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RESUMO

As formulacgdes lipossomais utilizadas no passado, conhecidas como lipossomas
convencionais, possuem tempo de meia vida de circulagdo de apenas alguns minutos, iSO
porque sdo rapidamente absorvidas pelas células do Sistema Monocitico Fagocitario (SMF).
Assim, foram desenvolvidos lipossomas conhecidos como furtivos, de longa circulagdo ou
estericamente estabilizados para melhorar o tempo de circulagdo. Esse objetivo é geralmente
alcancado através da incorporacdo de polimeros hidrofilicos como o PEG e seus derivados.
Entretanto, observa-se que esses lipossomas também apresentam uma alta taxa de captacao
pelos tecidos ricos em macrofagos, mesmo sendo utilizados polimeros derivados do PEG.
Além disso, estudos recentes mostram que, ao serem administrados em intervalos sequenciais
de tempo, os lipossomas PEGuilados passam a ter uma reducdo no tempo de circulacdo e um
aumento na acumulacdo hepatica e esplénica. Tais caracteristicas representam uma barreira
para a pesquisa de formulacGes lipossomais e para sua utilizacdo clinica. Desta forma, no
presente trabalho foi proposto o revestimento de lipossomas com derivados de carboidratos
visando obter nanoestruturas com maior tempo de circulacdo. Para isto, foi realizada a sintese
de trés glicosiltriazois triméricos derivados de p-glicose, p-galactose, e N-acetilglicosamina
os quais foram acoplados ao 3-O-(2-aminoetil)colesterol via formacdo de amida. Os
lipossomas obtidos apresentaram alta encapsulagao de doxorrubicina, liberagédo sustentada do
farmaco e boa estabilidade de armazenamento. O complexo **™Tc-colesterol-DTPA também
foi obtido e utilizado em experimentos de radiomarcacdo com altos rendimentos e
estabilidade radioquimica. Verificamos através de estudos de depuracdo sanguinea que 0s
lipossomas glicosilados apresentaram tempo de meia vida de circulagdo superior aos
lipossomas peguilados. Também foi observado direcionamento hepético para os lipossomas
galactosilados. Estudos de viabilidade celular utilizando a linhagem de cancer de mama 4T1
demonstraram maior citotoxicidade para os lipossomas contendo carboidratos na superficie
quando comparados a lipossomas peguilados. Os estudos de atividade antitumoral in vivo
indicaram aumento da eficacia dos lipossomas revestidos com glicose contendo
doxorrubicina em comparagdo com lipossomas peguilados e doxorrubicina livre. Também
foram observados indicios de reducdo de toxicidade para os lipossomas glicosilados. Os
resultados obtidos sugerem que uso de carboidratos na superficie de nanoestruturas pode ser
uma alternativa promissora para aumentar o tempo de circulagcdo das vesiculas, direcionar
lipossomas a locais especificos e, como consequéncia, aumentar a eficiéncia do tratamento,

com reducdo da toxicidade.



ABSTRACT

Liposomal formulations used in the past, known as conventional liposomes, have
circulating half-life time of only a few minutes, because they are rapidly absorbed by the
Monocytic Phagocytic System (SMF) cells. Thus, liposomes known as stealth, long-
circulating or sterically stabilized were developed to improve circulation time. This purpose
is generally achieved by the incorporation of hydrophilic polymers such as PEG and its
derivatives. However, it is observed that these liposomes also present a high uptake rate by
macrophages rich tissues, even though PEG-derived polymers are used. In addition, recent
studies show that, when administered at sequential time intervals, PEGylated liposomes have
a reduction in circulation time and an increase in the hepatic and splenic accumulation. These
characteristics represent a barrier for the research of liposomal formulations and their clinical
use. Thus, in the present work the coating of liposomes with carbohydrate derivatives was
proposed in order to obtain nanostructures with longer circulation time. For this, synthesis of
three trimeric glycosyltriazoles, derived from D-glucose, D-galactose, and N-
acetylglicosamine were generated, and were coupled to 3-O-(2-aminoethyl)cholesterol via
amide formation. The produced liposomes showed high encapsulation of doxorubicin,
sustained release profile of the drug and good storage stability. The **™Tc-cholesterol-DTPA
complex was also obtained and used in radiolabeling experiments with high yields and
radiochemical stability. It was verified through clearance studies that the glycosylated
liposomes presented a half-life of circulation superior to the pegylated liposomes. Hepatic
targeting was also observed for galactosylated liposomes. Cell viability studies using 4T1
breast cancer cell line demonstrated higher cytotoxicity to carbohydrate-coated liposomes
compared to pegylated liposomes. In vivo antitumor activity studies indicated increased
efficacy of glucose-coated liposomes containing doxorubicin compared to pegylated
liposomes and free doxorubicin. Indications of toxicity reduction for glycosylated liposomes
were also observed. All these results together suggest that use of carbohydrates on the surface
of the nanostructures can be a promising alternative to increase the vesicle circulation time to
target liposomes to specific sites and, as a consequence, to increase the efficiency of the

treatment with reduction of the toxicity.
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1 INTRODUCAO GERAL

A utilizacdo de diversos farmacos na terapia de muitas doencas ainda € limitada por
fatores como baixa solubilidade, degradacao do principio ativo e elevada toxicidade. Por isso
h& uma busca constante por sistemas carreadores de farmacos que possam superar estas
dificuldades. Nesse contexto, o encapsulamento de farmacos em lipossomas destaca-se como
uma alternativa interessante para contornar tais inconvenientes.

