequenas e pouco
significantes nos valor rms, indicando uma consideravel planaridade nos dois

compostos, o que pode ser melhor verificado na Figura 4.10.

Tabela 4.7. Valores das distancias interplanares dos compostos 1 e 2.
(@) /(b) (b) 7 (c) (c)/(d) (d)/(e) (b) 7 (d)
1 7,20(0,17) 4,19(0,15) 1,40(0,15) 6,27(0,28) 3,79(0,09)
2 4,72(1,07) 6,82(0,90) 12,00(0,72) 8,00(1,54) 13,21(0,44)
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Figura 4.10. Representacdo dos desvios da planaridade dos composto 1 e 2. Na parte superior 0

composto 1 e ao centro e a baixo o composto 2.

Como mostra esta figura, e é possivel verificar nos dados da Tabela 4.7, o
composto 1 é plenamente plano, o que é reduzido em pequena dimenséo quando da
formacao do complexo 2.

Este estudo foi realizado para determinar a influéncia da planaridade dos
compostos nas suas respectivas citotoxicidades, em fungcdo de um possivel
mecanismo de intercalacdo e posterior clivagem do DNA, o qual poderia ser
desfavorecido pelo desvio na planaridade dos compostos. No entanto, essa idéia
ndo foi confirmada, quando os compostos praticamente ndo apresentaram desvios
em sua planaridade e, conforme apresentado adiante, uma significante diferenca em
suas citotoxicidades foi observada. Portanto, com base nestes estudos no estado
sélido, pode-se dizer que a diferenca na citotoxicidade de 1 e 2 parece nao ter

relagdo com suas planaridades.

4.4 Discusséo da espectroscopiade infravermelho dos compostos 1 e 2

Os espectros de infravermelho de 1 e 2 foram registrados entre 400 a 4000

cm?, e a seguir serdo apresentadas e discutidas as principais bandas de absorcéo
observadas, com as respectivas correlacbes existentes segundo a
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literatura 8990919293 A Tabela 4.8 apresenta as principais freqiiéncias no
infravermelho observadas para os compostos 1 e 2.

No trabalho com compostos triazenos atencdo especial dedica-se para as
frequéncias de absorcdo das ligagbes N=N, N-N e N-H. Estas absor¢bes
forneceram informagBes importantes sobre a formacédo da molécula do ligante (1),
bem como, do complexo 2, haja visto que a abstracdo do préton da molécula de 1
resulta no desaparecimento das frequéncias de absorcbes referentes as ligacoes
N=N, N-N e N-H e, por conseguinte, o surgimento de uma absor¢cao de frequéncia
intermediaria a estas, indicando a formacdo do estado ressonante, ou seja,
deslocalizagdo eletrénica na cadeia diazoaminica.

As principais bandas evidenciadas no espectro de 1 foram tratadas como (cm’
1: 3405 cm™ (§ H-N-H do grupamento amida), 3212 cm™ (v N-H), 2746 cm™ (v
N-H"0, N-HN), 1661 cm* (v C=0), 1597 cm™ (v C=C de anel aromatico), 1545 cm’
1 (v C-C, anel para-substituido), 1509 cm™ (§ N-H). Um caso especial é

evidenciado na banda localizada em 1430 cm™, a qual corresponde ao estiramento
da ligacdo (v C-H de anel aromatico), bem como, ao estiramento da ligacdo N=N.
Este fato pode ser verificado quando da diminuicdo desta banda no espectro do
composto 2, indicando a complexacéo do ligante ao ion metélico, ndo existindo por
tanto, a absorcédo da ligacdo N=N, sendo esta banda atribuida somente a absorcdo
referente ao estiramento da ligacdo C-H.

A banda de média intensidade localizada na regido 1392 cm™ corresponde ao
estiramento da ligacdo C-N do grupamento amida. Na regi&o de 1265 cm™ observa-
se uma banda aguda de forte intensidade que corresponde ao estiramento da
ligacdo C(Ph)—N.

Segundo a literatura® na regido em torno de 1200 cm™ ocorre uma banda de
intensidade média a forte como resultado da interacdo da vibragdo de deformacéo
da ligacdo C-H com o estiramento da ligacdo C-C de anel aromatico. No entanto,
essa banda podera variar sua posicdo em funcdo de dois efeitos — interacdo no
plano, acima de 1200 cm™, em que o carbono (movendo-se tangencialmente) e seu
hidrogénio movem-se em dire¢des opostas — interagdo no plano, abaixo de 1200 cm”
! o carbono e seu hidrogénio geralmente movem-se na mesma direcdo. Esta

variacdo é evidenciada nos espectros dos compostos 1 e 2, quando para o0
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composto 1 a banda aparece em 1212 cm™ e no composto 2 a mesma banda é
deslocada para a regigo de 1189 cm™.

A banda localizada na regido 956 cm™ é atribuida & deformacdo (5 C-H
aromatico, no plano). Em 836 cm™ tem-se (v C-N), 775 cm™ (8 C-H aromatico, fora
do plano) e 710 cm™ (56 C=C aromético, fora do plano).®

Para andlise do composto 2 é importante corroborar que quando um pré-
ligante triazeno € desprotonado ocorre sumariamente o desaparecimento da banda
(v N-H), indicando a formacé&o do ion triazenido. Em consequéncia da complexacao
verifica-se o desaparecimento das bandas caracteristicas N-N e N=N devido ao
enfraquecimento destas e deslocalizagdo eletrbnica na cadeia diazoaminica
originando uma banda referente ao modo vibracional vas (N-N-N), geralmente com
freqiéncia intermediéria aos valores de absorcdo das ligacdes N-N e N=N. Por
tanto, a banda referente ao estiramento (v N-H) no espectro do pré-ligante
desaparecerd quando este coordenar-se a ions metalicos, indicando a

desprotonac&o do grupo diazoaminico.%
No espectro do composto 2, verifica-se a banda referente ao modo vibracional

vas(N-N-N) em torno de 1298 cm™. Além desta, as principais evidéncias da
complexacdo do ligante ao centro metélico sdo atribuidas ao desaparecimento da
banda em 2746 cm, referente as interacdes de hidrogénio classicas formadas entre
N-H-0O, N-H~N da cadeia triazenidica, e da banda em 1509 cm™ referente a
(6 N-H), bem como, as novas bandas registradas no espectro de 2, duas em 1502 e
1481 cm™ e uma na regido de 750 cm™, que sdo originarias das absorcdes
referentes as vibragdes das ligacées P-Ph.

Na Figura 4.11 é possivel verificar a comparacdo dos espectros dos

compostos 1 e 2 por sobreposicdo. Na regido entre 1400 e 1200 cm™ verifica-se

pequenas alteracdes no espectro comparado com as absorcdes e frequéncias do
espectro do composto 1, fato que, de certo modo, dificulta a identificacdo de novos

modos vibracionais.
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Tabela 4.8. Principais bandas dos espectros de IV do pré-ligante 1 e complexo 2.

Nimero de onda (cm™)

1 Atribuicdo 2 Atribuigdo

3405f § H-N-H 3418f 5 H-N-H

3213f v N-H 3169f vN-H

2746f  yN-HO,N-H"N 1653 m v C=0

1660 F v C=0 1586 F v C=C(Ph), 8 C-H(Ph), v
C—-N-H*

1597 F v C=C(Ph), 8 C-H(Ph), v C-N-H* 1502f v P-Ph

1545f v C-C (anel para-substituido) 1480f  § P-Ph

1509f § N-H,vC-C,5 C-H 1436 m v C(Ph)-H

1430 m v N=N, v C(Ph)-H 1386 m v C—-N**

1392m v C-N**, v N=N 1298 m v N-N-N

1356 f  § C—H, 1274F v C(Ph)-N

1314f v C-N 1190 m v C-H e C=C (aromaético, no
plano)

1265F v C(Ph)-N 1148F §C(Ph)-He v P-Ph

1212m v C-He C=C (aromético, no plano) 958 f d C—H (aromaético)

1172F v N-Ne s C(Ph)-H 856 f (wag) C—H (anel para-
substituido)

956f  § C-H (aromatico) 839f  vC-N

856 f (wag) C—H (anel para-substituido) 747 f v P-Ph e &, C(Ph)-H

836mM vC-N 694 m  §,, C=C (aromatico)

775f 8. C(Ph)-H 544 M §ou C(Phye

710f 8ot C=C (aromatico) 506 m o C(Ph)***

662 f v C-H, C=C e C-C (anel para-
substituido no plano)

564m v N-N

488 f Sout C(Ph)***

absorcdo oriunda da vibracdo de encurtamento da ligagdo N—H e alongamento da C-N do
grupamento amida.”®%t ** absorcdo resultante do estiramento da ligagdo C-N do grupamento
amida. % *** deformacgdo angular dos dois carbonos para substituidos do anel, que se movem na

mesma direcdo.”® **** deformacio angular dos carbonos 1 e 4 do anel gg)onosubstituido (P-Ph)
juntamente com o hidrogénio do carbono 4 que se movem na mesma direcao.

*

4.5 Discussao daespectroscopiade UV/Vis dos compostos 1 e 2

A espectroscopia de UV-Visivel baseia-se na absorcdo de energia, por
atomos e moléculas, na regidao de comprimento de onda (L) de 190 a 800 nm,
gerando-se, por tanto, transicdes eletronicas do estado fundamental a estados
excitados. A absorcdo da radiacéo esta diretamente ligada ao fato de as moléculas
terem elétrons que podem ser promovidos a niveis de energia mais elevados por
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decorréncia da absorcédo da radiacdo. Desta forma cada transicdo eletrbnica que
ocorrer resultara em uma absorgéo especifica e caracteristica.

A aparicdo de uma banda no espectro de UV-Vis esta diretamente vinculada a
presenca de um grupo cromoforo no composto em questdo. Um grupo croméforo,
por tanto, € um grupo funcional que possui elétrons capazes de absorver energia
UV-Vis e passar a um estado energético excitado. Quando da perda deste
excedente de energia, 0os elétrons retornam ao seu estado fundamental, emitindo um
foton de luz equivalente a banda no respectivo espectro.

Por conta de restricdes envolvendo simetria, que controlam a intensidade das
transicbes eletrdnicas, somente quatro transicoes sdo observadas e permitidas,

sendo elas: elétrons de orbitais ligantes para orbitais antiligantes de mesma simetria

(c > o* e m —> m*) e de elétrons ndo ligados, ou seja, elétrons de orbitais

atbmicos, para orbitais moleculares antiligantes (N — ¢* e N — n*).94

Um amplo trabalho voltado ao estudo do comportamento solvatocromico de
compostos derivados do 1-3-diariltriazeno foi desenvolvido por Masoud, M.S. e
colaboradores,®® os quais constataram que tanto a natureza do solvente como dos
substituintes, sdo responsaveis pela deslocalizacdo da banda de absorcéo
caracteristicas de triazenos. Efeitos como a formacdo de dipolos e ligacdo de
hidrogénio sdo apontados como alguns dos responsaveis pela mudanca do local de
absorcao dos grupos croméforos.

Os espectros de UV/Vis dos compostos 1 e 2, Figura 4.12 e Figura 4.13,
respectivamente, foram registrados usando-se metanol como solvente e uma cubeta
de quartzo com caminho Optico de 10 mm. Para o acompanhamento dos
procedimentos de preparacdo das nanoparticulas construiu-se uma curva analitica
de ambos os compostos, conforme Anexo B.

