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RESUMO

O desenvolvimento de diversas aplicagbes dos lipossomas tem sido limitado
pela instabilidade da bicamada lipidica, principaimente nas aplicagdes in vivo. A
utilizag@o de lipidios polimerizaveis proporciona a formagdo de lipossomas mais
estaveis apds a polimerizacdo, constituindo-se em uma alternativa muito
promissora para a administracio de medicamentos encapsulados, particularmente
por via oral Neste trabalho foram sintetizadas, purificadas e caracterizadas
fosfatidilcolinas polimerizaveis contendo o grupo diacetileno nas cadeias acila.
Esses grupos foram diferentemente posicionados ao longo de cadeias com mesmo
numero de dtomos de carbono, ou localizados na mesma posigdo em cadeias de
diferentes comprimentos, produzindo os fosfolipidios 1,2-bis(heptadeca-10,12-
diinoil)-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (DCg3PC, I1a), 1,2-bis(tricosa-4,6-diinoil)-sn-
glicero-3-fosfatidilcolina (DC,,;sPC, Ic) e 1,2-bis(tricosa-10,12-diinoil}-sn-glicero-
3-fosfatidilcolina (DCgoPC, 1b). Lipossomas do tipo unilamelares pequenos (SUV)
foram preparados a partir dos lipidios puros, e polimerizados através de radiagéo
unitra-violeta. Eles foram caracterizados através do conteido de fosfolipidios, raio
hidrodindmico, cin€tica de polimerizagio e estabilidade em presenca de
tensoativos. Os resultados indicaram o sucesso na sintese do DCgoPC, fosfolipidio
diacetilénico mais usado em lipossomas e disponivel comercialmente, e também na
sintese de duas novas moléculas, DCg3PC e DCy1sPC, até entdo inéditas na
literatura. InovagBes introduzidas no processo de sintese conduziram ao seu
aprimoramento, com o uso de reagentes menos agressivos ao meio ambiente, e a
obtengio de intermediarios mais estaveis. As variagbes no posicionamento dos
grupos diacetilénicos e no comprimento das cadeias produziram bicamadas com
diferentes propriedades fisico-quimicas. s lipossomas polimerizados
apresentaram-se mais estiveis que os monoméricos. A redugio das insaturagdes do
polimero conjugado mostrou-se factivel através da reagio com diimida. A
capacidade de encapsulamento de drogas hidrofilicas nas estruturas formadas com

os fosfolipidios puros foi avaliada usando-se o tuberculostatico isoniazida.

Palavras-chave: fosfatideos, acetileno, lipossomos, polimeros.



ABSTRACT

Development of liposome applications has been limited by lipid bilayer
instability, mainly for in vive applications. Polymerizable lipids leads to more
stable liposomes after polymerization process, which represents a promising
alternative for drug delivery by the oral administration route specially. In this work,
diacetylenic polymerizable phoshpolipids analogous to phosphatidylcholine were
synthesized, purified and caracterized. Diacetylenic groups were located at
different positions in acyl chains with the same lenght (23 carbon atoms), or
located at the same position in acyl chains with different lenght, generating the
following phospholipids: 1,2-bis(heptadeca-10,12-diynoyl)-sn-glycero-3-
phosphatidylcholine (DCg3PC, 1a), 1,2-bis(tricosa-4,6-diynoyl)-sn-glycero-3-
phosphatidylcholine (DC»,15PC, I¢), and 1,2-bis(tricosa-10,12-diynoyl)-sn-glycero-
3-phosphatidylcholine (DCssPC, 1b). Small unilamellar vesicles (SUV) were
prepared from pure diacetylenes and polymerized by ultra-violet (UV) radiation.
Liposomes were characterized by their lipid contents, hydrodynamic radius,
polymerization kinetics and stability in the presence of surfactants. Synthesis of
DCsoPC, the only commercially available and the most used polymerizable
diacetylenic phospholipid, was reached, as well as the synthesis of two new
molecules, DCs3PC and DC;;sPC. Innovation introduced in the synthesis process
has lead to its improvemment by using environmental less aggressive reagents and
obtention of more stable intermediate compounds. Changes on diacetilenic group
positioning and acyl chain length generated lipid bilayers with different physical-
chemical properties. Polymerized liposomes were more stable than the
corresponding monomeric liposomes. Insaturations of the polymeric conjugated
chain could be reduced by reaction with diimide molecules. The trapping ability of
hydrophilic drugs in the lipid aggregates was evaluated for the tuberculostatic

isoniazid.

Key-words: phosphatidylcholines, diacetylene, liposomes, polymer.



SUMARIO

B INTRODUGAO ..ot 1
2. OBIETIVO ..ottt ettt et e ee e 9
3. REVISAODALITERATURA..........oooiiiiimooeeeeieeeeeeieeee e 11
3.1. Fosfatidilcolinas diacetilénicas..............cocoveviieenrienccccce e 11
311l SINEESC. ..o et 12
3.1.2. POIMEMZACED ....ooooiiii e 13
3.1.2.1. Mecanismo da reagfo.............. e er et res e e nreae 13

3.1.2.2, Fatores que influenciam a polimerizago.............cccccervvverrnaens 14

3.1.2.3. Cromismo dos polimeros diacetilénicos.................ccoveerein e 20

3.1.3. Alteragbes morfoldgicas das bicamadas de DCPC.......................... 27

3.1.4. Encapsulagio de compostos em lipossomas

polimerizados de DCPC.........ccoovoiiiiieeeeeeeee et 29

4. MATERIAIS E METODOS........cccooooouivimnrasnenionereessseressessesasresascessessanne 35
4.1. Sintese e caracterizagfo dos fosfolipidios diacetilénicos..............ccocccceen 35
4.1.1. SIntese QUIMICA.........ooiiiiri i eeieeeiiet ettt ane e 35
4.1.1.1. Preparagio do o-bromo-1-(metoximetil)alcanol (2)................ 36
4.1.1.2.Preparagio do o-bromo-1-(tetraidropiranil)alcanol (3).............. 37

4.1.1.3, Preparagio dos intermediarios @-(metoximetil)-1,3-alcadiinol
e @-(tetraidropiranil}-1,3-alcadiinol (4.t 37

4.1.1.4, Preparagio do 1-(metoximetil)alcadiinol e
do 1-(tetraidropiranilalcadiinol (5)..........c...cccovvnriiiiiviince 38

4.1.1.5. Preparaciio do alcadiinol-1 (6)................ccoooniiiiiiiii .39



Xiv

4.1.1.6. Preparagio do dcido alcadiindico (7)........ccovevviiinniiennnen . 39

4.1.1.7. Preparacio da fosfatidilcolina diacetilénica (Z)........................ 40

4.1.2. Comportamento de agregagfo dos fosfolipidios diacetilénicos............ 40

4.2. Preparagdo e caracterizagdo dos lipossomas polimerizados..................c...... 40
4.2.1. Temperatura de transi¢do de fase dos fosfolipidios diacetilénicos........ 42
4.2.2. Didmetro médio € distribuigdo de tamanho das vesiculas..................... 42
4.2.3. Quantificaciio dos fosfolipidios diacetil€nicos.............cccccoviiiinninnn, 42
4.2.4. Polimerizagdo dos fosfolipidios diacetilémcos..............ococvcvrniiernen, 43
4.2.5, Estabilidade dos lipossomas em presenca de tensoativos...................... 44
4.2.6. Redugdo das insaturagbes em lipossomas polimerizados..................... 45
4.3, Avaliaciio da encapsulagdo de drogas hidrofilicas.............ccoooviiiccniiiicennee 45
4.3.1, Estabilidade da isoniazida e da pirazinamida frente a radiagio UV........ 45

| 4.3.2. Quantificacdo da isomazida..............c.ccorieiiiieii e 46
4.3.3. Encapsulagdo de isoniazida em lipossomas polimerizados.................... 46

5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ. .......oocoiimiimiiniioeniricesevasescnsonseanronseeees 49
5.1. Sintese e Caracterizagdo dos Fosfolipidios Diacetilénicos...............ccccccee. 49
S.1.1. SINEESE QUIMICA. ....ooioviiiiieieeeceecenie et e e e 49

5.1.1.1. Preparagio dos w-bromo-1-alcandis protegidos o-bromo-1-
(metoximetil)alcanol {2) e a@-bromo-1-(tetraidropiranil)alcanol (3)......49

5.1.1.2. Preparagio dos intermediarios @-(metoximetil)-1,3-alcadiinol e
o~(tetraidropiranil)-1,3-alcadiinol (4)............ccooveviiivninnnnns e 51

5.1.1.3. Preparacio do 1-(metoximetil)alcadiinol e do
1-(tetraidropiranil)alcadiinol (5).............ccooooeriiiicniii e 53

5.1.1.4. Preparaco do alcadiinol-1 (6)..................ccooo oo 55



5.1.1.8, Preparacio do acido alcadiinéico (7)..........ocooccvevecncicinnnn, 56
5.1.1.6. Preparagio da fosfatidilcolina diacetilénica (Z)...........ccccoce.e.. 58

5.1.2. Influéneia do STUPO Protelor......ccoiiiii e 60
8.1.3. Influéncia do co-SOIVeNte............cviiviiierce e 60
5.1.4. Rendimento d0o PTOCESSO.......ccooirveirrrieireceeeae et eee s 61
5.1.5. Estabilidade dos intermediarios...............ccovveieiieni i 62
8.1.6. Comportamento de agregagdo dos fosfolipidios diacetilénicos............. 62
5.2. Preparagéo e Caracterizacdo dos Lipossomas Polimerizados......................... 65
5.2.1. Temperatura de transicio de fase.............ccocooiiiiiiiiinie 65
5,2.2. Cinética de polimerizacio dos fosfolipidios diacetilénicos................... 67
5.2.3. Diimetro médio e distribuig#o de tamanho das vesiculas................. 73
5.2.4. Estabilidade dos lipossomas em presenca de tensoativo..................... 77
5.2.4.1. Tensoativo Cy,E; (polioxietileno-5-lauril éter)...........c.......... 78

5.2.4.2. Tensoativo taurocolato de s0dio.............ccoooiiviiiiiinn 83

5.2.4.3. Tensoativo Triton X-100.. ..o 85

5.2.5. Redugéo das insaturagdes em lipossomas poliméricos de DCgoPC.....89
5.3. Avaliacdo da Capacidade de Encapsulagio .............occooviiiiiinnicicnccns 92

5.3.1. Influéncia da posigdo das insaturacdes na eficiéncia de

ENCAPSUIAGTO. ... .euiei ettt ettt aee e 95

5.3.2. Influéncia da extensdo da polimerizagio sobre a capacidade de

ENCAPSULACAD . .....oiiiiii e e e 99

6. CONCLUSOES E SUGESTOES PARA PROXIMOS TRABALHOS........... 103



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........oooovoveeereresesenn. v 107
ANEXO 1: Espectro de Emisso da Lampada UV ... 117

ANEXO 2: Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e de
Carbono (‘"H-RMN e “C-RMN) e Espectros de Infravermetho (I.V.)
dos Fosfolipidios Diacetilénicos Sintetizados.............ccoooveiveiieicciienn. 121

ANEXO 3: Termogramas Obtidos para as Suspensdes de Lipossomas
Preparadas com Fosfolipidios Diacetilémcos. .........cocooveiveiricrcccene. 129



Xvii

LISTA DE ESQUEMAS

Esquema 1.1: Estrutura das fosfatidilcolinas diacetilénicas DCsoPC, DCs3PC ¢
DC, 1sPC sintetizadas neste trabatho, relacionando os subindices “m” e “n”
da sigla DC,,,PC com o nimero de grupos metileno nas cadeias acila entre
o diacetileno e o carbono carboxilico, e entre o diacetileno e o grupo metila

Esquema 3.1: Lipidios diacetilénicos naturais recentemente isolados: acidos 12,14-
octadecadiinoico e trigliceridio derivado.............c.occoiiiiiiiriiii e, 11

Esquema 3.2: Reagfo de polimerizagio de compostos diacetilénicos................... 13

Esquema 3.3: Representacdo do termocromismo e reversibilidade cromatica de
filmes poliméricos monomoleculares do acido 10,12-pentacosadiinéico....23

Esquema 3.4: Representagio das moléculas de PDA e de PDATAZ; e ilustragéo
da rede de ligages de hidrogénio formada entre moléculas de PDATAZ e
BA na Imerface ar-AZUA........ccocooooiiieieeeicire e e 25

Esquema 4.1: Sintese dos fosfolipidios diacetilénicos DCgzPC (1a), DCsoPC (15)
EDCo 15PC (T i 36

Esquema 4.2: Estrutura molecular do 4cido etanosulfonico 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazina (tamp#o Hepes)........... RPN SURRSURSSP 41

Esquema 5.1: Reagio de protegdo dos w-bromealcandis com os grupos protetores

Esquema 5.2: Reagio de monoalquilagio para a preparacdo dos intermediarios ©-
{metoximetil)-1,3-alcadiinol e @-(tetraidropiranil)-1,3-alcadiinol (4)......... 51

Esquema 5.3: Reag3o de alquilag@o do diino terminal para a preparagdo dos
INtermMediArion F. ... oot 33



Esquema 5.4: Reagiio de desprotecéo da hidroxila para a preparacdo dos
ALCOOIS G.....oovveiieeeie ittt ettt e e tr et e e e ra e e e st ereesneeneea 55

Esquema 5.5: Reacfio de oxidagdo dos alcoois 6 para a preparagio dos acidos
carboxilicos diacetilénicos 7..............ccoovveeeiiinenn. et 56

Esquema 5.6: Reag#o de esterificagio dos acidos 7 & glicerofosforilcolina para a

preparagdo das fosfatidilcolinas diacetilénicas I..............cccooveieivecenee. 58
Esquema 5.7: Rea¢fo de geragiio da diimida a partir da hidrazina....................... 91
Esquema 5.8: Reacfo de reducgéo de olefinas em presenca de diimida................. 91

Esquema 5.9: Estrutura molecular dos compostos isoniazida e pirazinamida,
ambos utilizados no tratamento da tuberculose...........ocovieoviiiieiiee 92



XiX

LISTA DE FIGURAS

Figura 3.1: Histerese de fotossensibilidade para bicamadas lipidicas de

Figura 3.2: Modelos representativos de provaveis polimeros de DCPC:
(a) linerar, e (b) ramificadO..........ccccoviiiiii e 20

Figura 3.3: Efeito do empacotamento coplanar e nio-coplanar de PDA, PDATAZ
e da mistura de ambos em monocamadas sobre a polimerizag@io e propriedades
CTOMAICAS  .....ecvieetesieeiaieeeeet e e et e et e e aeeeeeee s e e it et e eabeeeteeneerneseeasabeeeeseensons 26

Figura 3.4: Modelo de cadeia polimérica em zigue-zague para explicar as
propriedades cromaticas de filmes polidiacetilénicos devido & prolongada
exposicdo & radiagdo UV ... 26

Figura 3.5: Tlustragdo da formagdo de tibulo a partir de lipossoma preparado com

Figura 3.6: Comportamento de fase de DCsoPC em fungdo da estrutura
morfologica inicial € da temperatira................ocooiiiiirini e 29

Figura 4.1: Representacfio esquematica da camisa de resfriamento usada para
irradiagioda suspensio de lipossomas

Figura 5.1: Isotermas de compressdo dos fosfolipidios diacetilénicos DCgoPC,
DCs3PC eDC21sPC, a23%C. oo 64

Figura 5.2: Espectros de UV/vis de suspensio de lipossomas de DCsoPC (Avanti
Polar Lipids) 1mM em tamp3o Hepes 10mM (pH7.4), irradiada por
exposicdo direta a luz UV (lampada: Germetec — mod. LTD-64-S,
220V/60Hz/64W) durante 120 minutos, a 5cm da lampada, e sob
temperatura de 4°C........cooiii e 68



Figura 5.3: Espectros de UV/vis de suspensio de lipossomas de DCs:PC (Ia)
1,1mM em tampdo Hepes 10mM (pH7,4), irradiada por exposigdo direta a
luz UV (lampada: Germetec — mod. LTD-64-S, 220V/60Hz/64W) durante
120 minutos, a Scm da lémpada e sob temperatura de 4°C......................... 69

Figura 5.4: Espectros de UV/vis de suspensio de hipossomas de DCysPC (1e)
0,6mM em tamp&o Hepes 10mM (pH?7,4), irradiada por exposigio direta &
luz UV (lampada: Germetec — mod. LTD-64-S, 220V/60Hz/64W) durante
120 minutos, a 5cm da lmpada e sob temperatura de 4°C..................cc.c... 70

Figura 5.5: Curvas de diferenga de absorbéncia (A-A,) a A=476nm em funggo do
tempo de irradiagio de suspensio de lipossomas de DCsoPC (Avanti Polar
Lipids}, DC;;sPC (Ic) e DCq;PC (Za) em tampdo Hepes 10mM (pH7,4),
irradiada por exposic¢io direta a luz UV (ldmpada: Germetec — mod. LTD-
64-8, 220V/60Hz/64W) durante 5,5 horas, a Scm da limpada e sob
temperatura de 4°C.. ..o 71

Figura 5.6: Aspecto das suspensfes 1mM de lipossomas monomeéricos de DCq sPC
(1), e de lipossomas poliméricos de DC,1sPC (2) , DCgsPC (3) e DCysPC
(4) em tampio Hepes 1I0mM pH7.4..........ocooiiiice e 72

Figura 5.7: Curvas de absorbéncia relativa (A=340nm) em fungio da concentragdo
percentual do tensoativo C;Es para lipossomas de DCygoPC (0,8mM) ndo
irradiados (“monoméricos™} e irradiados por 2 horas com hz UV
{POEMEIICOS™). ..ottt e 79

Figura 8.8: Curvas de absorbéncia relativa (A=340nm) em fung@o da concentragio
percentual do tensoativo C;Es para lipossomas de DCsoPC (1,0mM) ndo
irradiados (“monoménicos™) e irradiados por 6 horas com luz UV
(“POLMETICOS™). ..ottt eas e 79

Figura 5.9: Curvas de absorbéncia relativa (A=340nm) em fun¢Zo da concentracio
percentual do tensoativo C;Es para lipossomas de DCqsPC (1,1mM) nio
irradiados (“monoméricos™) e irradiados por 2 horas com iz UV
(“poliméncos™).......cccoeiverriieeenn, OO TR 80



Figura 5.10: Curvas de absorbédncia relativa (A=340nm) em funcio da
concentragio percentual do tensoativo C;Es para lipossomas de DC,sPC
(1,1mM) ndo 1rradiados (“monoméricos™) e irradiados por 2 horas com luz
UV (“POHMEBIICOS™). ... oeeieeeieicteeeie et s e eeseete e e bbb eene e e 81

Figura 5.11: Curvas de absorbincia relativa (A=340nm) em fungio da
concentragio percentual do tensoativo Ci;Es para lipossomas de DC,1sPC
(1,0mM) ndo irradiados (“monoméricos”) ¢ irradiados por 6 horas com luz
UV (POHMEIICOS™). ..ottt e 81

Figura 5.12: Curvas de absorbancia relativa (A=340nm) em funciio da
concentragdio percentual do tensoativo taurocolato de sodio para lipossemas
de DC3;PC (1,1mM) ndo irradiados {(“monoméricos™) e irradiados por 2
horas com luz UV (“polimeEricos™)........cooromiemrereeerceetee e 83

Figura S5.13: Curvas de absorbincia relativa (A=340nm) em fungic da
concentragdo percentual do tensoativo taurocolato de sodio para lipossomas
de DCsoPC (0,8mM) nfo irradiados (“monoméricos™) e irradiados por 2
horas com luz UV (“polimeéricos™)........c..coooiiiriiiiiiiiiceee e 84

Figura 5.14: Curvas de absorbancia relativa (A=340nm) em funcao da
concentragdo percentual do tensoativo taurocolato de sédio para lipossomas
de DC.1sPC (0,7mM) ndo irradiados (“monoméricos™) ¢ irradiados por 2
horas com luz UV (“polImEricos™).......oovv i 84

Figura 5.15: Curvas de absorbancia relativa (A=340nm) em fungio da
concentragdo percentual do tensoativo taurocolato de sodio para lipossomas
de DCsoPC (0,8mM) ndo irradiados (“monoméricos™) e irradiados por 2
horas com luz UV (“poliméricos™)......c..oocviiiivieis oo 86

Figura 5.16: Curvas de absorbincia relativa (A=340nm) em funcio da
concentracdo percentual do tensoativo taurocolato de sodio para lipossomas
de DCsoPC (1mM) nfo irradiados (“monoméricos™) ¢ irradiados por 6 horas
com Juz UV (“polimErICOS™).....co e e 87

Figura 5.17: Curvas de absorbincia relativa (A=340nm) em funcio da
concentragdo percentual do tensoativo taurocolato de sodio para lipossomas



de DC;:PC (1,1mM) nfo irradiados (“monoméricos™) e irradiados por 2
horas com luz UV (“POHMENCOS™).....coovoeieiiiiieeeee e 88

Figura 5.18: Curvas de absorbincia relativa (A=340nm) em funcgdo da
concentragio percentual do tensoativo taurocolato de sédio para lipossomas
de DC,1sPC (0,7mM) ndo irradiados (“monoméricos™) e irradiados por 2
horas com fuz UV (“polmericos™)..........cocviiiriiviiieir et viea e 88

Figura 5.19: Curvas de absorbincia relativa (A=340nm) em fungiio da
concentracio percentual do tensoativo taurocolato de sodio para lipossomas
de DC;1sPC (1mM) nfo irradiados (“monoméricos™) e irradiados por 6
horas com luz UV (“poliméricos™)...........ccoovviiinieniiiece s 89

Figura 5.20: Espectros de UV/vis da solugdo tampdo HepeslOmM pH7.4, da
suspensioc de lipossomas poliméricos de DCgoPC (Avanti Polar Lipids) ImM
em tampio, e dos meios reacionals compostos por esta suspensdio de
lipossomas mais; hidrazina; hidrazina e CuCly; e hidrazina, CuCl; e peréxido
de hidrogénio, apds agitacdo sob 37°C+2°C porumanoite..................... 90

Figura 5.21: Espectros de UV/vis do tampio Hepes 10mM (pH7,4), e das
solucdes aquosas de isoniazida e de pirazinarmda em tampdo Hepes 10mM
(pH7,4), ndo irradiadas e irradiadas com luz UV (ldmpada Germetec), a Scm
de distancia da lampada, sob temperatura de 4°C durante 2 horas.............. 93

Figura 5.22: Perfis de concentragio de isoniazida nos filtrados provenientes da
ultra-filtragdo de solugfio da droga em tampdo Hepes 10mM pH7.4 e de
suspenséo de lipossomas polimerizados (irradiacgo com luz UV por 2 horas)
de DCq oPC SmM em tampéo com [D/L]e=3,33. ..o 96

Figura 5.23: Perfis de concentracic de isoniazida nos filtrados provenientes da
ultra-filtragdo de solucdio da droga em tampdo Hepes 10mM pH7,4 e de
suspensdo de lipossomas polimerizados (irradiagio com luz UV por 2 horas)
de DCsoPC 5mM em tampdo com [D/L]e=6,66.......ccccooiiiiiiiiiiiniiirenaens 97

Figura 5.24: Perfis de concentragdo de isoniazida nos filtrados provenientes da
ultra-filtragio de solugdo da droga em tampdo Hepes 10mM pH7,4 e de
suspensio de lipossomas polimerizados (irradiag@o com luz UV por 2 horas)
de DCgoPC 5SmM em tampdo com [D/L];=26,67.......coioiiivimnniiiiceeccae 97



Figura 5.25: Perfis de concentragio de isoniazida nos filtrados provenientes da
ultra-filtragdo de solugfio da droga em tamp3o Hepes 10mM pH74 e de
suspensdo de lipossomas polimerizados (irradiagio com luz UV por 2 horas)
de DC;1sPC 5SmM em tampdo com [D/L},=2,91

Figura 5.26: Perfis de concentragfio de isoniazida nos filtrados provenientes da
ultra-filtrag@io de solugdo da droga em tampdo Hepes 10mM pH7,4 e de
suspensdo de lipossomas polimerizados (irradiagdo com luz UV por 2 horas)
de DC;15PC 5SmM em tampdo com [D/L]=5,81 oo 98

Figura 5.27: Perfis de concentragdo de isoniazida nos filtrados provenientes da
ultra-filtragdo de solugdo da droga em tampdo Hepes 10mM pH7.4 e de
suspensdo de lipossomas polimerizados (irradiagdo com fuz UV por 6 horas)
de DC;oPC 5SmM em tampéo com [D/L}=6,66..........ccoooiiiiiiieeienn. 100

Figura 5.28: Perfis de concentragiio de isoniazida nos filtrados provenientes da
ultra-filtragdo de solugfio da droga em tampdo Hepes 10mM pH7.4 e de
suspensdo de lipossomas polimerizados (irradiaggo com luz UV por 6 horas)
de DC;1sPC 5mM em tampio com [D/L],=581...ccooiiiiiie 100

Figura 5.29: Microscopia eletrdnica de varredura por emussdio de campo (“field
emission scanning electron micrography”’-FESEM) de lipossomas de
DC,:sPC polimerizados por irradiagdo com luz UV durante 2 horas,
liofilizados e reidratados, com [D/L]e=0. ..o 102

Figura Al: Espectro de emissio da ldmpada UVC Germetec mod. LTD-64-S,
220V/60HZ/OAW ...t 119

Figura A2.1: Espectro de 'H-RMN do fosfolipidio diacetilénico DCsoPC (1)
SINLEHZAO. ...ttt s 123

Figura A2.2: Espectro de “"C-RMN do fosfolipidio diacetilénico DCssPC (1)
SIEETIZAGO. ..ottt et 123



xxiv

Figura A2.4: Espectro de “C-RMN do fosfolipidio diacetilénico DCs:PC (Ia)
sintetizado

Figura A2.5: Espectro de 'H-RMN do fosfolipidio diacetilénico DC,1sPC (Ic)
SINEELIZAAO. ..o e 125

Figura A2.6: Espectro de “C-RMN do fosfolipidio diacetilénico DCy,sPC (I¢)
sintetizado..................... e atereeare oo beea i e nbabLeteeab e e b et e s e neesnseeeaeaennee 125

Figura A2.7: Espectro de 1V. do fosfolipidio diacetilénico DCsoPC (1b)
SIMEHZAAO. ..ot et 126

Figura A2.8: Espectro de LV. do fosfolipidio diacetilénico DC;sPC (Ic)
SINEEHZAAO. ..., et 126

Figura A2.9: Espectro de 1.V. do fosfolipidic diacetilénico DCg;PC (la)
SINEEHZAAO. ..ot e e 127

Figura A3.1: Termograma de aquecimento (microDSC) obtido para suspensio
monomérica de DCsoPC em tamp&o Hepes 10mM pH74................... 131

Figura A3.2: Termograma de aquecimento (microDSC) obtido para suspensio
polimérica de DC;goPC em tampfio Hepes 10mM pH74...................... 131

Figura A3.3: Termograma de aquecimento (microDSC) obtido para suspensio
polimérica de DC, ;sPC em tampédo Hepes 1I0mM pH7,4...................... 132

Figura A3.4: Termograma de aquecimento (DSC) obtido para suspensdo
monomérica de DCg oPC em tampéo Hepes 10mM pH7 4....................... 133

Figura A3.5: Termograma de resfriamento (DSC) obtido para suspensdo
monomeérica de DCs oPC em tampio Hepes 10mM pH7 4. ... 133

Figura A3.6: Termograma de aquecimento (DSC) obtido para suspensio
monomeérica de DC;,1sPC em tampéo Hepes 10mM pH74. ... 134



Figura A3.7: Termograma de resfriamento (DSC) obtido para suspensio
monomerica de DC, ;sPC em tampéo Hepes 1I0mM pH7.4...................... 134

Figura A3.8: Termograma de aquecimento (DSC) obtido para suspensido
monomérica de DCq ;PC em tamp&o Hepes 10mM pH7 4., 135



LISTA DE TABELAS

Tabela 4.1. Reagentes e suas quantidades utilizados na reac8o de redugfo do
polimero obtido pela irradiagio dos fosfolipidios diacetilénicos DCyoPC
previamente agregados em liposSsomas.............cocooveioirieecienec e 45

Tabela 5.1: Comparagio dos rendimentos obtidos para a preparagdo de alguns dos
compostos intermediarios 4 € § conforme o co-solvente utilizado (HMPA ou

Tabela 5.2: Temperaturas de transicdo de fase (T} para os fosfolipidios
diacetilénicos, através de calorimetria de varredura diferencial (DSC) e de
microcalorimetria de varredura diferencial (microDSC). Os dados foram
obtidos para suspensbes monoméricas, € para ciclo de aquecimento exceto
onde especificado 0 CONITATNIO. ..............oooeviiiie e 66

Tabela 5.3: Efeito da estocagem sob refrigeraco sobre o tamanho dos lipossomas
monoméricos e poliméricos preparados com o fosfolipidio diacetilénico
DC3g3PC em tampdo Hepes 10mM pH7,4...........oooiiiiiieeieee 74

Tabela 5.4; Efeito da estocagem sob refrigeragdo sobre o tamanho dos lipossomas
monomeéricos e poliméricos preparados com o fosfolipidio diacetilénico
DC,1sPC em tampdo Hepes 10mM pH7,4.......oovviiviiiieeeeeeeeeeeee e 74

Tabela 5.5: Efeito da estocagem sob refrigeracfo sobre o tamanho dos lipossomas
monomeéricos ¢ poliméricos preparados com o fosfolipidio diacetilénico
DC;3oPC em tampdo Hepes 10mM pH7.4 (superindices iguais, a esquerda
dos valores dos didmetros, indicam se tratar da mesma amostra)................ 75

Tabela 5.6: Efeito dos ciclos de congelamento e descongelamento (20ciclos) entre
as etapas de hidratagdo do filme lipidico e extrusdo da suspensdo lipidica,
durante a preparagio dos lipossomas, sobre o tamanho dos lipossomas
monomeéricos e poliménicos de DCsoPC em tampio Hepes 10mM

Tabela 5.7: Tamanho das particulas nas suspensbes de lipossomas em tamp@o
Hepes 10mM pH74 antes da lofilizagdo, e apdés a reidratagio dos



xxvii

lipossomas liofilizados com tampio Hepes 10mM pH7,4, determinado por
espalhamento de luz quasi-elastico (QLS). Os lipossomas polimerizados
foram irradiados por 2 horas comluz UV ... 94

Tabela 5.8: Efeito do tempo de irradiagio (2 horas ou 6 horas) sobre o tamanho
das particulas apés a reidratacio dos lipossomas liofilizados com tampéo
Hepes 10mM pH7.4, determinado por espalhamento de luz quasi-elastico
100 ] 5 TSSO U OOV U OUR USRS UUSUTURO 101



NOMENCLATURA

A: comprimento de onda da radiacio eletromagnética (nm)

BA. acido barbitirico

Br-MOM: brometo de metoxi-metila

BTMSBD: 1,4-bis(trimetilsilil)butadiino

CCD: cromatografia em camada delgada

CF: carboxifluoresceina

CMC: concentragdo micelar critica

BC-RMN: espectroscopia de ressondncia magnética nuclear de carbono
DCC: dicicloexilcarbodiimida

DCPC: fosfatidilcolina diacetilénica {(diacetylenic phosphatidyicholine)

DC,-PC: fosfatidilcolina diacetilénica, onde o subindice “m” indica o mimero de
grupos metileno presentes na cadeia proximal (entre o grupo diacetileno e o
carono carboxilico), e o subindice “n” indica o nimero de grupos metileno

na cadeia distal (entre o grupo diacetileno e a metila terminal).
DHP: diidropirano
DIC: diisopropilcarbodiimida
DIPEA: diisopropiletilamina
[D/L]: relagdo molar droga:lipidio
DMAP: dimetilaminopiridina
DMF: dimetilformamida
DMPC: diminstoilfosfatidilcolina
DMPU: N, N-dimetilpropileneuréia

DNPC: 1,2-dinonanoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina



DRYV: vesiculas obtidas por desidratagio e reidratagio (dehydration-rehydration

vesicles)

DSC: calorimetria de varredura diferencial

EtOAc: acetato de etila

GPC.CdCly: glicerofosforilcolina complexada com cloreto de cadmio
HMPA: hexametilfosforamida

'H-RMN: espectroscopia de ressonincia magnética nuclear de préton
I. intensidade de energia radiante por unidade de area (mW/cm?)