Os lipossomas, assim como outros sistemas nanoestruturados atualmente estudados,
sdo intensamente capturados pelas células do Sistema Monocitico Fagocitario (SMF), o que
limita a sua utilizacdo clinica e acaba por conduzir significativas quantidades de agentes de
diagnostico ou terapia para regides ndo alvo. Uma alternativa proposta para minimizar esses
inconvenientes foi a modificacdo da sua superficie com componentes hidrofilicos, como
polimeros de PEG ou derivados. Porém, diversos estudos publicados nos altimos anos,
demostram que esta abordagem ainda apresenta resultados timidos em termos de evasdo das
acOes do sistema imunologico e que, a maior parte dos lipossomas injetados por via
intravascular, ainda ficam acumulados em 6rgdos como figado e bago, gerando assim
potenciais efeitos adversos. Dessa forma, a necessidade de novos estudos, focados
especificamente na melhoria do tempo de circulacdo e evasdo do sistema imune se faz
necessario para proporcionar uma potencializacdo na acdo dos farmacos encapsulados, assim
como uma reducdo nos seus efeitos colaterais.

Pelos motivos acima descritos, 0 objetivo dessa tese é: (i) sintetizar e caracterizar
carboidratos modificados, para serem incorporados na superficie de lipossomas contendo
doxorrubicina e (ii) caracterizar fisico-quimicamente e avaliar in vitro e in vivo as
propriedades furtivas e antitumoral dos lipossomas revestidos com carboidratos.

A tese estéa dividida em quatro capitulos. No Capitulo | foram descritas a sintese e a
caracterizacdo de trés glicosiltriaz6is derivados da D-glicose, D-galactose, e N-
acetilglicosamina ligados a 3-O-(2-aminoetil)colesterol. No Capitulo Il foram descritos o
desenvolvimento, a caracterizacao fisico-quimica e o estudo de estabilidade dos lipossomas
preparados contendo doxorrubicina. O Capitulo 111 apresenta a sintese do derivado colesterol-
DTPA, obtido para possibilitar a radiomarcagdo dos lipossomas com *™Tc. Também sdo
descritos a estabilidade de radiomarcacdo dos lipossomas e o perfil farmacocinético das
vesiculas em camundongos BALB/c. No Capitulo IV encontra-se a investigacao da atividade
citotoxica in vitro dos lipossomas contendo doxorrubicina, empregando o modelo de células
tumorais 4T1. Estudos in vivo em animais acometidos com tumor 4T1 para avaliar a eficacia

e a toxicidade das formulacdes também s&o apresentados.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Lipossomas como alternativa terapéutica para o cancer

Ao longo dos anos, 0s avangos nas areas quimica e bioldgica tornaram possivel a
descoberta de diversas substancias com potencial terapéutico. Porém, a utilizacdo de muitos
compostos com relevantes atividades farmacologicas € limitada devido a algumas
caracteristicas como a baixa solubilidade, baixo indice terapéutico, elevada toxicidade e os
efeitos colaterais referentes a altas dosagens. Por estes motivos, muitos estudos buscam
desenvolver transportadores eficientes para os farmacos, com a finalidade de modular a
cinética de liberacdo, reduzir a toxicidade, melhorar a absorcdo e a biodisponibilidade
(SALTAO & VEIGA, 2001; SANTOS & CASTANHO, 2002).

Uma das primeiras tentativas para obtencdo de um sistema transportador eficaz foi o
encapsulamento de biomoléculas em vesiculas de nylon e em outros polimeros sintéticos.
Entretanto, essa abordagem mostrou-se ineficiente, isso porque essas vesiculas de material
sintético acumulavam-se no organismo, constituindo um risco potencial para a saude. Assim,
0 primeiro grande passo nessa area ocorreu em 1965, com a publicacéo, por Alec Bangham e
colaboradores, de um trabalho no qual foi desenvolvido um sistema de vesiculas
fosfolipidicas, que alguns anos depois, seriam conhecidas como lipossomas (BANGHAM et
al., 1965; SANTOS & CASTANHO, 2002).

Ap0s as pesquisas de Bangham, os lipossomas foram consolidados como um sistema
de estudo de membranas bioldgicas. O sucesso na incorporacdo de enzimas em lipossomas
despertou também o interesse da comunidade cientifica para a sua aplicacdo médica e
farmacoldgica (SESSA & WEISSMANN, 1970). Nesse contexto, Gregoriadis e Ryman
(1971) propuseram algo inédito ao utilizar os lipossomas como sistema transportador de
farmacos, o que foi marcante para o desenvolvimento dessa area.