Teoricamente a regido no espectro de UV/Vis que fornece primordial
informacdo sobre a presenca do grupamento triazeno em um determinado
composto, estd localizada na regido entre 330 e 420 nm.*®®® Nos espectros
registrados para os compostos 1 e 2 os maximos de absorcao referentes a transicao

n —n* do cromoéforo N=N aparecem nas regides de 375 nm e 378 nm

respectivamente, de acordo com dados relatados na literatura,*?:626366:68.69.70.95
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Figura 4.12. Espectro eletrdnico de absorcdo molecular na regido do UV-Vis do pré-ligante 1, em

MeOH.

O coeficiente de absortividade molar (g), dado em molt.L.cm™, calculado para
o composto 1, foi 30.552, plenamente de acordo com valores relatados na

literatura .6%7°
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Figura 4.13. Espectro eletrdnico de absorcdo molecular na regido do UV-Vis do complexo 2, em

MeOH.

O coeficiente de absortividade molar (¢), calculado para o composto 2, foi
28.253 moltL.cm?® Este valor estd de acordo com valores relatados na
literatura.%%"°

No grafico disposto na Figura 4.14 encontram-se 0S espectros obtidos atraves
da plotagem das respectivas constantes de absortividade molar (g) versus
comprimento de onda em nm, dos compostos 1 e 2 e do precursor cloreto de
trifenilfosfina de ouro(l) Au(PPhs)Cl, o que possibilita a identificacdo da contribuicéo
molar de cada um dos compostos 1 e Au(PPh3)Cl no espectro de absorcdo do

complexo 2. Desta forma, fica claro que o ombro intermediario no espectro de 2 (230

nm) deve ser atribuido a transicdo m — * da ligacdo C=C dos anéis fenila da
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trifenilfosfina, uma vez que, ndo espera-se transicdo do centro metalico de ouro, por

este ter configuracéo d-10.

EDDDDD I | I | | | | |
———Ligante
Complexo
Precursor Au
150000 L .
I'E
=
5 100000 H =
e
=
1]
50000 H .
D | ] | | | |

200 250 300 350 400 450 500 550 600

Comprimento de onda (nm)

Figura 4.14. Espectros eletronicos de absorcdo molecular na regido do UV -Vis, com concentracao

normalizada, dos compostos 1, 2 e o precursor de ouro Au(PPh3)Cl.

A banda evidenciada na regido préxima ao visivel para o composto 2 (A = 378
nm em MeOH) apresenta um forte efeito de solvatocromismo, conforme se pode
verificar junto a Figura 4.15. A mudanca do solvente de MeOH para EtOH provoca
um deslocamento acentuado de 378 nm (MeOH) para 425 nm (EtOH). Este
comportamento é caracteristico de bandas de transferéncia de carga metal-ligante
(MLTC) ou ligante-metal (LMTC). Bandas MLTC séo tipicamente observadas quando
0 metal tem baixo estado de oxidagdo, e os ligantes tem orbitais receptores com
baixa energia. De fato, o valor de ¢ (absorptividade molar) estd de acordo com
bandas do tipo TC (¢ > 10° L.mol't.cm™).

Bruce et al.%®

reportaram que bandas desta natureza em complexos
mononucleares de Au com ligacbes P-Au-S séo relativas a processo LMTC de

S—Au. De forma analoga, tal absor¢do do composto 2 €, portanto, relativa a um
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processo LMTC envolvendo transicdo de elétrons no sentido N —»Au. Os autores
supracitados observaram que a diminuicdo da polaridade diminui a energia da
transicdo, de forma similar a este trabalho. A diminuicdo da polaridade do solvente
passando de MeOH para EtOH, embora ndo muito pronunciada), causou uma
diminuicdo na energia necessdria para tal transicdo. Por fim, a banda em 330 nm
observada em EtOH é atribuida a transicdo n-n* do croméforo presente no ligante.
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Figura 4.15. Espectros eletrnicos de absorcdo molecular na regido do UV-Vis do composto 2 em
EtOH.

4.6 Sistemas auto-organizados

Vérias sdo as metodologias exploradas no desenvolvimento de sistemas auto-
organizados, na grande maioria das vezes aplicados na solubilizacéo, transporte e
entrega especifica de principio ativos. Sendo assim, dependendo das caracteristicas
fisico-quimicas dos principios ativos e das propriedades que o sistema devera
apresentar para que seja aplicavel, a engenharia de polimeros € fundamental nestes
processos. Portanto, as caracteristicas fisico-quimicas de cada monémero, o grau
de polimerizacdo e suas disposicdes na cadeia polimérica refletem diretamente nas

propriedades fisico-quimicas dos sistemas arquitetados.
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Neste trabalho foram utilizados o copolimero tribloco anfifilico poli(6xido de
etileno)-b- poli(glicerol monometacrilato)-b-poli(metacrilato de  2-(diisopropil-
amino)etila) simplificado por PEO113-b-PG2MA3p-b-PDPAsy, apresentado na Figura
4.16a, e o copolimero dibloco poliestireno-b-poli(acido acrilico) simplificado por PS-

b-PAA, Figura 4.16b. Os subscritos indicam o grau de polimerizacdo médio.

(@)

A We Wa N
PG2ZMA PDPA PS PAA

Figura 4.16. Estrutura molecular dos copolimeros tribloco PEO;13-b-PG2MA3.-b-PDPAsgq (a) e dibloco
PSeo-b-PAA3, (D).

Este copolimero tribloco anfifilico do tipo ABC pode ser sintetizado através de
técnicas de adicdo sequencial de monémeros utilizando protocolos de ATRP (atom
transfer radical polymerization).?®%’

A escolha do copolimero tribloco anfifilico PEO;13-b-PG2MA3p-b-PDPA5, para
uso neste trabalho foi determinada perante testes preliminares com outros dois
polimeros, o poli(éxido de etileno)-b-poli(caprolactona) PEO-b-PCL e poli(6xido de
etileno)-b-poli(6xido de propileno)-b-poli(6xido de etileno) PEO-b-PPO-b-PEO (ou F-
127). Estes dois polimeros se apresentaram menos eficientes na encapsulacdo dos
compostos, sendo possivel essa conclusdo com base no maior volume de
precipitado formado nas solugdes testes (inspecao visual).

Estudos envolvendo cromatografia de permeacdo em gel (GPC) demonstram
uma boa relacdo entre a estrutura macromolecular e micelar do copolimero tribloco
PEO113-b-PG2MA3p-b-PDPAs,. A razdo entre a massa molar média em peso (Mw) e
a massa molar média numérica (Mn) é definida como dispersidade (D). Neste caso,
o valor de D calculado para o copolimero tribloco foi de 1.30 (Tabela 4.9), indicando
relativamente uma estreita distribuicdo de peso molecular. Essa é uma caracteristica
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muito importante para obtencdo de sistemas poliméricos auto-organizados bem
definidos, tanto em solucdo quanto no estado solido, uma vez que, a
polidispersidade da cadeia é conhecida por afetar ndo somente o tamanho, mas

também a morfologia das nanoparticulas.®!

Tabela 4.9. Propriedades fisico-quimicas dos polimeros utilizados neste trabalho.

Copolimero em bloco? M, (g/mol) M/ M #~
PEO113-b-PG2MAgy-b-PDPAs, 20500 1,30 0.24-0.24 - 0.52
PSeo-b-PAA 8400 1,10 0.73-0.27
PEOllg'b'PCL44 27200 1,24 0,18'0,82
PPO16o-b-PEOgs-b-PPO 150 12600 1,07

a Frac&do de volume de cada bloco na sequéncia, assumindo que a densidade do polimero é igual 1,0

mg/mL.

A versatilidade deste copolimero tribloco, em parte, pode ser atribuida a
presenca do segmento PDPA o qual é sensivel a variacdes de pH. Isto pode ser
atribuido a possibilidade de protonagdo do grupo amina terciario (pKa ~ 6.0). A
presenca dos grupos hidroxilas do segmento PG2MA também oferece
oportunidades interessantes para modificacfes pds-polimerizacdo, caso se deseje.
Com efeito, cinco diferentes tipo de estruturas auto-organizadas podem ser obtidas
através do copolimero anfifilico PEO113-b-PG2MA3p-b-PDPAs5;, em meio aquoso ou
organico. Sao elas: (1) micelas reversas esféricas, contendo nucleo de PG2MA o e
cadeias de PEO e PDPA entrelagadas formando a corona, com grupos amina que
podem ser modificados (ex.: quaterinizados); (2) micelas reversas, contendo nudcleo
reticulado, ndo dissociavel em meio organico, derivadas de (1); (3) micelas esféricas
em multicamadas em meio aquoso, constituidas de nucleo com base PDPA sensivel
a variacdes de pH, camada intermediaria de PG2MA e uma corona biocompativel e
guimicamente inerte de PEO; (4) micelas ndo dissociaveis em meio aquoso, com
camada intermediaria PG2MA reticulada, derivada de (3); e (5) micelas cilindricas

uniformes em meio aquoso.?’
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O segundo copolimero avaliado nesse trabalho, PS-b-PAA, com estrutura
representada na Figura 4.16 é constituido de dois grupos com polaridades bastante
distintas. O bloco formado por poliestireno (PS) de baixa polaridade e sem
grupamentos que interajam com a agua, confere ao copolimero um segmento
extremamente hidrofébico, ja o bloco formado por poli(acido acrilico) (PAA) € um
bloco bastante hidrofilico, o que é resultado da presenca de atomos passiveis de
interacdo com a agua, ou seja, O-H e C=0O, através de interacdes de hidrogénio
classicas.

O polimero PS, por ser um grupo bastante inerte, ndo é biocompativel e nem
€ degradado bioquimicamente, o que impossibilita a sua aplicacdo para fins
medicinais. Entretanto, do ponto de vista fisico-quimico fundamental, a
caracterizacao estrutural de sistemas contendo um nucleo hidrofébico de PS é de
particular interesse, uma vez que este se conserva cineticamente “congelado” apés
0 processo de micelizacdo a temperatura ambiente, pois a temperatura de transicao
vitrea € superior a temperatura ambiente. Isto significa que a cinética de micelizacéo
cessa, desaparecendo o equilibrio unimero « micela.

Ao contrario do PS o PAA é um polimero que responde a mudancas de pH, o
gue lhe garante também o status de polieletrolito aniénico biocompativel, solivel em
meio aquoso quando pH > 4,8 (ou seja, grupos acido carboxilios parcialmente
desprotonados). Portanto, as micelas preparadas com o copolimero dibloco anfifilico
PS-b-PAA consistem de um ndcleo hidrofobico de PS e uma corona hidrofilica de
PAA que protege o nucleo, no qual a carga da droga hidrofébica estara alojada via
interacdes hidrofobicas. Desta forma, este copolimero (PS-b-PAA) tem atraido a
atencdo de varios pesquisadores, 0s quais usam este como modelo/referéncia para
compreender os mecanismos de carregamento e liberacdo de drogas hidrofobicas

em micelas de copolimero em bloco. %%

4.6.1 Encapsulamento de triazenos nas nanoparticulas

Os principais fatores que influenciam tanto na eficiéncia como na capacidade
de encapsulamento de micelas formadas por copolimero em bloco sdo: a natureza
do soluto (droga), natureza do bloco central de formacdo, comprimento do bloco
central, a massa molecular total do copolimero, concentragdo de soluto e, em menor

grau, o comprimento e a natureza do bloco formador da corona da micela. Muitos
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estudos indicam que o principal fator € a compatibilidade entre o soluto e o bloco
formador do nucleo.?