IV: infravermelho

LUV: lipossomas unilamelares grandes (large unilamellar vesicles)
MILV: lipossomas multilamelares (multilamellar vesicles)

MOM: metoxi-metila

PC: fosfatidilcolina (phosphatidyicholine)

PDA: 4cido 10,12-pentacosadiinbico (pentacosadiynoic acid)

PDATAZ: molécula com duas cadeias de PDA ligadas covalentemente aos grupos

amina na posi¢io orto da molécula de triaminotriazina

PDC: dicromato de piridinio

QLS: espalhamento de luz quasi elastico (quasielastic light scattering)
SUV: lipossomas unilamelares pequenos (small unilamellar vesicles)
TAZ: triaminotriazina

T, : temperatura de transi¢fo de fase

T, : temperatura de transigao de fase principal



THEF: tetraidrofurano

THP: tetraidropirano

TMS: trimetilsilano

TsOH: acido para-toluenosulfonico
UV: ultravioleta

UV/vis: espectrometria na regifio do ultravioleta e do visivel



1. Introducio 1

1. INTRODUCAO

No dltimo século, houve um grande desenvolvimento na tecnologia de
obtengdo de novos medicamentos, mas ¢ modo de administragio das drogas para a
terapia de diversas doencgas nio se desenvolveu significativamente, Desta forma,
0s compostos terapéuticos ainda s30, na sua maioria, administrados ao paciente de
maneira arcaica e pouco eficiente, o que geralmente conduz a manifestagio de

efeitos colaterais indesejaveis.

Desde meados da década de 1960 quando foram descobertos, 0 campo de
utilizagdo dos lipossomas vem crescendo muito, envolvendo aplicagBes na
biofisica e na quimica (catalise, separacio e purificagio, bioeletrfnica,
fotossintese, reconstituido de proteinas e estudo de membranas celulares), na
farmacologia ¢ na medicina (administrago de drogas e vacinas, diagnosticos in
vitro), na cosmetica, na engenharia genética (como veiculos para introdugio de

acidos nucleicos nas células) e na industria de alimentos (Lasic, 1993).

Lipossomas, ou vesiculas lipidicas, sfo estruturas ocas nas quais o volume
aquoso central é completamente circundado por uma membrana composta de
lipidios (normalmente, fosfolipidios e colesterol), podendo apresentar didmetros da
ordem de dezenas de nandmetros a dezenas de micra. Por consistirem de uma parte
polar ou cabega hidrofilica (grupo fosfato), ligada a uma cauda hidrofobica apolar
(geralmente formada por duas cadeias longas de 4cidos graxos), os fosfolipidios
exibem propriedades anfifilicas e tendem a agregar-se em estruturas ordenadas acima
de uma concentragdo critica A estrutura em bicamadas, caracteristica dos
lipossomas, confere-lhes a capacidade de alojamento de substincias de natureza
hidrofilica, hidrofébica ou anfifilica, bem como a permeagio de compostos
hidrofilicos encapsulados através da membrana lipidica (Ostro, 1987a; Lasic,1992).

Os lipossomas fazem parte dos sistemas de liberagdo controlada de
medicamentos da medicina moderna ao lado dos hidrogéis e “patches” topicos,
dentre outros. Destacam-se entre as demais macromoléculas empregadas como
veiculos de administragdo de drogas, tais como os copolimeros sintéticos, os

polissacarideos, os polidnions ¢ os anticorpos, por mimetizarem a membrana
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celular e interagirem mais efetivamente com as células. Varios estudos
demonstram as aplicagBes dos lipossomas em doengas que afetam o sistema
reticuloendotelial e as células sanguineas, e como veiculos para agentes usados na
terapia de cédncer. Além disso, formulagGes de lipossomas contendo agentes
antivirais, anti-maldria, anti-inflamatoédos,  anti-fingicos,  antibidticos,
prostaglandinas, esterdides e broncodilatadores tém sido pesquisadas com

resultados promissores nos tltimos anos (Ranade, 1989).

Varios grupos de pesquisa demonstraram em estudos pré-clinicos a
potencialidade do uso de diferentes drogas encapsuladas em lipossomas na terapia
de diversas doengas, entre elas a leishmaniose, a artrite ¢ especialmente o cincer
(Ostro, 1987a; Ostro, 1987b; Lasic,1992; Lasic e Martin, 1995). O projeto racional
de vesiculas contendo drogas ou vacinas encapsuladas aliado ao avango recente na
tecnologia de lipossomas culminou no desenvolvimento de diversas formula¢Ges
injetaveis ja comercializadas.

A utilizagio de sistemas de liberagfio controlada para a administragio de
medicamentos vem recebendo cada vez mais atengio em anos recentes. Os
principais motivos desse interesse sfo a possibilidade de agentes biologicamente
ativos serem administrados de uma forma mais segura e eficaz, aumentando o
indice terapéutico de medicamentos (razdo entre a eficiéncia da droga e seus
efeitos colaterais indesejaveis) e, em alguns casos, permitir o desenvolvimento de
novas terapias, bem como a crescente verificagdo de que o padrio de oferta da
droga (continua ou em pulsos) é um importante fator na resposta a terapia. Por
outro lado, os elevados custos do desenvolvimento de novas drogas (acima de 150
milhdes de dolares) frente aos custos do desenvolvimento de veiculos para a
administragio de drogas j4 existentes tornam os sistemas de libera¢do controlada
muito atrativos. (Langer, 1990).

O projeto e preparagio de lipossomas para a administragio de
medicamentos € um campo essencialmente interdisciplinar, onde as contribui¢des
das areas médica, farmacologica, quimica e engenharia quimica s3o fundamentais,
dentre outras, para a producdo de veiculos cuja agdo seja efetiva na terapia

utilizada.
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Apesar do numerc significativo de trabalhos de pesquisas, o
desenvolvimento de lipossomas para aplicacbes farmacéuticas tem sido lento pelo
fato dos lipossomas convencionais ainda apresentarem limitagBes, principalmente
relativas & sua incipiente estabilidade em meios fisiolégicos e ao seu rapido
reconhecimento pelo sistema imunolégico (Haumann, 1995; Talsma e Crommelin,
1993). Além disso, eles sdo limitados & administrag8o parenteral, uma vez que na
administra¢8o oral os lipossomas ndo resistem & ag3o dos sais biliares e das

enzimas fosfolipases presentes no sistema digestivo (Regen, 1987).

A estabilidade dos lipossomas esta associada as interagBes com os
componentes do meio, os quais tendem a ser adsorvidos na superficie ou penetrar
na bicamada lipidica, desestabilizando-a. Em consequéncia disso, ha a perda da
droga encapsulada devido ao rompimento parcial ou total da sua estrutura (Talsma

e Crommelin, 1993).

Devido ao rapido reconhecimento dos lipossomas pelas células de
macrofagos, o seu tempo de vida na circulagio sanguinea € muito curto, ocorrendo
acimulo dos lipossomas em orgéos do sistema reticuloendotelial, principalmente
figado e bago (Haumann, 1995, Woodle et al., 1994). Esta limitacdo foi
contornada pela incorporacdo na superficie das vesiculas de monémeros lipidicos
contendo cabegas polares derivatizadas com polimeros. Dentre os polimeros
usados, o polietilenoglicol foi o que apresentou melhores resuitados. (Woodle ¢
Lasic, 1992; Woodle et al., 1992) Os lipossomas assim produzidos apresentam
meia-vida de aproximadamente 24 horas no sistema circulatério, sendo
denominados de lipossomas evasivos ou “stealth liposomes™”, Mais recentemente,
outros polimeros anfipaticos, como o poli(2-metil-2-oxazolina) e poli(2-etil-2-
oxazolina) conduziram a bons resultados, mas as suas toxicidades ainda nfo foram

determinadas {Woodle et al., 1994).

Lipossomas com a superficie modificada com polietilenoglicol ndo so
resistem a0 ataque de proteinas e, consequentemente, de macrofagos, mas também
s30 mais estaveis em presenca de moléculas pequenas como as de tensoativos ndo
idnicos. (Ribas, 1993). Apesar da maior estabilidade alcancada com os lipossomas

“stealth™ nas aplicagBes por via intravenosa, a bicamada lipidica ainda é muito
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fragil para resistir as agressdes dos componentes do meio digestivo e trato

intestinal nas aplica¢des por via oral.

Dentro desse contexto, os lipossomas polimerizados compdem uma classe
relativamente nova de vesiculas de fosfolipidios, cujos resultados sobre a sua
maior estabilidade i vivo em administragio por via oral tém sido promissores,

quando comparados com lipossomas convencionais (Regen, 1987).

O estudo sobre a producdo e caracterizagdo de lipossomas polimerizados
desenvolveu-se a partir do final da década de 1970 e inicio da década de 1980
(Day et al., 1979; Johnston et al., 1980; Hub et al, 1980; Kunitake et al., 1981),
sendo que atualmente esta area vem recebendo atengdio crescente devido s suas
potencialidades. As aplicagBes desses lipossomas para a liberago controlada de
medicamentos t€m conduzido & bons resultados, embora ainda sejam escassos os

trabalhos neste campo.

Existe uma grande variedade de lipidios polimerizaveis, sendo na sua
maioria sintéticos ou semi-sintéticos. Conforme o mondmero polimerizavel
empregado, a ligagdo polimérica pode ocorrer em diferentes regides da membrana
do lipossoma (Ringsdorf et al.,, 1988; Regen, 1987). Entre os mondmeros mais
amplamente utilizados estfio os lipidios analogos aos fosfolipidios naturais. Estes
lipidios normalmente contém algum dos seguintes grupos polimerizaveis: 1,3-
butadieno, 1,3,5-hexatrieno, 1,3-butadiino (diacetileno), metacrilato, tiol, lipoiloxi
ou estireno, que sdo introduzidos nas cadeias de acido graxo ou na cabega polar
dos mondmeros (Regen, 1987; Lasic, 1993; Blume, 1991).

A presenca de grupos diacetilénicos nas cadeias dos fosfolipidios produz
ligagdes cruzadas quando polimerizados, originando bicamadas mais resistentes
quando comparadas aquelas obtidas com os correspondentes dienos ou trienos. A
posi¢do dos grupos polimerizaveis na cadeia dos fosfolipidios produz alteragBes
significativas nas propriedades resultantes da bicamada lipidica, muitas das quais
ainda nfio se encontram caracterizadas. Um outro aspecto ainda ndo explorado na
literatura € a possibilidade de se incrementar ainda mais a estabilidade da
bicamada lipidica pela reducio das insaturacbhes remanescentes apds a

polimerizagio. Nesse caso a rede polimérica estaria teoricamente menos
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susceptivel ao ataque do meio acido existente no estdmago e dos componentes do
plasma sanguineo, minimizando-se também a degradaciio dos fosfolipidios por

reacOes de oxidagdo.

Os lipossomas polimerizados oferecem maior estabilidade in vifro e in vivo
devido a sua menor propensio aos processos de troca, remocio direta e
transferéncia liquida de lipidios, a4 perda descontrolada da droga e a fusdo
lipossoma-lipossoma ¢ lipossoma-célula (Regen, 1987). Os estudos sobre a
aplicacio farmacéutica de lipossomas polimerizados s3o recentes ¢ ainda escassos;
porém, a maior estabilidade dos lipossomas polimerizados em relagio aos
convencionais e a versatilidade de lipidios polimerizéveis, tém conduzido a
relevantes pesquisas principalmente para a administragio de medicamentos
encapsulados (Okada et al, 1995; Chen et al., 1996a; Chen et al., 1996b), para o
transporte de oxigénio in vivo (Hayward et al., 1985) e para o recobrimento de
superficies visando aumentar sua biccompatibilidade (Hall et al., 1989; Chapman e
Charles, 1992; Von Segesser et al., 1999). Os lipidios diacetilénicos dispostos em
membranas artificiais também vém sendo estudados como biosensores,
principalmente no desenvolvimento de sistemas para diagnésticos, gragas as
alteracOes colonmétricas possibilitadas com a polimerizagio (Charych e Nagy,
1996; Cabral, 2000). Lipidios diacetilénicos também s3o potencialmente 1teis na
obtencdo de materiais especiais, por exemplo aqueles gerados pela metalizagio da
superficie de microtubos (Singh et al, 1995), ¢ na obtengio de padrles para

impressdo com alta resolugio (escala nanométrica) em metais (Chan et al., 1995).

Este trabalho representa uma contribui¢io ao estudo dos lipossomas
polimerizados, no qual foram realizados o estudos da sintese de fosfolipidios
polimerizaveis, preparagio e caracterizacio dos lipossomas, abordando os aspectos
da cinética de polimerizac#o e estabilidade em presenca de tensoativos, e avaliagio
da capacidade de encapsulamento de drogas hidrofilicas. Os lipidios
polimerizaveis sintetizados foram: 1,2-bis(heptadeca-10,12-diinoil}-sn-glicero-3-
fosfatidilcolina (DCg3PC, Ia) e 1,2-bis(tricosa-4,6-diinoil)-sn-glicero-3-
fosfatidilcolina (DC;,1sPC, Ic), inéditos na literatura, além do fosfolipidio

diacetilénico mais amplamente estudado e disponivel comercialmente 1,2-
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bis(tricosa-10,12-diinoil)-sn-glicero-3-fosfatidiicolina (DCyoPC, 1b), tomado
como referéncia (Esquema 1.1). Lipossomas polimerizados foram preparados com
os trés fosfolipidios sintetizados, e os efeitos do posicionamento do grupo
diacetileno ao longo das cadeias dos acidos carboxilicos e do tamanho das cadeias
acila foram estudados com relagdo ao raio hidrodindmico das vesiculas, & cinetica
de polimeriza¢80 e a estabilidade em presenca de tensoativos. A capacidade de
encapsulamento de drogas hidrofilicas foi avaliada com o composto terapéutico

isoniazida, pela técnica da liofilizagfio e reidratacio das vesiculas.

DC;PC ¢
| } {padrao) | ) | DCassP

Esquema 1.1. Estrutura das fosfatidilcolinas diacetilénicas DCgsPC, DCssPC e DCysPC
sintetizadas neste trabatho, relacionando os subindices “m” ¢ “n” da sigla DC, ,PC com o nfinero
de grupos metileno nas cadeias acila entre o dzaceuleno e o carbono carboxilico, ¢ entre o
diacetileno ¢ o grupo metila terminal.



A redu¢io das insaturagbes das cadeias poliméricas dos fosfolipidios
diacetilénicos agregados em lipossomas, inédita na literatura, foi conduzida
através da reagdo com o composto diimida, gerado in sity a partir do reagente
hidrazina. Esta reducdo foi realizada visando aumentar ainda mais a estabilidade
da bicamada e simultaneamente diminuir a permeabilidade da membrana aos

compostos encapsulados.
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2. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho € contribuir para o desenvolvimento do processo
de produg@io de lipossomas polimerizados, através do estudo da sintese dos
fosfolipidios diacetilénicos 1,2-bis(heptadeca-10,12-diinoil)-sn-glicero-3-
fosfatidilcolina (DCg3PC), 1,2-bis(tricosa-4,6-diinoil)-sn-glicero-3-fosfatidilcolina
(DC;,15PC) e 1,2-bis(tricosa-10,12-diinoil)-sz-glicero-3-fosfatidilcolina (DCsgoPC),
e da preparacdio ¢ caracterizagio de lipossomas polimerizados com os lipidios
sintetizados, visando a aplicagdo desses lipossomas na administragio de

medicamentos.

Os aspectos estudados em cada etapa e as suas interrelagdes sdo

apresentados no diagrama abaixo:

+ Influéncia do grupo protetor

Sintese e Caracterizagido dos » Influéncia do co-solvente
Fosfolipidios DCs3PC, {— | Renaimentodoprocesso
« Estabilidade dos intermediari
Dcz;lspc e DC3PC Hidade dos i rios
+ Comportamento de agregacaoc dos

fosfolipidios diacetilénicos

+  Temperatura de transi¢ae de fase
» Influéncia da posigao das insaturagdes

e do comprimento da cadeia acila nas
Preparacao e Caracterizagio <__: propriedades  fisico-quimicas:  raio
dos Lipossomas Polimerizados hidrodinamico, cinética de
polimerizagdo e estabilidade em
presenca de tensoativos
*» Factibilidade de redugdic dos lipidios
polimerizados
Avaliagdo da Capacidade de +  Influéncia da posigio das insaturacoes
_—
Encapsulamento de Drogas G na eficiéncia de encapsulamento
Hidrofilicas ¢ nfiuéncia da extensdo da polimerizacdo
sobre a capacidade de encapsulamento
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Fosfatidilcolinas Diacetilénicas

As fosfatidilcolinas diacetilénicas sdo moléculas lipidicas que, até onde se
sabe, ndo ocorrem na natureza. Elas sfo preparadas a partir de sintese quimica
(Johnston et al., 1980), sendo que diferentes fosfatidilcolinas diacetilénicas tém
sido sintetizadas (Blume, 1991). Por outro lado, existe na literatura relato da
recuperagdio de fosfolipidios e glicolipidios diacetilénicos a partir da cultura da
bactéria Acholeplasma laidlawii em meio contendo acido carboxilico diacetilénico
sintético, indicativo da possibilidade da obtengio de fosfatidilcolinas diacetilénicas
pela via biossintética (Leaver et al.,, 1982). Acidos carboxilicos diacetilénicos e
gliceridios diacetilénicos sdo de ocorréncia rara na natureza. Recentemente Santos
e Cavalheiro (2000) isolaram dois desses compostos a partir do dleo da semente de
Porcelia macrocarpa. o acido 12,14-octadecadiinbico e um trigliceridio dele

derivado (Esquema 3.1).

o
// OH
w

Acido 12,14-octadecadiinéico

i RouR,
RouR;
O\[(R

O
R = acido S-octadecendico
Ry= acide 12,14-cctadecadiindico

Esquema 3.1: Lipidios diacetilénicos naturais recentemente isolados: dcidos 12,14~
octadecadiindico e trigliceridio derivado (Fonte: Santos e Cavatheiro, 2000).

Em relagio & interagfo de fosfatidilcolinas diacetilénicas com sistemas
biologicos, estudos indicaram que as fosfatidiicolinas diacetilénicas agregadas em

lipossomas monoméricos ou polimerizados nfo sio trombogénicas (Hayward e
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Chapman, 1984; Hayward et al, 1985, Chapman e Charles, 1992). Mais
recentemente, testes ex-vivo realizados com filmes de DCPC monoméricos e
polimerizados recobrindo superficies expostas ao sangue apresentaram
- tromborresisténcia tio boa ou superior aquela obtida quando heparina foi utilizada
no recobrimento da mesma superficie, demonstrando a biocompatibilidade das

fosfatidilcolinas diacetilénicas (Von Segesser et al., 1994).

3.1.1 Sintese

Johnston et al. (1980) foram os primeiros a descrever a sintese quimica e a
polimerizacdo de fosfatidilcolinas diacetilénicas (DCsoPC e DCg ;i PC). Sua rota
sintética é baseada em um acoplamento assimétrico de Chodkiewicz (Chodkiewicz
e Cadiot, 1955) entre um I-iodoalcino e um acido alcindico para a geragdo do
acido diacetilénico (ou diindico) desejado. Este composto € convertido ao seu
anidrido pela adigdo de dicicloexilcarbodiimida (DCC). Posteriormente, o anidrido
¢ submetido a reagdio com glicerofosfatidilcolina complexada com cloreto de
cadmio, em presenca de dimetilaminopiridina (DMAP), para a obtengdo da
fosfatidilcolina diacetilénica. O método desenvolvido por Johnston et al. (1980)
para a preparagao dos 4cidos diacetilénicos apresenta como principals
desvantagens a necessidade de preparagdo do I-iodoalcino, o baixo rendimento
para a reacdio de acoplamento assimétrico de Chodkiewicz quando A&cidos
alcindicos de cadeia mais longa sdo utilizados, e a frequente contaminagio dos

acidos diindicos assimétricos por acidos diacetilénicos simétricos (Xu et al., 1991).

Uma segunda e mais direta rota sintética para a obten¢do de acidos graxos
diacetilénicos foi proposta em 1991 por Xu et al.. Esta metodologia envolve
alquilagdes sequenciais dos 4tomos de carbono 1 e 4 do composto 1,4-
bis(trimetilsilil)butadiino (BTMSBD) com haletos de alquila adequados. Através
desta rota sintética, os autores prepararam quatro isOmeros posicionais do écido
octadecadiindico, além dos 4cidos 12,14-pentacosadiindico e 12,14-
heptacosadiindico, todos com bons rendimentos. O método proporciona a
obtengdo dos acidos diacetilénicos — etapa mais critica da sintese dos fosfolipidios

diacetilénicos - de uma forma mais simples e com rendimentos bastante
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adequados, tornando-se ainda mais atraente pelo fato do composto 1,4-
bis(trimetilsilil)butadiino ser comercialmente disponivel (Aldrich).

3.1.2. Polimerizagiio
3.1.2.1. Mecanismo da reacio

A polimerizagiio em estado sélido de compostos diacetilénicos ocorre
através de uma reacgfio de adigio 1-4 entre o dtomo de carbono 1° do grupo
diacetilénico de uma molécula com o 4tomo de carbono 4’ do grupo diacetilénico
da molécula adjacente, com a formagfio de uma cadeia polimérica totalmente
conjugada, (sempre na forma trans), conforme apresentado no Esquema 3.2. Neste
esquema € apresentada apenas uma estrutura de ressonincia da cadeia polimérica,
pois as ligagBes simples apresentam um certo cariter de dupla ligacdo. A
conjugacio da cadeia polimérica é resultante do intercalamento de ligacdes
simples carbono-carbono entre ligagbes duplas e ftriplas consecutivas. A
polimerizagio dos mondmeros € uma reacfio topoquimica, podendo ser obtida niio
sé pela irradiagio com luz ultravioleta (UV), mas também através do aumento da
temperatura (abaixo da temperatura de fusfo) ou sob a agéio de radiacio de alta
energia, ou seja, radiagdes de baixos comprimentos de onda (Wegner, 1977).

Esquema 3.2: Reaciic de polimerizacio de compostos diacetilénicos.
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Reagles topoquimicas, segundo a definicio de Wegner (1977), sdo as
reacdes em que as alteragdes quimicas somente ocorrem quando o sistema esta
estruturalmente ordenado, com as geometrias e simetrias espaciais relativas as
moléculas vizinhas, bem como as possibilidades de aproximagéo e contato entre

os sitios de reagdo, estritamente limitadas e bem definidas.

3.1.2.2. Fatores que influenciam a polimerizacio

A defini¢fio de reagio topoquimica apresentada anteriormente deixa claro
que a polimerizagdio dos fosfolipidios diacetilénicos ¢ influenciada pelo
empacotamento dos monémeros no interior da bicamada lipidica. Um dos fatores
que afetam a reatividade, por influir diretamente no empacotamento dos
mondmeros, € a estrutura da molécula diacetilénica. A partir de dados de mais de
uma centena de diferentes compostos diacetilénicos, Wegner (1977) formulou
algumas regras tais como: os substituintes nfio exercem efeitos indutivos
significativos sobre o comportamento da reagfio; os substituintes volumosos,
capazes de impedir uma aproximagdo adequada (menor que 0,4nm) entre 0s
grupos diacetilénicos, minimizam ou mesmo impossibilitam a ocorréncia da
reacdo de polimerizagio. Isso explica a razio pela qual o composto 14-
bis(trimetilsilil)butadiino nfo sofre polimerizagio (apresenta grupos volumosos
ligados aos carbonos 1 e 4). Qutras regras estabelecem que anéis aromaticos, tanto
na condi¢do de substituintes como também no caso do grupo diacetilénico fazer
parte do anel, nfo interferem na reatividade pelo fato de uma aproximagio
adequada na diregio perpendicular ao plano dos anéis ser possivel, e que a
possibilidade de formacio de pontes de hidrogénio entre os grupos substituintes
laterais favorece uma maior reatividade dos mondémeros. Por exemplo, os alcoois e
os acidos diacetilénicos rapidamente polimerizam na fase sélida (a formacgio de
pontes de hidrogénio e as interagdes de Van der Waals aproximam as partes
hidrofilicas e hidrofébicas, respectivamente, das moléculas). Apesar dessas regras
e da racionalizaco da reagdo de polimerizagio em termos do posicionamento
relativo dos mondmeros, a compreensio tedrica que se tem a respeito das

propriedades do empacotamento das moléculas ainda ¢ insuficiente para se
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predizer com exatiddo se um determinado composto vai ou ndo soffer

polimerizagdo sob determinada condi¢cdo (Wegner, 1977; Baugham ¢ Yee, 1978).

Uma condigdo necessiria para a ocorréncia da polimerizacdo dos
fosfolipidios diacetilénicos é que as moléculas devem estar no estado sélido
cristalino (ou gel), onde os grupos diacetilénicos encontram-se bem
emparelhados, resultado da maior ordenaciio das cadeias acila. Entretanto, esta
condi¢do, por si sé, nio é suficiente para garantir o avango da reagio de
polimerizacdo. Johnston et al. (1980) estudaram a polimerizagio de DCsoPC
disposta em monocamada na interface ar-agua (a 7°C, sob Nz), em multicamada
sobre suporte hidrofobico (Teflon), em lipossomas (LUV, MLV, SUV) e, ainda,
em discos obtidos pela compressdo da mistura de DCqsPC com KBr. A radiagio
foi gerada por uma fonte com pico de intensidade de radiagio em 254nm
(1200uW/cm?; d=152cm). Os pesquisadores observaram que a polimerizagio
somente ocorria sob temperaturas inferiores 4 temperatura de transicdo de fase
(T~=38,5 °C). A monocamada nio apresentou polimerizagio apés irradiagdo sob
temperatura de 7°C. Nos lipossomas grandes (LUV ¢ MLV) constatou-se a
polimerizagiio ap6s irradiagdo a 0°C durante 5 minutos, porém ela nio ocorreu
para os lipossomas unilamelares pequenos (SUV) sob as mesmas condigdes.
Baseado nesses resultados, pode-se dizer que a reagio de polimerizag8io depende
nfo sO das moléculas de DCPC estarem na fase gel (T<T.), como também da
forma como elas estfic agregadas nesta fase. No caso dos lipossomas, a agregagio
também € fun¢Bo do tamanho das vesiculas, pois a curvatura influencia ¢

empacotamento das moléculas anfifilicas.

A influéncia do historico térmico das vesiculas é bem caracterizada através
das curvas de fotossensibilidade para ¢ DCysPC, obtidas por O’Brien, Whitesides
e Klingbiel (1981) e apresentadas na Figura 3.1 (Lopez, O’Brien e Whitesides,
1982(i1)). Pode-se observar que a bicamada lipidica preparada sob temperatura
inferior 4 T. (T=40°C) ¢é fotossensivel, mas quando aquecida até temperaturas
superiores & T. ela torna-se insensivel a radiagio UV. Por outro lado, bicamadas
produzidas sob temperaturas acima da temperatura de transi¢io de fase do

fosfolipidio diacetilénico sfio insensiveis & luz UV. Sua sensibilidade a esta
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radiacdo somente comeca a ser recuperada quando se resfria a bicamada até
temperaturas proximas de 0°C. Dessa forma fica evidenciada a histerese de

fotossensibilidade para as bicamadas preparadas com DCs oPC.