Os lipossomas sdo constituidos por vesiculas com uma ou mais bicamadas
fosfolipidicas, orientadas concentricamente em torno de um compartimento aquoso e Sao
utilizados como carreadores de farmacos, biomoléculas ou agentes de diagnostico (BATISTA
et al., 2007) (Figura 1, pag. 23). Eles podem ser classificados de acordo com o numero de

bicamadas (unilamelar e multilamelar) e tamanho (pequeno, médio ou grande).
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Figura 1 — Representacdo esquematica de lipossomas (A) unilamelares e (B) multilamelares.

o Sof—o
® Firmaco hidrofilico o %u \. §.
‘. Farmaco lipofilico .2/// / \ \\\\i‘

m Fosfolipide

Fonte: Adaptado de SEN & MANDAL (2013).

As vesiculas unilamelares compreendem uma Unica bicamada lipidica e, geralmente,
tém didmetro de 50-250 nm. Elas contétm um nuacleo aquoso e sdo preferencialmente
utilizadas para encapsular farmacos sollUveis em agua. Ja& as vesiculas multilamelares,
possuem varias bicamadas lipidicas concéntricas e com didmetros menores que 1 um, o que
permite o carreamento de substancias lipossolUveis, devido ao seu contetdo lipidico elevado
(IMMORDINO et al., 2006).

Desde a sua criacdo, a comunidade cientifica tem demonstrado muito entusiasmo com
a utilizacdo dos lipossomas na terapéutica. No entanto, devido a sua instabilidade coloidal e
bioldgica e a baixa taxa de encapsulamento, esse sistema mostrou sua limitacdo (ALLEN,
1994). As formulagcbes lipossomais conhecidas como os C-lipossomas ou lipossomas
convencionais, possuem tempo de meia vida de circulacdo de apenas alguns minutos, isso
porque sao rapidamente absorvidos pelas células do Sistema Monocitico Fagocitario (SMF).
Dessa forma, seu uso € restrito ao tratamento de algumas doencas, como as leishmanioses
(ALVING et al., 1978).

Dentre as areas de maior aplicagdo dos lipossomas, a do tratamento do cancer
apresenta 0 maior destaque. Sabe-se que o termo cancer refere-se a um conjunto de mais de
100 doencas, que tém em comum o crescimento desordenado de células invasoras de tecidos

e orgdos, que podem espalhar-se para outras regides do corpo (metastase). Apesar dos
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avancos significativos na pesquisa biomédica durante as ultimas décadas, o cancer continua a
ser uma das principais causas de morbidade e mortalidade no mundo, com uma probabilidade
de prevaléncia crescente. De acordo com a Organizacdo Mundial de Sadde (WHO, 2014)
apenas em 2012 foram registrados 14,1 milhdes de novos casos e 8,2 milhdes de mortes.

Para aplicacGes, como no tratamento do cancer, foi necessario desenvolver lipossomas
com maior tempo de circulacdo, sendo conhecidos como lipossomas furtivos, ou de longa
circulacdo, ou ainda estericamente estabilizados. Eles podem ser obtidos por diferentes
métodos, incluindo o revestimento da superficie das vesiculas com componentes hidrofilicos
naturais, como 0s monossialogangliosideos, ou a partir de polimeros hidrofilicos sintéticos
derivados do polietilenoglicol (PEG), como a diestearoilfosfatidiletanolamina — PEG (DSPE-
PEG). Nesses casos ocorre redugdo do reconhecimento e captura dos lipossomas pelas células
do SMF, culminando em uma circulagdo mais prolongada (SAGRISTA et al., 2000;
TORCHILIN, 2005).

Algumas formulacdes lipossomais aplicadas no tratamento do céncer ja foram
aprovadas ou estdo em fase de ensaios clinicos. O primeiro medicamento lipossomal a ser
introduzido no mercado foi a doxorrubicina (Doxil/Caelix) no ano de 1995, sendo empregado
no tratamento do sarcoma de Kaposi associado a Aids. Outras formulacdes para tratamento
do cancer também estdo no mercado, como o Myocet® e o DaunoXome®, que apresentam
como caracteristica a reducdo significativa da toxicidade cardiaca associada ao farmaco
doxorrubicina (Tabela 1, pag. 25) (BELFIORE et al., 2018).