Para determinar a EE e CE, as concentracdes reais dos compostos 1 e 2 na
solucdo de trabalho foram usadas as curvas analiticas construidas através de
sucessivas medidas do espectro de UV-Vis, variando-se a concentracdo da solucao.
No entanto, a curva é obtida plotando-se as concentracdes vs as respectivas
absorbéancias no comprimento de onda maximo da banda caracteristica do triazeno.
A curva analitica de 1, para a primeira etapa do trabalho (estudos de Np e DI) foi
construida em acetona e esta ilustrada na Figura 4.17. Os espectros de UV-Vis
estdo apresentados no Anexo B. A respectiva absorbancia no comprimento de onda
maximo da banda do triazeno no espectro de absorcédo é usada para o calculo da
concentracdo da droga nas micelas através da equacao da reta calculada para cada
composto. Em todas as analises das solucfes preparadas pelos métodos de dialise
e pré-filme, etanol foi utilizado como solvente. Os valores de concentracdo [ ] em uM
e absorbancia em unidades arbitrarias (u. a.) estdo listados a baixo da respectiva

curva.
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! T ! ! !
—y=-0,061022 + 0,034119% R=019995
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Abs. [u. 3]

—e&— 3715 nm

Figura 4.17. Curva analitica para o composto 1, em acetona.
[um] 597 11,88 17,73 23,53 29,27 34,95 40,58 46,15 51,67 57,14
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Abs. 017 035 054 072 091 1,13 133 153 1,70 1,90

Na Tabela 4.10 estdo resumidos os resultados observados inicialmente,
envolvendo os sistemas coloidais formados por nanoparticulas do copolimero
anfifilico PEO113-b-PG2MA30-b-PDPAso carregadas com o composto 1, por Np e DI.
Neste caso Cp indica concentracdo de polimero, CT1 concentracao tedrica da droga
na solucédo de trabalho, ou seja, o quanto de droga (teoricamente) deve haver na
solucdo ao final do encapsulamento, CR concentracdo real da droga na solucéao de
trabalho, ou seja, a concentracdo da droga determinada experimentalmente, EE:
eficiéncia de encapsulamento; CE: capacidade de encapsulamento.

Tabela 4.10. Dados referentes aos calculos de EE e CE dos sistemas nanoparticulados preparados
usando-se o polimero PEO;13-b-PG2MA3-b-P DPAs, e diferentes condicdes experimentais.

9
Exp Método Cp (mg/ml) Solvente CT (uM) CR (uM) EE (%) mdrcnga(//:npol)
01 Np 1,67 EtOH 262,2 83,90 32,0 1,4

02 DI 1,67 EtOH 262,2 13,40 51 0,2

03 Np 1,67 THF 918,0 375,14 40,9 6,1

04 DI 1,67 THF 918,0 820,15 89,3 13,4

05 Np 1,67 EtOH 262,2 120,69 46,0 2,0

06 DI 1,67 EtOH 262,2 49,65 18,9 0,8

07 Np 1,67 Acetona 459,0 186,72 40,7 3,0

08 DI 1,67 Acetona 459,0 200,65 43,7 3,3

09 Np 1,67 EtOH # # # #

Analisando os dados da tabela acima, quanto a capacidade de
encapsulamento, pode-se afirmar que os experimentos 03 e 04 apresentaram boa e
excelente CE respectivamente, porém, como ja relatado, as micelas formadas
usando-se THF tém diametro muito acima do ideal para esse fim (medicinal),
resultando na agregacdo das micelas. O tamanho elevado das particulas favorece
sua deposicdo por acdo da gravidade (decantacdo). Embora a morfologia de tais
particulas ndo fora determinada, especula-se que as mesmas apresentem a
estrutura de micelas compostas, ou seja, agregados contendo microdominios
hidrofilicos e hidrofébicos. Para os demais casos os valores de CE podem ser
considerados baixos, visto que, relatos da literatura apontam bons valores a partir de

6.0 (%) em massa. 23019 N30 obstante, esta é a faixa adequada para viabilizacdo
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de novos medicamentos que incorporam nanoparticulas para administracdo
intrave nosa.

Com o intuito de avancar neste aspecto e aumentar o conteudo do principio
ativo encapsulado, realizaram-se estudos com métodos mais elaborados, porém
maior possibilidade de sucesso. Os métodos de dialise e de pré-filme foram entdo
avaliados para particulas formadas pelo copolimero tribloco PEO;13-b-PG2MA30-b-
PDPAs e para copolimero dibloco PSgp-b-PAA3 no carregamento de micelas com o
composto 1. Para esta etapa, nova curva analitica do composto foi construida em
EtOH, conforme apresentado na Figura 4.18. Todas as micelas foram preparadas

por Np e todos os filmes usando-se Ac.

—y=0,014672 + 0,030452x R=099963
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Figura 4.18. Curva analitica do composto 1 em EtOH.

[uMm] 331 658 980 12,99 16,13 19,23 22,29 25,32 28,30 31,25
Abs. 011 021 031 043 050 059 069 079 087 097

A Tabela 4.11 apresenta os resultados obtidos. A EE nédo figura neste caso,
pois EE = CE (%), jA que ambos os calculos sdo efetuados com base na massa total

de droga utilizada.

101



Tabela 4.11. Dados referentes ao encapsulamento de 1 pelos métodos de dialise e pré-filme.

Cp m micelas mdroga mdroga CE
Exp Método (mg/ml) Polimero® Solvente (mg) (mg) na micela (mg) (% mdroga/mpol)
10 Filme 1,67 Tb Dioxano 10 10 0,90 9,7
11 Filme 1,67 Tb EtOH 10 10 0,71 7,7
12 Dialise 1,67 Tb Dioxano 10 10 0,17 17
13 Didlise 1,67 Tb EtOH 10 10 0,18 1,7
14 Filme 1,67 Db Dioxano 10 10 0,47 50
15 Didlise 1,67 Db Dioxano 10 10 0,21 2,1
16 Np 1,67 Db Dioxano 10 10 # #
17 Np 1,67 Tb Dioxano 10 10 # #

a

Tb = copolimero tribloco PEO;;3-b-PG2MA3p-b-P DPAso; Db = copolimero dibloco PSgg-b-PAA3.

Na tabela acima tem-se quatro pares de experimentos, aonde 10 e 11 trata-se
do carregamento de micelas pelo método de pré-filme (obtido pela dissolucdo de 1
em Ac. seguida de evaporacdo do solvente), alternando os solventes dioxano e
EtOH na Np (preparagdo das micelas). Em ambos os casos 6timos valores de CE
foram obtidos, sendo que no exp. 10, com dioxano, o valor foi mais expressivo.

Os exp. 12 e 13 consistem no método de dialise, da mesma forma alternando
os solventes dioxano e EtOH na Np. Nota-se que em ambos 0S casos pequenos, e
praticamente equivalentes, valores de CE foram obtidos, indicando uma nao
dependéncia do solvente.

No par 14 e 15 passou-se a estudar o copolimero PSgo-b-PAA3p, variando-se
0s métodos — didlise e pré-filme, usando-se em ambos os casos dioxano na Np para
formacdo das micelas. Da mesma forma que nos experimentos anteriores, 0 método
de pré-filme se mostrou bem mais eficiente que o de didlise. Neste caso um valor
razoavel, de 5,0 (% m/m), foi obtido. J& o método de didlise novamente resultou em
um baixo valor de CE. Nesse método as micelas sédo carregadas com a droga por
difusdo através do solvente e saco de dialise. Pelo fato dos baixos valores de CE e
do maior tempo de carregamento esse método torna-se menos interessante
comparado com o método de pré-filme.

Os exp. 16 e 17 foram realizados aplicando-se o método de Np com dioxano,
variando-se 0s copolimeros. As micelas foram avaliadas por DLS e UV-Vis. Na
Figura 4.19 estdo apresentados o0s respectivos espectros de UV-Vis de cada

experimento. Neste caso, uma solucdo micelar aquosa foi diluida em etanol (~ 1:15
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micelas:etanol) para o registro do espectro UV-Vis. Neste procedimento, a
desmicelizacdo é parcialmente induzida no caso do polimero tribloco PEOj;13-b-
PG2MA30-b-PDPAs5p, uma vez que 0 mesmo € soluvel em etanol. De qualquer forma,
a caracteristica mais importante evidente nesta figura € a auséncia de absorgcédo

pelos polimeros na regido tipica de compostos triazenidicos (~ 375 nm).

Micelas do copelimero tribloce Micelas do copolimero PS-b-PAA
T T T T T T T T T 5

R | T T T T T T L

08 -

Abs [u.a]
Abs [u. 3]

0.4 L .

05 -

o 1 1 1 1 1 1 0 ! 1 1 t ) 1
200 240 280 320 380 400 440 480 200 240 280 320 360 400 440 480

Comprimento de onda [nm] Comprimento de onda [nm]

Figura 4.19. Espectros de UV-Vis em meio hidro-alcodlico de uma aliquota (0,2 mL) de micelas (1,67
mg/mL) dos copolimeros PEO;13-b-PG2MA30-b-PDPAsgy (esquerda) e PSgo-b-PAA3, (direita) em EtOH
(3,0 mL).

Portanto, para a quantificacdo das quantidades encapsuladas, assim como
para o composto 1, construiu-se uma curva analitica em EtOH, ilustrada na Figura

4.20, usando-se os valores de absorbancia medidos das solugbes carregadas, para
determinar a concentracdo da droga no interior das micelas. Os valores de

concentragdo [ ] em uM e absorbéncia em (u. a.), na regidao de 425 nm estao listados

a baixo.
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Figura 4.20. Curva analitica do composto 2, construida em EtOH.

[uM] 23,50 46,60 69,40 92,00 114,20 136,10 157,80 179,20 200,40 221,30
Abs. 018 0,34 058 091 1,07 1,35 1,54 1,76 2,08 2,31

Na Tabela 4.12 estao listados os resultados obtidos para o encapsulamento
do triazenido complexo com ouro (composto 2) em micelas de copolimero anfifilico
(PSe0-b-PAA3z0 e PEO113-b-PG2MA30-b-PDPAs0), desenvolvido somente pelo método
de pré-filme. Nesta etapa testou-se inicialmente (exp. 18, ndo apresentado na
tabela) a nanoprecipitacdo com THF como solvente, para comparacdo com
resultados ja verificados para o composto 1. Da mesma forma, bons resultados
foram obtidos, sendo os valores de EE 75,6 (%) e CE 7,6 (% m/m), porém, as
mesmas propriedades das micelas de 1 obtidas por Np e THF foram verificadas,
ocorrendo, portanto, a breve agregacao e precipitacdo das micelas. Em decorréncia
disto, o trabalho foi direcionado totalmente ao carregamento de micelas pelo método
de pré-filme, o qual é mais eficaz de acordo com resultados mostrados

anteriormente.
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Tabela 4.12. Resultados dos estudos de encapsulamento do composto 2, pelo método de pré-filme.

Cp m micelas mdroga mdroga CE
Exp (mg/ml) Polimero® Solvente (mg) (mg) na micela (mg) (% mdroga/mpol)
19 1,67 Th Dioxano 10 10 0,50 5,0
20 1,67 Th EtOH 10 10 0,47 4,7
21 1,67 Db Dioxano 10 10 0,50 5,0
22 1,67 Db Dioxano 10 10 0,55 55
23 1,67 Th Dioxano 10 10 0,57 57

% Tb = copolimero tribloco PEO113-b-PG2MAz4-b-P DPAsy; Db = copolimero dibloco PSgp-b-PAAz.