[ ——
sstado sansival
#luz

Fotogsensibilldade —3»

ém-—
estado insensivel
diuz

Temperatura (°C)

Figura 3.1: Histerese de fotossensibilidade para bicamadas lipidicas de DCyyPC. (Fonte: Lopez,
O’Brien ¢ Whitesides, 1982(ii))

A fotossensibilidade da DCsoPC foi comparada por Lopez, O’Brien e
Whitesides (1982(1)) com a de outros dois lipidios diacetilénicos (um
dialquilfosfato e um sal de dialquildimetilaménio). Foi verificada que a eficiéncia
da polimerizaciio do DCgoPC, sob as condigbes de maior sensibilidade (maxima
intensidade de radiaciic em 254nm, atmosfera inerte, agregados na forma de
vesiculas grandes ou bicamadas hidratadas e T<T, ), era bem inferior a das outras
duas espécies. O polimero obtido para a fosfatidilcolina diacetilénica apresentou
coloragio vermelha, porém aqueles obtidos para os dois outros compostos

apresentaram coloracio azul, o que pode indicar uma estrutura polimérica maior
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¢/ou melhor ordenada (Patel et al., 1978; Patel et al,, 1979). Os autores sugerem
que a reacdo de polimerizagdo € sensivel 2 estrutura lipidica e & sua conformacdo,
além da temperatura relativa 2 T. e do tamanho e historico térmico das vesiculas
(O’Brien, Whitesides e Klingbiel, 1981). Eles se basearam no fato de que as
cadeias alquila o e B das moléculas de DCyoPC dispostas na bicamada nio estdo
posicionadas simetricamente entre si, pois o grupo glicerol do fosfolipidio
encontra-se disposto perpendicularmente ao plano da bicamada lipidica. Desta
forma, o arranjo estereoquimico favorece somente as ligagfes intermoleculares
o~ e B-B. Além disso, a cadeia polimérica formada em cada microrregiio da
bicamada poderia ser do tipo o ou B, e o crescimento de uma delas tornaria menos
adequado o arranjo estereoquimico para o crescimento da outra cadeia polimeérica.
No caso das moléculas de dialquilfosfato e do sal de dialquildimetilamonio, as
cadeias estariam simetricamente dispostas, permitindo uma aproximagdo mais

adequada entre os grupos diacetilénicos, tanto intra quanto intermolecularmente.

Com relac@o 3 extensfo da polimerizacdo e tipos de cadeias polimeéricas
obtidos, os resultados apresentados por Johnston et al. (1983) para a DCgoPC e a
DCs,13PC indicaram que fosfatidilcolinas diacetilénicas com cadeias acila idénticas
formam cadeias poliméricas mais curtas, que podem ser interconectadas entre si
através do glicerol presente nas moléculas de DCPC, formando co-polimeros. Por
outro lado, fosfatidilcolinas diacetilénicas com cadeias acila mistas derivadas das
duas moléculas acima (contendo ¢ grupo diacetilénico em apenas uma delas)

originam polimeros lineares mais longos.

No trabalho de Hupfer et al. (1983), foi estudada a polimerizagio de
lipossomas compostos pelo fosfolipidio diacetilénico DCg12PC. Quando as
vesiculas recém-preparadas eram resfriadas até a temperatura ambiente e
irradiadas com luz UV (lampada de Hg de alta pressdic ¢ 240W, a 30 cm de
distdncia, com a amostra em cubeta de Icm e sob atmosfera de Nz), a
polimerizagdo ndo ocorria. Ela somente aconteceu quando a amostra foi resfriada
até a temperatura de 0°C, bem inferior & T. (T=51,5°C/aquecimento, e
T=35°C/resfriamento, para o DCg12PC), com a cor da suspensio sendo alterada

para vermelho/laranja apés a irradiagdio da amostra por 114 minutos. Foi
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verificado, entretanto, que a suspensfo de lipossomas recém-preparada e estocada
sob temperatura ambiente durante 2 semanas tornou-se susceptivel &
polimerizac¢io sob qualquer temperatura inferior a T.. Os autores atribuiram essa
observagdo a um possivel efeito cinético, demonstrado pelo fato de que o
resfriamento das vesiculas recém-preparadas até a temperatura ambiente ndo
conduzia & cristalizagdo imediata do sistema, ou melhor, o arranjo das moléculas
resultante do resfriamento do sistema e a sua passagem para o estado cristalino
ainda ndo atingia a forma mais ordenada, sendo necessario maior tempo ou

refriamento até 0°C para a necessaria agregacio.

Os efeitos sobre a polimerizacio decorrentes do posicionamento do grupo
diacetilénico nas cadeias acila, e do tipo de ligacdo (éster ou éter) destas cadeias ao
glicerol foram estudados por Rhodes, Xu e Bittman (1992). Lipossomas
preparados a partir do diéster DC, 10PC pela hidratagdo do filme lipidico seco com
solucdo 0,06M KCl, sob temperatura inferior a T, sofreram polimerizagdo apos
irradia¢do com luz UV (A=254nm), por 1h a 4°C, com sua cor alterando-se para
azul. Entretanto, lipossomas preparados com um isémero do DC; 10PC contendo o
grupo diacetilénico deslocado do carbono 4° para o carbono 5° da cadeia acila
ligada ao carbono o do glicerol , com o isdmero diéster DCg 4PC, ou com o diéter
de cadeias acila derivadas dos acidos 4,6-octadecadiindico e 5,7-octadecadiinéico,
nio sofreram polimerizacdo sob as mesmas condigdes. Como todos os lipidios
testados apresentavam cadeias acila com ¢ mesmo nimero de atomos de carbono
(18), ficou demonstrado que a polimerizagio ¢ dependente tanto da posi¢do do
grupo diacetilénico, quanto do tipo de liga¢8o das cadeias acila ao glicerol. Tais
variagbes das moléculas podem ter promovido a interdigitacdo entre as
monocamadas e/ou um desordenamento acentuado, como indicado pelas andlises

por difragdo de raios-X de baixo dngulo.

O efeito do tamanho das vesiculas sobre a polimerizaggo foi estudado por
Peek et al. (1994) através de cromatografia por exclusio de tamanho e de
espectrometria de massa, utilizando o fosfolipidio DCysPC. Lipossomas de
tamanhos definidos foram preparados por extrusfo através de membranas de
50nm, 100nm, 400nm e 600nm. As suspensdes (em agua destilada deionizada)
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foram resfriadas de 50°C até 25°C, e polimerizadas nesta temperatura pela
irradiagdo em um reator fotoquimico Rayonette durante 5 minutos, obtendo-se
suspensdes levemente alaranjadas. Quando irradiadas a 4°C, a cor da suspensio
tornou-se vermelha, indicando uma menor eficiéncia da polimerizagdo para os
polimeros obtidos a 25°C. O fato de se ter conseguido a polimerizagio das
vesiculas (previamente aquecidas acima da T.) & temperatura de 25°C evitou as
alteragOes morfologicas indesejaveis (descritas no item 3.1.3 a seguir), j& que 0s
tamanhos das vesiculas praticamente nio sofreram alteragdes em decorréncia da
fotopolimerizagdo. A espectrometria de massa permitiu a identificacdio de dimeros
e trimeros dos metil-ésteres das cadeias acila dos lipossomas polimerizados, porém
a técnica ndo permitiu verificar a presenga de cadeias poliméricas de maior peso
molecular. Os resultados da cromatografia por separagio de tamanhos obtidas com
os lipidios polimerizados e com os produtos da sua transesterificagio (ie, os
metil-ésteres dos 4acidos diacetilénicos ¢ dos seus derivados poliméricos)
indicaram um aumento do peso molecular com o0 aumento do tamanho das
vesiculas de 50nm a 300nm, diminuindo para vesiculas de 600nm. Neste caso,
observou-se a precipitacdo de um material laranja na dispersdo, compativel com
um polimero de maior peso molecular. Assim os autores conseguiram uma
comprovagio de que a eficiéncia da polimerizac8o € incrementada com o tamanho
das vesiculas até 300 nm. A analise comparativa dos pesos moleculares dos
polimeros permitiu demonstrar a presenga ndo s6 de polimeros lineares (obtidos
pela participagdo de apenas um dos dois grupos diacetilénicos das moléculas de
DCPC), como também de polimeros ramificados, indicativos da existéncia de
ligacBes cruzadas, geradas pela participagdo das duas cadeias acila de um mesmo
fosfolipidio diacetilénico na rede polimérica (Figura 3.2). Este resultado
aparentemente contradiz o que Lopes, O’Brien e Whitesides (1982(i)) haviam
proposto a respeito da propagaciio da polimeriza¢do. Entretanto, estes autores nio
afirmam que ligacdes cruzadas niio possam acontecer, mas sim que as ligagdes
lineares sdo preferencialmente formadas e que as liga¢Oes cruzadas poderiam levar
4 interrupc@o da propagacdo da cadeia. Isto estd de acordo com o fato de parte
significativa do polimero ser formada por cadeias diméricas e triméricas, como
relatado no trabalho de Peek et al. (1994).
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(a) (b)

Figura 3.2: Modelos representativos de proviveis polimeros de DCPC: (a) linear,
€ (b) ramificado (Fonte: Peck et al., 1994).

3.1.2.3. Cromismo dos polimeros diacetilénicos

Com respeito a coloragio dos polimeros diacetilénicos, Hupfer et al
(1983), sugerem que a auséncia da cor azul, com a passagem direta para o
vermelho-alaranjado durante a polimerizac@io da DCs 12PC, seria devido a presenga
de oligbmeros compostos por 2 a 6 unidades de mondmeros, correspondendo a um
menor comprimento da cadeia polimérica relativamente aos polimeros azulados
obtidos com outras moléculas diacetilénicas. Leaver et al.{1983) estudaram o
efeito da temperatura durante a irradiagio de MLV de DCgoPC, DCssPC ¢
DC;s 11 PC sobre a cor do polimero obtido. Verificaram que sob temperaturas mais
baixas (-15°C a 4°C para o DCgsPC; € 4°C a 10°C para o DCgoPC) a irradiagio
levava a formacfo da cor vermelha, e sob temperaturas mais elevadas (maior que
4°C para o DCggPC; e maior que 10°C para 0 DCgoPC), porém abaixo da T, a
suspensdo lipidica tornava-se amarelada. Para o terceiro fosfolipidio (DCg11PC), a
formacdo do polimero avermelhado somente acontecia quando a irradiagdo era

conduzida em temperaturas entre 32°C e 41°C. Abaixo de 32°C ou acima de 41°C,
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a cor do sistema tornava-se amarela. Segundo os autores (Leaver et al., 1983), a
cor do polimero seria dependente do seu peso molecular (ou seja, do grau de
polimerizagdo) e, mais especialmente, do comprimento médio da conjugacio sobre
a qual os elétrons m de carbonos adjacentes na cadeia polimérica estdio
deslocalizados. O polimero vermelho representaria uma estrutura mais planar, com
a cadeia polimérica menos tensionada e contendo menos defeitos estruturais que a
forma amarela. Singh et al. (1986) realizaram estudos sobre o termocromismo de
polimeros obtidos a partir da fosfatidilcolina diacetilénica derivada do 4cido
12,14-nonacosadiinéico (DCi9,13PC; Te64"°C), agregada em lipossomas (MLV).
Estas vesiculas foram obtidas pela simples hidratagio dos lipidios secos, sob
temperatura ambiente. A polimerizacdo da dispersio foi realizada a 3°C durante 30
segundos, utilizando-se uma Iampada de 25W (A=254nm) em um reator
fotoquimico tipo Rayonette. A suspensdo teve sua cor alterada para azul escuro,
tornando-se laranja apds o aquecimento da amostra até temperaturas acima de
50°C. O resfriamento da amostra levou o sistema polimérico de volta & sua cor
azul original, demonstrando-se que para as MLV de DCj 13PC o termocromismo €
reversivel. Baseados nos resultados observados e nas andlises fluorimétricas e
espectrométricas na regido do UV/visivel, Singh et al. (1986) apresentaram a
hipétese de que as alteragdes termo-induzidas na estrutura da bicamada seriam
responsaveis pela alteracio conformacional da cadeia polimérica, e que a
conformagdo do polimero controlaria o efeito termocromico. Em outras palavras, o
aumento da temperatura aumentaria o grau de liberdade para a movimentagdo das
cadeias laterais ligadas ao polimero, tornando-o menos ordenado e menos
coplanar, diminuindo o comprimento de conjugagio caracteristico €
consequentemente, acarretando alteracdes no espectro de absorgio de luz. A
reversibilidade do termocromismo seria decorrente da possibilidade das mudancas

morfologicas produzidas na bicamada serem termicamente reversiveis.

Foi observado posteriormente por Rhodes e Singh (1991), que os polimeros
obtidos a partir de lipossomas (MLV) compostos por mistura de DCgoPC e de uma
fosfatidilcolina saturada de cadeias mais curtas (1,2-dinonanoil-sn-glicero-3-
fosfatidilcolina, DNPC), apos a irradiag@o no fotorreator Rayonette anteriormente

mencionado, sob temperatura de 0°C a 4°C, apresentavam cor azul. Porém, quando
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lipossomas compostos somente por DCgoPC foram utilizados, mantidas as mesmas
condigdes de preparagio das MLV e de irradiagdo, a dispersdo tornou-se
amarelada. Segundo os autores, tal coloragfio indicaria a formagdo de pequena

quantidade de cadeias poliméricas mais curtas.

Mino et al. (1991) apresentam resultados interessantes a respeito das
transi¢des colorimétricas para filmes de Langmuir-Blodgett poliméricos do acido
10,12-pentacosadiindico, obtidos através de espectroscopia na regido do
UV/visivel, de calorimetria diferencial de varredura e de espectroscopia de infra-
vermelho. Eles demonstraram que o aumento da temperatura do filme polimérico,
inicialmente azul (maior absorbéncia na regido de 600nm a 650nm do espectro da
luz visivel), da temperatura ambiente até 50°C, provoca uma mudanga reversivel
da cor na dire¢do do vermelho (maior absorbéncia na faixa de 500nm a 540nm).
Ao se atingir a temperatura de 60°C, ocorrem alteragbes mais significativas na
regido do espectro da luz visivel, com o deslocamento do pico de absorbincia de
650nm para 625nm (menos intenso), e surgimento de picos de absorbincia em
540nm (mais intenso) ¢ 500nm. O resfriamento da amostra de 60°C até a
temperatura ambiente provoca um deslocamento do pico de absorbéncia de 625nm
para comprimento de onda mais proximo de 650nm originalmente presente no
espectro. Entretanfo, os picos na regiio do vermelho (500nm e 540 nm)
praticamente ndo se alteraram. Com isso demonstrou-se que o processo de
transicdo cromatica com o aguecimento até 60°C e posterior resfriamento € apenas
parcialmente reversivel. Com o aquecimento para temperaturas acima de 70°C, o
filme polimérico teve sua coloragio alterada de forma irreversivel para o
vermetho. Os autores afirmam que as alteragOes cromaticas sdo decorrentes de
mudangas no comprimento efetivo das ligagbes polidiacetilénicas conjugadas do
polimero, que dependem, por sua vez, do ordenamento das cadeias laterais a
cadeia polimérica. Além disso, apontam a reversibilidade da alteragiio
termocromatica como sendo fungio da reversibilidade do desordenamento das
cadeias laterais & cadeia polimérica, provocado pelo aumento da temperatura. Ao
se atingir um estado suficientemente elevado de desordenamento, tanto das cadeias
laterais quanto da propria cadeia polimérica, a alteragio cromatica tomna-se

irreversivel pelo fato do sistema nfo mais ser capaz de retornar a uma
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conformagio mais ordepada (Esquema 3.3). Por outro lado, em trabalho
desenvolvido por Lio et al. (1997) onde a morfologia de filmes poliméricos de
Langmuir-Schaefer foi estudada em nivel molecular através de microscopia de
forca atdmica e por espectroscopia de infra-vermelho, ha fortes indicios de que na
fase vermelha as cadeias laterais ao polimero diacetilénico conjugado estariam

mais ordenadas.
Esquema 3.3: Representacio do termocromismo ¢ reversibilidade cromética de filmes poliméricos

monomoleculares do dcido 10,12-pentacosadiinéico (as setas marcadas com uma cruz indicam a
irreversibilidade da alteragfio ) (Fonte: Mino et al., 1991).

X|

Embora o cromismo de vesiculas polidiacetilénicas tenha sido muito mais
estudado em fungdo da temperatura, conforme artigo de Okada et al. (1998), é

citado que as variagbes cromaticas ndo sio causadas apenas pelo efeito da
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temperatura, mas podem ser provocados também por perturbagdes causadas por

““stress” mecanico ou por solventes.

Huo, Russell e Leblanc (1999) realizaram um estudo do cromismo de
polidiacetilenos através de medidas de pressdo superficial (filmes de Langmuir-
Blodgett) e absorgiio na regido do UV e do visivel, utilizando o acido 10,12-
pentacosadiindico (PDA) e moléculas derivadas dele, designadas pela sigla
PDATAZ. Nestas moléculas, duas cadeias de PDA estdo ligadas 2 uma molécula
de triaminotriazina (TAZ) através de moléculas de etilenodiamina. Cada uma das
moléculas de PDATAZ contém um grupo polar capaz de se interligar fortemente
através de 3 pontes de hidrogénio com cada molécula de acido barbitiirico (BA) ou
de acido cianirico adjacentes (presentes na fase aquosa), conseguindo-se uma
grande restrigio na movimentagdo da cadeia lateral ao polimero polidiacetilénico
conjugado (Esquema 3.4). A analise dos resultados obtidos permitiu a proposi¢do
de um mecanismo diferente daquele apresentado por Mino et al. (1991) para as
altera¢gdes cromaticas ¢ para a sua reversibilidade. Segundo os autores, as
evidéncias experimentais demonstraram que mais do que o simples ordenamento
ou desordenamento das cadeias laterais ao polimero linear, a cor do polimero esta
associada ao grau de coplanaridade dos mondmeros no seu empacotamento, antes
ou depois da polimerizagdo (Figura 3.3 e Figura 3.4). O polimero linear
inicialmente presente apds a fotopolimerizagiio pode sofrer dobras, tornando-se
uma cadeia em zigue-zague, onde as cadeias alquila laterais podem ainda estar
ordenadas, como apresentado na Figura 3.4. Essas dobras na cadeia seriam
possiveis gragas 2 liberdade de rotagfo das ligages simples na cadeia do polimero
polidiacetilénico conjugado, sendo que tal rotagdo aconteceria quando a cadeia
polimérica atingisse um determinado comprimento. Portanto, para que o processo
de dobra da cadeia polimérica acontega, € necessaric um suficiente grau de
liberdade de movimentagdo das cadeias laterais ligadas a cadeia principal do

polimero.

Nos sistemas poliméricos em que se tem a reversibilidade do
termocromismo dentro de uma faixa de temperatura, o modelo proposto por Huo,

Russell e Leblanc (1999) indica que as cadeias alquila laterais ainda estariam
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ordenadas, como observado no trabalho de Lio et al. (1997), mas haveria apenas
uma pequena mudanca na forma do seu empacotamento nos pontos de dobra da
cadeia polimérica principal. Isto € condizente com a percepgfo dos autores de que,
sob temperaturas inferiores a T,, seria pouco provavel uma alteragfio das cadeias
laterais para uma conformacio muito desordenada, observando-se a
reversibilidade do termocromismo nesta situagio. Ao se aumentar a temperatura,
as dobras da cadeia polidiacetilénica conjugada seriam  incrementadas
significativamente, com wma mudanga substancial da conformagfo das cadeias
alquila laterais para arranjos mais desordenados ou emaranhados, que tornariam
irreversivel um retorno do sistema ao estado anterior e, consequentemente,

tornando irreversivel a altera¢do termocrémica.
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Esquema 3.4: Representacio das moléculas de PDA e de PDATAZ ¢ ilustraciio da rede de
ligagdes de hidrogénio formada entre moléculas de PDATAZ e BA na interface ar-dgua (Fonte:
Huo, Russell e Leblanc, 1999).
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Figura 3.3: Efeito do empacotamento coplanar e ndo-coplanar de PDA, PDATAZ e da mistura de
ambos em monocamadas sobre a polimerizacfo e propriedades cromaticas (Fonte: Huo, Russell e
Leblanc, 1999).
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Figura 3.4: Modelo de cadeia polimérica em zigue-zague para explicar as propriedades cromdticas
de filmes polidiacetilénicos devido a prolongada exposi¢iio 4 radiagio UV (Fonte: Huo, Russell e
Leblanc, 1999).
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3.1.3. Alteracgdes morfologicas das bicamadas de DCPC

Em artigo de revisio da literatura a respeito das transi¢bes de fase de
fosfolipidios polimerizaveis, Blume (1991) relatou que os lipossomas preparados
com fosfolipidios diacetilénicos sdo morfologicamente estiveis somente engquanto
na fase liquido-cristalina. Na fase gel os lipossomas tornam-se instaveis, € as
bicamadas se rearranjam levando a alteracbes da morfologia das particulas. As
vesiculas seriam convertidas para microcilindros, ou tubulos, abertos nas duas
extremidades, com comprimentos que podem atingir até centenas de micrometros
e com dimetros variando de 0,3pum a Ipm (Rudolph et al., 1988; Georger et al.,
1987; Rudolph e Burke, 1987, Burke et al., 1988; Rhodes et al., 1988; Singh et al.,
1988; Yager et al., 1988). Estes artefatos foram bem caracterizados através de
diferentes técmicas, como microscopia eletronica (Yager et al., 1988),
espectroscopia Raman (Schoen e Yager, 1985) e de infra-vermelho (Rudolph e
Burke, 1987), difrago de raio-X (Rhodes et al., 1988) e espalhamento elastico de
neutrons (Blechner et al, 1990). Mais recentemente, o dicroismo circular
demonstrou ser também uma técnica importante para o estudo da estrutura dos
tabulos de DCPC (Spector et al, 1998). Até onde se sabe, tal alteragdo
morfologica é uma caracteristica singular das fosfatidilcolinas diacetilénicas. Ela ¢é
distinta das estruturas lamelares obtidas com a fosfatidilserina em presenga de ions
céalcio (Ca*z), denominadas como cilindros de co-quelato, pelo fato dos tibulos
gerados por DCPC apresentarem um niicleo preenchido pela fase aquosa, enquanto
nos cilindros de co-quelato a parte interna ¢é preenchida pela propria bicamada
enrolada (Papahadjopoulus et al., 1975).

O mecanismo da transformagdo dos lipossomas de DCPC para tubulos foi
estudado por Yager et al. (1988). Os autores verificaram que esta conversdo
morfoldgica envolve a rotagdo da bicamada lipidica formando uma espiral que
origina o tibulo, conforme apresentado na Figura 3.5. Um estudo comparativo
entre a DCyoPC e a correspondente fosfatidilcolina completamente saturada
determinou que o comportamento de fase da DCyoPC € fungo ndo sé da presenga
do grupo diacetilénico, como também da morfologia inicial da fase fluida (ou

liquido-cristalina). Lipossomas do tipo MLV (com dimetros de maiores que 1um)
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originaram os tibulos diretamente quando foram resfriados até temperaturas bem
inferiores 4 T.. Comportamento diferente foi observado em lipossomas do tipo
SUV (com didmetros de 0,04pum+0,10um). Estes lipossomas sfo meta-estaveis na
fase liquido-cristalina, e o resfriamento até 2°C nfo leva & transformacfo
diretamente para tibulos, mas sim a bicamadas planares sobrepostas como folhas
estendidas. Somente o posterior aquecimento até temperaturas acima da Tc € o
subsequente resfriamento conduziram & transformag8o para a fase tubular, como
pode ser visualizado na Figura 3.6 (Rudolph e Burke, 1987).

Os tibulos podem também ser obtidos a partir da solubilizagio das
moléculas de DCPC em alcool, adicionando-se agua ao sistema sob temperatura
acima da T., e posteriormente resfriando-se lentamente a mistura {(Georger ¢t al.,
1987). Esta técnica possibilita a obtengio de tiibulos com caracteristicas diferentes
em termos do comprimento e da espessura (dada pela quantidade de bicamadas

presentes),em funcfo do dlcool utilizado (Ratna et al., 1992).

Lipidio na Fass Fluids

Lipidio em Feae Siiide

Figura 3.5: Iustracio da formagio de titbulo a partir de lipossomas preparados
com DCPC (Fonte: Yager et al., 1988).
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Figura 3.6: Comportamento de fase de DCyoPC em fingfo da estrutura morfolégica
inicial e da temperatura (Fonte: Rudolph e Burke, 1987).

3.1.4. Encapsulamento de compostos em lipossomas polimerizados de DCPC

No levantamento realizado na literatura, ha poucos relatos a respeito do
encapsulamento e da permeabilidade de lipossomas diacetilénicos para compostos
terapéuticos, normalmente utilizando-se moléculas modelo (principalmente

carboxifluoresceina, glicerol ou glicose) para esse tipo de estudo.

No trabalho realizado por Leaver et al. (1983), a permeabilidade de
lipossomas multilamelares de DCgoPC, DC36PC ou DCy;,PC a0 glicerol foi
estudada através do levantamento das taxas de inchamento das vesiculas
(d(1/A)/dt) em funcBo da temperatura. Sob temperaturas inferiores a de transi¢io
de fase, a permeabilidade era baixa e as vesiculas polimerizadas apresentaram-se
menos permeaveis que as correspondentes vesiculas monoméricas. Na regido

proxima a temperatura de transicio de fase dos fosfolipidios diacetilénicos ocorre
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uma inflexdo, com um acentuado aumento da permeabilidade sob temperaturas
mais elevadas. No caso dos lipossomas de DCgy PC, observou-s¢ que a
permeabilidade dos lipossomas polimerizados tornou-se maior que a dos
monomeéricos, o que nio foi verificado para os outros dois fosfolipidios

diacetilénicos estudados, para temperaturas acima da T..

A permeabilidade de lipossomas de DCs1;,PC a carboxifluoresceina (CF) ¢
i glicose foi estudada por Hupfer et al. (1983). Para lipossomas monoméricos
contendo CF e mantidos a 24°C, houve a liberagio de 8% da CF encapsulada apos
50 horas. Quando se empregou a glicose, a sua liberagio a partir do interior dos
lipossomas monoméricos ocorreu a taxa semelhante aquela verificada para a CF,
sob temperatura inferior a T. (24°C). Sob temperatura acima da T. (60°C), a
liberagdo ocorreu a taxas bem mais elevadas (cerca de uma a duas ordens de
magnitude maior). Nio foram realizados os testes de permeabilidade para os
lipossomas poliméricos correspondentes devido a total liberagio dos compostos ao
se resfriar as amostras até 0°C (temperatura necessaria para a ocorréncia da
polimerizacio). E provavel que o resfriamento dos lipossomas monoméricos tenha
resultado em altera¢bes da agregacdo da bicamada, que possibilitaram a liberagio
da glicose encapsulada. Os autores tentaram fazer a polimerizacio dos lipidios nos
lipossomas antes de separar o composto nio encapsulado, mas ndo foram bem
sucedidos por causa dos maus resultados obtidos com os métodos de separagdo
utilizados. Através de cromatografia de permeagiio, as vesiculas ficaram
fortemente adsorvidas no gel (Sephadex) e nfo se conseguiu a sua recuperagio.

Por dialise e por ultrafiltra¢do ocorreu a precipitagio das particulas.

A permeabilidade de lipossomas preparados com lipidios diacetilénicos de
cadeias idénticas (DCgoPC), de cadeias mistas (DCsg 13PC com uma molécula do
acido palmitico ou estearico esterificada na posi¢io snl) ¢ com DMPC foi avaliada
por Johnston et al. (1983). Os resultados indicaram que os lipossomas estudados
eram impermeaveis 4 sacarose sob temperatura de 50°C (i.e., acima das respectivas
T.’s), e que tanto os lipossomas monoméricos quanto os poliméricos preparados
com os fosfolipidios diacetilénicos eram bem mais permeéveis ao glicerol que os

lipossomas de DMPC, & mesma temperatura anteriormente citada. A
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polimerizagio provocou uma significativa diminuicdo da permeabilidade das
bicamadas lipidicas diacetilénicas em relagdo aos lipossomas monomeéricos

correspondentes.