Apesar de haver apenas um numero relativamente pequeno de farmacos
nanoencapsulados aprovados para o uso, os diferentes sistemas nanoestruturados constituem
uma parte crescente dentro do arsenal terapéutico da oncologia para as proximas décadas
(SCHEINBERG et al., 2010; JEONG et al., 2016). Mesmo atualmente existindo uma enorme
gama de novos materiais nanoestruturados, biodegradaveis ou ndo, os lipossomas ainda
destacam-se como um dos mais eficientes carreadores seletivos de farmacos para o
tratamento do cancer, por oferecerem a possibilidade de encapsular farmacos pouco soluveis,
proteger moléculas terapéuticas e modificar a sua circulacdo sanguinea e distribuicdo nos
tecidos (WHITEHEAD et al., 2009; ALEXIS et al., 2008; BERTRAND & LEROUX, 2012).
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Tabela 1 — Formulagdes de lipossomas aprovadas e em fase de teste para o tratamento do

cancer.
Produto Farmaco Composicéo Situacédo Doenca
DaunoXome® | Daunorrubicina Lipossoma Apro(\g%%)FDA Sarcoma de Kaposi
Carcinoma
. - Lipossoma Aprovado FDA metastatico de
Doxil®/Caelyx® | Doxorrubicina PEGuilado (1995) ovério e mama,
Sarcoma de Kaposi
. Sarcoma de
. . Lipossoma Aprovado EMA C
_ ™
Lipo-Dox Doxorrubicina PEGuilado (2000) Kaposi, cancer o_Ie
mama e de ovario
Cromossomo
Philadelphia
. Sulfato de . Aprovado FDA ;
Margibo® vincristina Lipossoma (2012) negatlvq e
leucemia
linfoblastica aguda
Carcinoma
Myocet® Doxorrubicina Lipossoma Aprovado EMA metastatico de
(2000)
mama
. Carcinoma
. . Lipossoma Aprovado FDA o
Onivyde® Irinotecano PEGuilado (2015) metastatico
pancreas
Vyxeos™ Daunorrubicina, Linossoma Aprovado FDA | Leucemia mieloide
yx citarabina P (2017) aguda
LEP-ETU Paclitaxel Lipossoma Ensaio CII\';"CO fase Cancer de ovario
EndoTAG-1 Paclitaxel Lipossoma Ensaio clinico fase | Céancer de mama e
1"l pancreas
Q|tarab|na Citarabina Lipossoma Ensaio clinico fase Cancer de mama
Lipossomal 11
ThermoDox Doxorrubicina Lipossoma Ensaio clinico fase CarC|,n_oma
11 hepatico
Sulfato . L
S L . Ensaio clinico fase | Leucemia mieloide
vincristina Vincristina Lipossoma
. Il aguda
lipossomal
LiPlaCis Cisplatina Lipossoma Ensaio clinico fase | Tumores sélidos
111 avancados
Dexametasona . Ensaio clinico fase . -
I Dexametasona Lipossoma Mieloma multiplo
ipossomal i1
MM-398 Irinotecano Lipossoma Ensaio clinico fase | Tumores sélidos
I recorrentes
Lipossoma
; Target Ativo L
Imunolipossoma . Ensaio clinico fase A
- Doxorrubicina Fragmento Céancer mama
Anti-EGFR Fab |
Cetuximab

Fonte: BELFIORE et al., 2018.
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Devido as caracteristicas especificas do microambiente tumoral, é possivel projetar
sistemas de entrega de farmacos visando o seu direcionamento para 0 tumor. Isso acontece
quando séo exploradas as alteracbes vasculares dos tumores promovidas pela angiogénese.
Em geral, os capilares da regido tumoral possuem permeabilidade aumentada, o que permite
o direcionamento passivo dos lipossomas, desde que estes possuam tamanho menor do que as
fenestracOes entre as células endoteliais. Assim, o0s lipossomas podem penetrar no intersticio
e ficar retidos nos tecidos tumorais. Essa abordagem terapéutica é conhecida como efeito
EPR (Enhanced Permeability and Retention Effect). No direcionamento ativo, em geral,
utiliza-se um ligante na superficie dos lipossomas que pode interagir com receptores
superexpressados nas células alvo. Assim, o farmaco € entregue a um local especifico com
base no reconhecimento molecular (Figura 2) (DANHIER et al., 2012). Atualmente todas as
formulac@es lipossomais clinicamente aprovadas ndo possuem receptores em sua superficie,
sendo a eficacia dependente exclusivamente do direcionamento passivo para acimulo na

regido tumoral.

Figura 2 — Representacdo esquematica das diferentes estratégias de direcionamentos

lipossomais.

Direcionamento Passivo Direcionamento Ativo

Célula 'a
cancerigena Receptor
O. &F @ ) ./celular
e B/'e° D ° D € B/'e° D %:_)
o o o
o o )
o o °
o Wee DD e Pee D 29
Vasos fenestrados Célula endotelial

Fonte: Adaptado de WICKI et al. (2015).