Os valores apresentados na tabela acima séo referentes ao resumo do que se
avaliou pelo método de pré-filme envolvendo o composto 2. O método de dialise
também foi investigado, mas, assim como para o composto 1, apresentou resultados
poucos satisfatérios, por conta disso ndo € aqui relatado. A construcdo do pré-filme
também foi investigada usando-se THF como solvente, porém, devido a cristalizacao
de parte do composto na parede do frasco, este solvente ndo se mostrou aplicavel
para tal fim.

De primeira vista nos cinco experimentos apresentados na Tabela 4.12
percebe-se a repeticdo dos dois Ultimos, porém, estes dois se diferenciam dos exp.
19 e 21 pelo fato de que o pré-filme foi obtido pela retirada do solvente usando
vacuo. Uma consideravel melhora no filme foi alcangcada com essa metodologia,
obtendo-se um filme mais uniforme e com aspecto menos cristalino do que pela
evaporacao natural do solvente.

Os trés primeiros experimentos expressam as possibilidades que existiam,
empregando-se o0 método de pré-filme, para encapsular o composto 2. Nos dois
primeiros experimentos envolvendo o copolimero tribloco PEO113-b-PG2MA3z0-b-
PDPAs, variou-se o solvente na Np, novamente dioxano mostrando um melhor
desempenho. O mesmo resultado foi obtido usando-se dioxano na Np com ambos
0s copolimeros PSegp-b-PAA3y € PEO113-b-PG2MA30-b-PDPAsy (exp. 19 e 21),
demonstrando uma equivaléncia na CE entre os copolimeros e uma superioridade
do dioxano para com EtOH no preparo das micelas. Ja nos exp. 21 e 22 um
expressivo aumento na CE foi alcan¢ado, o que acredita-se estar diretamente ligado
a qualidade do pré-flme obtido por evaporacdo da Ac. com vacuo. Além de o

método render pré-filmes melhores, o tempo de obtencdo dos mesmos é muito
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menor que no outro caso em que o0 solvente evapora naturalmente, a pressao e
temperatura ambiente.

Todos os valores relatados foram obtidos aplicando-se um tempo de 60
minutos de agitagdo das micelas em contato com o filme. A eficiéncia deste método
esta relacionada ao contato direto das particulas com o filme. Moléculas contidas no
filme podem, portanto, migrar diretamente para a corona e nucleo da micela sem
envolver a difusdo de espécies dissolvidas em meio aquoso em baixa concentracao
(equilibrio de solubilidade). O efeito do tempo de contato na capacidade de
encapsulamento foi avaliada, e sera relatada na secdo da cinética de carregamento.

28,30,100 55 valores

Com base nos resultados anteriores descritos na literatura,
de CE obtidos neste trabalho tanto no encapsulamento do composto 2 como do
composto 1 por meio do método de pré-filme podem ser classificados entre
razoaveis e bons, com micelas preparadas por Np empregando-se EtOH ou dioxano.

7

Para comparacgdo, é importante mencionar o trabalho recente de Wang et
al.'®*, em que o anticancerigeno PTX foi encapsulado em micelas do copolimero
tribloco poli(etil etileno fosfato)-b-poli(e-caprolactona)-b-poli(etil etileno fosfato)
PEEP-b-PCL-b-PEEP, o0 qual teve o comprimento (e consequentemente a massa)
dos blocos variado para verificar a relagdo mais adequada no encapsulamento da
droga. Neste trabalho os valores de CE variaram de 0,56 + 0,03 a 3,16 + 0,33. Estes
valores foram considerados baixos pelos autores, porém, os mesmos destacam que,
mesmo com baixos valores de CE, os copolimeros sao apropriados para entrega de
drogas hidrofébicas. Baseado nestes relatos e considerando a elevada
hidrofobicidade dos compostos triazenos estudados, € possivel afirmar que os
valores de CE obtidos séo plenamente satisfatorios e estdo de acordo com o que se
tem produzido atualmente ,28-30:100.101

No trabalho de Yang et al.?® os valores de CE (% m) variaram de 5,9 a 7,5,
reforcando que os valores alcancados no decorrer deste mestrado e aqui relatados
sdo plenamente condizentes com valores de estudos de ponta. Entende-se,
contudo, que o sistema aplicado aos triazenos € similar ao PTX-CLM. Portanto,
estudos biomédicos poderdo indicar que particulas mais complexas devam ser

desenvolvidas para aumentar a eficiéncia dos principios ativos a base de triazenos.
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4.6.2 Evidéncias de ndo-interagéo triazeno-polimero

A espectroscopia eletrbnica de UV-Vis foi um dos métodos analiticos mais
importantes neste trabalho, plenamente explorado desde a caracterizagdo dos dois
compostos sintetizados, acompanhamento das propriedades espectroscopicas das
solucBes estudadas, até a quantificacdo das quantidades de droga encapsulada. Na
etapa intermediaria do estudo, quando passou-se a trabalhar com o método de pré-
filmes para encapsular o composto 1, uma adversidade no perfil do espectro das
micelas carregas foi verificado. Especificamente, uma segunda banda na regido do
comprimento de onda de 320 nm passou a aparecer, além da banda tipica do
triazeno na regido de 375 nm. Sabe-se, no entanto, que nesta regido somente o
triazeno apresenta absorcdes, como pode ser visto na Figura 4.19, aonde estédo
ilustrados os espectros eletrénicos das micelas de ambos os copolimeros usados.

Este fato inesperado, inicialmente ndo possibilitaria a quantificacdo da carga
nas micelas como vinha sendo feito, sem antes elucidar o evento que da origem ao
desdobramento das bandas, e com isso descobrir se os valores das absorbancias
em cada banda poderiam ser somados, para determinar a concentragao da droga no
ndcleo da micela, com uso da curva analitica, como para 0s casos anteriores.

Primeiramente se imaginou que estaria ocorrendo uma interacdo &cido-base
entre o triazeno e o grupo amina do bloco PDPA que forma o nucleo das micelas, o
que resultaria na desprotonacéo do nitrogénio do triazeno e na protonacdo da amina
terciaria do polimero. Este fato estaria em consonancia com a auséncia desta
banda adicional para o composto 2 (complexo) cuja ligacdo N-H fora substituida por
uma ligacao N-Au.

Além disso, a interacdo acido-base é plausivel com base nos grupos
funcionais presentes nas entidades envolvidas. Uma analise mais detelhada
necessita do conhecimento do valor de pK, do pré-ligante triazeno (ou de analogos),
mas esta propriedades fisico-quimica ainda nao foi reportada na literatura para esta
classe de compostos, presumivelmente devido a dificuldades experimentais
(precipitacdo do composto em meio aquoso e/ou decomposi¢do em meio 4cido).

Nao obstante, investigaram-se as variacbes espectrais em funcdo da
estequiometria triazeno-amina. Mudangas nesta relagdo provocariam variagdes nas
fracbes molares de triazeno protonado (sem interacdo) e desprotonado (com

interacdo), as quais originariam as duas bandas no espectro. Para verificar essa
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possibilidade primeiramente registrou-se 0 espectro da solucdo de micelas
apresentando as duas bandas e em seguida, sem retirar a solucdo da cubeta,
sucessivas aliquotas de uma solucdo do triazeno puro (protonado) em EtOH foi
adicionada e registrados 0s respectivos espectros como ilustrado na Figura 4.21. Os
resultados evidenciam que somente a banda classica do triazeno (protonado)
aumentou a absorcdo. Embora a deconvolugdo da curva nado fora realizada, o
prolongamento da banda original em 375 nm é o principal responsavel pelo aumento
da banda em 320 nm. E importante salientar, ainda, que o numero de grupos amino
€ bastante superior ao numero de moléculas de triazeno. Caso a interacao prevista
tivesse lugar, o ligante deveria participar desta interacdo e a banda em 320 nm

deveria aumentar preferencialmente.

P
n
1
1

— Micelas de 1 @ EtOH

— 10uL sol. 3,5 mM de 1
“r 20 uL sal. 3,5 mM de 1
30ul sol. 3,5 mh de 1

n

Abs. [u. a)

o L 1 1 1 1
200 250 300 350 400 450 200
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Figura 4.21. Espectro UV-Vis em meio hidro-alcodlico de uma aliquota (0,2 mL) de micelas de
PEO;13-b-PG2MA3;-b-PDPAsy (1,67 mg/mL) carregadas com o composto 1 (0.90 mg/mL) diluidas em
EtOH (3,0 mL), apos sucessivas adicdes de aliquotas (conforme indicado) de uma solucao estoque
de triazeno puro em EtOH. Nota: nas condicdes experimentais em que estes espectros foram
registrados ocorre a desmicelizagdo parcial do sistema, a qual é induzida pela solubilidade do
copolimero tribloco PEO;13-b-PG2MA3p-b-P DPAso em etanol.

Com base nestes resultados, ndo é possivel ainda descartar a interagédo
acido-base entre triazeno e polimero, pois a mesma poderia restringir-se ao nucleo

da micela que, mesmo em etanol, permaneceria estavel.
108



Posteriormente foi realizado o encapsulamento de 1 usando-se o copolimero
dibloco PEO-b-PDPA, o que também resultou na presenca da segunda banda no
espectro, como pode ser verificado na Figura 4.22. O resultado obtido ja era
esperado em funcdo da presenca do bloco PDPA no copolimero passivo de
protonacédo, e descarta a influéncia do bloco intermediario de PG2MA (com unidades

glicerol). Este, portanto, ndo tem efeito sobre esta banda.

Abs [u.a)

o L 1 1 1 1
200 250 300 350 400 450 500

Comprimento de onda [nm]

Figura 4.22. Espectro de UV-Vis em meio hidro-alcodlico de uma aliquota (0,2 mL) de micelas (1,67

mg/mL) do copolimero dibloco PEO-b-PDPA carregadas com o composto 1 diluidas em EtOH (3,0
mL).

Desta forma, restou a confirmacédo do que se esperava, a qual foi realizada
usando-se no encapsulamento, um copolimero que ndo tivesse nenhum grupo
passivo de protonacdo na sua estrutura. Para tal, o copolimero poli(oxido de
propileno)-b-poli(6xido de etileno)-b-poli(oxido de propileno) PPO-b-PEO-b-PPO
(comercialmente conhecido por F127) foi escolhido. Surpreendentemente a mesma
anormalidade no espectro da solugdo foi verificada, conforme Figura 4.23, o que
indica que o aparecimento da banda em questdo ndo pode ser atribuido a interacéo

acido-base.
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Figura 4.23. Espectro de UV-Vis em meio hidro-alcodlico de uma aliquota (0,2 mL) de micelas (1,67
mg/mL) do copolimero tribloco PPO-b-PEO-b-PPO carregadas com o composto 1 diluidas em EtOH
(3,0 mL).

Para obter mais informacdes a cerca do comportamento espectroscopico do
triazeno protonado e desprotonado, trés espectros do composto 1 foram obtidos — o

primeiro com o triazeno 100% protonado, o segundo 50% e o terceiro 100%

desprotonado, conforme Figura 4.24.
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Figura 4.24. Espectros de UV-Vis do composto 1 em funcéo da adicdo de K(CH3O) em quantidades

gue produzem as frag6es molares indicadas de espécies protonadas.