A relag@io da permeabilidade de lipossomas com o tipo de fosfatidilcolina
diacetilénica empregada, com o tamanho das vesiculas, com a incorporagio de
colesterol, com o tamanho da molécula encapsulada e com a incubagio em plasma
foi objeto do estudo de Freeman et al. {(1987). Foi observado que lipossomas
polimerizados de DCg;,PC apresentaram baixa permeabilidade a CF, enquanto
que a irradiagiio dos lipossomas preparados com DCgoPC, DCePC, € com
fosfatidilcolinas diacetilénicas de cadeias mistas (DCyg,1;PC e DCgoPC contendo o
4cido estearico esterificado ao atomo de carbono 2 do glicerol) proporcionou um
aumento da permeabilidade. Estes resultados foram relacionados com os distirbios
no empacotamento das cadeias acila causados pela substituigdo de uma cadeia
acila diacetilénica, no caso das DCPC de cadeias mistas. E também com o grau de
polimerizagdo, j4 que um menor grau de polimerizagdo pode conferir uma maior
permeabilidade da bicamada lipidica devido as irregularidades presentes na
interface entre os dominios monoméricos e poliméricos da membrana. O grau de
polimerizagfio € diretamente proporcional ao tamanho da cadeia acila para lipidios
do tipo DCg,PC (Leaver et al., 1983). Desta forma se explicaria a menor
permeabilidade dos lipossomas de DCs 1, PC, com maior grau de polimerizagio e
portanto com menor area interfacial entre os dominios de mondmeros e polimeros
na bicamada, relativamente a dos lipossomas polimerizados de DCssPC ou
DCg6PC. Para os lipossomas polimerizados preparados com DCgsPC e colesterol,
a presenga do esterol na bicamada parece ter interferido negativamente na
extensdo da polimerizag8o, pois a permeabilidade foi incrementada em relagdo aos
lipossomas poliméricos de DCgoPC 100%. A polimerizagio dos lipossomas
unilamelares pequenos (SUV) preparados com a fosfatidilcolina diacetilénica de
cadeias mistas derivada da DCg;;PC acarretou em maior permeabilidade que os
correspondentes lipossomas unilamelares grandes (LUV). Este fato deve ser
decorrente da menor capacidade das SUV em acomodar cadeias lineares de
polimeros, uma vez que estudos de permeagio em gel e de solubilidade mostraram

que as moléculas diacetilénicas de cadeias mistas originam polimeros de maior
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peso molecular e mais lineares que as correspondentes moléculas de cadeias
idénticas, como sugere também o trabalho de Johnston et al. (1983). A incubacio
de lipossomas monoméricos de DCs 1, PC em plasma proporcionou um aumento da
liberagio da CF encapsulada, enquanto que nos lipossomas poliméricos a
permeabilidade foi menor, inclusive em relagio aquelas obtidas com lipossomas
convencionais de esfingomielinas e com lipossomas de PC:colesterol-3:1. Quando
a inulina foi testada, verificou-se que os lipossomas polimerizados de DCg;;PC
apresentaram uma permeabilidade menor com relagdo & CF, uma molécula menor,
demonstrando a dependéncia da permeabilidade com o tamanho do composto

encapsulado (Freeman et al., 1987).

O método de encapsulamento desenvolvido por Kirby e Gregoriadis (1984),
empregando-se¢ lipossomas unilamelares pequenos (SUV) compostos por
fosfatidilcolina de ovo (PC) e colesterol em quantidades equimolares,
proporcionou a obtengdo de elevadas eficiéncias de encapsulamento para os
lipossomas obtidos apos a desidratagio e reidratagio, que foram denominados pela
sigla DRV (Dehydraton/Rehydration Vesicles). Foi avaliado o encapsulamento de
diversas substdncias (CF, glicose, sacarose, albumina, DNA, ATP, KCl e NaCl,
entre outras), observando-se eficiéncias de encapsulamento na faixa de 27% a 72%
para as DRV, muito malores que as obtidas a partir de vesiculas multilamelares
grandes (MLV -1,2% a 8%), de mesma composicio lipidica e submetidas ao
mesmo método de encapsulamento. O estudo demonstrou que a presenca de
colesterol ocasionou uma diminui¢8o da eficiéncia de encapsulamento (E) de CF
em DRYV obtidas a partir de SUV (E=54% para lipossomas preparados apenas com
fosfatidilcolina de ovo; ¢ E=45% a 48% , para lipossomas contendo colesterol com
fracdo molar variando de 0,1 a 0,5). Entretanto, a vantagem observada com o uso
do esterol é a maior resisténcia a perdas do material encapsulado devido a
gradientes osmoticos, como ficou demonstrado pela elevada retengdo da CF
encapsulada apds se sujeitar as DRV a dialise contra diluigdes (1:2 ¢ 1:4) do
mesmo tampéo utilizado na reidratac8o dos lipossomas. O efeito da concentragio
do soluto sobre a eficiéncia de encapsulamento foi avaliado para lipossomas
compostos por PC:colesterol (1:1-razio molar), verificando-se que esta varidvel

pode produzir diferentes resultados em fungdo do composto estudado.
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Concentragdes crescentes de glicose, sacarose ou CF (0,01M a 0,5M) ocasionam
um decréscimo significativo na eficiéncia de encapsulamento. Para o
encapsulamento de KCI ou de NaCl, o aumento da concentragdo (de 0,1M até
cerca de 0,3M a 0,8M) conduziu a um acréscimo da eficiéncia de encapsulamento,
com posterior decréscimo para concentragdes ainda maiores dos sais, resultando
em uma regifo de concentra¢dio do soluto (0,2M a 1,0M) onde a maxima eficiéncia
de encapsulamento foi alcancada. Em todo o estudo acima apresentado, Kirby e
Gregoriadis {1984) adicionavam a solugiio do composto a ser encapsulado a
suspensdo de SUV (ou MLYV) imediatamente antes da liofilizagio, uma vez que
observaram que a eficiéncia de encapsulamento era bem maior quando se
promovia um maior contato entre o soluto e os lipidios dos lipossomas,
relativamente ac processo onde a adicio do soluto era realizada na etapa de
reidratagdo das vesiculas. Os autores interpretaram o aumento da eficiéncia de
encapsulamento alcangado em termos de uma maior propensio da ocorréncia da
fusdo das vesiculas durante o processo de liofilizagdo (a desidratagio deve
proporcionar uma reduciio das forgas hidrofobicas, desestabilizando o0s
lipossomas), com formacio de vesiculas maiores durante a reidratagio. Eles
apontam como principais vantagens do método, relativamente a outros métodos
de encapsulamento, a possibilidade de se evitar degradagfo dos compostos a serem
encapsulados ao serem submetidos aos processos necessarios para a obtengdo dos
lipossomas (como exposigdo a solventes orginicos, a temperaturas elevadas, ou ao
ultrassom, por exemplo). Por outro lado, a liofilizagdo permite a estocagem dos
lipossomas ¢ compostos terapéuticos por longos periodos, desde que sob
condigbes adequadas, sendo que a reconstifuicio da suspensdio através da
reidratagio € uma etapa simples e rapida. Além disso, o processo possibilita que a
ampliagio de escala até o nivel de planta piloto, ou mesmo industrial, seja
realizada com relativa facilidade. Estas vantagens também foram descritas por
New (1990) para justificar a preparagio de lipossomas pelo método da
desidratacdo e reidratacio.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Sintese e caracterizaciio dos fosfolipidios diacetilénicos
4.1.1. Sintese quimica

A sintese dos acidos diacetilénicos foi realizada através da metodologia
descrita por Xu et al. (1991), com modificagdes e adaptages necessarias
(Esquema 4.1). A reaglo de esterificagiio seguiu procedimentos apresentados na
literatura (Gupta et al, 1977, Rhodes et al, 1992), utilizando-se
diisopropilcarbodiimida (DIC) em substitui¢do & dicicloexilcarbodiimida (DCC)
como agente de acoplamento. Todas as reacOes foram realizadas sob atmosfera
inerte (argbnio ou nitrogénio), exceto onde especificado de outra forma. Todos os

solventes foram tratados pelos métodos padrio antes de sua utilizago.

Os compostos foram detectados por cromatografia em camada delgada
(CCD) em placas de aluminio, utilizando-se solugdo de acido fosfomolibdico 7%
em etanol e/ou radiagio UV para a revelagio das manchas, exceto onde
especificado outro agente revelador. A purificagio foi realizada através de
cromatografia “flash™ (Still et al, 1978), empregando-se silica-gel 60 (230-
400mesh) da Merck. Os compostos foram analisados por espectroscopia de infra-
vermelho (IV) (Bomen/MB Series — mod. B100) em filme sobre cela de NaCl e
por espectroscopia de ressondncia magnética nuclear de préton (‘H-RMN)
(300MHz, Varian mod. GEMINI-2000; ou 500MHz, Varian mod. INOVA-500).
Os acidos e fosfolipidios diacetilénicos foram caracterizados por espectroscopia de
ressonincia magnética nuclear de carbono (*C-RMN) (75.5MHz - GEMINI; ou
125.7MHz - INOVA). Os fosfolipidios diacetilénicos também foram analisados
por andlise elementar (Elemental Analyser PE2400). Os pontos de fusio (p.f)
foram obtidos no equipamento Thomas Hoover, onde a fusdo da amostra é

realizada em um tubo capilar, ¢ ndo foram corrigidos.
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Esquema 4.1: Sintese dos fosfolipidios diacetilénicos DCq sPC (1a), DCysPC (18) e DC;15PC (Ic)

4.1.1.1 Preparaciio do o-bromo-1-(metoximetilalcanol (2)

Preparou-se uma solugdo de dimetilaminopiridina (DMAP-10mmols) e do

o-bromo-1-alcanol (10mmols) em diclorometano anidro (2,0mL/mmol de o-

bromo-1-alcanol). A esta solugio, sob agitagdo, adicionou-se lentamente
diisopropiletilamina (DIPEA-300mo01%), e em seguida adicionou-se o brometo de
metoxi-metila (Br-MOM-300mo%). A mistura reacional foi mantida sob agitac#o,
a temperatura ambiente, durante 24 horas. Ao final deste periodo, as fases orgénica
e aquosa foram separadas, e a fase orgénica foi submetida & sucessivas lavagens

com solugfo saturada de cloreto de amdnia (NH,CI),

soluclio 5% de bicarbonato

de sodic (NaHCO;), e solugio saturada de cloreto de sddio (NaCl).
Posteriormente, as fases orgénicas combinadas foram submetidas 3 secagem com
sulfato de sodio anidro (Na;SOy), e os solventes evaporados sob védcuo, &

temperatura ambiente. O residuo obtido foi purificado por cromatografia flash

(eluente: hexano/EtOAc=15:1).
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4.1.1.2. Preparacio do @-bromo-1-(tetraidropiranil)alcanol (3)

A uma solugdo de w-bromo-1-alcanol (3-bromo-1-propanol : 11,0mmols;
ou  9-bromo-l-nonanol: 5,8mmols) e diidropirano (DHP-250mol%) em
diclorometano {2.3mlL/mmol de o-bromo-1-alkanol), sob agitagdo e a temperatura
ambiente, adicionou-se uma suspensdo de 4cido p-toluenosulfonico monoidratado
(5 mol%) em diclorometano. Apés 4 horas, a mistura reacional foi lavada
sucessivamente com solucio saturada de bicarbonato de sédio (NaHCOs), ¢
solucio saturada de cloreto de sodio (NaCl). Posteriormente, as fases orginicas
combinadas foram submetidas & secagem com Na;SOy, € o solvente evaporado sob
vacuo e a temperatura ambiente. O residuo obtido foi purificado por cromatografia
flash  (eluente:  hexano/EtOAc=20:1, ou éter de petroleo (35°C-
60°C)/EtOAc=15:1).

4.1.1.3. Preparacio dos intermedidrios o-(metoximetil)-1,3-alcadiinol ¢ -
(tetraidropiranil)-1,3-alcadiinol (4)

Em baldo septado com agitador magnético, solubilizou-se o 1.4-
bis(trimetilsilil}-1,3-butadiino (BTMSBD) em THF (2,0ml/mmol de BTMSBD),
sob atmosfera inerte. A esta solugdio resfriada a -78°C, adicionou-se 1 equivalente
de metil-litio (solugiio do complexo metil-litio / brometo de litio em éter), sob
agitagBo. A mistura reacional foi submetida a agitagio por 3,5 horas, sob
temperatura ambiente. Apos este periodo, uma solug@o de 115mol% do composto
2 ou 3 (2a: 2,5mmols; 2b 2,3mmols;, 3a: 2,6mmols; 3b: 4,1mmol) em
hexametilfosforamida (HMPA) (ou N N-dimetilpropileneuréia - DMPU)
(2,0mL/mmol de BTMSBD) foi transferida gtta-a-gdta, via cdnula, para o baldo
contendo a mistura reacional resfriada a -78°C, e o sistema foi submetido &
agitagio por 30 minutos, sob temperatura ambiente. Posteriormente ela foi
resfriada até 0°C e neutralizada pela adi¢io de solugio aquosa de HCI 0,3 N (o pH
do sistema foi determinado com papel indicador) e extraida com hexano. As fases
orginicas combinadas foram removidas no rotaevaporador, socb vicuo e a
temperatura ambiente. Ao balfo contendo o residuo da evaporagfio adicionou-se
uma suspensdco de KF (200mol%) em dimetilformamida (DMF-2,0mL/mmol de
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BTMSBD). O sistema foi submetido & agitagio por 30 minutos, sob temperatura
ambiente e, ao final deste periodo, foi resfriado até 0°C e transferido para um baldo
contendo HCI 3N (1,5mL/mmol de BTMSBD), sob agitagdo e também a 0°C. As
fases orgénica e aquosa foram separadas e a Gltima extraida com hexano. As fases
orginicas combinadas foram sucessivamente lavadas com HCl 3N, solugio
saturada de bicarbonato de sodio e solugio saturada de NaCl, fazendo-se em
seguida a secagem com Na,SOs. Os solventes foram removidos no rotaevaporador,
sob vacuo e a temperatura ambiente, e o residuo obtido foi purificado por
cromatografia flash (eluente: hexano/EtOAc=15:1; ou hexano/éter etilico=10:1,
7,5:1e51).

4.1.1.4. Preparacio do 1-(metoximetil)alcadiinol e do 1-(tetraidropiranil)
alcadiinol (5)

A uma solugéio do intermediério 4 (4a: 1,6mmol, p/ a sintese de Sa, 4a
1,4mmol, p/ a sintese de 5b; 4b. 1,6mmol; 4c: 2,6mmols, p/ a sintese de 5d; 4c:
0,7mmol, p/ a sintese de Je; 4d: 2,6mmols) em THF (4,0mL/mmol de 4), a
temperatura de -23°C, adicionou-se gota-a-gota 120mol% de n-butil-litio (n-BuLi -
solugdo 1,6 M em hexano). A mistura reacional foi deixada sob agitacio por uma
hora, a temperatura de -23 °C. Ao final deste periodo, adicionou-se gota-a-gota ao
meio reacional uma solugdo do 1-haloalcano a, b ou ¢ (@ 1-bromobutano; b: 1-
iododecano; ¢ 1-iodohexadecano) solubilizado em HMPA (ou DMPU)
(4,0ml./mmol de 4), mantendo-se a agitagdo e a temperatura de -23 °C. A mistura
reacional foi mantida nestas condigbes durante 30 minutos iniciais, e
posteriormente 4 temperatura ambiente por mais 1,5h a 2h. Ao final deste periodo,
ajustou-se o pH da solugfio reacional para pH 6 (determinado com papel indicador)
pela adicdo de solugdo aquosa de HCI 0,3N. A mistura reacional foi extraida com
hexano ¢ as fases orgdnicas combinadas foram lavadas sucessivamente com
solugdo saturada de NaHCO; e solugdio saturada de NaCl. Em seguida fez-se a
secagem da fase orgnica com Na;SO4 anidro, ¢ os solventes foram evaporados no
rotaevaporador, a temperatura ambiente e sob vacuo. O residuo obtido foi

purificado por cromatografia flash (eluente: hexano/EtOAc=20:1).
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4.1.1.5. Preparaciio do alcadiinel-1 (6}

A um baldo septado contendo o intermediario 5 (5a: 1,1mmol; 54: 1,9mmol;
5b. 0,6mmol; Se: 0,4mmol; §c. 0,7mmol; 5f; 1,2mmol) solubilizado em metanol
(25mL/ramol de 3), & temperatura ambiente, adicionou-se HCI 37% (3,0mL/mmol
de 5). O sistema foi mantido sob agitag@io e & temperatura ambiente por 24 horas, ¢
ao final deste periodo o solvente foi evaporado no rotaevaporador, sob vacuo e a
temperatura ambiente (quando 5a era utilizado), a temperatura ligeiramente acima
de 40°C (quando 5b era utilizado), ou & temperatura de 58°C-60°C (quando 5c era
utilizado). Ao residuo obtido adicionou-se iguais volumes de agua destilada e
cloroformio e, apos agitagio, transferiu-se a mistura para funil de separagio. As
fases orgénica e aquosa foram separadas e a fase aquosa extraida com cloroformio.
As fases orgénicas combinadas foram lavadas sucessivamente com solugdo
saturada de NaHCO; e solucgdo saturada de NaCl, e posteriormente sécas com
Na;SOy anidro. Os solventes foram evaporados sob véacuo, nas temperaturas acima
indicadas, e o residuo obtido foi purificado por cromatografia flash (eluente:
hexano/etanol=6:1, ou hexano/EtOAc=4:1; ou éter de petréleo (35°C-
60°C)/EtOAc=5:1, 4:1 e 3:1).

4.1.1.6. Preparacio do dcido alcadiinéico (7)

Solubilizou-s¢ o dicromato de piridinio (PDC-800mol%) em DMF
(8,0mL/mmol de 6), e transferiu-se esta solugZo via cAnula para um baldo septado
contendo o l-alcadiinol (6) (6e: 1,7mmol; 6b: 0,7mmol; 6c¢: 1,0mmol), sob
agitagdo ¢ a temperatura ambiente. A mistura reacional foi mantida nestas
condicdes por 24 horas, e ac término deste pericdo o meio reacional foi transferido
para um baldo contendo 4gua destilada (60mL/mmol de 6), sob agitacio e a
temperatura ambiente. Em seguida fez-se a adigfio de éter etilico ao sistema, as
fases orgénica e aquosa foram separadas, ¢ esta ultima foi extraida com éter
etilico. As fases orginicas combinadas tiveram os solventes removidos no
rotaevaporador, sob vacuo, € o residuo obtido foi purificado por cromatografia
flash (eluente: hexano/etanol/acido formico 85% = 500:100:5; ou

hexano/EtOAc/acido formico 85% = 500:100:5).
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4.1.1.7. Preparaciio da fosfatidilcolina diacetilénica (1)
A uma suspensfo do complexo L-a-glicerofosforilcolina com cloreto de cadmio

(GPC.CdCl;)1 (100moi%s), 400mol% de 4cido diacetilénico (7) (7a: 0,58mmol; 7h:
0,45mmol; 7c: 0,69mmol) e DMAP (200mol%) em cloroformio® (16mL/mmol de
GPC.CdCly), & temperatura ambiente, adicionou-se a diisopropilcarbodiimida
(DIC-400mol%). O meio reacional foi mantide sob agitagdo e protegido da luz por
aproximadamente 90 horas. Ao final deste periodo, a mistura reacional foi filtrada
através de um leito de Celite e o solvente evaporado sob vacuo. O residuo obtido
foi purificado por cromatografia “flash™, normalmente sendo necessarias duas
corridas  cromatograficas para uma eficiente purficagio (eluentes:
cloroférmio:metanol:agua - 65:25:4; e cloroformio:metanol:agua - 80:25:2,
65:25:4 e 50:25:5).

4.1.2. Comportamento de agregacio dos fosfolipidios diacetilénicos

Preparou-se solugdo com concentracio lmg/ml. de cada fosfolipidio
diacetilénico (DCssPC (Avanti), DCs3PC ou DC;15PC) em cloroformio. Uma
aliquota de volume conhecido foi aplicada sobre a superficie da fase estacionaria
(dgua destilada ultrafiltrada), contida em uma balanga de Langmuir-Blodgett
(tipo:611/série:061-NIMA Technology) . A partir dos dados de pressdo superficial
(m) por area obtidos, e do volume aplicado da solugio lipidica, levantou-se a curva

de pressdo superficial (7) versus area ocupada por molécula.

4.2. Preparacio e caracterizaciio dos lipossomas polimerizados

A preparagio dos lipossomas foi feita pelo método da formag3o do filme

seco de lipidios. A quantidade adequada do fosfolipidio diacetilénico DCgoPC (95)

! Previamente seco com P;0s, sob vicuo e a 78°C.

? O cloroférmio P. A., que normalmente contém cerca de 1% de etanol para a sua
estabilizacfo, foi previamente lavado com agua destilada (para a remogiio do alcool),
pré-seco com carbonato de potdssio (K»COs), destilado com pentéxido de fosforo (P0s)
para a completa remogiio da dgua residual, ¢ estocado em peneira molecular de 3A antes
do sen emprego na reagio.
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comercial (adquirido junto 4 Avanti Polar Lipids, USA) ou dos fosfolipidios
diacetilénicos DCgoPC (95), DCs3PC (9@) ou DC,sPC (9¢), sintetizados
previamente como descrito no item anterior, foi solubilizada em cloroférmio, em
bal3o esférico de S0ml. O solvente foi evaporado no rotaevaporador, sob vécuo, 4
temperatura de 55°C, durante 30 minutos, ou entfo sob temperatura ambiente
quando se utilizou rotaevaporador com maior presso de vacuo (menor pressio
absoluta). Ao baldo contendo o filme lipidico seco, foi adicionado um volume
suficiente de solugfio tampdo Hepes 10mM pH 7.4 , de forma a se obter a
concentragio lipidica desejada. O tampio Hepes (4cido etanosulfbnico 4-(2-
hidroxietil)-1-piperazina) (Esquema 4.2) é um tampio biolégico, com pKa=7,5 a
25°C e faixa de pH qtil variando de pH6,9 a pH8,2. O balio foi fixado ao
rotaevaporador e submetido a rotacdo, parcialmente submerso no banho a 55°C
(quando se empregava os fosfolipidios DCgosPC (9b) ou DCz3PC (9a)), ou a 70°C
{quando se empregava o fosfolipidio DC,1sPC (9c)), sob pressio atmosférica
(vacuo desligado). O sistema foi deixado por 30 minutos nestas condigdes para
que ocorresse a hidratagfio do filme lipidico. Apos a hidratagdo, fez-se extrusio
(Extrusora mod. T.001 - Lipex Biomembranes, Inc.) da suspensio do lipidio
através de membranas de policarbonato, com poros da ordem de 100nm, (didmetro
25mm; Poretics) empregando-se nitrogénio como gas de arraste, a partir de
modificagdes nos métodos sugeridos por Madden et al. (1990) e Mayer et al.
(1986). Foram realizadas 15 passagens, mantendo-se a pressfo do gas de arraste
entre 16 kgfiem® e 24 kefiem®.

HO.

O
\/\N/_\N/\-——S::‘:.—OH

Esquema 4.2; Estrutura molecular do dcido etanosulfonico 4-
(2-hidroxietil)-1-piperazina (tampéo Hepes)
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4.2.1. Temperatura de transiciio de fases dos fosfolipidios diacetilénicos

As suspensdes de lipossomas preparados com os fosfolipidios
diacetilénicos DCzoPC (comercial), DCysPC e DC, ;sPC em tampédo Hepes 10mM
pH7,4 foram submetidas & analise por calorimetria de varredura diferencial (DSC)
(Calorimetro TA Instruments 4000, médulo DCS 2910) e por microcalorimetria de
varredura diferencial (microDSC) (Microcalorimetro: mod.VP-DSC, Microcal
Inc.).

4.2.2. Didmetro médio e distribuiciio de tamanhos das vesiculas

O tamanho das vesiculas foi determinado medindo-se seus raios
hidrodindmicos por espectroscopia de espalhamento de luz de frequéncia
determinada, obtida por incidéncia de raios laser (“quasi elastic light scattering”,
QLS) (Malvern Autosizer, mod. 4700). Neste método sfo medidas as flutuagdes da
intensidade do espalhamento de luz com o tempo para a determinagdo do
coeficiente de difusio da particula em solugdio diluida (Ford, 1985).

4.2.3. Quantificac@io dos fosfolipidios diacetilénicos

A concentragdo de lipidios nas amostras foi determinada pela quantificagio
de fosfato, de acordo com a técnica sugerida por Chen et al. (1956). Este método
baseia-se na digestdio do fosfolipidio a fosfato inorginico ¢ CO; por Ha804 e
H,0,. O ortofosfato forma um complexo com molibdato de amonio que, quando
reduzido por acido ascérbico, forma um complexo azul detectivel
espectrofotometricarnente a 830 nm. O método se inicia pela adi¢io de HoSO4 10N
a solugdes padrio de fosfato (e de fosfolipidio) e solugbes amostras, em duplicatas,
que sdo em seguida aquecidas por 30 minutos a 200°C. Apds o resfriamento,
adiciona-se o peroxido de hidrogénio (H;0,) ¢ faz-se novo aquecimento a 200°C
por 30 minutos. Terminada a digestdo, resfria-se os tubos de ensaio e adiciona-se
seguidamente agua destilada, solugiio 2,5% de molibdato de amédnio e solugdo
10% de #cido ascorbico. Os tubos de ensaio sdio submetidos a agquecimento em

agua fervente por 7 minutos e, apds este periodo, eles sdo resfriados. Faz-se a
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leitura da absorbéncia a 830 nm e, a partir da curva padrio obtida, calcula-se a

concentracio de fosfolipidios na amostra.

4.2.4. Polimerizacio dos fosfolipidios diacetilénicos

Os experimentos para polimerizagio dos fosfolipidios diacetilénicos foram
realizados apOs a formagdo das vesiculas, mediante irradiagdo da suspensdo de
lipossomas com luz ultra-violeta (UV), cuja fonte era uma ldmpada Germetec,
Modelo LTD-64-S (64W/220V/60Hz). A irradiagio foi realizada com a amostra
da suspensio de lipossomas colocada em cubeta de quartzo suprasil de 10mm de
percurso Optico (dimensdes externas: 12,5mm x 12,5mm x 45mm - Hellma)
posicionada a Scm de distincia da l&mpada, em uma camisa de aluminio com
circulagio de 4gua a 4°C (Figura 4.1). Durante a irradiacdo, a amostra foi
parcialmente homogeneizada através de agitagdo magnética. O acompanhamento
da reagdio de polimerizacfo foi realizado através de espectrometria na regifo do
ultra-violeta e do visivel (UV/vis), no espectrofotometro Hewlett Packard 8452A -

Diode Array Spectrophotometer (ou espectrofotdmetro Hitachi, mod. 2001),
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Figura 4.1: Representacio esquemdtica da camisa de resfriamento usada para irradiac@io da
suspensio de lipossomas.
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Foram realizadas medidas da poténcia radiante recebida por unidade de
area com um sensor UV (Radidmetro com microprocessador VLX-3W CE)
posicionado a 3,0cm distancia da lampada UV. A intensidade de radiag8o recebida
pela amostra a Scm foi 1=2,892mW/em® para A=254nm; 1=0,202mW/cm’ para
A=312nm; e [=0,064mW/cm® para A=365nm).

4.2.5. Estabilidade dos lipossomas em presenca de tensoativos

Primeiramente foi preparada suspensio de lipossomas em tamp#o Hepes
10mM pH7.4 a partir do fosfolipidio diacetilénico. Ela foi purgada com nitrogénio,
e, em seguida, uma aliquota submetida 4 irradiagio com luz UV por 2 horas (ou 6
horas), determinando-se posteriormente a concentragdo de fosfolipidios em cada

suspensao.

Logo apos a preparagio da suspensfio de lipossomas, foram realizados os
ensaios de estabilidade frente a tensocativo, como descrito a seguir: em pogos
previamente definidos de uma placa do tipo ELISA, foram adicionados (em
duplicatas) volumes adequados de solugiio de tensoativo 50mM e de tampdo
Hepes 10mM pH7.4 para a obtengdo das concentragdes de tensoativo desejadas.
Em seguida, adicionou-se a suspensdo de lipossomas diluida para 2,5mM com o
tampdo, agitando-se cuidadosamente a placa ao final da adigio. A placa foi
deixada em repouso durante 2 horas, sob temperatura ambiente, ¢coberta com um
filme plastico para evitar variagGes decorrentes da evaporacdo da agua. Ao final
desse periodo, foram realizadas as medidas de absorbincia a 340nm (Leitora de
placas tipo ELISA, mod. Elx 808 / Bio-tek Instruments, Inc.). Os ensaios foram
realizados com os tensoativos Ci:Es (polioxietileno-5S-lauril éter; PM=406),
taurocolato de sédio (PM=5377) e Triton-X100 (PM=625), ¢ com os lipossomas
monoméricos e poliméricos preparados a partir dos fosfolipidios diaceﬁlénicos

DCgsPC (Avanti Polar Lipids Inc.), DCy3PC (Ia) e DC,;sPC (Ic).
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4.2.6. Reduciio das insaturacoes em lipossomas polimerizades

Em baldo septado contendo 3,0mL de suspensdo ImM de lipossomas
polimerizados de DCgoPC em tampéo Hepes 10mM pH7,4 , sob temperatura de
37°C+2°C, sob atmosfera inerte (argdnio) e submetida & agitagdo, adicionaram-se
os reagentes CuCly, H20; e monoidrato de hidrazina nas condi¢es e quantidades
apresentadas na Tabela 4.1. A hidrazina foi sempre o Gltimo reagente a ser
incorporado ao meio reacional. Os diferentes meios reacionais foram mantidos nas
condi¢Bes acima descritas durante uma noite. Apos este periodo realizou-se 2
espectroscopia na regido do UV/visivel (espectrofotdmetro Hewlett Packard
8452A - Diode Array Spectrophotometer) e avalicu-se qualitativamente o
andamento da reacfo através da comparagdo com um branco composto somente
pela suspensio lipidica polimerizada, mantida nas mesmas condi¢Ses de

temperatura, atmosfera inerte, agita¢io e tempo de reagéo.

Tabela 4.1: Reagenics ¢ suas quantidades utilizados na reagio de redugio do polimero obtido pela
irradiacfo dos fosfolipidios diacetilénicos IXCy oPC previamente agregados em lipossomas.