Nas estratégias de direcionamento passivo, é fundamental que os lipossomas
apresentem um tempo de circulag¢do sanguineo longo. Isso permite uma maior acumulagéo do
farmaco no tumor devido ao maior nimero de passagens pela regido tumoral. Normalmente,
esse objetivo pode ser alcancado pela incorporacdo de polimeros hidrofilicos como o PEG,
obtendo-se lipossomas furtivos (LEHNER et al., 2013). Entretanto, observa-se que o0s
lipossomas apresentam uma alta taxa de captacdo pelos tecidos ricos em macrofagos, mesmo

sendo utilizados polimeros derivados do PEG. O reconhecimento celular dos lipossomas e a
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sua associacdo com as opsoninas do plasma fazem com que eles sejam captados pelas células
do SMF, principalmente as células de Kupffer no figado.

Estudos de biodistribuicdo conduzidos por Soares e colaboradores (2011) utilizando
uma formulagéo de lipossomas contendo DSPE-PEG2000 €M sua composi¢ao, mostraram uma
captacdo mais expressiva das vesiculas no figado, baco e rins. O mesmo perfil foi encontrado
por Barros e colaboradores (2015) ap6s administracdo de lipossomas de longa circulacdo. A
partir da observacéo desses resultados e de varios outros presentes na literatura, fica claro que
mesmo utilizando lipossomas PEGuilados para promover um maior tempo de circulagdo, 0s

resultados ainda ndo sdo satisfatorios.

2.2 Uso de polimeros sintéticos e suas limitaces

Nos ultimos anos, o PEG tem sido amplamente empregado nas pesquisas com
lipossomas e outros sistemas nanoestruturados objetivando aumentar o seu tempo de
circulacdo (YANG et al., 2014; SOARES et al., 2012). Entretanto, sabe-se que o PEG nao é
um composto biodegradavel e, embora haja evidéncia de uma enzima capaz de oxida-lo a
aldeidos e cetonas, este ndo é um mecanismo de eliminagdo convencional (CALICETE &
VERONESE, 2003).

Durante muito tempo, acreditou-se que os lipossomas modificados com o PEG néo
possuiam imunogenicidade ou, quando a apresentavam, ela era insignificante. No entanto,
estudos mais recentes apontam que os lipossomas PEGuilados tém induzido respostas imunes
significativas quando injetados em doses repetidas em animais. Ao serem administrados em
intervalos sequenciais de tempo, os lipossomas PEGuilados passam a ter uma reducdo no
tempo de circulacdo e um aumento na acumulacdo hepatica e esplénica. Esse fenbmeno é
conhecido como depuracdo acelerada do sangue (ABC = “accelerated blood clearance”)
(DAMS et al., 2000; LAVERMAN et al., 2001; ISHIDA et al., 20063).

A imunogenicidade dos lipossomas PEGuilados, associada a sua captacdo pelos
orgdos ricos em macrofagos, representa uma barreira para a pesquisa de formulacoes
lipossomais e para a utilizagdo clinica destes. Essa resposta imune também é observada
quando ha& administracdo repetida de outros nano transportadores PEGuilados, tais como as
microemulsdes e as proteinas PEGuiladas (XU et al., 2010).

Lu e colaboradores (2007) investigaram os perfis farmacocinéticos da aplicagdo da
segunda dose de albumina de soro bovino catidénico (CBSA) conjugada com nanoparticulas

de &cido polilactico PEGuiladas (PLA-PEG). O estudo confirmou a ocorréncia do efeito ABC
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nas repetidas injecdes. Nesse trabalho, os fatores que influenciaram e regularam a ocorréncia
do fenbmeno ABC foram consistentes com 0s estudos sobre lipossomas PEGuilados. Ishihara
e colaboradores (2009) também relataram a ocorréncia de efeito ABC intenso em
administracdes repetidas de nanoparticulas modificadas com PEG em ratos.

O efeito ABC é induzido por anticorpos IgM anti-PEG, que sdo produzidos pelo bago
em resposta a primeira dose de lipossomas PEGuilados (ISHIDA et al., 2003; ISHIDA et al.,
2006b, ISHIDA et al., 2006c). O anticorpo liga-se seletivamente a superficie do PEG dos
lipossomas administrados na segunda dose, ativando o sistema do complemento. Isso
promove um aumento da absorcdo pelas células de Kupffer dos lipossomas injetados na
segunda dose e acarreta em reducao do seu tempo de circulacdo sanguinea (Figura 3, pag. 29)
(XU et al., 2010).

Suzuki e colaboradores (2012) mostraram que a formulagdo comercial Doxil® foi
capaz de induzir o fenémeno ABC em cdes da raca beagle em baixas dosagens (< 2 mg
DOX/m?). Além disso, em termos de resposta & producio de IgM anti-PEG e inducio do
fendmeno ABC, foi evidenciado que os cées apresentaram maior sensibilidade aos
lipossomas do que roedores. Li e colaboradores (2012) também relataram fenémenos
semelhantes na administracdo de topotecano lipossomal PEGuilado em camundongos, ratos e
caes da raca beagle.