Como é possivel verificar na figura acima, pouca mudanca espectroscopica
foi evidenciada com a desprotonacao do triazeno (nota: uma das etapas de sintese
deste pré-ligante consiste na adi¢cdo de acido para induzir a precipitacdo do produto
final da reacéo; a precipitagdo € desfavoravel em meio hidro-alcodlico). Com isso o
gue se pode concluir € que o aparecimento da banda em 320 nm no espectro de
todas as micelas de diferentes copolimeros, carregadas com o composto 1 pelo
método de pré-filme, ndo passa por um mecanismo baseado em interacdo acido-
base. Na Figura 4.25 estdo apresentados todos os espectros de UV-Vis das micelas
formadas por diferentes copolimeros, aonde Tb significa o copolimero tribloco
PEO;13-b-PG2MA30-b-PDPAs.
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Figura 4.25. Espectros de UV-Vis de solugdes hidro-alcodlicas contendo o composto 1 encapsulado

por nanoparticulas constituidas de diferentes copolimeros.

Esta figura (acima) deixa claro que a presenca da banda em 320 nm nao
depende do copolimero empregado na formacdo das micelas, o que nos remete a
hipotese de que este fenbmeno esta ligado a interacdes entre as moléculas do
triazeno, as quais provocariam um desdobramento da banda cldssica em 375 nm.
Sendo assim, para os calculos de EE e CE as absorbancias nas duas bandas foram
somadas. Esse fendbmeno também impede a quantificacdo por HPLC da carga de
droga nas micelas, uma vez que a curva de calibracdo do triazeno seria baseada no
comprimento de onda de 375 nm e as amostras apresentam duas bandas referentes
ao composto, inclusive em acetonitrila (um eluente classico nas analise de HPLC

para determinacao de CE).

4.6.3 Propriedades das Nanoparticulas

Dentre as técnicas utilizadas em investigacdes das propriedades de sistemas
coloidais formados por nanoparticulas poliméricas, destaque se da para
espectroscopia, microscopia e espalhamento de luz. Essas técnicas, geralmente
aplicadas em conjunto, possibilitam avaliacbes como tamanho e morfologia das

particulas, dispersibilidade, composicdo e estrutura quimica do nacleo, camadas
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intermediarias e corona, capacidade de carga, estabilidade das nanoparticulas entre
outras.2°'78*79*8°*81

Neste trabalho, o tamanho das particulas foi investigado por meio de
espalhamento de luz dinamico (DLS). As medidas de DLS foram realizadas para
amostras desenvolvidas no método de Np ou DI, variando o tipo de solvente
utilizado, isto é, Ac., EtOH e THF, e para amostras de micelas de copolimero obtidas
por Np usando EtOH e dioxano como solvente. Sistemas contendo 0os compostos
triazenidicos e preparados pelo método de pré-filme ou didlise também foram
caracterizados. Todas as curvas de auto-correlacéo estao ilustradas no Anexo C.

As variacoes do solvente foram realizadas levando-se em consideragédo que
uma mudanca no solvente empregado tera um efeito em trés dos seis parametros de
interacdo envolvidos no sistema. Estes seis parametros de interacao sao: polimero A
— polimero B, solvente — polimero A, solvente — polimero B, solvente — droga, droga
— polimero A e droga — polimero B. A mudanca nos parametros de interacdo resulta
em mudancas nas dimensdes da micela, mas geralmente de forma diferenciada
para a corona e blocos centrais. A Escolha dos solventes (Ac., EtOH, THF e
dioxano) foi baseada nas propriedades destes como a solubilidade dos segmentos
poliméricos, polaridade, miscibilidade com agua e propriedades 6pticas.?®

A Figura 4.26 mostra a curva de auto-correlacdo e a respectiva distribuicao
dos tempos de relaxacéo (transformados para valores de diametros pela equacéo de
Stokes-Einstein) para um sistema representativo do comportamento geralmente
observado neste trabalho (exp. 11). De um modo geral, as curvas mostram a
existéncia de dois processos de relaxacdo que estado associados a duas populagdes
distintas de nanoparticulas. No presente caso, objetos uniformes bem definidos com
diametro de 30 nm estdo presentes na solugcdo, alem um uma populacdo de
agregados dinamicos (formam-se novamente apos ultracentrifugacdo ou
ultrafiltracdo) com tamanho superior em torno de 300 nm. Tendo em vista as
propriedades Opticas de coldides, a razdo em termos de numero de particulas é de
aproximadamente pequenas:grandes 10°%1. Portanto, pode-se considerar que tais

sistemas sao uniformes.
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Figura 4.26. Curva de auto-correlagcédo (acima) e respectiva distribuicdo dos tempos de relaxacédo

(abaixo) para solucéo referente ao experimento 11.

Os valores dos diametros de sistemas micelares representativos que foram
estudados por DLS estdo relatados na Tabela 4.13. Como se pode verificar, 0
tamanho medido das micelas no exp. 4, aproximadamente 750 nm, estdo acima do
limite ideal para as aplicacdes desejadas, uma vez que, o tamanho das particulas &
um parametro muito importante para a entrega da droga intracelular, sendo, neste
caso, o tamanho ideal < 200 nm. Esse limite no tamanho se deve porque tamanhos
pequenos de micelas € benéfico para manter baixos niveis de absorcdo do sistema
reticulo endotelial, minima excrecdo renal e efeito efetivo de aumento da
permeabilidade e retenc&o no tumor alvo. 02103
Este foi o fator principal que levou a exclusdo de THF como solvente neste

trabalho. Alem disso, as micelas foram bastante instaveis, levando a uma rapida
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precipitacdo da droga. Nos demais casos, o tamanho das micelas estdo em acordo
com as dimensfes dos blocos elementares de construcdo (cadeias poliméricas). O
processo de encapsulamento ndo provoca variacdes significativas no tamanho
médio das particulas.

Tabela 4.13. Valores de diametros das micelas carregadas com o composto 1, obtidos por medidas
de DLS.

Experimento Método Polimero® Solvente Diametro (nm)
04 DI Tb THF 750
07 Np Tb Ac. 100
09 Np Tb EtOH 50
10 Filme/Ac. Tb Dioxano 25
11 Filme/Ac. Tb EtOH 30
12 Didlise/Ac. Tb Dioxano 25
13 Didlise/Ac. Tb EtOH 15
14 Filme/Ac. Db Dioxano 25
15 Didlise/Ac. Db Dioxano 20
16 Np Db Dioxano 25
17 Np Tb Dioxano 25

% Tb = copolimero tribloco PEO113-b-PG2MAz4-b-P DPAsy; Db = copolimero dibloco PSgp-b-PAAz.

4.6.4 Cinéticade carregamento do composto 1

Para determinar qual o tempo de agitacao da solugéo das micelas em contato
com o pré-filme no carregamento com o composto 1, um estudo da cinética de
carregamento foi desenvolvido utilizando-se a mesma metodologia adotada para a
quantificacdo do encapsulamento, ou seja, atraves de espectroscopia eletrdnica de
UV-Vis. Para isso, sucessivas aliquotas da solucdo em carregamento foram
coletadas, filtradas em filtro com poros de 0,45 um usando uma seringa descartavel,
e medido o espectro UV-Vis. Com cada absorbancia calculou-se a respectiva
concentracdo e plotou-se o grafico tempo vs concentracdo (%) da droga na micela,
conforme ilustrado na Figura 4.27. Verificou-se com isso que o total carregamento
das micelas se da em 120 minutos.
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Figura 4.27. Cinética de carregamento do composto 1, em micelas do copolimero tribloco PEQO;;3-b-
PG2MA3p-b-PDPAs

Conteldo de 1[%] 1,4 26 40 45 50 5,7 5,6 5,8 5,7 5,8
Tempo [min.] 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0 90,0 120,0 360,0 600,0

Comparando o maximo carregamento atingido ~ 6,0 (%) com valores
apresentados dos exp. 10 e 11 de 9,7 e 7,7 (%) respectivamente, verificasse uma
diferenca entre estes. Acredita-se que este fato se deve a perda de algumas micelas
por adsorcdo ao filtro (antes de medir o espectro), e pela diminuicdo da solucéo de
micelas em contato com o pré-filme, uma vez que, ao final do estudo
aproximadamente metade da solugéo foi retirada do frasco para analise (ndo houve

reposicado ap0s cada retirada de aliquota).

4.6.5 Cinéticade carregamento do composto 2

A avaliacdo do tempo para se atingir 0 maximo carregamento do composto 2

em micelas do copolimero tribloco PEO113-b-PG2MA3p-b-PDPAs,, seguiu a mesma
metodologia descrita na secdo anterior, para 0 composto 1. As micelas foram

preparadas por Np com dioxano. O perfil cinético obtido no grafico tempo vs

concentracdo (%) da droga na micela, esta ilustrado na Figura 4.28. O valor maximo
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de carregamento atingido ocorreu em um tempo muito maior do que o que se
esperava, que era de ~ 1h. O mecanismo de carregamento serd discutido na secéo

seguinte.

n

Conteddo de 2 [B4)]

0 5 10 15 2 25 0 5
Tempo (h)

Figura 4.28. Cinética de carregamento do composto 2 em micelas do copolimero tribloco PEO;13-b-

PG2MA3p-b-PDPAsy.

Conteudo de 1[%] 0,0 39 41 41 46 46 55 5,8 5,9 59 5,9
Tempo [ h] 0,0 0,5 1,0 20 40 60 180 200 22,0 240 26,0

Diferentemente do que se verificou para 0 composto 1, aqui 0 valor maximo
de carregamento condiz com valores obtidos em outros experimentos (Tabela 4.12)
Porém, acredita-se que os mesmos fatos que levaram a um carregamento menor do
composto 1 no respectivo estudo cinético, ocorrem neste caso (composto 2), pois,
os valores de ~ 6(%) alcancados nos estudos de carregamento foram obtidos
deixando-se as micelas 1 hora em contato com o pré-filme. Ja no estudo da cinética
de carregamento o valor maximo foi verificado apés ~ 24h de contato entre micelas e
pré-filme, o que permite a conclusdo de que sem a retirada de aproximadamente
metade das micelas e separando-se 0 excedente da droga ndo encapsulada por
meio de centrifugacdo, ao invés de usar filtragdo com micro-filtro, um expressivo

aumento na CE é alcancado. Esse fato foi confirmado medindo-se o espectro UV-Vis
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da solucdo remanescente do estudo da cinética de carregamento, separando-se o
excesso de droga ndo encapsulada, por centrifugagdo. O respectivo espectro esta
ilustrado na Figura 4.29, acompanhado do espectro medido no tempo em que o

maximo carregamento foi atingido (micelas filtradas).
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Figura 4.29. Comparacdo dos espectros de UV-Vis da solu¢cdo de micelas filtradas e centrifugadas

apo6s o estudo de cinética de carregamento.

4.6.6 Mecanismos de carregamento

Em ambos os estudos de carregamento (compostos 1 e 2), verificou-se o

mesmo mecanismo, o qual também é condizente com o relatado por Vyhnalkova et

al.,?® conforme discutido a seguir.