Reagente Meio 1 Meio 2 Meio 3
Solugdo aquosa 1mM de CuCl, — 3 gotas 3 gotas
Solugio aquosa 30% de H,O» — - 0,15mL
Monoidrato de hidrazina 0,15ml. 0,15mlL 0,15mL

4.3. Avaliacio da encapsulaciio de drogas hidrofilicas
4,3.1, Estabilidade da isoniazida e da pirazinamida em relaciio a radiacio UV

Preparou-se uma solugdo 75mM de isoniazida (1z) em tamp3o Hepes 10mM
pH7,4, que foi submetida & irradiagfio com luz UV, a 4°C, posicionada a 5cm de
distdncia da lampada, durante 2 horas (mesmas condiches usadas para a
polimerizagdo dos fosfolipidios nos lipossomas). Apds este periodo a amostra

irradiada foi diluida para 0,375mM e féz-se a leitura do espectrc UV/vis



4. Materiais e Métodos 46

(espectrofotometro Hitachi, mod. 2001), que foi comparado com ¢ obtido para a
solugdo 0,375mM de Iz ndo irradiada. Procedeu-se da mesma forma com a

pirazinamida (Pz).

4.3.2. Quantificacio da isoniazida

A quantificagio da isoniazida foi realizada através de uma curva padrio da
droga em tampio Hepes 10mM pH7.4. Solugdes do composto nas concentragdes
de OmM, 0,00ImM, 0,005mM, 0,010mM, 0,025mM, 0,050mM, 0,100mM,
0,150mM e 0,210mM tiveram suas absorbdncias determinadas a 260nm em
duplicatas (espectrofotdmetro Hitachi, mod. 2001), e a curva relacionando a

absorbéncia em fun¢io da concentragio foi levantada.

Para a quantificacfio da isoniazida encapsulada nos lipossomas, preparou-se
uma curva padrio da droga em tampdo e etanol, nas mesmas condigSes usadas
para o rompimento das vesiculas. Fez-se a adigio de 2700 pl de etanol sobre 150p]
de soluciio de isoniazida em tampdo Hepes 10mM pH7.4 , nas concentragdes
O0mM, 0,1mM, 0.2mM, 0,4mM, 0,6mM, 0,8mM, 1,0mM, 1,2mM, 1,6mM, 1,8mM,
2,0mM, 3,0mM e 40mM (em duplicatas) Em seguida quantificou-se a
absorbancia da solugo resultante a 260nm.

4.3.3. Encapsulaciio de isoniazida em lipossomas polimerizados

Foram preparados lipossomas a partir dos fosfolipidios diacetilénicos
DCssPC (9b) e DC;1sPC (9a) sintetizados previamente. Uma aliquota de cada
suspensdo de lipossomas foi submetida & irradiagio UV durante 2 horas (ou 6
horas) e, em seguida, iguais volumes das suspenstes de lipossomas poliméricos
foram distribuidos em baldes esféricos. Posteriormente se adicionou um volume
fixo de solucio de isoniazida (com concentragiio adequada para se obter a desejada
relacdo molar droga:lipidio inicial) em tamp@o Hepes 10mM pH7.4 a cada balZo.
As suspensdes foram agitadas manualmente e em seguida congeladas em banho de

nitrogénio liguido (-196°C), sob rotacido em rotaevaporador (vacuo desligado), e
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posteriormente submetidas & liofilizaciio por uma noite (liofilizador Edwards
L5KR).

A encapsulagio do composto terapéutico foi realizado através da

reidratac@o dos lipossomas liofilizados com solugio tampio Hepes 10mM pH7,4 .

Para a quantificagfio da droga encapsulada nos lipossomas, realizou-se a
ultrafiltragdo (Célula de ultrafiltragio Amicon - S50ml.; Membrana: XMS50,
PAN/PVC copolymer, didmetro=44,5mm, NMWL: 50,000, Millipore) das
suspensdes de lipossomas reidratados com tampdo Hepes 10mM pH7,4. A cerca
de 5ml. de suspensdio lipidica reidratada, adicionou-se 25ml. de tampido e se
procedeu a primeira ultra-filtragdo, recuperando-se cerca de 20mL de filtrado. Para
cada repeticdo posterior desse processo, o volume de tamp@o adicionado foi fixado
em 20mL. A concentracio da droga foi monitorada nos filtrados através da
quantificagdo da isoniazida em cada volume de filtrado recuperado,
interrompendo-se os ciclos de ultra-filtrago ao se atingir uma concentragdo
insignificante da droga no filtrado. Uma aliquota da suspensdo lipidica retida foi
submetida ao tratamento com etanol durante 4 horas para o rompimento das
vesiculas (a 150puL de suspensio de lipossomas foram adicionados 2700ulL de
etanol). Apds o periodo citado, procedeu-se a leitura da absorbincia a 260nm
(espectrofotometro Hitachi, mod. 2001) das amostras obtendo-se a concentragio

da isoniazida através da sua curva padrio.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAQ

5.1. Sintese e Caracterizacio dos Fosfolipidios Diacetilénicos

Nesta etapa os fosfolipidios diacetilénicos DCs3PC, DCsoPC € DC;,15PC
foram sintetizados e caracterizados, avaliando-se a influéncia da substituigdo do
grupo protetor MOM pelo grupo THP, da substitui¢iio do co-solvente HMPA por
DMPU, o rendimento do processo, a estabilidade de compostos intermediarios e o

comportamento de agregac@io dos lipidios em monocamada na interface ar-agua.

3.1.1. Sintese quimica

A seguir sdo apresentados os resultados obtidos para cada etapa da sintese
em termos dos rendimentos parciais, apresentando-se também a caracterizagdo

basica de cada composto sintetizado.

5.1.1.1. Preparacio dos o-bromo-1-alcanéis protegidos @-bromo-1-

(metoximetil) alcanol (2) e @-brome-1-(tetraidropiranil)alcanol (3)

DMAPR, DIPEA,
BIMIOM, CHoChy
ta., 24h Br. CH
m
{2
{23} . m=8 - 80%
Br (2B) : m=2 - B0%
o NOH —
BHP, p-TsOH,
CHoClo
ta,4h - Br\ﬁ/\
O O
m

3
(3a): m=8 - 80%
{3b}. m=2 - BO%

Esquema 5.1: Reacfio de protegio dos w-bromoalcandis com os grupos protetores MOM ¢ THP.
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A sintese dos acidos diacetilénicos foi iniciada pela preparacgéo dos ®-
bromo-1-(metoximetil)alcandis 2a ¢ 2b, através de uma metodologia diferente
daquela apresentada por Xu et al. (1991). A reagio do 9-bromononanol com o
BrMOM, promovida por DMAP e em presenca de DIPEA, resultou na formacio
do composto 9-bromo-1-(metoximetil)nonanol 2e como um liquido incolor, com
rendimento de 90%. E a mesma reac¢fio realizada com o 3-bromopropanol gerou o
3-bromo-1-(metoximetil)nonano! 2b, também um liquido incolor, com rendimento
de 80% apos cuidadosa evaporagdo dos solventes durante a obtencdc do produto
bruto e apds a sua purificagiio (Esquema 5.1). Devido & elevada volatilidade
apresentada pelo composto 2b , nas primeiras tentativas de sua preparagio as
perdas foram significativas, resultando em baixos rendimentos. Para se tentar
contornar o problema da alta volatilidade do 3-bromo-1-(metoximetil)propanol 25,
e, também, do intermediario seguinte da sintese derivado dele (48), o grupo
protetor metoximetila (MOM) foi substituido pelo grupo tetraidropirano (THP), de
maior peso molecular. Os rendimentos obtidos para a reagdo de protegio dos
mesmos @-bromoalcandis com DHP, em presenca de p-TsOH catalitico, foram tdo
bons quanto aos obtidos na reagio de prote¢do com o grupo MOM. O composto S-
broino»l-(tetraidropiranil)nonanol 3a foi obtido com 90% de rendimento, e o 3-
bromo-1-(tetraidropiranil)propanol 3b foi gerado com rendimento de 80%, com

ambos apresentando-se como liquidos incolores nas condi¢des ambiente.

9.Bromo-1-(metoximetinonanol (2a):
IV (cm™'): 2929; 2854; 1464; 1385; 1244; 1213; 1149; 1111; 1047; 919; 723; 644.

TH-RMN/300MHz (CCL/TMS/D,0) (5, ppm): 448 (s, OCH,O, 2H). 3.42 (4-CH-O, 2H,
J=6,4Hz); 3,34 (t. BrfCH_, 2H, J=6,8 Hz); 3,26 (s, OCH;, 3H); 1,27-1,89 (m, (CH,),, 14H).
3-Bromo-I-(metoximetil}propanol (25):

IV (cm™): 3422, 2930; 2878; 1467, 1441; 1383; 1284; 1258; 1219; 1144; 1111; 1083; 1047; 920;
767; 566.

‘H-RMN/300MHz (CCL/TMS/D.Q) (5, ppm): 4,52 (s, OCH,0, 2H); 3,59 (t, CH,CH;O, 2H,
J=3,7Hz), 3,47 (t, BrCH,, 2H, J=6,6Hz); 3,30 (s, OCH;, 3H); 2,08 (quinteto, BrCH.CH,CH,0, 2H,
J=6,1Hz).
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9-Bromo-1-(tetraidropiranil)nonanol (3aj:
TV (cm)): 2932; 2855; 1453; 1352; 1201; 1135; 1120; 1078; 1033; 905; 869.

"H-RMN/300MHz (CDCl3y (8, ppm). 4,53 ¢, OCHO, 1H, J=3,6Hz), 3,33-3,87 (m,
OCH(CH,),CH,Br, Br{(CH,);OCHOCH,, 6H), 1,28-1,86 (m, (CHy);0 . 20H).

3-Bromo-1-(tetraidropiranil)propanol (35):
IV (cm’'): 3422; 2942, 2869, 1586;1438; 1349, 1201; 1129, 1077, 1033; 985; 869.

'H-RMN/300MHz (CDCly) (5, ppm): 4,60 (, OCHO, 1H, J=32Hz); 3,83-390 (m,
OCHACH,):Br. 2H); 3.47-3,55 (m, BrCH, Br(CH,:OCHOCH, 4H);, 2,13 (quinteto,
BrCH,CH,CH,0, 2H, J=6 3Hz); 1,52-1,70 (m, (CH,)s, 6H).

5.1.1.2. Preparaciio dos intermediirios o-(metoximetil)-1,3-alcadiinol ¢ -

(tetraidropiranil)-1,3-alcadiinol (4)

1) MeLi, THF, -78°C, 35 h
2) B{CH)mCH20R {20u 3), HMPA

{ou DMPU}, -78°C atéta., 08n OR
e S e e e G . _—
g N {2a) . R=MOM; m=8;
2b} : R=MOM; m=2; @
(3a) : R=THP; m=8; ou
{3b} : R=THP; m=2, {4a) : R=MOM; m=8 - 8%
3) KF, DMF, t.a., 0,5h (4} - R=MOM; m=2 - 52%
4 HCI 3,0N {4¢c) : R=THP; m=8-72%

{4d} - R=THP; m=2 - 26%
Esquema 5.2: Reaciio de monoalquilagio para a preparagio dos intermediarios
w@-(metoximetil)-1,3-alcadiinol e o-(tetraidropiranil)-1,3-alcadiinol (4).

A introduclic do croméforo 1,3-butadiino foi realizada com a
monodesprotecdo do BTMSBD através da reacio com metil-litio, gerando o
intermediario trimetilsilil-1,3-butadiinil litio, seguida pelo acoplamento com o -
bromo-1-alcanol protegido 2 ou 3 (Esquema 5.2). Para esta rea¢io acontecer de
forma eficiente, € critico se utilizar a quantidade estequiométrica exata necessaria
para a monodesprotegdo. Por isso todo o reagente metil-litio utilizado
(complexado com brometo de litio e estocado em solugéo de éter etilico) teve sua
concentra¢io previamente determinada através do método de Watson-Eastman
(Watson e Eastman, 1967). Outro ponto importante dessa etapa da sintese € a

neutralizagdo com solugiio de HCL. Para se evitar a adigdo de um excesso de acido,
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com consequente diminui¢go do rendimento da reagio, optou-se por se conduzir a
neutralizagio com solugdo 0,3N de HCl, ao invés de solugio 3,0N descrita na
metodologia original (Xu et al., 1991). Com esses cuidados, conseguiu-se obter os
compostos diacetilénicos 13-(metoximetil)-1,3-tridecadiinol (4a), 7-(metoximetil)-
1,3-heptadiinol (4B},  13-(tetraidropiranil)-1,3-tridecadiinol (4¢), e 7-
(tetraidropiranil)-1,3-heptadiinol (4d) com rendimentos de 89%, 52%, 72% e 29%,
respectivamente. Os quatro compostos apresentaram-se como liquidos amarelos,
porém os que continham o grupo MOM eram mais claros. Observando-se os
resultados alcangados nesta etapa, verifica-se que a substitui¢io do grupo protetor
MOM pelo grupo THP gerou um acentuado decréscimo no rendimento da reagdo,
que passou de 89% para 72% para os intermedidrios analogos de cadeia mais
longa (13 atomos de carbono na cadeia principal), e de 52% para 29% para os
intermedidrios de cadeia menor (7 atomos de carbono na cadeia principal da
molécula). A substituicio do reagente HMPA por DMPU foi examinada para as
preparagOes dos compostos 4c e 4d, verificando-se nfo ocorrer alteraciio

significativa dos rendimentos ao se empregar um ou outro reagente (Tabela 5.1).

13-(Metoximetil)-1,3-tridecadiinol (4a);
IV (cm™): 3302; 3244; 2931; 2855; 2224, 1465; 1386; 1214; 1145; 1111; 1044; 918; 618.

'H-RMN/300MHz (CCL/TMS/D;O) (3, ppm): 4,48 (s, O-CH,-O, 2H); 342 (t-CH»-O, 2H,
J=6,5Hz); 3,26 (s, O-CHs, 3H); 2,25 (t, CH-C=C, 2H, J=7,0Hz); 1,82 (s, HC=C, 1H); 1,32-1,55
(m, (CHz)>-, 14H).

7-(Metoximetil)-1,3-heptadiinol (4b):
N(cm‘i): 3288; 2936; 2884; 2227; 1442; 1383; 1222; 1150; 1112; 1039; 919.

'H-RMN/300MHz (CCL/TMS/D,O) (5, ppm): 4,52 (s, O-CH.-O, 2H); 3,55 (-CH-O, 2H,
¥=5,9Hz); 3,29 (s, O-CHs, 3H); 2,38 (t, CH:-C=C, 2H, J=6,9Hz); 1,97 (s, HC=C, 1H); 1,75-1,83
(m, CH,-CH-CH,, 2H).

13-(Tetraidropiranil)-1,3-tridecadiinol (4o):

IV (cm™): 3311; 2932; 2856; 2225; 1466; 1454; 1441; 1352; 1323; 1260; 1201; 1184; 1136; 1120;
1078; 1032; 905; 869, 814.
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"H-RMN/300MHz (CDCls) (8, ppm): 4,57 (t, OCHO, 1H, J=3,4Hz); 3,36-3,86 (m, (CH,O),, 4H);
2,24 (1, CH,C=C, 2H, J=7,0Hz); 1,95 (s, HC=C, 1H); 1,29-1,89 (m, (CH.),, 8H).

7-(Tetraidropiranil}-1,3-heptadiinol (4d):

IV (em™): 3301; 2942; 2871; 2361; 2222; 1441; 1353; 1323; 1284; 1258; 1201; 1184; 1134; 1119;
1077; 1G33; 985; 932; 869; 815.

'"H-RMN/300MHz (CDCl;) (8, ppm): 4,58 (t, OCHO, 1H, J=33Hz), 3,77-386 (m,
C=C(CH,),CH,O, 2H), 3,42-3,52 (m, C=C(CH);OCHOCH, , 2H);, 2,39 (. CH,C=C, 2H,
=7,0Hz); 1,96 (s, HC=C, 1H); 1,51-1,89 (m, (CH.)4, SH).

5.1.1.3. Preparaciio do 1-(metoximetil)alcadiinol e do 1-(tetraidropiranil)

alcadiinol (5)
1) n-Buli, THF, -23°C, 1h
2) CH3(CHo)X, HMPA (au DMPU),
OR  2®cateta,25h ,—OR
E— - =
(a): X=Br, n=3 VRl m
@ {b): X=1, n=9 H;C 5
{c}. X=|, n=15
{4aj : R=MOM; m=8 (5a) : R=MOM; m=8 ; n=3 - 5%
{4b} : R=MOM; m=2 (5b) : R=MOM; m=8 ; n=5 - 64%
Fﬁ : gjfr:';:_ ',;';2 {5¢) : R=MOM; m=2; n=15- 48%

{5d} : R=THP; m=8 ; n=3 - 73%
{5e} . R=THP, m=8 ; n=0 - 80%
50 . R=THP; m=2 ; n=15 - 47%

Esquema 5.3: ReagHo de alquilacio do diino terminal para a preparag3o dos intermedidrios 5.

A desprotonagdo do diino terminal do intermediario 4 com o reagente n-
butil-fitio, precedida pela alquilagio com os haloalcanos adequados (a, b ou ¢),
levou & preparacio dos compostos 1-(metoximetil)-10,12-heptadecadiinol (5a), 1-
(metoximetil)-10,12-tricosadiinol (5b), 1-(tetraidropiranil)-10,12-heptadecadiinol
(5d) e 1-(tetraidropiranil)-10,12-tricosadiinol (5¢) com rendimentos de 65%, 64%,
73% ¢ 80%, respectivamente (Esquema 5.3). Estes valores sdo similares aos
descritos na literatura para a obtencio de compostos analogos, com as hidroxilas
protegidas com o grupo MOM (63% a 79% - Xu et al., 1991). Os compostos 1-
(metoximetil)-4,6-tricosadiinol (5¢) e 1-(tetraidropiranil)-4,6-tricosadiinol (3f),
foram obtidos com rendimentos inferiores, mas similares (respectivamente 48% e

47%). Todos os compostos {Sa-f) apresentaram-se como liquidos amarelos nas
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condigSes ambiente. Verificando-se os resultados das reacdes para a preparacgio do
composto 5, observa-se que a variagio dos rendimentos parece estar mais
intimamente associada ao posicionamento do grupo diino na molécula alvo, do que
ao grupo protetor presente (MOM ou THP). Testado para algumas dessas reagoes,
o DMPU demonstrou ser um adequado substituto para 0 HMPA (Tabela 4.1).

1-(Metoximetil)-10,12-heptadecadiinol (5a):
IV (cm™): 3442; 2930; 2856, 1464; 1383; 1322; 1211; 1145; 1112; 1045; 919; 722.

'H-RMN/300MHz (CCL/TMS/D;0) (8, ppm): 4,48 (s, O-CH-O, 2H); 341 (1-CH;-O, 2H,
J=6,4Hz); 3,26 (s, O-CHs, 3H); 2,21 (t, (CH-C=C), 4H, 776,0Hz); 1,25-1,54 (m, -(CHz)s-, 30H);
0,94 (1, ©-CH;, 3 H, J=7,1Hz).

1-(Metoximetil)-10,12-tricosadiinol (55):
IV (cm™): 2927, 2854; 1466; 1385, 1323; 1213; 1146; 1111; 1045; 920; 721.

"H-RMN/300MHz (CDCls) (3, ppm): 4,61 (s, O-CH-O, 2H); 3,51 (t-CH;-O, 2H, J=6,6Hz); 3,36
(s, O-CHs, 3H); 2,23 (t. (CHr-C=C),, 4H, J=6,9Hz); 1,25-1,59 (m, -(CHy)15-, 30H); 0.87 (t, ©-CHs,
3H, J=6,6Hz).

'H-RMN/300MHz (CCL/TMS/D:0) (5, ppm): 4,47 (s, O-CH-O, 2H); 341 (t-CH-O, 2H,
J=6,4Hz); 3,26 (s, O-CH;, 3H); 2,22 (t, (CH,-C=C),, 4H, J=7,0Hz); 1,27-1,54 (m, -(CHy);s-, 30H);
0,89 (t, @-CHs, 3H, J=6,8Hz).

1-(Metoximetil)-4,6-tricosadiinol (5¢):
v (cm'l): 2926, 2852; 1461; 1373; 1117, 909,

'H-RMN/300MHz (CCL/TMS/D,0) (5, ppm): 4,51 (s, O-CH-O, 2H); 3,54 (1,-CH,-O, 2H,
J=6,0Hz); 3,28 (s, O-CH;, 3H); 2,34 (1, CHx(C=C),-CH~(CH2),0, 2H, J=6,9Hz); 2,22 (t, -CH~
(C=C)(CH2):0, 2H, 7=6,8Hz); 1,77 (quinteto, (C=C),CH,-CH-CH,O, 2H, J=6,4Hz); 1,17-1,52
(m, (CHz)a, 28H); 0.89 (t, ©-CH;, 34, J=6,6Hz).

1-(Tetraidropiranit)-10,12-heptadecadiinol (54):
v (cm‘i): 2932; 2857; 1465; 1352; 1322; 1200; 1136; 1121; 1079; 1033; 905; 869; 815.

'H-RMN/300MHz (CDCls) (3, ppm): 4,57 (t, OCHO, 1H, J=3,3Hz); 3,23-3,90 (m, (CH,;0),, 4H);
2,20-2,26 (t, {C=CCHy),, 4H); 1,27-1,83 (m, (CHy)2, 24H); 0,89 (t, ©-CHs, 3H, J=7,5Hz).

1-(Tetraidropiranil)-10,12-tricosadiinol (5¢i:

IV (cm): 2927, 2855; 1466; 1352; 1323; 1200; 1136; 1121; 1079; 1033; 906; 869; 815.
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H-RMN/300MHz (CDCL) (3, ppm): 4,57 (t, OCHO, 1H, J=3,6Hz); 3,33-3,86 (m, (CH:O)., 4H);
2,23 (t, (C=CCHa),, 4H, 7=6,9Hz); 1,19-1,74 (m, (CH)s, 36H); 0.87 (¢, o-CH;, 3H, J=6,7Hz).
1-(Tetraidropiranil)-4,6-tricosadiinol (5/:

v {cm'i): 2925; 2853; 1466; 1322; 1201; 1158; 1137; 1121; 1076; 1062; 1036, 1020, 991; 869;
816; 721,

'H-RMN/300MHz (CDCl;) (5, ppm): 4,58 (t, O-CH-O, IH, J=3 4Hz); 3,77-3,89 (m, C=C~(CHy)»
CH-O-CH-0, 2H); 3.42-3,54 (m, C=C-(CH,)s~O-CH-O-CH,_ 2H); 2,37 (t, C=C-CH~(CH,),03, 2H,

J=6,7Hz); 2,30 (1, -CH,C=C)x(CH.)»0, 2H, J=6,9Hz), 1,18-1,82 (m, C=CCH-CH-CH.0,
{CH:)1+. 36H); 0,87 (t, ©-CH,, 3H, J7=6,6Hz).

5.1.1.4. Preparacio do alcadiinol-1 (6)

HCI 37%, CH30H

—OR {4 2an _[0*‘”*
o = - o T e B
m
Hee” Hae” " "
®)

(®)
(Ba) : R=MOM; m=8 ; n=3 R - e
(5b) : R=MOM; m=8 : =0 (Ba): =8 s - e (e o
o R T
(5e) . R=THP;, m=8 ; n=0 {8c} : m=2 ; n=15 - 88% (de 5c¢)
(58 : R=THP, m=2 ; n=15 81% (de 50

Esquema 5.4: Reagdo de desprotesio da hidroxila para a preparagdo dos dlcoois 6.

A preparag8o dos alcoois diinbicos foi realizada pela desprotegio com HCI
37% em metanol, tanto dos compostos com a hidroxila protegida com o grupo
MOM (5a, 5b e 5c), quanto para aqueles protegidos com THP (5d, e e 5f). Os
rendimentos da reagdo foram bons (81% a 98% - Esquema 5.4), com a obtengdo
do 4lcool 10,12-heptadecadiinol-1 (6a4) como um liquido amarelo na temperatura
ambiente. Os dois outros alcoois, 10,12-tricosadiinol-1 (6b) e 4,6-tricosadiinol-1
(6¢), foram obtidos como solidos 2 temperatura ambiente. A simples precipitacio
destes 4lcoois pela evaporagdo dos solventes, logo apés a purificagdo por
cromatografia flash, permite uma agregacio na fase solida favorivel a
polimerizagdo dos compostos, que se torna perceptivel a otho ni pela alteragio da

cor do solido para 0 azul em questdo de minutos.
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10,12-Heptadecadiinol-1 (6a):
IV (cm™): 3345; 2930; 2857, 1465; 1427, 1321; 1056.

‘H-RMN/300MHz (CCL/TMS/D:Q) (3, ppm): 3,54 (t CHrOH, 2H, J=62Hz), 223 (t
CHAC=C)-CHACH,);0H, 2H, J=5,7Hz); 2,22 (4-CHA~C=C)(CH2)OH, 2H, J=58Hz); 1,25
1,54 (m, (CHz) , CHOH, 19H); 0,93 (t, o-CHj, 3H, J=7,2Hz).

19,12-Tricosadiinol-1 ¢65):
IV (cm™): 3413; 2919; 2850; 1468; 1343; 1036; 716.

'H-RMN/360MHz (CDCh) (8, ppm): 3,63 (t, CH,-OH, 2H, J=6,6Hz); 2,23 {1, (CH,-C=C),, 4H,
J=6,8Hz); 1,19-1,58 (m, (CHz):s , 30 H, CH,OH, 1H), 0,87 (t, ©-CH;, 3H, }=6,7Hz).

4,6-Tricosadiinol-1 (6¢):
Ponto de fusdo: 56°C -~ 58°C
IV (ecm™'): 3202; 2920; 2849; 1471; 1423; 1056; 908; 713.

"H-RMN/300MHz (CCL/TMS/D;0) (5, ppm): 3,70 (¢, CH-OH, 2H, J=5,9Hz), 2,36 (L
CHa(C=C)-CH-(CH,),0H, 2H, J=7,0Hz); 2,22 (t, ~CH:(C=C):(CH.);0H, 2H, J=6,9Hz); 1,73
(quinteto, (C=C),CH,-CH,-CH,OH, 2H, J=6 4Hz); 1,17-1,52 (m, (CH:)4 ¢ CH,-OH, 29H); 0,89 (t,
-CHs, 3H, J=6,9Hz).

5.1.1.5. Preparaciio do dcido alcadiindico (7)

Q
PDC, DMF
. ,—CH ta, 24 >\——OH
Ve e = B /”n ==
H30 H3

) 0

f50) m=s . 0 (75) e o - 500%
. . LRSS -

(8¢} - m=2 ; n=15 {7c) - m=2 ; n=15 - 96%

Esquema 5.5: Reacfio de oxidacfio dos dicoois 6 para a preparagio dos acidos carboxdlicos
diacetilénicos 7.

A oxidag#o dos alcoois 6a, 6b e 6¢ com PDC até os correspondentes 4cidos
10,12-heptadecadiindico (7a), 10,12-tricosadiinbico (7b) e 4,6-tricosadiindico
(7c), foi obtida com bons rendimentos (71%, 80% e 96%, respectivamente)
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(Esquema 5.5). No caso das reagdes realizadas com os alcoois de cadeia mais
longa 6b e 6¢c, ambos na fase sélida sob as condigdes ambiente, a liofilizacdo dos
reagentes possibilitou a obtengio de rendimentos superiores aos observados
quando esse processo nio era realizado. Os trés acidos carboxilicos diacetilénicos
sintetizados apresentam-se na fase solida sob as condigles ambiente. Estes acidos
diacetilénicos também sofrem polimerizagio ao precipitarem como solidos em
decorréncia da evaporagdo dos solventes, mas esta reag#o € ainda mais rapida que
a observada para os alcoois. A estocagem dos acidos era feita em solugdo de
cloroférmio, sob refrigeracio (~4°C); ou entfio em solu¢io de benzeno congelada e
mantida em freezer, como descrito para os alcoois. A liofilizacdo dos acidos
diacetilénicos tornou mais lenta a reagdio de polimerizagdo, permitindo a
manipulagdo dos compostos na fase sdlida por algumas poucas horas antes de
tornar visualmente perceptivel a alteragio de cor. Esse processo somente era
realizado imediatamente antes da realizagio das analises por RMN, e antes da

reacio de esterificacio subsequente para a preparagio dos fosfolipidios
diacetilénicos.

Acido 10,12-heptadecadiindico (7a):
IV (cm™): 2923; 2849; 1698; 1465; 1409; 1300; 929.

'H-RMN/300MHz (CDCL) (8, ppm): 2,34 (t, CH,COO, 2H, J=7,5Hz), 2,21-2,27 (m, (CH»-C=C),,
4HD); 1,25-1,79 (m, (CHy)e, 16H); 0,90 (t, 0-CH;s, 3H, J=7,1Hz).

BC-RMN/75MHz (CDCL) (5, ppm): 180,04 (COOH); 77.42; 77,00; 76,58; 65,27, 65,18; 33,89,
32,48; 30,28; 28,95; 28.92; 28.87; 28,81; 28.76; 28,63; 28.55; 28,17; 26,68; 24,51; 21,80; 19,05;
18.76; 13,39 (0-CHs).

Acido 10,12-tricosadiinéico (75):

IV (cm™): 3019; 2924; 2854; 1708; 1464; 1415, 1300; 1216; 932; 758; 726 669.

‘H-RMN/300MHz (CDCl) (3, ppm): 2,34 (1, CH,COO, 2H, J=7,5Hz); 2,24 (t, (CH-C=C),, 4H,
3=6,9Hz); 1,19-1,65 (m, (CHy)14, 28 H); 0,88 (t, -CH;, 3H, J=6,8Hz).