Estudos em macacos cynomolgus, roedores, cdes e mini pigs mostraram que 0
fendbmeno ABC varia com as espécies animais e com as doses administradas. Doses mais
baixas de Doxil® (0,2 a 2 mg DOX/m?) foram mais efetivas em induzir o efeito quando
comparadas a doses mais elevadas. O estudo mostrou, ainda, que dosagens superiores a 20
mg DOX/m? n&o causaram o fendmeno ABC. Dentre os animais avaliados os mini pigs
apresentaram maior sensibilidade ao Doxil® (SUZUKI et al., 2014).

Além do papel crucial do sistema do complemento na opsonizacdo dos lipossomas
durante o efeito ABC, sabe-se que formula¢bes peguiladas sdo capazes de ativar o sistema
complemento em animais e humanos, levando a uma reacgdo de hipersensibilidade conhecida
como Pseudo Alergia Relacionada a Ativacdo do Complemento (CARPA), que pode
impactar diretamente nas propriedades farmacocinéticas do farmaco (SZEBENI et al., 2016).
Chanan-Khan e colaboradores (2003) demonstraram que o Doxil® ativou o sistema do
complemento em 21 dos 29 pacientes tratados com este farmaco. Além disso, foram
observadas reagdes de hipersensibilidade moderadas a graves em 13 dos 29 pacientes.



29

Figura 3 — Representacdo dos eventos que levam a inducdo do efeito ABC apos

administracao de lipossomas PEGuilados.
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Fonte: Adaptado de LILA et al. (2013).

Dentro desse panorama, € possivel dizer que a rdpida depuracdo dos lipossomas
revestidos por PEG compromete a sua aplicabilidade clinica. Dessa forma, o
desenvolvimento de uma estratégia para evitar e/ou aliviar a imunogenicidade dos lipossomas
e melhorar sua furtividade é de interesse e mesmo necessaria. Varias abordagens tém sido
aplicadas a fim de evitar que ocorra o efeito ABC. Algumas delas propdem mudancgas nas
propriedades fisico-quimicas dos lipossomas PEGuilados e/ou alteracdo no regime de
administracdo (LI et al., 2013; KOIDE et al., 2010). Contudo, na maioria desses estudos
foram observados uma atenuacgdo na eficéacia terapéutica dos lipossomas PEGuilados. Uma
outra abordagem tem utilizado diferentes polimeros como alternativa para preparar
lipossomas de longa circulagdo. Por exemplo, tém-se os polimeros biodegradaveis
(METSELAAR et al., 2003), o alcool polivinilico (TAKEUCHI et al., 2001), os poli-N-
vinilpirrolidonas anfifilicos (TORCHILIN et al., 2001) e outros polimeros soliveis como
HPMA (poli[N-(2-hidroxipropil)metacrilamida]), PVP (polivinilpirrolidona), PMOX (poli(2-
metil-2-oxazolina)), PDMA (poli(N,N-dimetilacrilamida)) e PAcM (poli(N-acriloil
morfolina) (KIERSTEAD et al., 2015).
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Outras metodologias, baseadas na modificacdo estrutural do PEG também tem sido
propostas. Xu e colaboradores (2008) sintetizaram dois derivados lipidicos de PEG (PEG-
CHMC e PEG-CHEMS) que foram unidos através de uma ligagdo do tipo éster (Figura 4), de
modo que o PEG fosse clivado pelas esterases presentes na circulagdo sanguinea. Os
resultados mostraram que os lipossomas PEGuilados preparados com os derivados clivaveis
atenuaram o fendmeno ABC (XU et al., 2010).

Figura 4 — Estrutura dos derivados potietilenoglicol PEG-CHMC (A) e PEG-CHEMS (B).
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Chen e colaboradores (2011) também sintetizaram um derivado clivavel do
polietilenoglicol (PEG-Hz-CHEMS), no qual o polimero foi ligado ao colesterol através de
duas ligacGes éster e uma hidrazona pH sensivel (Figura 5). Os resultados mostraram que 0s
lipossomas modificados com este novo derivado apresentaram circulacdo sanguinea
prolongada quando comparados a lipossomas modificados com o derivado lipidico PEG-
CHEMS. Além disso, ap6s administracOes repetidas de lipossomas modificados com PEG-
Hz-CHEMS, néo foi observado inducéo do efeito ABC.

Figura 5 — Esquema do derivado clivavel do polietilenoglicol (PEG-Hz-CHEMS).
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Além dos polimeros sintéticos, uma proposta que parece ser bastante promissora é o

uso de compostos hidrofilicos naturais, como os carboidratos, na superficie lipossomal.

2.3 Carboidratos

As quatro principais classes de moléculas organicas presentes nos seres vivos incluem
os carboidratos, as proteinas, os lipidios e os acidos nucléicos. Sabe-se que os carboidratos
sdo as moléculas organicas mais abundantes na natureza, sendo metabolizados e sintetizados
por praticamente todos os organismos vivos. A diversidade estrutural e a complexidade dos
carboidratos na superficie celular permite que eles funcionem como moléculas de sinalizagéo,
reconhecimento e adesdo. Aléem disso, eles estdo envolvidos em varias funcbes
fisiologicamente importantes, que incluem o desenvolvimento embrionario, diferenciacdo e o
crescimento celular, inibicdo por contato, reconhecimento célula-célula, velocidade de
degradacdo e a rigidez da membrana celular (GHAZARIAN et al., 2011).