4.6.6.1 Mecanismo de transferéncia da droga do filme para as micelas

O mecanismo de transferéncia de moléculas da droga para a superficie das
micelas ocorre por meio de adsorcdo, conforme resumido esquematicamente na
Figura 4.30, aonde A) representa a captacdo inicial: transferéncia de moléculas da
droga do filme para a micela durante colisdes transitorias e B) representa a etapa de
capacdao posterior: incorporacdo de moléculas por difusdo. Como as micelas entram

em contato com o filme da droga, moléculas da droga sé@o adsorvidas na superficie
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das micelas. Por causa da agitacdo da solucao, as micelas com moléculas da droga
adsorvidas estdo continuamente em contato, ou ndo, com o filme da droga e durante
cada contato as moléculas da droga adicionais sédo transferidas do filme para as
micelas. A adsor¢cdo da droga na superficie da micela ocorre até que a saturacdo da
superficie das micelas seja alcancada, ou seja, formado uma monocamada, o que
ocorre de acordo com a cinética de carga das micelas.

Movendo por difuséo
A) B)
Captaggio inicial Micela Captagéo posterior
o
Micela
/ .
| v
L L
) _ ®
. |
"\ Moléculas o @  Moléculas
de droga 1 de droga
Filme da droga Filme da droga
4 7/ I 4 7/ 4

Figura 4.30. Representacdo esquematica do mecanismo de carregamento de micelas pelo método

de pré-filme, adaptado de Vyhnalkova et al.”

4.6.6.2 Mecanismo de incorporacado da droga nas micelas

O mecanismo de incorporacdo da droga nas micelas é esquematicamente
ilustrado na Figura 4.30 B, na qual esta representada a fase posterior de absorcéo
de moléculas da droga pelas micelas, principalmente o incorporamento das
moléculas da superficie para o nucleo de PDPA. Como é possivel verificar nos
espectros de UV-Vis das cinéticas de carregamento de 1 e 2, apresentados nas
Figura 4.31 e Figura 4.32 respectivamente, este processo é muito mais lento do que
a adsorcdo das moléculas na superficie das micelas, e, portanto, € a etapa
determinante do carregamento da droga.

As moléculas da droga sao transferidas da superficie para dentro do nucleo
por difusdo. Este processo continua até que a carga das micelas atinja o equilibrio
termodindmico. Os espacos vazios na superficie das micelas séo reabastecidos a

partir do filme da droga pelo mecanismo discutido na se¢ao anterior.
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Figura 4.31. Espectros de UV-Vis do composto 1 para o estudo de cinética de carregamento.

Na figura acima pode ser identificada as duas etapas do mecanismo de
carregamento das micelas. Nas curvas “a” e “b” tem-se a etapa da adsorcdo das
moléculas da droga na superficie das micelas. Formada a monocamada, as
moléculas passam a mover-se por difusdo para dentro do nudcleo, o que se pode
atribuir as curvas “c”, “d” e “e”. Ja nas curvas ‘", “g”, “h’, " e " verifica-se a
saturacao do nucleo das micelas, atingindo com isso o equilibrio termodinamico.

Estes mesmos tracos sao evidenciados quando se analisa os espectros do
composto 2 obtidos no estudo da cinética de carregamento deste composto,

conforme ilustra a Figura 4.32.
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Figura 4.32. Espectros de UV-Vis das micelas do composto 2, usados no estudo da cinética de

carregamento (superior) e destaque na banda do triazeno (inferior).

Nesse caso as etapas de adsorcdo das moléculas de 2 na superficie das
micelas é observada até o tempo de 6h, curva “e”. Na curva “f, apoés 18h de
contato/agitacdo da solucdo de micelas com o pré-filme, provavelmente esteja

ocorrendo a difusdo de moléculas adsorvidas na superficie para o nicleo das
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micelas e sucessivo preenchimento dos espacos vazios deixados na superficie, até
se atingir o equilibrio termodinAmico, ou seja, 0 maximo carregamento, em

” “n [

aproximadamente 24h (curvas “h”, " e “j”). Como se pode notar este mecanismo
mostrou-se muito mais lento que o mecanismo do composto 1, o que pode estar

relacionado com a estrutura quimica do composto 2 - um complexo metalico, e com

uma possivel diferenca na hidrofobicidade entre os compostos.

4.7 Estudos de Atividade Biol6gica

Nesta secdo serdo reportados os resultados dos ensaios de atividade
biologica desenvolvidos até o0 presente momento com os composto 1 e 2 nas formas

ndo encapsuladas.

4.7.1 Avaliagcédo da Atividade Antibacteriana dos compostos 1e 2

Avaliacbes de atividade antibacteriana de 1 e 2 ndo encapsulados foram
realizadas com bactérias normais e bactérias multi drogas resistentes (MDR). Na
Tabela 4.14 estdo resumidos os valores de CIM dos dois compostos para cada tipo
de bactéria estudado. O pré-ligante triazeno 1 ndo apresentou potencialidades frente
a este tipo de microrganismo, ficando suas CIM todas a cima de 180 pg/ml. J& o
triazenido complexo 2 apresentou bons valores de CIM frente a alguns tipos de

bactérias, isto €, concentracdes de 16 puM.

Tabela 4.14. Valores de CIM de 1 e 2 nas respectivas bactérias estudadas.

CIM

Bactéria 1 2
Staphylococcus epidemidis n° 16 > 128ug/mL 16 ng/mL
Staphylococcus aureus n° 35 >128pg/mL 16 pug/mL
Staphylococcus epidemidis n° 44 > 128ug/mL > 128 pg/mL
Staphylococcus aureus n° 45 > 128ug/mL 16 pg/mL
Staphylococcus aureus n° 57 >128ug/mL > 128 pg/mL
Klebsiella oxytoca (MDR n°112) >128ug/mL 16 pg/mL
Pseudomonas aeruginosa (MDR n° 132) > 128ug/mL >128 ng/mL
Klebsiella pneumoniae (MDR n°164) >128ug/mL 128 ug/mL
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Pseudomonas aeruginosa (MDR n° 165) >128ug/mL > 128 ug/mL
Pseudomonas aeruginosa (MDR n° 179) >128ug/mL > 128 ug/mL
Pseudomonas aeruginosa (MDR n° 223) # > 128ug/mL > 128 ug/mL
Klebsiella pneumoniae (MDR n° 224) * > 128ug/mL > 128 ug/mL
Pseudomonas aeruginosa (MDR n° 236) # > 128pug/mL 128 pg/mL
Stenotrophomonas maltophilia (MDR n° 258) * >128ug/mL > 128 pg/mL
Enterobacter brevis (MDR 285) * > 128ug/mL > 128 ug/mL
Acinetobacter baumannii (MDR n° 325) > 128pg/mL 128 pg/mL
Enterobacter brevis (MDR 590) * >128ug/mL 128 pg/mL
Acinetobacter baumannii (MDR n°707) >128ug/mL > 128 ug/mL
Klebsiella pneumoniae (MDR n° 806) > 128ug/mL 64 pg/mL
Pseudomonas aeruginosa (MDR n° 955) > 128pg/mL 128 pg/mL

* Sensivel apenas a 2 antimicrobianos; * Resistente a todos os antimicrobianos

testados.

4.7.2 Avaliagdo da Atividade CitotOxica in vitro dos compostos 1 e 2

Os ensaios foram realizados baseados no Método de Reducédo do {brometo
de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio]} (MTT).®® O principio deste método
consiste na absorcdo do sal MTT pelas células, sendo reduzido no interior da
mitocondria a um produto chamado formazan. Este produto, por meio de andlise
colorimétrica, possibilita a identificacdo de células viaveis.

Nestes estudos 3 concentracdes diferentes dos compostos 1 ou 2 foram
usadas para cada tipo de célula, ou seja, 12,5uM, 50uM e 100uM. Na tabela 4.7
estdo listados os resultados finais nas 3 diferentes concentracbes do composto 1 em
células leucémicas de sete pacientes do HUSM. Na Figura 4.33 esta ilustrada a

curva de resposta a concentracdo para cada caso estudado envolvendo o composto
1.

123



Tabela 4.15. Dados (%) dos ensaios citotoxicos in vitro do composto 1 em 7 diferentes células.

Percentual de células mortas por paciente

Conc. 1 Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3 Paciente 4 Paciente 5 Paciente 6 Paciente 7
100pM 21,07 45,33 15,78 23,42 22,37 27,28 39,31
S0uM 12,52 31,56 7,22 35,58 41,96 19,25 41,07
12,5uM 26,18 51,82 24,64 49,40 25,31 29,08 32,07
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Figura 4.33. Curvas de resposta a concentracdo de células vidveis, para o composto 1.

Estes dados demonstram consideraveis potencialidades do composto 1 frente
a células leucémicas dos pacientes 2, 4, 5 e 7. Todavia, analisando-se as curvas de
respostas a concentracdo e com base em relatos na literatura,*
fica claro também que as potencialidades da droga ndo se relacionam escalarmente
com a concentracdo da mesma, ou seja, a sobrevivéncia das células ndo depende
da concentracdo. O que se pode verificar também, com base nos dados da Tabela
4.15 e nas curvas da figura acima, € que para os pacientes 1, 2, 3, 4 e 6 as
respostas a concentracdo seguiram um unico perfil, sendo a concentracédo de 12,5
uM a que melhor se apresentou no estudo.

Os dados referentes a avaliacdo da citotoxicidade do composto 2 estdo

listados na Tabela 4.16. Um aumento muito expressivo em todos o0s casos é

observado em comparagdo com os dados do composto 1. Estes resultados parciais
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reforcam 0 que se esperava para 0 composto 2 devido a presenca do centro

metalico de ouro na molécula.

Tabela 4.16. Dados (%) dos ensaios citotdxicos in vitro do composto 2 em 7 diferentes células.

Percentual de letalidade celular por paciente

Conc. 1 Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3 Paciente 4 Paciente 5 Paciente 6 Paciente 7
100pM 52,33 66,17 21,67 81,92 30,05 71,17 76,23
S0uM 53,15 51,39 12,51 82,30 46,93 57,61 78,52
12,5uM 34,01 60,93 19,68 67,03 27,73 30,12 45,05

Assim como evidenciado no composto 1, as curvas de resposta a
concentracdo de 2, Figura 4.34, ndo apresentam um dependéncia quantitativa da

concentracédo da droga.
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Figura 4.34. Curvas de resposta a concentracdo de células vidveis, para o composto 2.

Analisando-se os perfis das curvas de resposta a concentracdo para o
composto 2 é possivel identificar uma regularidade nos efeitos da concentracdo da
droga nos ensaios com células dos pacientes 1, 4, 5 e 7. A concentragdo 6tima,
nestes casos, parece ser a concentracao intermediéria, isto €, 50 uM, sendo que

para os casos de 1, 4 e 7 houve uma pequena variagdo, a menor, da concentracao
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de 50 uM a 100 uM, ja no caso do paciente 5, uma consideravel diferenca entre a

concentracdo de 50 uM para 100 uM é verificada.
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5 Conclusdes e Perspectivas

Mediante os objetivos tracados, e com base nos resultados alcangados neste

trabalho, as conclusdes obtidas encontram-se elencadas abaixo:

Um ligante triazeno, identificado neste trabalho por 1, foi sintetizado e
empregado na sintese do complexo envolvendo o centro metélico de Au(l)

(composto 2).

Ambos o0s compostos tiveram suas estruturas cristalinas e moleculares
determinadas por difracdo de raios-X em monocristal, o que possibilitou
conhecer as suas propriedades estruturais como: interacbes intra e
intermoleculares, distancias e angulos de ligacdo e arranjo no espacgo
tridimensional. Técnicas espectroscopicas como IV e UV-Vis, além de ponto
de fusdo, foram empregadas na caracterizacdo de 1 e 2, permitindo a

verificacdo da equivaléncia entre as fases cristalina e po.