PCRMN/75MHz (CDCls) (3, ppmy): 179,59 (COOH); 77.58; 77.40; 76,98; 76,56, 65,27, 65,18;
33,87; 31,84; 25,50, 29.41; 29.25; 29.04; 28,99, 28,92; 28,79; 28,68; 28,29; 2823; 24,56; 22.61;
19.,06; 14,03 (@-CH3).
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Acido 4,6-tricosadiinéico (7¢):
Ponto de fusdio: 83°C — 85°C (polimerizagio)
IV (con'): 2918; 2847: 1689; 1461; 1431; 1214; 1175; 924; 724.

IH-RMN/300MHz (CDCL) (5, ppm): 2.59 (m, C=C-(CHp)»-COO, 4H); 2,24 (t, CH»
(C=C),(CH,),COO, 2H, J=7,0Hz); 1,18-1,53 (m, (CHy)1s, 28H); 0,88 (t,  -CHa, 3H, J=6,7Hz).

BC-RMN/75MHz (CDCls) (5, ppm): 175,96 (COOH); 78,55; 77,39; 77,16; 76,97; 76,55; 74,41,
66,32; 64,93; 32,58; 31,80; 29,56; 29,34; 29,24; 28,96; 28,76; 28,18; 22,55; 19,06; 14.82; 13,91(c-
CHy).

5.1.1.6. Preparacio da fosfatidilcolina diacetilénica (1)

L-at-GPC.CdCiy, DMAP,

e C\w-
T
|

/.__>
(7a):m=8 ; n=3

h) =8 | n=g
%;m;ms &)

1) m=8 =3 -TBE%
{1b}: m=8 ;=9 - T8%
fie}: m=2; =15 - 40%

Esquema 5.6: Reagio de esterificacio dos dcidos 7 2 glicerofosforilcolina para a preparaciio das
fosfatidilcolinas diacetilénicas 1.

A reagdo de esterificacdo dos 4cidos diacetilénicos 7 utilizando-se o
reagente DIC como agente promotor do acoplamento (Esquema 5.6) resultou em
bons rendimentos para a preparagio dos produtos 1,2-bis(10°,12°-
heptadecadiinoil)-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (1a) e 1,2-bis(10°,12°-
tricosadiinoil)-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (Ib} (76% e 79%, respectivamente).
Porém para a preparacdo do fosfolipidio diacetilénico 1,2-bis(4’,6’-tricosadiinoil)-
sn-glicero-3-fosfatidilcolina (I¢) o rendimento foi inferior aos anteriores (40%),

mantidas as mesmas condigGes de reagdo.

As fosfatidilcolinas diacetilénicas Ia (DC;sPC) e Ic (DC;,15PC) sintetizadas
neste trabalho sfio compostos inéditos na literatura.
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1,2-Bis(10°,12’-heptadecadiinoil)-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (Za):
IV (cm™): 3392; 2932; 2857, 1737, 1657, 1466, 1426; 1237; 1177; 1089; 1065; 970; 759.

'H-RMN/500MHz (CDCls) (3, ppm): 5,17 (m, 1H, CH,CHCHy); 3,80-4,38 (m, 10H, POCHCH;N,
CH,CHCH;, 1H;0) ; 3,35 (s, 9H, N(CHs)s); 2,21-2,29 (m, 12H, (CH.COO), , (CH-C=C)y); 1,23-
1,56 (m, 32H, (CHy)1¢); 0.89 (t, 6H, (0-CHz),, J=7,3Hz).

BCRMN/75MHz (CDCls) (8, ppm): 173,57 (CH0C0); 173,22 (CHL0CO), 77,38, 76,97, 76,55,
70,56; 7045; 66,38; 65,26 63,34; 62,96; 59,30; 54,37; 34,16; 33,96; 30,28, 29,54; 28,99; 28,83;
28,70; 28,56 28,24; 24,78; 21,77; 19,05; 18,73; 13,33 (0-CHs).

Andlise elementar: C,HgeNOP.2H0

Calculado: C 64,49%; H 9,28%; N 1,79%

Obtido experimentalmente: C 64,37%; H 9.59%; N 1,95%
1,2-Bis(10°,12’-tricosadiineil)-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (15):
IV (cm™): 3393; 2919; 2850; 1724; 1651; 1469; 1418; 1238; 1176; 1090; 971; 719.

'H-RMN/300MHz (CDCly) (3, ppm): 5,20 (m, 1H, CH,CHCH,); 3,74-4,47 (m, 16H, POCH,CH;N,
CH,CHCH,, 4H;0); 3,31 (s, 9H, N(CHa)s); 2,21-2,29 (m, 12H, (CH,CO0), , (CHrC=0)y; 1,25~
1,55 (m, 56H, (CHz)zs); 0,87 (1, 6H, (@-CHs),, J=6,8Hz).

130.RMN/75MHz (CDCls) (3, ppm): 173,06 (CH,OCO); 172,72 (CH,0C0); 77,07; 76,98; 76,90;
76,56; 76,12; 64,87; 64,79: 53,89; 33,79; 33,62; 31,43; 29,10; 29,02; 28,84; 28,74; 28,71; 28,63;
28,53; 28 40; 27,92; 24,43; 24,35; 22,21 18,73; 13,65 (0-CHj).

Analise elementar: C;;H>NOP.4H,0O

Calculado: C65,74%; H 10,22%; N 1.42%

Obtido experimentatmente: C 63,77%; H 9,91%; N 1,56%
1,2-Bis(4’ 6°-tricosadiinoil)-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (7¢):
IV (cm™): 3411; 2918; 2850; 1720; 1640; 1472; 1233; 1089; 1064; 971; 717.

'H-RMN/300MHz (CDCls) (8, ppm): 5,22 (m, 1H, CH,CHCH,); 3,81-4.42 (m, 12H, POCH,CH,N,
CH.CHCH,, 2KL,O); 3,35 (s, 9H, N(CHs)s); 2,56 (m, SH, (C=CCH,CH,COO),); 2,23 (1, 4H,
(C=CCHy),, J=7.0Hz ); 1,20-1,53 (m, S6H, (CHa)oe); 0,87 (¢, 6H, (0-CHy)s, J=6,4Hz).

13C.RMN/75MHz (CDCL) (5, ppm): 171,58 (CH,OCO); 171,27 (CH,OCO); 78.51; 78.43; 77,42:
77,00, 76,58; 74.97; 70,84; 66,13; 66,10; 65,01; 63,46; 63,13; 59.47; 54,38; 32,94; 32,75; 31,84;
29,61; 29.45; 29,27, 29,06; 28 87; 28,28; 22.58; 19,09; 14,91 (0-CHs); 13,98 (-CH).
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Especrometria de Massa — m/z(%): 749 (M™ -165,5); 403 (6); 327 (10), 313 (16); 286 (1), 169
(31); 145 (18); 131 (28); 91 (38); 71 (53); 57 (100); 55 (84).

Analise elementar; CsHoNOgP.4H-0O
Calculado: C65.74%; H 10.22%; N 1.42%

Obtido experimentaimente: C 65.97%; H 10.39%; N 1.54%

5.1.2. Influéncia do grupo protetor

A substituicio do grupo protetor MOM pelo grupo de protecio THP
proporcionou o efeito desejado de diminuigio da volatilidade do bromo-propanol
protegido 3b € do composto derivado 4d. Os rendimentos da etapa de protegio
foram idénticos aos obtidos com o MOM, entretanto houve significativa
diminui¢gdo do rendimento na etapa seguinte da sintese, na preparagdo dos
compostos 4c e 4d. Dessa forma verifica-se que o mais adequado em termos de
rendimento das duas etapas iniciais da sintese ¢ se utilizar o grupo protetor MOM,
com 08 necessarios cuidados na manipulagdo dos compostos 3b e 4d para se evitar
perdas decorrentes da volatilizagio durante a recuperagio dessas moléculas ao

final da reagdo.

5.1.3, Influéncia do co-solvente

O reagente HMPA, utilizado como co-solvente nucleofilico em duas
reagdes intermediarias da sintese, € extremamente toxico (mutagénico e
cancerigenc). Sua manipulagio envolve riscos, tanto pessoal quanto ambiental,
motivo pelo qual se tentou substitui-lo pelo DMPU, reagente similar porém menos
critico quanto a toxicidez. Na Tabela 5.1 sfio comparados os rendimentos obtidos
quando um ou outro co-solvente € utilizado na preparacio de alguns dos
intermediarios 4 e 5. De uma maneira geral, os rendimentos praticamente nio
sofreram alteragio ao se substituir o HMPA pelo DMPU na preparagiio de

compostos idénticos(4c, 4d e 5e), ou mesmo na preparagdo de compostos similares
(3a, 5d, 5c e 5f).
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Tabela 5.1; Comparacgdo dos rendimentos obtidos para a preparacio de alguns dos compostos
intermedidrios 4 ¢ 5 conforme o co-solvente utilizado (HMPA ou DMPL).

Composto Co-solvente Rendimento (%)
dc DMPU 72
de HMPA 71
4d DMPU 26
4d HMPA 29
Sa HMPA 65
5d DMPU 73
Se DMPU 61
Se HMPA 58
Sc HMPA 48
Sf DMPU 47

5.1.4. Rendimento do processo

Os rendimentos globais de preparagio dos acidos diacetilénicos foram
bastante razoaveis, considerando-se o numero de etapas envolvidas na sua sintese.
Os maiores rendimentos para os acidos derivados dos intermediarios protegidos
com o grupo MOM (7a: 38%,; 7b: 41%; 7c: 23%) em relagiio aqueles protegidos
com o grupo THP (7a: 24%; 7b: 30%; 7c: 11%) demonstram o efeito negativo da
utilizagdo do THP como grupo protetor sobre o rendimento global da sintese.

Quanto ao rendimento da sintese dos fosfolipidios diacetilénicos DCg3PC
(Ia) e DCssPC (1b) (76% e 79%, respectivamente), eles foram similares aos
apresentados na literatura para compostos analogos obtidos sob condigdes
reacionais semelhantes (Rhodes et al, 1992; Singh, 1990). Entretanto, para o
fosfolipidio DC;,sPC (Ic) o rendimento foi relativamente baixo (40%). Essa
ultima etapa da sintese dos fosfolipidios diacetilénicos envolve um grande
consumo dos acidos diacetilénicos, tendo em vista que se utiliza um excesso
relativamente grande deste reagente para se obter um rendimento aceitdvel. Como
descritoc nma metodologia da reagfio de esterificagio, foram empregados 4
equivalentes do acido para cada equivalente da glicerofosforilcolina, embora a

estequiometria da reacdio indique que apenas dois equivalentes de acido
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carboxilico possam efetivamente reagir com cada molécula da
glicerofosforilcolina. Entretanto, a utilizagio de quantidades de 4cido diacetilénico
inferiores a aproximadamente 3,5 equivalentes leva a uma substancial diminuicdo

do rendimento da reagio.

5.1.5. Estabilidade dos intermedidrios

Os compostos intermediarios da sintese dos fosfolipidios diacetilénicos
contendo o grupo diacetilénico que se apresentavam na fase sélida sob as
condicdes ambiente (4lcoois e acidos) apresentaram uma grande propensio a
polimerizagio. A identificagio da ocorréncia dessa reagdio indesejada era
visualmente perceptivel pela alteracdo da cor dos sélidos, passando de branco para

azul.

Esta reagfio indesejavel foi retardada através da liofilizag#o dos alcoois 6b e
6c e dos acidos 7a, 7b e 7c a partir de uma solugio em benzeno, tornando-se muito
mais lenta. Os solidos brancos assim obtidos permaneceram com sua cor inalterada
por varias horas, permitindo tanto a preparagdo dos compostos para as analises
quanto a sua utilizagdo na reagfio subsequente da sintese de fosfatidilcolinas
diacetilénicas, sem perdas significativas devido a sua polimerizagdo. Quando
necessario, estes compostos (solubilizados em benzeno e rapidamente congelados
a—78°C) foram estocados durante varios dias em freezer, protegidos da luz, sem se

detectar alteragdes decorrentes da polimerizacio.

5.1.6. Comportamento de agregacio dos fosfelipidios diacetilénicos

A agregacio dos fosfolipidios foi caracterizada por meio de filmes
monomeéricos na interface ar-agua para cada um dos fosfolipidios diacetilénicos,
obtendo-se as isotermas de Langmuir apresentadas na Figura 5.1. A isoterma
referente ao DCggPC (Avanti Polar Lipids) apresentou comportamento similar ao
relatado na literatura por Johnston et al. (1983), com excegdo da regifo
correspondente & transicio da fase liquido (liquido expandido) para a fase gel

(liquido condensado), na faixa de 60A%molécula a 1004%/molécula. Como pode
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ser verificado na Fig. 5.1, 2 medida que o filme é comprimido, a pressdo
superficial (x) aumenta até 11mN/m (A=85A%*molécula), com o aparecimento de
um ponto de maximo local. A partir deste ponto, verifica-se um declive na
isoterma, com uma diminuigfo de ® com a compress#o do filme, até atingir o valor
minimo de 6mN/m a 76A%/molécula. Abaixo deste valor de area por molécula, a
pressdo superficial volta a aumentar, desta vez abruptamente. Tanto nos dados
apresentados por Johnston et al. (1983) quanto naqueles de um relato anterior para
o fosfolipidio diacetilénico DCgoPC (Johnston et al, 1980), ndo se verifica um
ponto de méximo de 7 tdo acentuado durante esta transi¢io de fase.
Comportamento semethante ao obtido neste trabalho, porém para outras moléculas
de DCPC, foi observado em outros trabathos (Hui et al., 1992; Thuren et al., 1983;
Miller et al., 1989; Matuo et al., 1982). Segundo Hui et al. (1992), o ponto de
maximo local durante a transi¢do de fase seria decorrente de uma energia adicional
necessaria para alinhar os planos das ligagbes diacetilénicas em cadeias acila
vizinhas para um maior ordenamento em relagio ao arranjo hexagonal dessas
cadeias, normalmente esperado na fase solido condensado de monocamadas de
fosfolipidios. Assim, seriam formados pequenos sitios de nucleagdo durante a
primeira compressic do filme, com elevado grau de empacotamento dos
fosfolipidios. Esses autores mencionam ainda o fato desse comportamento ser

detectado apenas quando a taxa de compressdo & baixa, ao redor de 1mm®/s para a

primeira compressio.

Os outros dois fosfolipidios diacetilénicos estudados, DCssPC (Za) e
DC1sPC (Ic), apresentaram comportamento convencional das isotermas,
comparaveis aquelas apresentadas na literatura, referentes a compostos similares
(DCs4PC e DC;10PC) (Hui et al., 1992). Pelas caracteristicas dessas tltimas
isotermas, pode-se observar que o fosfolipidio DC;sPC é muito menos
compressivel, podendo formar bicamadas com estados de agregacio mais densos,
comparado com o DCg3PC. Os valores obtidos de area/molécula para ¢ DCggPC
foram intermediarios entre ambos ap6s aproximadamente 80 A¥molécula. O efeito
do posicionamento das insatura¢des nas cadeias acila esterificadas ao glicerol pode

ser observado somente a pressdes superficiais abaixo de 10 mN/m, onde a area
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ocupada por molécula no filme de DCqoPC € bem maior que a ocupada pelas

moléculas de DC, ;sPC. Esse efeito nio ¢ tdo acentuado a altas pressdes.

60
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\.
\

20 —
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¥igura 5.1: Isotermas de compressdo dos fosfolipidios diacetilénicos DCq oPC, DCyaPCe
DC,,15PC, a 23°C (a compressdo foi realizada a velocidade de 100 cm®/min).

Quando as insaturagdes estdo localizadas em posigdes equivalentes, porém
com diferentes tamanhos das cadeias distais, como no caso dos fosfolipidios
DCgsPC e DCg3PC, os efeitos de agregacio sfo somente diferenciados acima de
10mN/m.
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5.2. Preparacio e Caracterizaciio dos Lipossomas Polimerizados

5.2.1, Temperatura de transicio de fases

Os graficos de calorimetria de wvarredura diferencial (DSC) e de
microcalorimetria de varredura diferencial (microDSC) foram obtidos para as
suspensOes de lipossomas de DCsoPC (Avanti Polar Lipids), DCs3PC (Ia) e
DC,1sPC (Ic) (Anexo 3). Para o fosfolipidio DCsoPC, tanto a suspensio de
lipossomas monoméricos quanto a suspensdo de lipossomas poliméricos
apresentaram ¢ pico indicativo da transicio de fase gel-liquido cristalino entre
42°C e 43°C (microDSC), temperaturas proximas da T. (46°C) obtida previamente
por DSC para os lipossomas monoméricos de mesma composi¢go, para o ciclo de
aquecimento. O sinal intenso obtido para os lipossomas poliméricos indica que o
grau de polimerizagio das moléculas de DCsoPC na bicamada lipidica deve ser
relativamente baixo, uma vez que ha indicagfo na literatura relacionando a maior
extensdo da polimerizagio com a diminui¢do do sinal obtido na transi¢do de fase
(Leaver et al., 1983). Segundo estes autores, a irradiagdo prolongada de compostos
diacetilénicos com luz UV pode inclusive fazer com que a transigio de fase gel-
liquido cristalino desapare¢a. Para os fosfolipidios monoméricos de DCs3PC ¢
DC.,1sPC, ndo se observou o sinal caracteristico indicative da transi¢iio de fase nas
analises por microDSC, provavelmente pelo emprego de suspensdo lipidica
excessivamente diluida. As analises por DSC dos lipossomas monoméricos de
DC,,;sPC apresentaram uma elevada histerese da T, conforme esta era obtida em
ciclo de aquecimento (61°C) ou resfriamento (50°C). A temperatura de transigio
de fase para o fosfolipidio DCy3PC (43 °C) foi obtida somente através da analise

por DSC de lipossomas monomeéricos, para o ciclo de aquecimento.

Na Tabela 5.2 sdo apresentadas as temperaturas de transigio de fase para os
fosfolipidios diacetilénicos obtidas por calorimetria de varredura diferencial (DSC)

¢ por microcalorimetria de varredura diferencial (microDSC).
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Tabela 5.2: Temperaturas de transicio de fase (T.) para os fosfolipidios diacetilénicos, através de
calorimetria de vamredura diferencial (DSC) e de microcalorimetria de vamedura diferencial
(microDSC). Os dados foram obtidos para suspensdes monoméricas ¢ para ciclo de aquecimento,
exceto onde especificado o contrario.

Fosfolipidio T.
DSC microDSC
DC;oPC 46°C ; 32°C @ 43°C; 42°C®
DCssPC 43°C —_—
DG, 1sPC 61°C ; 50°C @ 59°C ®

(p): suspensdo polimérica; (r): ciclo de resfriamento

Os valores de T obtidos para o fosfolipidio diacetilénico DCssPC sdo
condizentes com os relatados na literatura (37 °C a 43,1 °C, obtidas para ciclos de
aquecimento) (Blume, 1991). A temperatura de transicio de fase obtida para o
DCe3PC (43 °C) foi bem superior aquela que seria prevista para essa molécula
considerando-se 0 posicionamento das insaturacdes (carbonos 10 e 12) e o
comprimento das cadeias acila (17 4tomos de carbono). Conforme dados
relacionando a T. com o comprimento das cadeias acila de fosfatidilcolinas
diacetilénicas do tipo DCg,PC (insaturagdes sempre localizadas nos carbonos 10 ¢
12) e n=6 (T=22°C), n=7 (T=28°C), n=9 (T~37°C a 43,1°C), n=11 (T~48°C a
51°C), n=12 (T=43°C), ou n=13 (T=60°C a 62°C) (Blume, 1991), esperar-se-ia
uma T, inferior a 22°C para o DCg3PC.

Resultados apresentados na literatura relacionando a T. de fosfatidilcolinas
diacetilénicas com mesmo tamanho das cadeias acila (27 atomos de carbono), mas
com posicionamento varidvel do grupo diacetilénico ao longo dessas cadeias,
demonstram uma tendéncia para o aumento da T 2 medida que as insaturagdes sdo
posicionadas mais proximas do grupe carboxilico (Blume, 1991). Esta tendéncia
se repetiu com relagio aos dados obtidos para os fosfolipidios DC; sPC e
DCsoPC, em que as temperaturas de transi¢io de fase obtidas para o primeiro
(50°C a 61°C) foram mais elevadas que aquelas levantadas para o segundo
fosfolipidio (32°C a 46°C). Em ambos os casos, as cadeias acila apresentam 23

atomos de carbono, porém os grupos diacetilénicos na molécula de DC; 1sPC estéo
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mais préximos da carboxila do que os grupos diacetilénicos na molécula de
DCsoPC.

5.2.2. Cinética de polimerizaciio dos fosfolipidios diacetilénicos

A suspensio de lipossomas de DCgoPC (Avanti Polar Lipids) 1mM em
tamp&o Hepes 10mM pH7,4 foi purgada com nitrogénio e, em seguida, submetida
4 irradiagéio durante 120 minutos com luz UV (Anexo 1), a distincia de 5 cm da
lampada e sob temperatura de 4°C. A irradiacdo da amostra provocou a alteragio
da cor da suspensdo para vermelho/alaranjado, que se intensificou a medida em
que o tempo de irradiaglio foi incrementado. Os espectros de UV/vis foram obtidos
em intervalos de 15 minutos (Figura 5.2), com a amostra aquecida até a
temperatura ambiente logo apds a retirada da cubeta da camisa de refrigeracgio.
Este procedimento foi necessario, pois verificou-se em testes iniciais que os
espectros sofriam variagdes devido & ocorréncia de termocromismo da amostra (2
4°C a suspensdo era vermelha, passando gradualmente para laranja com o aumento
da temperatura at€ a temperatura ambiente). Os espectros na regido do UV/visivel
apresentam um crescente aumento da absorbéncia da amostra na regido entre cerca
de 380nm e 550nm. Os resultados indicam & ocorréncia da polimerizagdo dos
fosfolipidios diacetilénicos DCz9PC na bicamada lipossomial. A cor da suspensio
durante a irradiagdo n@o passou pelo azul, estando de acordo com os relatos
existentes na literatura (Lopes, O’Brien e Whitesides, 1982(1); Peek et al, 1994)
para a polimerizacio de lipossomas de DCsoPC previamente submetidos ao
aquecimento acima da T. do fosfolipidio (vide curvas de histerese de

fotossensibilidade — item 3.1.2.2/Figura 3.1).

A suspensdo de lipossomas preparada com o fosfolipidio sintético DCg3PC
{(Ia) 1,1mM em tampdo Hepes 10mM pH7,4 foi purgada com nitrogénio, ¢ em
seguida submetida a irradia¢do durante 120 minutos com luz UV, & distincia de
5cm da ldmpada e sob temperatura de 4°C. A amostra teve sua coloragdo alterada
para amarelo claro a partir dos primeiros 20 minutos de irradiagdo, mantendo-se
assim até o final do experimento. Os espectros foram obtidos como descrito para a

suspensdo de DCg gPC, porém em intervalos de 20 minutos (Figura 5.3). Eles ndo
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Figura 5.2: Espectros de UV/vis de suspensfio de lipossomas de DCygPC (Avanti Polar Lipids)
1mM em tampdo Hepes 10mM (pH7,4), irradiada por exposicio direta 3 luz UV (l&mpada:
Germetec — mod, LTD-64-S, 220V/60Hz/64W) durante 120 minutos, a 4°C, posicionada a Sem da
ldmpada.

apresentaram um aumento da absorbincia na regifo de 400nm a 550nm como
aquele verificado quando da polimerizagfo da suspensio de lipossomas preparada
com o fosfolipidio DC; oPC, nas mesmas condi¢des (Fig. 5.2). Entretanto, pode-se
observar um aumento relativo da absorbincia na regifio de 300nm a 400nm nas
amostras irradiadas. A polimerizagiio dos fosfolipidios nfo ficou caracterizada pela
espectrometria na regifo do UV/visivel, pois 0 comportamento dos espectros ¢
diferente do padréio observado para o fosfolipidio DCsoPC, mas também nfio se
pode afirmar que ela nio tenha ocorrido. Os dois fosfolipidios diacetilénicos
apresentam cadeias distais de hidrocarbono com diferentes comprimentos - seis
grupos metileno a menos para o DCgi;PC em relagio ao DCsoPC -, 0 que

certamente deve provocar alteracdio no empacotamento dessas molculas na
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bicamada dos lipossomas. Tal alteracio pode refletir-se tanto na susceptibilidade a
reacdo de polimerizacdo, quanto na resposta colorimétrica obtida apds a
polimerizac8o. (vide item 3.1.2.2 ¢ item 3.1.2.3 da revis#io de literatura).

Tempo de Irradiagio

——— 2ZBIO

~—— 20 minutos
—— 40 minutos
——— 60 minutos
s 30 MINAULOS
—— 100 minutos
4 20 miNGItOS

Absorbincia

I
200 300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda (nm)

Figura 5.3: Espectros de UV/vis de suspensfio de lipossomas de DCysPC (Za) 1,1mM em tampdo
Hepes 10mM (pH7,4), irradiada por exposigo direta 3 luz UV (ldmpada: Germetec — mod. LTD-
64-8, 220V/60Hz/64W) durante 120 minutos, a 4°C, posicionada a Scm da ldmpada..

A suspensdo de lipossomas preparados com o fosfolipidio sintético
DC;,15PC (Ic) 0,6mM em tampao Hepes 10mM pH7,4 foi purgada com nitrogénio,
e em seguida submetida a irradiacfio durante 120 minutos com luz UV, 3 distancia
de 5cm da ldmpada e sob temperatura de 4°C. Apés os primeiros 20 minutos de
irradiacfo, a suspensdo de lipossomas teve sua colorag@o alterada para laranja, que
se intensificou no decorrer da irradiagfio. Os espectros (Figura 5.4), obtidos a cada
intervalo de 20 minutos para a amostra & temperatura ambiente, apresentaram um
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aumento da absorbdncia na regifioc de 400nm a 550nm, como aquele verificado
quando da polimerizagio da suspensdio de lipossomas preparada nas mesmas
condicdes com o fosfolipidio DCqoPC (Fig. 5.2). Houve também um aumento da
absorbéncia na regidio entre 300nm e 400nm, similar ao verificado na irradiagéio da
suspensfio de lipossomas preparada com o fosfolipidio DC;sPC (Fig. 5.3). A
polimerizagiio dos fosfolipidios na bicamada lipidica dos lipossomas ficou
caracterizada, pois o comportamento dos espectros é semelhante dquele observado
para a fosfatidilcolina diacetilénica padrio DCgoPC. A diferen¢a observada nos
espectros (Fig. 5.2 e Fig. 5.4) pode ser devida a alteragles no arranjo das cadeias
poliméricas empacotadas na bicamada, decorrentes dos diferentes posicionamentos
das insaturagdes nas cadeias acila de cada fosfolipidio (insaturagdes nos atomos de
carbono 10 e 12 para a DC; 9PC; € nos 4tomos de carbono 4 e 6 para a DC, 1sPC;

4.0
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Figura 5.4: Espectros de UV/vis de suspensfo de lipossomas de DC, ;sPC (Ic) 0,6mM em tampéo
Hepes 10mM (pH7.4), irradiada por exposigio direta & luz UV (l4mpada: Germetec — mod. LTD-
64-8, 220V/60Hz/64W) durante 120 minutos, 2 4°C, posicionada a Scm da limpada.
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em ambos os lipidios, as cadelas tem o mesmo tamanho, com 23 atomos de

carbono em cada cadeia acila).

A avaliagio da cinética da reagfio foi realizada considerando-se a hipdtese
de que o grau de polimerizagiio € proporcional 4 variagdo da absorbincia em
A=4T76nm. Os resultados obtidos para a polimerizagio de lipossomas preparados
com os fosfolipidios DCyoPC {(Avanti Polar Lipids), DCz3PC (Ia) e DCs,15PC (Ic)
sdo apresentados na Figura 5.5, juntamente com as curvas ajustadas para os dados
através de regressio polinomial de grau 3. Pode-se verificar que a cinética da
reagio de polimerizacdo ¢é semelhante para preparagdes com os fosfolipidios

DC,1sPC e DCsoPC. Em ambos os casos, a velocidade maxima da reagfo ocorre
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Figura 5.5: Curvas de diferenca de absorbincia (A-A,) a A=476nm em funcio do tempo de
irradiacio de suspensiio de lipossomas de DCq oPC (Avanti Polar Lipids), DC;sPC (1) e DCesPC
(Za) em tampfo Hepes 10mM (pH7.4), trradiada por exposicio direta a lvz UV (lAmpada:
Germetee — mod. LTD-64-8, 220V/60Hz/64W) durante 5.5 horas, a 4°C, posicionada a 5cm da
lammpada.
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até 2 horas de irradiacdo, diminuindo para periodos maiores. Para o fosfolipidio
DC;15PC, o maximo grau de polimerizag@o ocorre entre 4 horas e 4,5 horas de
irradiacdo, enquanto para o fosfolipidio DCsoPC a reagdo ainda apresenta taxas
positivas acima de 4.5 horas. A extensio da polimerizacio dos fosfolipidios
DCg3PC € bem inferior aquela observada para os outros dois fosfolipidios
diacetilénicos, com baixas taxas de reagfo de polimerizacio verificadas durante

todo o periodo de tempo estudado.

Na Figura 5.6 pode-se verificar as alteragdes cromaticas para cada uma das
suspensdes de lipossomas (1mM) apés duas horas de irradiagio com luz UV,
comparativamente & suspensio monomérica de lipossomas de DCgoPC (as
suspensdes monomeéricas dos outros dois lipidios polimeriziveis sdo semelhantes,

por i8so apenas uma suspensdo monomérica € apresentada).