Estudos realizados com as células vermelhas do sangue (hemécias) revelaram que a
sua superficie apresentava grandes quantidades de glicolipides e &cido siélico (Figura 6). Essa
observacao contribuiu para o desenvolvimento dos lipossomas de longa circulagdo, pois se
acreditava que essas substancias eram essenciais para manter a circulacdo prolongada dessas
células no sangue. A partir disso, iniciaram-se 0s estudos do efeito de polissacarideos e de

glicolipides no tempo de circulagdo dos lipossomas (ALLEN, 1994).

Figura 6 — Estrutura do acido sialico e seus principais derivados.

HO Derivado R

Neu -NH;
Neu5Ac -NHCOCHj3
Neu5Gec -NHCOCH,0OH

KDN -OH

Um dos primeiros estudos que mostram as propriedades furtivas de lipossomas
revestidos por carboidratos foi conduzido por Pain e colaboradores (1984). O estudo,
utilizando dextrano conjugado a superficie dos lipossomas, mostrou um aumento de duas
vezes na concentracdo de lipossomas no sangue, ap0s duas horas da injecdo. Sunamoto
(1986) também utilizou polissacarideos para aumentar a estabilidade de lipossomas in vivo e

reduzir a sua absorgdo pelas células do SFM, tais como dextranos e pululanos.
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Estudos utilizando glicolipides na superficie dos lipossomas, como 0s
monossialogangliosideos (GM) (Figura 7) também apresentaram furtividade. Gabizon e
Papahadjopoulos (1988) mostraram que os lipossomas modificados com GM1 foram 3,4
vezes menos captados pelo SMF quando comparados aos lipossomas convencionais.
Posteriormente, Liu e colaboradores (1991) observaram que os lipossomas revestidos com
GM1 poderiam escapar da absor¢do pelas células do SMF, confirmando ser uma vantagem a
incorporacédo de substancias hidrofilicas naturais na superficie lipossomal.

Para comparar os efeitos de longa circulagdo promovidos pelo PEG e o GM1,
Maruyama e colaboradores (1994) prepararam lipossomas contendo doxorrubicina (DOX)
revestidos com GM1 ou PEG. Apo6s 6 horas da administracdo por via intravenosa em
camundongos, as concentracdes do farmaco na corrente sanguinea foram 2,3 e 2,9 vezes
maiores para sistemas contendo GM1 e PEG, em comparacdo aos sistemas convencionais,
respectivamente. Entretanto, os indices de absorcdo de lipossomas contendo GM1 e PEG no

sangue/SMF foram aumentados em 4,6 vezes e 7,3 vezes, respectivamente.

Figura 7 — Estrutura quimica dos monossialogangliosideos.
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Além da possibilidade de aumentar o tempo de meia vida dos lipossomas, 0s
carboidratos também podem conferir um direcionamento ativo a locais especificos quando
adicionados a superficie das nanoestruturas (CHEN et al., 2016). O direcionamento é
alcangcado quando as estruturas presentes na superficie dos lipossomas se ligam a receptores
expressos na superficie da célula tumoral. Apos sua internalizagdo, geralmente via endocitose
mediada por receptor, o farmaco € liberado no local especifico. As formulacGes lipossomais
com direcionamento ativo, em geral, também possuem propriedades para entrega de farmaco
por direcionamento passivo. Dessa forma, lipossomas que contemplam ambas as estratégias
podem apresentar uma entrega de farmaco mais eficiente quando comparados a lipossomas
sem ligantes especificos (BELFIORE et al. 2018).

Considerando a relevancia desses resultados e a necessidade do desenvolvimento de
lipossomas com propriedades furtivas mais eficientes, torna-se claro que estudos envolvendo
0 uso de carboidratos na superficie dos lipossomas pode ser uma estratégia promissora para

aumentar o seu tempo de circulacdo, e assim, buscar aplicacdes terapéuticas mais eficazes.

2.4 Terapia do cancer com antraciclinas

As antraciclinas sdo antitumorais eficazes amplamente empregadas no tratamento de
muitas neoplasias malignas. As primeiras antraciclinas identificadas com aplicacdo
quimioterapica foram a DOX e a daunorrubicina (DNR) (Figura 8), isoladas a partir de
Streptomyces peucetius no inicio da década de 1960. Ambos os farmacos sao constituidos de
uma porcao agliconica, formada por um derivado antraquinénico e uma porcao glicosidica,
chamada daunosamina. A Unica diferenca entre estas duas moléculas esta na cadeia lateral,
enquanto a DOX apresenta um alcool primério, a DNR apresenta um grupo metila
(CARVALHO et al., 2009).