Avaliacbes da atividade antibacteriana e citotoxica in vitro, com células

leucémicas, foram realizadas com os compostos livres. Em ambos os testes 0
composto 2 mostrou-se mais efetivo, sendo que, présperos resultados de

citotoxicidade foram obtidos nos ensaios com células dos pacientes 2, 4, 6 e

7, todos com valores de letalidade celular acima de 60%.

O encapsulamento dos compostos 1 e 2 foi realizado pelos métodos de
nanoprecipitacdo, dissolucdo indireta, didlise e pré-flme, sendo que este
altimo mostrou-se mais apropriado para este fim. Bons valores de CE (%
m/m) foram alcancados utilizando-se o copolimero tribloco anfifilico PEO113-b-

PG2MA30-b-PDPAs5p, comparado com valores descritos na literatura.

Sendo assim, 0 composto 2 mostrou-se ser um forte candidato ao tratamento

de varios tipos de leucemias, devendo demais estudos a este respeito serem

desenvolvidos em trabalho posterior. Da mesma forma, o método de pré-filme

mostrou-se eficiente no encapsulamento de triazenos em micelas de copolimero.
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ANEXOS

Anexo A

SINTESE DA TRIFENILFOSFINA DE OURO(l)

Cloro(trife nilfosfina)ouro(l) — AuCI[P(CgHs)s]

a)2Au  + 11HCI + 3HNO3 — 2HAuWCl; + 3NOCI + ©6H;0
2.1970 11.36.5 3.63,0 2.339,8 3.655 6.18,0

b) HAuCl, + 2P(C6H5)3 - AU[P(C6H5)3]C| + C|2P(C5H5)3 + HCI
333,8 2.262,3 4947 333,2 36,5

Dissolvem-se 14,6 g (74,1 mmol) de ouro metalico em 20 mL de agua régia contidos
em uma capsula de porcelana de 100 — 200 mL (3 partes de é&cido cloridrico
concentrado + 1 parte de acido nitrico concentrado, misturados com muito cuidado
na capela e utilizando-se 6culos de seguranga). Sob aquecimento, procede-se a
evaporacdo da mistura &cida, evitando-se a secura completa. Observa-se a
liberacdo de géas laranja escuro de cloreto de nitrosilo. Repete-se este procedimento,
utilizando-se porcbes de 20 mL de acido cloridrico concentrado, tantas vezes
quantas necessarias, até ndo mais observar a liberacdo de gas cloreto de nitrosilo. A
massa alaranjada resultante é entdo dissolvida em 200 mL de etanol. Segue-se a
adicdo de uma solucdo quente de 39,3 g (0,15 mmol) de trifenilfosfina em
aproximadamente 800 mL de etanol. Quase que instantaneamente, forma-se um
precipitado branco em uma solugcdo que adquire coloragcdo amarela clara. Agita-se
durante %2 hora. Separa-se o precipitado branco por filtracdo, que é lavado com uma
porcdo de 50 mL de etanol, seguida de uma por cdo de 50 mL de éter dietilico.
Seca-se o produto sob vacuo em dessecador contendo cloreto de célcio.
Rendimento: 33,6 g (92% tedrico)

Propriedades: Sélido microcistalino banco, sensivel a luz e estavel ao ar.

Ponto de fusdo: 230 — 240 °C. Recristalizado em uma mistura de 1:1 v/v de benzeno

e éter de petréleo, apresenta um ponto de fusdo de 248 — 249 °C.
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Anexo B

Espectros UV-Vis utilizados na construcado das curvas analiticas de 1 e 2.
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Figura B.1. Espectros de UV_Vis utilizados para construcdo da curva analitica do

composto 1 em acetona conforme Figura 4.17.

— 3,37 uM
— 6,58 uM
— 8,8 uM
12,89 uM

Fa
1

— 19,23 uM
— 22 29uM
25,32 uM
28,3 uM

31,25uM

Abs [u al

200 250 300 350 400 450 500

Comprimento de onda [nm]

Figura B.2. Espectros de UV_Vis utilizados para construcdo da curva analitica do

composto 1 em etanol conforme Figura 4.18.
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Figura B.3. Espectros de UV_Vis utilizados para construcdo da curva analitica do

composto 2 em etanol conforme Figura 4.20.
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Anexo C

Curvas de auto-correlacao obtidas por DLS.
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Anexo D

Tabelas de parametros de refinamento dos compostos.

Observacgoes:

* O parametro de deslocamento isotropico (Ueq) corresponde a um tergo do trago do
tensor U’ ortogonalizado.

* O fator exponencial de deslocamento termal anisotrépico (U") é dado pela
expressdo: -2t [h?(@*)?U! + ... + 2hk(a*)(b*)U*?).

* Os desvios padréo estdo entre parénteses.

Tabela D.1. Coordenadas atdmicas (x 10%) e parametros de deslocamento termais
isotropicos equivalentes (A% x 10%) dos atomos ndo hidrogenoides do composto 1.

X y z U(eq)
0(2) 9507(2) -1667(1) 1734(1) 60(1)
N(13) 3478(2) 2086(1) 3976(1) 48(1)
N(11) 5410(2) 1286(1) 3376(1) 50(1)
N(12) 3895(2) 1349(1) 3826(1) 46(1)
N(2) 7280(2) -2333(1) 2497(1) 47(1)
o(1) -3921(2) 2637(1) 6339(1) 82(1)
C(17) 8099(2) -1677(1) 2254(1) 44(1)
C(14) 7298(2) -929(1) 2603(1) 43(1)
C(11) 5947(2) 518(1) 3169(1) 47(1)
C(23) -900(2) 2052(1) 5312(1) 49(1)
C(25) 97(2) 3357(1) 5096(2) 49(1)
C(16) 4953(2) -144(1) 3350(2) 56(1)
C(24) -1195(2) 2839(1) 5458(1) 47(1)
C(21) 1901(2) 2306(1) 4470(1) 42(1)
C(26) 1631(2) 3097(1) 4609(2) 48(1)
c(27) -2877(2) 3101(1) 5965(2) 57(1)
C(22) 617(2) 1781(1) 4824(1) 47(1)
C(15) 5623(2) -860(1) 3070(2) 56(1)
C(13) 8293(2) -266(1) 2444(2) 66(1)
C(12) 7631(3) 448(1) 2720(2) 69(1)
C(28) -3315(3) 3943(1) 6000(2) 75(1)
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Tabela D.2. Parametros de deslocamentos termais anisotropicos (A% x 10°) para os
atomos nao hidrogendides do composto 1.

Ull U22 U33 U23 U13 U12
0(2) 60(1) 34(1) 95(1) -1(1) 43(1) 2(2)
N(13) 46(1) 30(1) 73(1) -3(1) 26(1) 1(2)
N(11) 49(1) 31(1) 74(1) -5(1) 25(1) 1(2)
N(12) 48(1) 31(1) 61(1) -3(1) 17(1) 3(2)
N(2) 50(1) 29(1) 65(1) -1(1) 24(1) 1(2)
o(1) 60(1) 88(1) 105(1) 4(1) 46(1) -6(1)
c(17) 46(1) 31(1) 57(1) 0(1) 18(1) 4(1)
C(14) 46(1) 31(1) 55(1) -1(1) 18(1) 2(1)
C(11) 49(1) 32(1) 62(1) -3(1) 20(1) 3(1)
C(23) 44(1) 44(1) 63(1) 2(1) 18(1) 7(1)
C(25) 45(1) 37(1) 68(1) -4(1) 18(1) 2(1)
C(16) 52(1) 36(1) 86(1) 1(2) 35(1) 2(1)
C(24) 40(1) 49(1) 55(1) -2(1) 16(1) 1(1)
c(21) 40(1) 34(1) 55(1) -2(1) 15(1) 2(1)
C(26) 44(1) 34(1) 70(1) -1(1) 22(1) 2(1)
c(27) 44(1) 68(1) 61(1) -6(1) 19(1) 1(2)
C(22) 48(1) 33(1) 64(1) 1(2) 17(1) 2(1)
C(15) 56(1) 30(1) 86(1) 1(2) 34(1) 2(1)
C(13) 56(1) 38(1) 111(2) -6(1) 46(1) 2(1)
C(12) 63(1) 32(1) 121(2) -8(1) 50(1) -6(1)
C(28) 61(1) 69(1) 101(2) -15(1) 33(1) 12(1)
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Tabela D.3. Comprimentos de ligac&o [A] e Angulos [°] para o composto 1.

0(2)-C(17)

N(13)-N(12)
N(13)-C(21)
N(11)-N(12)
N(11)-C(11)
N(2)-C(17)

0(1)-C(27)

C(17)-C(14)
C(14)-C(13)
C(14)-C(15)
C(11)-C(16)
C(11)-C(12)
C(23)-C(22)
C(23)-C(24)
C(25)-C(26)
C(25)-C(24)
C(16)-C(15)
C(24)-C(27)
C(21)-C(26)
C(21)-C(22)
C(27)-C(28)
C(13)-C(12)

N(12)-N(13)-C(21)
N(12)-N(11)-C(11)
N(11)-N(12)-N(13)
0(2)-C(17)-N(2)
0(2)-C(17)-C(14)
N(2)-C(17)-C(14)
C(13)-C(14)-C(15)
C(13)-C(14)-C(17)
C(15)-C(14)-C(17)
C(16)-C(11)-C(12)
C(16)-C(11)-N(11)
C(12)-C(11)-N(11)

1.2418(17)
1.3252(17)
1.3873(17)
1.2720(16)
1.4125(18)
1.3238(19)
1.215(2)
1.4927(19)
1.377(2)
1.388(2)
1.381(2)
1.384(2)
1.373(2)
1.391(2)
1.377(2)
1.394(2)
1.381(2)
1.482(2)
1.394(2)
1.394(2)
1.491(3)
1.376(2)

121.81(12)
114.64(12)
110.80(12)
121.79(13)
119.03(12)
119.17(13)
118.37(13)
117.32(12)
124.31(13)
118.79(14)
126.53(13)
114.67(13)
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C(22)-C(23)-C(24) 121.65(14)

C(26)-C(25)-C(24) 120.90(14)
C(15)-C(16)-C(11) 120.27(14)
C(23)-C(24)-C(25) 118.34(13)
C(23)-C(24)-C(27) 119.52(14)
C(25)-C(24)-C(27) 122.13(15)
N(13)-C(21)-C(26) 116.69(13)
N(13)-C(21)-C(22) 123.49(13)
C(26)-C(21)-C(22) 119.82(13)
C(25)-C(26)-C(21) 119.87(14)
0(1)-C(27)-C(24) 120.76(17)
0(1)-C(27)-C(28) 119.41(16)
C(24)-C(27)-C(28) 119.82(16)
C(23)-C(22)-C(21) 119.42(14)
C(16)-C(15)-C(14) 120.93(14)
C(12)-C(13)-C(14) 120.91(15)
C(13)-C(12)-C(11) 120.71(15)

Tabela D.4. Coordenadas atdmicas (x 10%) e parametros de deslocamento termais
isotropicos equivalentes (A% x 10%) dos atomos ndo hidrogenoides do composto 2.