Figura 5.6: Aspecto das suspensdes 1mM de lipossomas monoméricos de DCyoPC (1) e de
lipossomas peliméricos de DC;;sPC (2) , DCoPC (3) e DCesPC (4) em tampdo Hepes 10mM
pH7.4.
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Visando confirmar a eficicia do processo de polimerizagdo utilizado neste
trabalho, procurou-se a comparacdo com os resultados obtidos por Peek et al
(1994), ja que esses pesquisadores conseguiram a polimerizagio sob temperatura
ambiente de lipossomas de DCqoPC obtidos por extrusfio através de membrana de
100nm. Nesse caso, a irradia¢io da amostra foi realizada em reator fotoquimico do
tipo Rayonette durante 5 minutos. O processo de preparagio dos lipossomas de
DCgsPC descrito nesse trabalho foi seguido, realizando-se inclusive ciclos de
congelamento e descongelamento apods a hidratagio do filme lipidico seco, antes
da etapa de extrusdo. A polimerizacdo foi inicialmente testada sob temperatura
ambiente, mas nenhuma alteragfo indicativa de polimerizagdo foi obtida apos 1
hora de exposi¢do 4 irradiagdo UV com a limpada Germetec (64W). Ela somente
se deu quando a suspensic de lipossomas foi refrigerada até 4°C. Desta forma
ficou evidente que o sistema de irradiagdo disponivel ndo é capaz de fornecer a
mesma poténcia radiante que o reator fotoquimico Rayonette e, por este motivo,
ndo se consegue a polimerizagio dos lipossomas de DCssPC & temperatura

ambiente.

5.2.3. Didmetro médio e distribuicio de tamanhos das vesiculas

Este estudo visou determinar o didmetro médio ¢ distribuicdo de tamanhos
das vesiculas avaliando-se o processo de preparacfio e estocagem dos lipossomas.
Buscou-se indicativos de alteragdes morfolégicas indesejadas das bicamadas
decorrentes dos diversos tratamentos fisicos empregados, e também meios de

evitar tais alteragBes durante a produgo e estocagem dos lipossomas.

Foram realizadas medidas do didmetro médio com as suspensdes de
lipossomas monoméricos € poliméricos de DCs3PC, logo apds a sua preparacio e
ap0s estocagem por 40 dias em geladeira. Os resultados (Tabela 5.3) mostram nio
haver variag@io significativa do didmetro médio das vesiculas, demonstrando que
os lipossomas preparados com o fosfolipidio diacetilénico DCg3PC permanecem

estaveis apds estocagem em geladeira durante o periodo estudado.
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Os resultados obtidos para as suspensdes de lipossomas monoméricos e
poliméricos de DCz;sPC apresentados na Tabela 5.4 indicam que alteragBes
significativas ocorrem nas caracteristicas das vesiculas presentes na suspenso de
lipidios monoméricos, pois ha duas populagdes muito maiores que as inicialmente
presentes. Os lipossomas poliméricos, por outro lado, mantém-se com didmetro
médio ao redor de 100nm a 200nm, demonstrando que a polimerizagéio foi capaz

de evitar alteracGes significativas da morfologia das vesiculas.

Tabela 5.3: Efeito da estocagem sob refrigeragio sobre ¢ tamanho dos lipossomas monomericos ¢
poliméricos preparados com o fosfolipidio diacetilénico DCy 3PC em tampdo Hepes 10mM pH7 4.

Composicio Didmetro (nm) Distribuicfio de Observacoes
Tamanho

DCqsPC (mon.) 95:+45 47nm(35%) 4°C (geladeira)
110nm(65%) por 40 dias

DCs3PC (polim.) 92::54 66nm(60%) 4°C (geladeira)
130n:m(40%) por 40 dias

DCesPC (mon.) 92440 T4nm(58%) apos a preparagio
118nm(42%)

DCs ;PC (polim.) 10350 59nm(34%) apds a irradiagio com
1250m(66%) hz UV

Tabela 5.4: Efeito da estocagem sob refrigeragio sobre o tamanho dos lipossomas monoméricos ¢
poliméricos preparados com o fosfolipidio diacetilénico DC, ) sPC em tampio Hepes 10mM pH7.4.

Composicio Didmetro {(nm) Distribuicio de Observacbes

Tamanho

DC;,5PC (mon) -— ~600nm (aita polidispersdo)
~7000nm 4°C (geladeira) / 4 dias

DCz,sPC (polim ) 132475 87mm(60%) 4°C (geladeira)

200nm{40%) por 40 dias

DC;;5PC (polim.) 117473 117nm+730m 4°C (geladeira)

(100%) por 7,5meses
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Para os lipossomas preparados com DCgoPC foram, também, observadas
alteragdes significativas de tamanho (Tabela 5.5). A suspensio de lipossomas
monoméricos estocada em geladeira apresentou grande polidispersio apos o
resfriamento, nfio sendo por isso possivel determinar-se o tamanho das particulas
presentes. A polimerizag8o por 2 horas evitou mudangas fisicas significativas, pois
os diimetros médios dos lipossomas poliméricos de DCggPC se mantiveram na
faixa de 100nm a 200nm mesmo apds a estocagem em geladeira. Entretanto, um
prolongamento do tempo de irradiagiio da amostra até 5,5h, sob temperatura de
4°C, proporcionou o surgimento de uma populagio com tamanho ao redor de
1780nm.

Tabela 5.5: Efeito da estocagem sob refrigeragio sobre o tamzanho dos lipossomas moromericos ¢
poliméricos preparados com o fosfolipidio diacetilénico DCqsPC em tampdo Hepes 10mM pH7,4
(superindices iguais, a esquerda dos valores dos didmetros, indicam s¢ tratar da mesma amostra),

Composicio Didmetro (nm) Distribuicao de Observagiies
Tamanho
DC; sPC (mon.) W116+51 67nm(38%) temp.ambiente
1430m(62%) por 4h
DCgsPC (mon ) Mog+54 96mt54nm (100%) temp.ambiente
por 1 noite
DCyoPC (mon.) 104469 104nmi69nm | logo apds a preparacdo
(100%)
DCoPC (mon.) | (alta polidispersio) | (alta polidispersio) 4°C (geladeira)
por 1 noite
DCssPC (mon.) 102+47 64nm(42%) logo apds a preparacdo
121nm(58%)
DGy oPC (polim.) ®101438 10 1nm+38nm logo apds a irmadiagdo
(100%) uv
DC; 5PC {polim.) 1134475 134nm+75nm temp.ambiente
(100%) por 1 noite
DCy PC (polim.) 11204108 46nm(60%) 4°C (geladeira)
195nm(40%6) por 1 noite
DCq sPC (polim.) - 46nm (29%), apos irradi
148nm (63%) e UV/5,5h
1784nm (8%)
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As alteragbes detectadas para as suspensbes de lipossomas estudadas
provavelmente sdo decorrentes de alteragGes na morfologia da bicamada lipidica,
que pode passar da estrutura esférica caracteristica dos lipossomas unilamelares
pequenos, para microtubos ou bicamadas em folhas estendidas devido ao
resfriamento da suspensfio, conforme Figura 3.5 e Figura 3.6, no item 3.1.3. Esta ¢
uma caracteristica singular apresentada somente pelas fosfatidilcolinas
diacetilénicas, como € previamente descrito na literatura por Rudolph e Burke
(1987). Segundo estes autores, vesiculas unilamelares pequenas de DCssPC séo
estruturas metaestaveis, apresentando polimorfismo ao serem submetidas a ciclos

de resfriamento (até temperaturas proximas de 0°C) e aquecimento.

Peek et al. (1994) observaram que vesiculas preparadas pela hidrata¢do do
filme seco de DCgoPC, seguida por ciclos de congelamento e descongelamento
antes da extruso através de membranas com poros de didmetro 50nm, 100nm ¢
300nm ndo mantém o tamanho e a morfologia apds resfriamento lento até 4°C.
Para verificar se a velocidade do resfriamento usada em nosso trabalho estava
suficientemente elevada para evitar tais alteragdes, reproduziu-se as mesmas
condic¢des de preparagdo dos lipossomas, exceto na etapa de polimerizagio. Ciclos
de congelamento e descongelamento da suspensfo de lipidios logo apds a
hidratagio do filme seco e antes da extrusfo foram realizados e os tamanhos das
vesiculas determinados (Tabela 5.6). Comparando-se esses valores com os
resultados obtidos na Tabela 5.5, observa-se que ndo ha influéncia significativa
dos ciclos de congelamento e descongelamento no didmetro médio dos lipossomas
monoméricos: 96nm+34nm e 98nm+50nm para preparagio com ciclos de
congelamento e descongelamento, ¢ 96nm+54nm, 104nm+69nm e 116nm:+t51nm
para preparagdo sem realizacdo desse processo. Os valores acima s8o semethantes
aos obtidos por Peck et al. (1994), onde o didmetro médio das vesiculas

monomeéricas foi de 95nm+32nm.

Os lipossomas polimerizados através da irradiagdo a 4°C durante 2 horas
apresentam didmetros de 101nm+38nm, 134nm+75nm e 120nm=108nm. Por outro
lado, observa-se o surgimento de populacdes com tamanhos acima de 1000nm
quando a irradiacdio ¢ realizada sob 4°C por 5,5 horas (Tabela 5.5) ou quando se
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aplicam os ciclos de congelamento e descongelamento (Tabela 5.6). Os trés
valores de didmetro acima ndo sfo muito diferentes do didmetro de 97nm+35nm
obtido por Peek et al. (1994) paré os lipossomas polimerizados, previamente
submetidos a ciclos de congelamento e descongelamento, e irradiados sob
temperatura ambiente por 5 minutos em reator fotoquimico Rayonette. Dessa
forma, o surgimento de populagSes com maiores tamanhos pode ser explicado pela
baixa temperatura utilizada durante a irradiagio (4°C), combinada com a provavel
menor poténcia radiante recebida pelas amostras irradiadas com a ldmpada
Germetec (64W), em comparagio 2 irradiagdo no reator fotoquimico Rayonette
utilizado por Peek et al. (1994). Como a velocidade da reacio de polimerizagdo ¢
menor, a possibilidade de alteragdes morfologicas dos lipossomas do tipo SUV
submetidos i temperatura de 4°C é incrementada. Para minimizar a extensio dessa
mudanga de morfologia, nas preparagdes subsequentes adotou-se o procedimento
de se iniciar a irradiagio tio logo a amostra fosse posicionada na camisa de

resfriamento, sem se esperar a2 amostra atingir o equilibrio térmico.

Tabela 5.6: Efeito dos ciclos de congelamento e descongelamento (20ciclos) entre as ctapas de
hidratagdo do filme lipidico e extrusfo da suspensdo lipidica, durante a preparacio dos lipossomas,
sobre o tamanko dos lipossomas monoméricos ¢ poliméricos de DCgsPC em tampdo Hepes 10mM
pH7.4.

Composicio Diimetre (nm) Distribuicio de Observaches
Tamanho

DGy sPC (mon.) 96:+34 9634 (100%) temp.ambiente por 4h

DCsoPC (mon.) 98450 98+50 (100%) | temp.ambiente por I noite

DCssPC (polim.) - 70nm (89%) temp.ambiente por 2,5h
2190nm (11%)

DC; oPC (polim.) - 134nm (86%) 4°C (geladeira)
4128nm (14%) por 1 noite

5.2.4 Estabilidade dos lipessomas em presenca de tensoativo

A estabilidade dos lipossomas em presenga de tensoativos reflete a

integridade da bicamada lipidica e o seu grau de empacotamento. Bicamadas com
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maior grau de empacotamento sdo mais resistentes ao ataque dos tensoativos, que
agem desestruturando-as. O monitoramento da estabilidade dos lipossomas em
fungio da concentragio de tensoativos, feito por meio de medidas de turbidez das
solugdes a 340nm, produz perfis caracteristicos compostos de regides onde
inicialmente ha o entumescimento das vesiculas, sem aumento significativo da
turbidez da solugdo. Com o aumento da concentracio de tensoativo, hd o
crescimento das vesiculas, seguido de fusdo e desintegragdo em micelas. Em
termos de turbidez das solugbes, hd um aumento acentuado até um ponto de
maximo, a partir do qual a absorbincia diminui devido & presenca de micelas na

solug@o.

5.2.4.1. Tensoativo Cy;Es (polioxietileno-5-lauril éter)

Os lipossomas monoméricos preparados a partir do fosfolipidio DCgoPC
permaneceram estaveis até aproximadamente 60% de concentra¢do do tensoative
Ci2Es (PM=406; CMC=0,058mM - Hinze e Pramauro, 1993), a partir da qual
evidencia-se a desestabilizagio devido ao aumento acentuado da absorbdncia. A
concentragdo percentual do tensoativo correspondente 8 CMC esta na faixa de 5%
a 6,8% para as concentragdes de DCPC utilizadas. Os lipossomas polimerizados,
irradiados durante 2 horas (Figura 5.7) ou durante 6 horas (Figura 5.8),
permaneceram estaveis em toda a faixa de concentragdes. A maior estabilidade dos
lipossomas polimerizados, relativamente aos monomeéricos, pode ser creditada a
estabilizagdo proporcionada pela polimerizagdo dos fosfolipidios diacetilénicos.
Neste caso, a maior extensio da polimerizagdo obtida com a irradiagdo por 6 horas
com luz UV ndo alterou de forma evidente a estabilidade dos lipossomas
polimerizados, comparativamente aos lipossomas polimerizados pela irradiagio

por 2 horas.

Para os lipossomas de DCy3PC (Figura 5.9), a estabilidade foi praticamente
igual para os lipossomas monoméricos e polimerizados até aproximadamente 60%
de tensoativo. A partir dai, verifica-se que a desestabiliza¢io foi bem maior para
os lipossomas monoméricos do que para os polimerizados. Comparados com os

lipossomas de DCg oPC (monoméricos e polimerizados através de irradiag@o por 2
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Figura 8.7: Curvas de absorbincia relativa (A=340nm) em fun¢io da concentragio percentual do
tensoative Ci2Es para lipossomas de DCoPC (0,8mM) ndo imradiados (“moneméricos™ e
irradiados por 2 horas com nz UV (“poliméricos™).
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Figura 5.8: Curvas de absorbincia relativa (A=340nm) em funciio da concentragfio percentual do
tensoative CioEs para lipossomas de DCsoPC (1,0mM) ndo irradiados (“monoméricos™) e
irradiados por 6 boras com luz UV (“poliméricos™).
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horas), eles foram muito mais instaveis, evidenciando-se a influéncia do tamanho
das cadeias distais no empacotamento dos lipidios na bicamada. A diferenga de
comportamento entre os lipossomas de DCg3PC (rradiados por 2 horas, e ndo
irradiados) quando em presenca do tensoativo C1;Es € um forte indicio de que a
reacgdo de polimerizagio entre os fosfolipidios diacetilénicos efetivamente ocorreu
apOs a irradiagéio com tuz UV, ao menos parcialmente, apesar de ndo ter ficado tdo

evidente nos espectros de UV/vis apresentados na Fig. 5.3 (item 5.2.2).
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Figura 5.%: Curvas de absorbéncia relativa (A=340nm) em fungdo da concentracio percentual do
tensoativo C;Es para lipossomas de DCgsPC (1,1mM) ndo irradiados (“monoméricos™) e
irradiados por 2 horas com luz UV (“poliméricos™).

Os lipossomas monoméricos preparados com o fosfolipidic DC,,;sPC
(Figura 5.10 e Figura 5.11) apresentaram-se bastante estiveis em presenga do
tensoative Ci2Es , em praticamente toda a faixa de concentracio estudada. Para os
lipossomas polimerizados de mesma composigdo lipidica, a extensdo da
polimerizagiio influenciou a estabilidade. Os lipossomas polimerizados obtidos
através da irradiagdo por 2 horas apresentaram-se mais instaveis que aqueles
irradiados por 6 horas. No primeiro caso, concentragGes superiores a 25% sdo

suficientes para desestabilizar os lipossomas polimerizados, enquanto aqueles com
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Figura 5.10: Curvas de absorbincia relativa (A=340nm) em fungfio da concentracio percentual do
tensoativo CyoEs para lipossomas de DC, 5,PC (1,1mM) ndo irradiados (“monoméricos™ e
irradiados por 2 horas com luz UV (“poliméricos™.
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Figura 5.11: Curvas de absorbincia relativa (A=340nm) em fungiio da concentragio percentual do
tensoativo Ci.Es para Hpossomas de DC,,PC (1,0mM) ndo irradiados (“monoméricos™ e
irradiados por 6 horas com luz UV (“poliméricos™).
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maior grau de polimerizacio permaneceram estaveis em toda a faixa de

concentragio estudada.

De forma geral, 0 comportamento dos lipossomas em presenga do tensoativo
pode ser relacionado aos resultados obtidos para os filmes de Langmuir de
moléculas de fosfatidilcolinas diacetilénicas. Para os lipossomas preparados com
DC3s3PC, a maior fluidez da membrana - inferida a partir dos resultados
verificados para a monocamada de mesma composi¢do - permite a inser¢io das
moléculas de tensoativo no seu seio com uma certa facilidade. Ao se efetuar a
irradiacdo dos fosfolipidios nas bicamadas, essa facilidade € diminuida, ja que a
membrana dos lipossomas torna-se mais rigida devido as ligaches intermoleculares
decorrentes da polimeriza¢do. Os lipossomas de DCg9PC, por sua vez, apresentam
maiores restrigdes a incorporagdo das moléculas de C;2Es na bicamada lipidica,
principalmente quando polimerizados. Isto estd de acordo com a maior rigidez
apresentada pela monocamada composta por DCgsPC, relativamente &
monocamada de DCg3;PC. Porém, a bicamada lipossomial ainda esta
suficientemente fluida para ndo ser desestabilizada pelo tensoativo. O alto grau de
empacotamento das moléculas de DC, ;sPC, como visto através da isoterma obtida
para o filme monomolecular, parece proporcionar uma elevada estabilidade 2
bicamada monomérica. A polimerizagio através da irradiacio por 2 horas acarreta
uma diminui¢do da estabilidade da bicamada, talvez pelo adensamento excessivo
das moléculas nos dominios monoméricos, © que possibilitaria uma
desestruturacio da bicamada mesmo a baixas concentraches (20% a 30%) de
Ci2Es. Devido & maior rigidez da bicamada, o tensoativo nfio consegue ser
acomodado no interior da lamela lipidica, provocando a saida de moléculas
monoméricas de DCz 1sPC da membrana. Estas moléculas livres vdo se agregar em

conjunto com as do tensoativo, formando micelas mistas. Ao se aumentar 0 grau
de polimerizagdo através da irradiagio por 6 horas, a estabilidade da bicamada é

recuperada provavelmente pelo fato das cadeias poliméricas estarem presentes em
maior nimere e/ou por serem mais extensas, com consequente diminuigdo dos
dominios monoméricos. Isto possibilitaria uma maior coesdo entre as moléculas
lipidicas no interior da bicamada, evitando a penetragio das moléculas do

tensoativo.
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5.2.4.2. Tensoative taurocolato de sodio

A concentracio micelar critica do taurocolato de sodio € bem maior que a
dos outros tensoativos estudados (CMC=3,3mM), correspondendo a concentragdes
de 75% a 82,5% do tensoativo para as concentragdes de DCPC utilizadas. Por este
motivo o efeito desestabilizante gerado nos lipossomas sob concentrages
inferiores a 55% ¢ inexpressivo, confirmado por testes prévios. Por este motivo os
perfis de estabilidade apresentados para os lipossomas em presenga de taurocolato

de sodio restringem-se a concentragdes acima de 55% do tensoativo.

Conforme pode ser verificado na Figura 5.12, na Figura 5.13 e na Figura
5.14, a presenga do tensoativo taurocolato de sodio afeta de forma similar os
lipossomas monoméricos e poliméricos de DCy3PC, e os lipossomas poliméricos
de DC3oPC. As vesiculas apresentam alteragdo significativa somente quando a
concentragdo de taurocolato de sodio atinge valores bastante elevados, acima de
85% a 90%. Isto demonstra a pouca capacidade do tensoativo taurocolato de sodio

em desestabilizar a bicamada lipidica destes lipossomas.
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Figura 5.12: Curvas de absorbincia relativa (A=340nm) em fungdo da concentracdo percentual do
tensoativo taurocolatc de sodio para lipossomas de DCgPC (1,1mM) ndo irradiados
(“monoméricos”) ¢ irradiados por 2 horas com luz UV (“poliméricos™).
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Figura 5.13: Curvas de absorbincia relativa (A=340nm) em fungio da concentragio percentual do
tensoativo taurocolato de sodio para lipossomas de DG PC (0.8mM) niio irradiados
“monomericos”) e irradiadoes por 2 horas com Inz UV ("poliméricos™).
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Figura 5,14: Curvas de absorbincia relativa (A=340um) em funcio da ooncennacﬁo percentual do
tensoativo taurocolato de sodio para lipossomas de DC,sPC (0,7mM) ndo irradiados
{“monoméricos™) ¢ irradiados por 2 horas com luz UV (“poliméricos™).
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Por outro lado, lipossomas monoméricos de DCgoPC sofrem diminui¢io do
tamanho médio das particulas, mesmo sob baixas concentragtes de taurocolato de
sodio (a partir de 10%), indicando a perda de fosfolipidios diacetilénicos da
bicamada lipossomial e formagio de micelas mistas de DCsoPC e tensoativo. A
presenga do tensoativo taurocolato de sodio afeta de forma similar os lipossomas
monoméricos e poliméricos de DC;;sPC. Mesmo ao redor de 96% de
concentragio de tensoativo, a absorbincia relativa ndo apresenta alteragdo
significativa, demonstrando a pouca capacidade do tensoativo taurocolato de sodio

em desestabilizar a bicamada lipidica destes lipossomas.

O taurocolato de sédio € o tensoativo com maior capacidade em solubilizar
fosfolipidios dentre todos os constituintes dos sais de bile (Carey ¢ Small, 1978).
No trato intestinal, a concentracdo desse tensoativo € da ordem de 10mM (Xu e
Shaffer, 1992), o que corresponde a uma concentragdo de aproximadamente 90%.
Observando-se os perfis de estabilidade acima na regiio de 90% de concentragio,
pode-se dizer que os lipossomas de DCg;PC (monoméricos), DCsoPC
(polimerizados) e DC,,1sPC (monoméricos e polimerizados) sfio potencialmente

uteis como sistemas de carreamento de medicamentos administrados por via oral.

5.2.4.3. Tensoativo Triton X-100

O tensoativo Triton X-100 apresenta CMC=0,25mM, que corresponde 2
concentracio de 18,5% a 26,3%. Estes valores percentuais sfo também funcfo das

concentragdes empregadas dos fosfolipidios diacetilénicos (de 0,7mM a 1,1mM).

Os lipossomas poliméricos de DCsoPC apresentaram maior estabilidade
estrutural frente ao Triton X-100 relativamente aos lipossomas monoméricos de
mesma composigio (Figura 5.15 e Figura 5.16). Para os lipossomas polimerizados
através de irradiagéo durante 2 horas, percebe-se que a desestabilizagdo ocorreu a
partir da concentragio de 80% do tensoativo. Os lipossomas polimerizados de
DC3oPC irradiados por um periodo mais longo (6 horas) foram gradualmente
desestabilizados a partir da concentragio de 50%. Por sua vez, os lipossomas

monomeéricos preparados com o mesmo fosfolipidio diacetilénico sofreram
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desestabilizaciio pelo tensoativo a partir da concentragio de 45%. Portanto, fica
demonstrado de forma clara o efeito estabilizador da polimerizagfo para esse
sistema, relativamente aos lipossomas monoméricos de mesma composigdo. Além
disso, o aumento do grau de polimerizacio decorrente do maior tempo de
irradiagdo pouco influenciou a estabilidade dos lipossomas polimerizados de
DCgoPC, verificando-se uma ligeira diminuicio da estabilidade estrutural dos

lipossomas mais extensamente polimerizados.

Para os lipossomas compostos pelo fosfolipidio DCs3PC, o efeito da
polimerizagio € também verificado (Figura 5.17). As vesiculas poliméricas
mantém-se estruturalmente estaveis até cerca de 50% de concentragdo de Triton
X-100, a partir dai sendo gradualmente desestabilizadas. Os lipossomas
monoméricos primeiramente apresentam um aumento na absorbincia relativa a
partir de 40% de concentrac@o do tensoativo, sofrendo posteriormente uma abrupta

diminui¢do conforme a concentracio de tensoativo € incrementada até cerca de
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Figura 5.15; Curvas de absorbincia relativa (A=340nm) em fungio da concentracio percentual do
tensoativo tawrocolato de soédio para lpossomas de DCyoPC (0.8mM) nfio irradiados
(“monoméricos™) € irradiados por 2 horas com luz UV (“poliméricos™).
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Figura 5.16: Curvas de absorbincia relativa (A=340nm) em fun¢io da concentracdo percentual do
tensoative taurocolato de sOdio para lipossomas de DCeoPC (ImM) ndo  irmadhiados
(“monoméricos™) e irradiados por 6 horas com luz UV (“poliméricos”™).

75%. Esta diferenca de comportamento entre os lipossomas monomeéricos €
poliméricos frente ao tensoativo Triton X-100, assim como verificado para ao
tensoativo Ci2Es, € um forte indicio de que a reagdio de polimerizagio entre os

fosfolipidios diacetilénicos DCy 3PC efetivamente ocorreu, ao menos parcialmente.

Os lipossomas monoméricos e poliméricos de DC,sPC apresentaram
estabilidade estrutural similar quando em presenga de Triton X-100, ao contrario
do que se observa para os lipossomas monoméricos e poliméricos preparados com
os outros dois fosfolipidios diacetilénicos. Os lipossomas de DC,sPC
monoméricos € polimerizados por 2 horas (Figura 5.18) comegaram a apresentar
sinais significativos de desestabilizagio a partir de concentragdes acima de 50% do
tensoativo. Por outro lado, os lipossomas com maior grau de polimerizagdo

(irradiados durante 6 horas) e os correspondentes lipossomas monoméricos (Figura
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Figura 5.17: Curvas de absorbdncia relativa (A=340nm) em funcfio da concentragio percentual do
tensoativo taurocolato de sodio para lipossomas de DCgPC (1,lmM) ndo irradiados
(“monomeéricos™) ¢ irradiados por 2 horas com luz UV (“poliméricos™).
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Figura 5.18: Curvas de absorbéncia relativa (A=340nm) em funcdo da concentrago percentual do
tensoativo taurocolato de sodio para lipossomas de DC;sPC (0,7mM) ndo imadiados
{“monoméricos™} ¢ irradiados por 2 horas com luz UV (“poliméricos™).
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5.19), apresentaram-se extremamente estaveis em presenga do tensoativo, ja que o
inicio da desestabilizag8io somente € perceptivel sob concentragio de 96%. Para os
lipossomas monoméricos ¢ polimerizados de DCyisPC, o elevado grau de
empacotamento dos fosfolipidios observado no estudo da agregacio em
monocamadas parece dificultar a penetragio das moléculas do tensoativo na

bicamada, conferindo aos lipossomas uma elevada estabilidade estrutural.
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Figura 5.19: Curvas de absorbincia relativa (A=340nm) em fungfio da concentragdo percentual do
tensoativo taurocolato de sodio para lipossomas de DC,sPC (ImM) nfo irradiados
(*monoméricos™) e irradiados por 6 horas com luz UV (“poliméricos™).

5.2.5. Reduciio das insaturacies em lipossomas poliméricos de DCsoPC

A avaliagio qualitativa da reagdio de redugdo foi realizada através de
espectroscopia UV/vis (Figura 5.20). Comparando-se os espectros gerados pelos
trés meios reacionais estudados e pela suspensdo de lipossomas polimerizados
(branco da reagdo), pode-se perceber que a adigio de hidrazina, ou de hidrazina e

cloreto de cobre (CuCly) & suspensio lipidica ndo foi suficiente para que a reago
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de redugfio acontecesse. Na reacéio em que o peréxido de hidrogénio (H20;) foi
empregado em conjunto com a hidrazina e com o cloreto de cobre, verificou-se
uma nitida diminuicdo da absorbincia do meio reacional, indicativa de que a
reacdo de redugfo de fato aconteceu.

CondicOes da Reacllo de Raducho de
it Lipossomas Polimerizados de DCBSPC
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Figura 5.20: Espectros de UV/vis da soluglio tamp#io HepesiOmM pH7.4, da suspensio de
lipossomas poliméricos de DCq sPC (Avanti Polar Lipids) imM em tampdo, e dos meios reacionais
compostos por esta suspensio de lipossomas mais: hidrazina; hidrazina e CuCly; e hidrazina,
CuCl, e peréxido de hidrogénio, ap6s agitagio sob 37°C+2°C por urna noite,

A alteragdo do perfil de absorbéncia na regido do visivel refletiu-se na cor do
meio reacional: no brance da reagdio e nos dois primeiros meios reacionais, a cor
inicial manteve-se praticamente inalterada (vermelho claro), enquanto que no meio
reacional contendo peréxido de hidrogénio, a cor alterou-se rapidamente para
amarelo. No espectro obtido para este meio reacional observa-se também um
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ligeiro aumento da absorbincia na regido entre 600nm e 650nm. Outro indicativo
da ocormréncia da reacdo neste ultimo sistema foi o intenso borbulhamento
observado nos estagios iniciais da reagfo, pois na geragdo da diimida a partir da
hidrazina ocorre a formacdo de gas hidrogénio (Esquema 5.7), e na propria reacdo

de reducdo da olefina com a diimida nitrogénio gasoso € produzido (Esquema 5.8).

agente
oxidante
HoN—NH; ——————— HN==NH + H,#

Hidrazina Diimida

Esquema 5.7: Reacio de geracfo da diimida a partir da hidrazina.