X y z U(eq)
Au 9611(1) 4726(1) 7441(1) 53(1)
P 7820(2) 3946(2) 7396(2) 50(1)
N(13) 11218(5) 5306(5) 7339(4) 50(1)
0(2) 10858(5) 1420(5) 1243(4) 67(2)
C(26) 13410(7) 6400(7) 8089(6) 58(2)
C(31) 7488(8) 4869(8) 8490(7) 59(2)
N(11) 10203(6) 3943(6) 5639(5) 57(2)
C(51) 6531(7) 3635(7) 6051(7) 57(2)
C(14) 9995(6) 1933(6) 2514(5) 49(2)
N(12) 11236(5) 4760(5) 6376(4) 52(1)
o(1) 16521(6) 9301(7) 10632(6) 102(3)
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c(17)
N(2)

C(25)
c(21)
C(41)
C(12)
C(11)
C(22)
C(23)
C(13)
C(15)
C(46)
C(24)
C(32)
C(45)
C(42)
C(16)
C(55)
C(56)
C(28)
C(36)
C(52)
c(27)
C(34)
C(44)
C(35)
C(33)
C(54)
C(43)
C(53)

9958(7)
8917(6)
14463(8)
12297(6)
7703(8)
11113(7)
10201(7)
12286(7)
13345(7)
11022(6)
9056(8)
6627(10)
14430(7)
7907(9)
6646(14)
8713(10)
9146(8)
5730(12)
6704(10)
15491(12)
6790(11)
5402(11)
15593(9)
6940(14)
7614(13)
6539(14)
7621(12)
4603(13)
8666(13)
4409(13)

1199(6)
273(6)
7353(7)
6226(6)
2490(7)
3633(7)
3328(6)
6998(7)
7945(7)
2942(6)
1674(8)
1521(8)
8140(7)
6096(8)
432(10)
2357(10)
2378(9)
2960(10)
3263(9)
10087(11)
4361(9)
3727(13)
9154(8)
6263(12)
357(11)
5043(12)
6804(10)
3052(12)
1302(12)
3394(18)

1427(5)
661(5)
8943(6)
8169(5)
7461(7)
4311(6)
4597(5)
9137(6)
9977(6)
3288(5)
2777(7)
6777(8)
9893(6)
8881(8)
6932(11)
8258(9)
3804(7)
4058(8)
5125(7)
11737(9)
8907(10)
5952(10)
10751(7)
10106(10)
7676(11)
9720(11)
9686(10)
3970(10)
8364(12)
4898(12)

51(2)
65(2)
65(2)
46(2)
59(2)
56(2)
53(2)
56(2)
60(2)
50(2)
79(3)
75(2)
60(2)
74(2)
98(4)
87(3)
80(3)
91(3)
77(3)
114(5)
84(3)
107(4)
75(3)
102(4)
95(3)
101(4)
102(4)
111(4)
97(4)
150(7)
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Tabela D.5. Parametros de deslocamentos termais anisotropicos (A% x 10°) para os

atomos nao hidrogendides do composto 2.

Ull U22 U33 U23 U13 U12
Au 42(1) 57(1) 48(1) 13(1) 22(1) 4(2)
P 43(1) 52(1) 54(1) 21(1) 25(1) 9(2)
N(13) 42(3) 53(3) 36(2) 3(2) 18(2) 2(2)
0(2) 68(4) 59(3) 55(3) 2(2) 38(3) -33)
C(26) 52(4) 57(4) 47(4) 2(3) 25(3) 6(3)
C(31) 58(5) 67(5) 62(4) 28(4) 36(4) 23(4)
N(11) 45(3) 57(3) 42(3) 1(2) 19(2) 0(3)
C(51) 48(4) 56(4) 60(4) 26(3) 20(3) 10(3)
C(14) 44(4) 47(4) 40(3) 4(3) 21(3) 4(3)
N(12) 43(3) 54(3) 41(3) 3(2) 20(2) 3(3)
o(1) 53(4) 91(5) 92(5) -17(4) 30(3) -21(3)
c(17) 53(4) 46(4) 42(3) 8(3) 22(3) 9(3)
N(2) 61(4) 62(4) 43(3) -5(3) 26(3) 2(3)
C(25) 51(4) 65(5) 56(4) 3(4) 27(3) -1(4)
c(21) 39(3) 47(3) 37(3) 8(3) 16(3) 4(3)
C(41) 61(5) 58(4) 65(4) 29(4) 36(4) 17(4)
C(12) 43(4) 53(4) 46(3) 3(3) 17(3) 5(3)
C(11) 45(4) 55(4) 38(3) 1(3) 19(3) 2(3)
C(22) 42(4) 63(4) 44(3) 6(3) 22(3) 1(3)
C(23) 55(4) 61(4) 40(3) 2(3) 24(3) 2(3)
C(13) 42(4) 51(4) 45(3) 9(3) 22(3) 3(3)
C(15) 58(5) 77(5) 50(4) -18(4) 27(4) -24(4)
C(46) 80(6) 56(5) 74(5) 22(4) 29(5) 8(4)
C(24) 51(4) 52(4) 49(4) -1(3) 21(3) 0(3)
C(32) 78(6) 56(5) 84(6) 16(4) 49(5) 11(4)
C(45)  120(10) 64(6) 104(8) 32(6) 57(8) 13(6)
C(42) 59(6) 100(8) 94(7) 49(6) 24(5) 22(5)
C(16) 53(5) 89(6) 55(4) -13(4) 34(4) -14(4)
C(55  100(8) 93(7) 60(5) 27(5) 28(5) 13(6)
C(56) 74(6) 89(6) 54(4) 24(4) 26(4) 10(5)
C(28) 91(8) 102(8) 73(6) -24(6) 38(6) -28(6)
C(36)  109(8) 69(6) 116(8) 49(6) 82(7) 35(6)
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C(52) 69(7)
c(27) 57(5)
C(34)  130(10)
C(a4)  110(9)
C(35)  156(12)
C(33)  108(9)
C(54) 93(9)
C(43) 99(9)

C(53) 78(8)

172(12)
66(5)
116(10)
83(7)
109(9)
67(6)
124(10)
95(8)
260(20)

79(6)
55(4)
91(7)
121(9)
116(9)
104(8)
68(6)
127(10)
96(9)

51(8)
6(4)
38(7)
65(7)
68(8)
6(6)
35(6)
72(8)
63(12)

32(5)
18(4)
77(8)
56(8)
109(9)
50(7)
1(6)
51(8)
22(7)

50(7)
-8(4)
70(8)
49(7)
73(9)
26(6)
25(7)
50(7)

75(11)

Tabela D.6. Comprimentos de ligagéo [A] e Angulos [°] para o composto 1.

Au-N(13)
Au-P
P-C(51)
P-C(31)
P-C(41)
N(13)-N(12)
N(13)-C(21)
0(2)-C(17)
C(26)-C(25)
C(26)-C(21)
C(31)-C(32)
C(31)-C(36)
N(11)-N(12)
N(11)-C(11)
C(51)-C(56)
C(51)-C(52)
C(14)-C(15)
C(14)-C(13)
C(14)-C(17)
0(1)-C(27)
C(17)-N(2)
C(25)-C(24)
C(21)-C(22)

2.062(6)
2.2242(19)
1.820(8)
1.821(8)
1.823(8)
1.320(8)
1.380(8)
1.235(9)
1.390(10)
1.395(10)
1.369(12)
1.397(12)
1.274(8)
1.421(8)
1.351(12)
1.352(14)
1.362(11)
1.385(9)
1.487(9)
1.202(11)
1.343(9)
1.396(10)
1.395(9)
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C(41)-C(46)
C(41)-C(42)
C(12)-C(11)
C(12)-C(13)
C(11)-C(16)
C(22)-C(23)
C(23)-C(24)
C(15)-C(16)
C(46)-C(45)
C(24)-C(27)
C(32)-C(33)
C(45)-C(44)
C(42)-C(43)
C(55)-C(54)
C(55)-C(56)
C(28)-C(27)
C(36)-C(35)
C(52)-C(53)
C(34)-C(35)
C(34)-C(33)
C(44)-C(43)
C(54)-C(53)

N(13)-Au-P

C(51)-P-C(31)
C(51)-P-C(41)
C(31)-P-C(41)

C(51)-P-Au
C(31)-P-Au
C(41)-P-Au

N(12)-N(13)-C(21)
N(12)-N(13)-Au
C(21)-N(13)-Au
C(25)-C(26)-C(21)
C(32)-C(31)-C(36)
C(32)-C(31)-P
C(36)-C(31)-P

1.378(12)
1.393(13)
1.368(10)
1.371(9)

1.371(10)
1.386(10)
1.366(11)
1.380(10)
1.438(15)
1.489(10)
1.386(14)
1.289(17)
1.360(15)
1.355(18)
1.403(14)
1.552(13)
1.355(14)
1.392(16)
1.361(17)
1.407(18)
1.347(18)
1.368(19)

174.48(15)

107.2(4)
105.0(4)
106.4(4)
109.1(3)
116.3(3)
112.2(3)
115.0(6)
117.7(4)
127.4(4)
120.0(6)
119.7(8)
118.2(6)
122.0(7)
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N(12)-N(11)-C(11)
C(56)-C(51)-C(52)
C(56)-C(51)-P
C(52)-C(51)-P
C(15)-C(14)-C(13)
C(15)-C(14)-C(17)
C(13)-C(14)-C(17)
N(11)-N(12)-N(13)
0(2)-C(17)-N(2)
0(2)-C(17)-C(14)
N(2)-C(17)-C(14)
C(26)-C(25)-C(24)
N(13)-C(21)-C(26)
N(13)-C(21)-C(22)
C(26)-C(21)-C(22)
C(46)-C(41)-C(42)
C(46)-C(41)-P
C(42)-C(41)-P
C(11)-C(12)-C(13)
C(12)-C(11)-C(16)
C(12)-C(11)-N(11)
C(16)-C(11)-N(12)
C(23)-C(22)-C(21)
C(24)-C(23)-C(22)
C(12)-C(13)-C(14)
C(14)-C(15)-C(16)
C(41)-C(46)-C(45)
C(23)-C(24)-C(25)
C(23)-C(24)-C(27)
C(25)-C(24)-C(27)
C(31)-C(32)-C(33)
C(44)-C(45)-C(46)
C(43)-C(42)-C(41)
C(11)-C(16)-C(15)
C(54)-C(55)-C(56)
C(51)-C(56)-C(55)
C(35)-C(36)-C(31)

113.0(6)
119.6(9)
118.5(7)
121.8(7)
118.3(6)
123.2(6)
118.6(6)
111.8(6)
121.2(6)
121.4(6)
117.5(6)
120.9(7)
122.5(6)
118.9(6)
118.5(6)
118.4(9)
122.2(7)
119.3(7)
120.6(6)
118.5(6)
126.1(6)
115.3(6)
120.5(7)
121.3(7)
120.8(6)
120.7(7)
116.8(10)
118.7(6)
124.2(7)
117.1(7)
118.5(10)
122.1(12)
121.9(11)
120.8(7)
118.6(11)
121.2(10)
122.3(10)
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C(51)-C(52)-C(53)
0(1)-C(27)-C(24)

0(1)-C(27)-C(28)

C(24)-C(27)-C(28)
C(35)-C(34)-C(33)
C(45)-C(44)-C(43)
C(36)-C(35)-C(34)
C(32)-C(33)-C(34)
C(55)-C(54)-C(53)
C(44)-C(43)-C(42)
C(54)-C(53)-C(52)

120.3(12)
121.9(7)

121.8(8)

116.0(8)

120.8(10)
121.8(11)
118.3(10)
120.2(10)
120.6(10)
119.0(11)
119.6(13)
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