H

AH
!L \c/ v c-/— H\(!:/
BN
T /\ e\ W N\
H L. .

Esquema 5.8: Reagiio de reducdio de olefinas em presenca de ditmida.
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5.3. Avaliacio da Capacidade de Encapsulacio

Previamente a encapsulacdo, avaliou-se os efeitos da radiaggo UV sobre os
compostos terapéuticos (Esquema 5.9), uma vez que se pretendia realizar a
encapsulagio pelo meétodo passivo. A metodologia da encapsulagio passiva
envolve a adi¢lo da droga solubilizada em tamp@o durante a etapa de hidratagio
do filme lipidico seco, ou seja, previamente a polimerizagio através da irradiagio
com luz UV. A avaliagdo das alteragdes foi feita pela irradiago direta das drogas
solubilizadas em tamp#o e posterior comparagdo dos espectros de absorbéncia na
regiio do UVivisivel com aqueles obtidos para solugbes dos compostos n3o

irradiadas.

A isomazida apresentou pico de maior absorbincia no comprimento de
onda 260nm (Figura 5.21), que € o comprimento de onda utilizado nos
experimentos para a sua quantificagdo por espectrometria. Apos a irradiagdo com
luz UV, houve um decréscimo de 6% na absorbincia {(a 260nm) obtida para a
isoniazida, indicando que a radiagio provocou alteracBo no composto.

Visualmente, a solugo da droga em tamp3o nfo se alterou, permanecendo incolor.

)
N
“NH, o)
N
a [ j)LNHZ
o o
N N
Isoniazida Pirazmmamida

Esquema 5.9: Férmula molecular dos compostos isoniazida e pirazinamida, ambos ufilizados no
tratamento da tuberculose.

A pirazinamida apresentou pico de maior absorbancia no comprimento de
onda 270nm, ligeiramente superior ao comprimento de onda utilizado nos

experimentos para a sua quantificagdo por espectrometria (260nm). Nos testes
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realizados, houve um aumento de 15% na absorbéncia (a 270nm) obtida para a
pirazinamida apoOs a irradiagio com luz UV, indicando que a radiagfo provocou
alteragdo no composto. Visualmente, a solu¢do da droga em tampio também se
alterou, passando de incolor para amarela. O efeito da irradiagiio com luz UV foi

mais pronunciado para a pirazinamida em relacfo 4 isoniazida.

4.0

e —— — Tampdo Hepes 10 mM pHT 4
- 1 awsmenme  |goRigZida em tamplo
| — =« {soniazida om tampdo (2h de irradiaclio)
3.0 — f E s Pirazinamida em tampiio
e o Pirazinamida em tampdo (2h de iradiaglio)

Absorbéncia

]
400 500 800
Comprimento de onda (nm)

Figura 5.21: Espectros de UV/vis do tamp#o Hepes 10mM (pH7.4), e das solugBes aquosas de
isoniazida e de pirazinamida em tamp3o Hepes 10mM (pH7,4), ndo irradiadas ¢ irradiadas com luz
UV (lampada Germetec), a Scm de distincia da ldmpada, sob temperatura de 4°C durante 2 horas.

Ambos os compostos terapéuticos sofrem algum tipo de alteragfo decorrente
da frradiag@o com luz UV, sendo que a isoniazida é menos afetada pelo processo, o
que motivou a selecio desse composto para os ensaios de encapsulagio em
lipossomas de DCPC.
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Para preservar o composto terapéutico das alteragbes decorrentes da
irradiagdo com luz UV, e também para evitar efeitos adversos sobre a extensdo da
polimerizacdo devidos a irradiagio dos fosfolipidios diacetilénicos em presenca da
isoniazida, adotou-se a técnica de encapsulagio através da liofilizagdo e
reidratacio dos lipossomas (Kirby e Gregoriadis, 1984). Para avaliar sua
viabilidade, estudos preliminares foram realizados através da reidratagdo dos

lipossomas previamente liofilizados com solugio tamp@io Hepes 10mM pH7 4.

Foi necessario caracterizar as vesiculas em termos de seu tamanho para se
avaliar as possiveis alteragbes morfologicas e/ou agregagio das vesiculas
decorrentes dos processos de liofilizacHo e reidrataciio aplicados ao sistema. Os
resultados obtidos sdc apresentados na Tabela 5.7, ¢ mostram que houve uma
mudanca da distribuicgo de tamanhos, com o surgimento de uma populagio com
didmetro acima de 1000nm em todos os casos estudados. O perfil desta populagéo
especifica ¢ mais compativel com os microtubos do que com vesiculas, podendo

estar relacionado também 2 agregados de vesiculas.

Tabela 5.7: Tamanho das particulas nas suspenses de lipossomas em tampdo Hepes 10mM pH7,4
antes < liofilizacio, e apds a reidratacfio dos lipossomas liofilizados com tampdo Hepes 10mM
pH7.4, determinado por espalbamento de luz quasi-elistico (QLS). Os lipossomas polimerizados
foram irradiados por 2 horas com luz UV.

Composigdo Antes da Liofilizaciio Apés a Liofilizacdo/Reidrataciio
DM (nm) DT DM (nm) DT
DCssPC (1) 92440 74nm (58%) 105nm (74%)
118nm (42%) - 484nm (18%)
2408nm (8%)
DCy3PC () 103150 59nm (34%) 53nm (61%)
1251m (66%) — 153nm (29%)
1489nm (10%)
DCesPC (m) 102447 64nm (42%) - 158nm (68%)
121nm (58%) 1460nm (32%)
DCs oPC (p) 101438 101nm (100%%) — 183nm (78%)
2395nm (22%0)
DC,,15PC (p) 132475 &7am (60%) — 486nm (24%)
200nm (40%) 2101nm (76%) .

DM: Diametro Médio; DT: Distribuicdio de Tamanhos;
(m): lipossomas monomericos; (p): lipossomas poliméricos
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5.3.1. Influéncia da pesiciio das insaturacdes na eficiéncia de encapsulacio

Para os ensaios de encapsulagiio da isoniazida nos lipossomas, procurou-se
avaliar a relagdo entre as razdes molares droga:lipidio inicial [D/L], e final [D/L]s.
Na preparagfio dos lipossomas de DCgoPC e DC,1sPC, a concentrag3o inicial de
lipidios foi fixada em SmM, variando-se a concentracio de isoniazida solubilizada
em tampdo Hepes 10mM pH7,4 adicionada a cada suspensdio de lipossomas
polimerizados imediatamente antes do congelamento e liofilizagdo. As relagdes
molares [D/L], utilizadas foram 3,33 , 6,66 e 26,67 para as preparacdes de
lipossomas de DCsoPC, e 2,91 e 5,81 para lipossomas de DC,1sPC. Apds a
reidratagdo dos lipossomas liofilizados com solugio tampdo, procedeu-se a
separag@o da droga ndo encapsulada através de ultra-filtragio. O niimero de ciclos
de ultra-filtragdo realizados foi fungdo da quantidade de isoniazida recuperada no
filtrado, interrompendo-se o processo ao se atingir uma concentragio
insignificante da droga residual. Durante esse processo verificou-se que parte dos
lipidios precipitou e ficou aderida & membrana de ultra-filtracio. Fez-se a
quantificagdo dos fosfolipidios presentes na suspensfo lipidica retida e
quantificou-se a isoniazida liberada das vesiculas apGs o rompimento dos
lipossomas pela adi¢do de etanol. Em todos os testes realizados verificou-se que a
concentragdo de isoniazida obtida apés o rompimento das vesiculas com etanol era
zero, indicando que os lipossomas n@o estavam encapsulando a droga, ou que esta

estava permeando a bicamada a taxas elevadas.

Para avaliar se o fato da nfo detecgio de isoniazida apds o rompimento das
vesiculas era decorrente da remocfio da isoniazida do interior dos lipossomas
devido a0 excessivo numero de ultra-filtracSes, foram levantadas as curvas de
recuperagdo de isoniazida a partir da suspensdo de lipossomas e da solugdo da
droga em tampdo com a mesma concentragio inicial. Se a isoniazida estivesse de
fato sendo encapsulada nos lipossomas ¢ permeando a bicamada em fungio do
gradiente de concentragdio gerado durante a ultra-filtragdo, as taxas de recuperacio
da isoniazida nos filtrados obtidos a partir da suspensdo de lipossomas e a partir da
solugdo da droga livre deveriam ser diferentes. A seguir s3o apresentadas as curvas

de recuperacdo da isoniazida em fung3io do namero de ultra-filtragdes, para
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lipossomas preparados a partir dos fosfolipidios DCgoPC (Figura 5.22, Figura 5.23
¢ Figura 5.24) e DC;,1sPC (Figura 5.25 e Figura 5.26) com diferentes razdes
droga:lipidio iniciais. Como pode ser visto, o perfil obtido a partir dos lipossomas
polimerizados de DCsgsPC (irradiados por 2 horas) praticamente se sobrepbe ao
perfil obtido a partir da solu¢do de isoniazida livre, para todas as relagbes molares
[D/L]. avaliadas. Desta forma fica evidente que ndo esta ocorrendo encapsulagdo
da droga pelos lipossomas. Para os lipossomas polimerizados de DC;;sPC
(irradiados por 2 horas) houve uma pequena diferenca nos perfis de liberagio da
isoniazida entre o segundo e quarto ciclo de ultra-filtragio. Entretanto nfo se pode
afirmar que houve encapsulacdo, pois as diferencas de concentragfio estio dentro

do erro experimental.
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Figura 5.22: Perfis de concentragfo de isoniazida nos filtrados provenientes da ultra-filtragio de

solucdo da droga em tampdo Hepes 10mM pH7,4 ¢ de suspensio de lipossomas polimerizados
{irradiacZo com luz UV por 2 horas) de DCsoPC 5mM em tampdo com [D/L],=3,33.
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Figura 5.23: Perfis de concentragio de isoniazida nos filtrados provenientes da ultra-filtragio de
solugdo da droga em tampdo Hepes 10mM pH7.4 e de suspensio de lipossomas polimerizados

(irradiagdo com luz UV por 2 horas) de DCq oPC SmM em tampdo com [D/L]=6,66.
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Figura 5.24: Perfis de concentragdo de isoniazida nos filtrados provenientes da ultra-filtraciio de
solug@o da droga em tampio Hepes 10mM pH7.4 e de suspensfo de lipossomas polimerizados

(ixradiagdo com luz UV por 2 horas) de DC;oPC 5mM em tampdo com [D/L],=26,67.



5. Resultados e Discussfio — Avaliagdo da Capacidade de Encapsulaco 98

- 3.0
E ~ Lipessomas Polimerizados de DC2,15PC
g Tempo de irradiagio: 2 horas
g 25 — [DiLjo=2,91
g _ ;
[
o 20 —
=
u —_—
B
E 18 — E
[
S -
=z
@ 1.0 —
'U 1
o s
i
g 0.5
F— -
@
2
5 0.0 —
O
i | 1 | \

o 1 2 3 4 5 3 7 8 §
Niamero de ultra-filtragGes

Figura 5.25: Perfis de concentragiio de isoniazida nos filtrados provenientes da ultra-filtragio de
solugdo da droga em tampfo Hepes 10mM pH7.4 e de suspensfo de lipossomas polimerizados
(irradiagio com luz UV por 2 horas) de DC; 1 sPC SmM em tampdo com [D/L]=2,91.
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Figura 5.26: Perfis de concentracio de isoniazida nos filtrados provenientes da ultra-filtracdio de
solugdo da droga em tampdo Hepes 10mM pH7,4 ¢ de suspensio de lipossomas polimerizados
(irradiagio com luz UV por 2 hotas) de DC;1sPC SmM em tampéo com [D/L].=5,81.
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5.3.2. Influéncia da extensio da polimerizacio sobre a capacidade de

encapsulacio

Uma hipdtese levantada para explicar a incapacidade dos lipossomas de
DCssPC e DC;;1sPC em encapsular a isoniazida relaciona uma provavel elevada
permeabilidade da bicamada lipidica & baixa extensdo da polimerizagdo obtida
pela irradiagio dos fosfolipidios por apenas 2 horas. Bicamadas menos
extensamente polimerizadas poderiam apresentar maiores quantidades de
pequenos dominios de polimero cercados por grandes dominios de moléculas
monomeéricas. Como na interface entre esses dois tipos de dominios podem ocorrer
defeitos capazes de permitir o livre fluxo através da membrana, uma forma de
minimiza-los seria aumentar o grau de polimerizagio dos lipidios na bicamada.
Como apresentado no estudo da cinética de polimerizacio, a maxima extenso da
polimerizacdo foi conseguida com tempo de irradiagio ao redor de 5,5 horas.
Desta forma, repetiu-se o ensaio de encapsulagio empregando-se lipossomas com
maior grau de polimerizagdo, irradiados com luz UV durante 6 horas (Figura 5.27
e Figura 5.28). Utilizou-se a razio molar [D/L], = 6,66 para os lipossomas de
DCsoPC, e a razdo molar [D/L], = 5,81 para os lipossomas de D(C;,;sPC, em
virtude do indicio de encapsulagiio observada para os lipossomas de DCy;sPC

irradiados por 2 horas e com [D/L], = 5,81.

A maior extens?iel da polimerizacio ndio provocou alteraciio significativa
nos perfis de recuperagdo da isoniazida para as duas formulacGes de lipossomas
utilizadas, revelando novamente a auséncia de encapsulacgo significativa da droga.
Por outro lado, gfeitos significativos foram detectados nas distribuigbes de
tamanho, como pbde ser visto na Tabela 5.8 Tais alteracbes podem ser
relacionadas tanto com mudangas da morfologia das vesiculas quanto com a sua

fusfo ou agregacdo, que podem estar afetando negativamente a encapsulagio da

isoniazida no interior das vesiculas.

O processo de liofilizagdo pode conduzir 4 fusfo ou agregaciio das
vesiculas, uma vez que a retirada da 4gua proporciona uma maior aproximagio

entre os lipossomas. Com iss0, interagdes entre as bicamadas de vesiculas distintas
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Figura 5.27: Perfis de concentragio de isomiazida nos filtrados provenientes da ultra-filtracio de
solugdio da droga em tampdo Hepes 10mM pH7,4 ¢ de suspensio de lipossomas polimerizados
(irradiacio com luz UV por 6 horas) de DCs oPC 5SmM em tampdo com [DD/L],=6,66.
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Figura 5.28: Perfis de concentragfo de isoniazida nos filtrados provenientes da ultra-filtragdo de
solugdo da droga em tampdio Hepes 10mM pH7.4 ¢ de suspensfio de lipossomas polimerizados
(irradiacdo com Juz UV por 6 horas) de DC,;1:PC 5mM em tampdo com [D/L].=5,81.
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(como, por exemplo, a troca de lipidios), poderiam resultar na geragio de defeitos
na membrana, através dos quais o composto encapsulado seria liberado. A
liofilizagdio pode ainda acarretar na desestruturagdo dos lipossomas, com posterior
reestruturagdo das vesiculas durante a reidratagiio. Isto de fato deve acontecer no
caso de lipossomas convencionais, proporcionando uma maior eficiéncia de
encapsulamento (vide item 3.1.4 — Kirby e Gregoriadis, 1984). Entretanto essa
reestruturagdo deve ser dificultada no caso dos lipossomas polimerizados devido a
presenca das cadeias poliméricas, provavelmente tornando a desestruturagio

irreversivel.

A Figura 5.29 mostra uma micrografia das vesiculas de DC, ;sPC obtida
através de microscopia eletrénica de varredura por emissfo de campo. Na amostra
considerada, pode-se observar estruturas esféricas distintas, cuja ordem de
grandeza (aproximadamente 100nm) corresponde a populagiio de menor tamanho
observada para estas vesiculas polimerizadas preparadas a partir desse lipidio,
como pode ser visto nas Tabela 5.8 e Tabela 5.4. A proximidade entre as estruturas
esféricas observada na imagem fotografica pode ser devida a desidratagio sofrida
pela amostra na prepara¢do para a micrografia, ou a um inicio trée agregacio.

Ressalta-se que neste Gltimo caso nfio se observa a fusdo das vesiculas.

Tabela 5.8: Efeito do tempo de irradiagio (2 horas ou 6 horas) sobre o tamanho das particulas apos
a reidratagio dos lipossomas liofilizados com tampdo Hepes 10mM pH7 4, determinado por
espathamento de luz quasi-elastico (QLS).

Composicio 2 horas de irradiaciio 6 horas de irradiacio
DT (nm) DT (am)
DCyoPC (p) 183 (78%) 323 (81%)
2395 (22%) 7171 (19%)
DCs,sPC (p) 486 (24%) 158 (83%)
2101 (76%) 762 (7%)
5038(10%)

DT Distribuico de Tamanho, (p). lipossomas poliméricos
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Amnalisando-se esses resultados, pode-se atribuir a auséncia de encapsulagdo
tanto &s possiveis alteragdes estruturais quanto & elevada permeabilidade das
bicamadas de fosfolipidios diacetilénicos ja observadas por Johnston et al. (1983)
relativamente aquelas obtidas com o fosfolipidio DMPC, e também quando se
empregam lipossomas unilamelares pequenos (SUV) de DCg i PC, conforme
apresentado no item 3.1.4. Além disso, a isoniazida é uma molécula relativamente
pequena que contém tanto um grupo de carater apolar (anel aromético) quanto um
grupo hidrofilico {(grupo amida). Tais caracteristicas podem proporcionar uma

razoavel facilidade de permeagdo da isoniazida através da bicamada lipidica.

Figura 5.29: Microscopia cletrinica de varrcdura por emissio de campo (“ficld emission scanning
electron micrography” - FESEM) de lipossomas de DC, <PC polimerizados por irradiagfio com luz
UV durante 2 horas, hofilizados ¢ reidratados, com [P/L}0.
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6. CONCLUSOES E SUGESTOES PARA PROXIMOS TRABALHOS

A sintese, purificacdv e caracterizagdo dos fosfolipidios diacetilénicos
DCgsPC (1a), DCeoPC (1b) e DC,,15PC (I¢) foi alcangado com sucesso, obtendo-

se rendimentos razoaveis para a sua preparacio.

A substituigio do grupo protetor metoximetila (MOM) pelo grupo
tetraidropirano (THP) na etapa de protecdo da hidroxila do reagente w-bromo-1-
alcanol foi bem sucedida. Entretanto, os rendimentos finais da sintese dos acidos
diacetilénicos foram inferiores quando do emprego do grupo THP como protetor
em relacdo ao emprego do grupo MOM. Desta forma a utilizag@o do grupo MOM
como protetor € ainda a mais vantajosa para a sintese dos fosfolipidios
diacetilénicos .

O reagente DMPU mostrou ser uma boa alternativa no sentido de se
minimizar os riscos de contamina¢io quimica, pessoal e ambiental por HMPA
(reagente extrernamente tOxico, com comprovada agfo cancerigena e mutagénica)
durante a sintese quimica dos acidos diacetilénicos, j4 que o uso do DMPU ndo

alterou significativamente os rendimentos das reagdes.

A monocamada de DCg3PC (Ia) ¢ a mais fluida entre as trés estudadas,
sendo que a monocamada de DC,15PC (I¢) demonstrou ser a mais rigida, com as
moléculas mais densamente empacotadas no filme monomolecular. Para as
moléculas de fosfatidilcolina diacetilénica em que as triplas insaturagdes estavam
posicionadas nos atomos de carbono 10 e 12 das cadeias acila esterificadas ao
glicerol (DCgoPC (1b) e DCg3PC (1)), verificou-se que a monocamada torna-se
mais fluida ao se diminuir o tamanho da parte distal das cadeias acila. Com o
grupo diacetilénico posicionado mais proximo da cabega polar das moléculas de
fosfatidilcolina diacetilénica (insaturagbes nos atomos de carbono 4 e 6 da
DC,,15PC (Ic)) em cadeias acila com mesmo nimero de atomos de carbono (23),
verificou-se um aumento na rigidez da monocamada monomérica. Estes

comportamentos foram similares no caso de bicamadas lamelares (lipossomas),
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conforme se verificou nos ensaios de estabilidade frente aos tensoativos,

principalmente no caso do CizEs.

Os lipossomas preparados com os trés fosfolipidios diacetilénicos e
irradiados com luz UV sofreram polimerizagfio, o que ficou evidente através da
espectroscopia UV/visivel nos casos do DCsoPC (Ib) e do DC;,sPC (Ic). A
diferenga da estabilidade dos lipossomas de DCg3PC (Ia) em presenca de
tensoativos permitiu inferir a ocorréncia da polimerizagdo para aqueles submetidos

a radia¢do UV,

As taxas de reagdo de polimerizagio foram semelhantes para os lipossomas
preparados com os fosfolipidios diacetilénicos DCsoPC (1b) e DC,;sPC (lo),
sendo muito maiores que aquelas verificadas para lipossomas preparados com
DCsg3PC (1a). As maiores velocidades de reagfio sdo observadas para periodos de
irradiac@o de até 2 horas, para os lipossomas preparados com DCgoPC ¢ para os
lipossomas preparados com DC,;sPC. Para lipossomas com esta ultima
composigdo, verificou-se que a reaglo € interrompida a partir de 4 horas de
irradiacdo, enquanto que para os lipossomas de DCsoPC ela continua ocorrendo
até 5,5 horas de irradiagio, embora sob velocidades bem menores que nas

primeiras 2 horas de irradiagéo).

Os resultados obtidos para os lipossomas polimerizados através de
microDSC demonstraram que a reagio de polimerizago, embora sendo suficiente
para produzir os efeitos colorimétricos e de estabilizagdo esperados nos

lipossomas, parece ocorrer em baixa extensdo.

Os fosfolipidios diacetilénicos DCg3PC, DCgosPC e DCy15PC, produziram
lipossomas com diferentes graus de agregacio, produzindo bicamadas com fluidez
variadas, refletindo-se diretamente na extensdo da polimerizagfo. A caracterizagdo
do empacotamento dos fosfolipidios em monocamada e bicamada mostrou uma
boa correlagio entre as propriedades fisico-quimicas dos agregados, no que diz
respeito a area ocupada por molécula, polimerizagdo e estabilidade das bicamadas
em presenga de tensoativo. Esses resultados sio muito promissores para a

aplicagdo dos lipossomas polimerizados na encapsulagio e liberagio controlada de
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drogas, uma vez que o0s processos desenvolvidos produziram lipossomas com

caracteristicas adequadas para as aplica¢des pretendidas.

O estudo do tamanho dos lipossomas preparados com DCs3PC demostrou
que os lipossomas monoméricos e poliméricos ndo sofreram alteragSes
significativas durante sua estocagem, mesmo quando submetidos 4 variactes de
temperatura (4°C a temperatura ambiente) . Os lipossomas preparados com os
fosfolipidios DCgsPC e DC;,sPC mostraram-se bastante susceptiveis a alteragdes
quando submetidos a baixas temperaturas, indicando a provavel ocorréncia de

alteragfes morfolégicas importantes das bicamadas lipidicas.

O processo de liofilizagdo provocou pequenas alteragbes na distribuigio de
tamanho dos lipossomas de DCs3PC e DCqoPC, que aparentemente ndo chegaram
a comprometer a maior parte dos lipossomas inicialmente presentes. A distribuigo
de tamanhos dos lipossomas polimerizados de DCz,sPC foi mais afetada pelo
processo de liofilizago e reidratacfo, com indicagio da ocorréncia de alteragdes
morfologicas efou agregac@io das vesiculas. Desta forma foi possivel evitar-se a
exposi¢io do composto terapéutico 3 radiagio UV, que certamente provocaria
reagdes indesejadas de degradagfo, e afetaria negativamente a extensio da

polimerizagio dos fosfolipidios diacetilénicos nas bicamadas dos lipossomas.

Para a encapsulag@o de isoniazida em lipossomas polimerizados de DCgsPC
e de DC;,15sPC o processo utilizado neste trabalho nfo promoveu a retengio da

droga nas vesiculas apos a separagio por ultra-filtraggo.

A reagdo de redugdo das insaturagSes do polimero obtido pela irradiacio de
lipossomas de DCgoPC foi bem sucedida ao se empregar cloreto de cobre e

perdxido de hidrogénio juntamente com a hidrazina.

Para a sequéncia desta linha de pesquisa sfo sugeridos os seguintes temas

para proximos trabathos:
1. Estudo do aumento de escala da sintese quimica.

2. Estudo da preparagio de fosfatidilcolinas diacetilénicas via enzimatica

(utilizando-se fosfolipases) a partir de acidos diacetilénicos naturais ou sintéticos.
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3. Uso de crioprotetor (trealose) para a liofilizacio dos lipossomas para

minimizar efeitos de agregacio das vesiculas.

4. Estudo de compostos diacetilénicos (4cidos, fosfolipidios e outros
derivados) com diferentes comprimentos de cadeia e posicionamento das
insaturacdes ndo somente para aplicagbes na liberacdo controlada, mas também
visando outras aplicagdes tecnologicas (p. ex. biosensores, recobrimento de
superficies de implantes, suporte para separagio por afinidade e litografia de alta
defini¢do)

5. Estudo da polimerizaggo dos compostos diacetilénicos pela irradiagio
com fontes de luz UV mais potentes ou com outras radiagdes de alta energia (p.ex.

raios-X e radiagdo ), objetivando a polimerizagio sob temperatura ambiente.
6. Desenvolvimento de metodologia para quantificagéo direta da extensio da
polimerizagdo, relacionando com a determinacio indireta (espectroscopia UV/vis).

7. Estudo da encapsulacio em vesiculas compostas por DCp,,,PC em mistura
com lipidios ndo polimerizaveis e com inclusio de marcadores para o estudo do

comportamento da membrana,
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ANEXO 1

Espectro de Emissiio da Limpada UV.
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Espectro de Emissio da Limpada UVC (Germetec)

Intensidade de emisséo

Figura Al: Espectro de emissdo da ldmpada UVC Germetec mod. LTD-64-5,
220V/60Hz/64W.
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ANEXO2

Espectros de Ressonincia Magnética Nuclear de Hidrogénio e de Carbono
(*H-RMN ¢ “C-RMN) e Espectros de Infravermelho (L.V.) dos Fosfolipidios

Diacetilénicos Sintetizados.
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Figura A2.1: Espectro de "H-RMN do fosfolipidio diacetilénico DC; sPC (Ib) sintetizado
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Figura A2.2: Espectro de *C-RMN do fosfolipidio diacetilénico DCysPC (1b) sintetizado.
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Paulo T. Hennies "PRE8E" CDCI2 16sei88 pthH (DC3.3PC)

Figura A2.3: Espectro de TH-RMN do fosfolipidio diacetilénico DCy5PC (1a) sintetizado.

Paula T. Hernies *PRSS" CDCB 19se6 phC (DCB3PC)

Figura A2.4: Espectro de >C-RMN do fosfolipidio diacetilénico DCqsPC (Ia) sintetizado.
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Figura A2.5: Espectro de "H-RMN do fosfolipidio diacetilénico DC, 3 sPC (I¢) sintetizado.
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Figura A2.6: Espectro de C-RMN do fosfolipidio diacetilénico DC,;sPC (Z¢) sintetizado.
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Figura A2.7: Espectro de LV. do fosfolipidio diacetilénico DC;oPC (Ib) sintetizado.

{
Y f = J
o=
g =
40 \// 3 z -3.\
= . 2=
204 § B
=
L]
o0
@
ny B3
&=
3
i i 1
4000 3000 2000 1000

Transmttance | Wavercmber (om-1)

Figura A2.8: Espectro de V. do fosfolipidio diacetilénico DC,;sPC (I¢) sintetizado.
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Figura A2.9: Espectro de I.V. do fosfolipidio diacetilénico DCy sPC (Ia) sintetizado.
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ANEXO 3

Termogramas Obtidos para as Suspensdes de Lipossomas Preparadas com

Fosfolipidios Diacetilénicos.
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Cop (kecalimole/°C)

04+

024

£02

Temperature {°C)

Figura A3.1: Termograma de aquecimento (microDDSC ) obtido para suspensio monomérica

Figura A3.2: Termograma de aquecimento (microDSC ) obtido para suspensio polimérica

de DCzsPC em tampédo Hepes 10mM pH7.4.
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de DCy oPC em tampio Hepes 10mM pH7 4.
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Figura A3.3: Termograma de aquecimento (microDSC ) obtido para suspensdo polimérica
de DC,,sPC em tampdo Hepes 10mM pH7 4.
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Sampin: DCPC AV Fis A\Dopcav 005
Size: 26.2500 mg DSC Operamr cass:a
Hiethod plarse

Run Date 33-Sep-$8 13,82
Comment referencia -tampan 26.17mg
EiRerd
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Heal Flow {Wig)
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Figura A3.4: Termograma de aquecimento (DSC ) obtido para suspensfo monomérica
de DCgoPC em tampdo Hepes 10md pH7.4.
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Sampla: DCPC AV Fag, A\Dcpzav 001
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Figura A3.5: Termograma de resfriamento (DSC ) obtido para suspensio monomérica

de DC; sPC em tampdo Hepes 10mM pH7,4.
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Sampe. DC21SPC Fig A\D2215pe 001
Size: 288830 mg DSC Operator: tassa
Nethod: plarso Run Date: 23.Sep-58 15:08

Comment: referensia ampac 26.17mg
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Figura A3,6: Termograma de aquecimento (DSC ) obtido para suspensdo monomérica
de D{C;,15PC em tampdo Hepes 10mM pH7.4.
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Figara A3.7: Termograma de resfriamento (DSC ) obtido para suspenso monomérica
de DCo,;sPC e tampdo Hepes 10meM pH7,4.
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Figura A3.8: Termograma de aquecimento (DSC ) obtido para sugaensﬁo monomeérica
de DCs3PC em tampdo Hepes 10mM pH7,4.