Figura 8 — Estrutura quimica das substancias doxorrubicina (DOX) e daunorrubicina (DNR).
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2.4.1 Doxorrubicina

A DOX é um dos farmacos antineoplasicos mais potentes, com um amplo espectro de
acdo. Suas principais aplicacfes sdo para o tratamento de tumores sélidos e doengas malignas
hematologicas, cancer de mama, canais biliares, prdstata, Utero, ovario, eséfago, estdbmago,
tumores do figado, osteosarcomas, sarcomas de tecidos moles, sarcoma de Kaposi, bem como
leucemia mieloblastica e linfoblastica aguda (CARVALHO et al., 2009) .

Muitos estudos atribuem a atividade antitumoral da DOX a sua capacidade de se
intercalar a hélice do DNA e/ou ligar-se covalentemente as proteinas envolvidas na
replicacdo e transcricdo do DNA. Tais interacdes resultam na inibicdo da sintese de DNA,
RNA e proteinas, culminando com a morte celular (CARVALHO et al., 2009).

A dose de DOX deve ser cuidadosamente considerada para cada caso, uma vez que a
utilizacdo deste agente quimioterdpico pode conduzir a varios efeitos adversos em diferentes
orgaos, incluindo o coracdo, cérebro, figado e rins. Além dos efeitos secundarios comuns,
como mielosupressdao, nauseas, vomitos, estomatite, distarbios intestinais e alopecia, um
grande problema associado ao uso da DOX é a sua cardiotoxicidade. (AGUDELO et al.,
2014; KIZEK et al., 2012).

A estratégia mais eficaz para diminuir a cardiotoxicidade das antraciclinas envolve a
sua encapsulacdo em lipossomas, responsavel por alterar a sua distribuicdo nos tecidos e a
sua farmacocinética. A seguranca cardiaca da doxorrubicina lipossomal e da doxorrubicina
lipossomal PEGuilada foi estudada em uma série de ensaios clinicos. Os resultados revelaram
que o risco de cardiotoxicidade induzida pela antraciclina é consideravelmente menor quando
ela esta na forma lipossomal (SAFRA, 2003; GABIZON et al., 2012).

O Doxil® foi primeira formulagio contendo doxorrubicina encapsulada em lipossomas
aprovada para uso clinico. Ela tem sido utilizada principalmente para o tratamento de
Sarcoma de Kaposi associado a AIDS e cancer metastatico de ovario e mama. Apesar de ser
uma formulacio contendo PEG na superficie lipossomal, o Doxil® também tende a se
acumular em orgdos como figado e rins (SOUNDARARAJAN et al., 2009). Assim, a
pesquisa por substancias que possuam propriedades mais furtivas que o PEG e possam
diminuir o reconhecimento imunoldgico e consequentemente aumentar o tempo de circulacdo
sanguineo destas vesiculas torna-se necessario. Tais caracteristicas melhorariam a
biodisponibilidade dos farmacos encapsulados, diminuiriam os efeitos adversos, o que

garantiria uma melhor qualidade de vida para os pacientes.



CAPITULO I

Sintese e caracterizacao dos glicosiltriazois
derivados da p-glicose, b-galactose e N-
acetilglicosamina
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1 Introducao

Juntamente com os lipidios, proteinas e acidos nucléicos, os carboidratos sdo uma das
quatro principais classes de biomoléculas. Diversos fatores tornam os carboidratos candidatos
promissores para aplicacdo em nanomedicina, dentre eles: sdo compostos quimicamente bem
definidos, biocompativeis e biodegradaveis, disponiveis em grande quantidade, altamente
sollveis em &gua, além de serem agentes de direcionamento ativo (SWIERCZEWSKA et al.,
2016).

A utilizac&o de carboidratos na superficie das nanoestruturas tem crescido nos ultimos
anos e vérias estratégias para incorporacdo destes compostos sdo utilizadas. A principal
abordagem envolve a funcionalizagdo das substéncias utilizadas no preparo das
nanoestruturas, de forma covalente ou ndo covalente. Os protocolos covalentes sao
geralmente preferidos, devido a estabilidade consideravelmente maior quando comparados a
abordagem ndo covalente, onde os carboidratos sdo ancorados a superficie das nanoestruturas
através de interacdes eletrostaticas (JEBALI et al., 2017).

A insercdo de carboidratos a superficie dos lipossomas, em geral, ocorre através da
sua conjugacdo com estruturas presentes na bicamada lipidica, como, por exemplo, o
colesterol. Diversos estudos na literatura mostram que este esteroide reduz a permeabilidade
de moléculas hidrofilicas através da membrana, melhora a fluidez, bem como a estabilidade
da membrana na presenca de fluidos bioldgicos (NOGUEIRA et al., 2015), sendo, portanto,
uma substancia com caracteristicas adequadas para ancoragem dos carboidratos.

Desta forma, esta etapa do nosso estudo consiste em sintetizar trés glicosiltriazois
acoplados ao colesterol para posterior preparo dos lipossomas. Neste capitulo sera abordada a
sintese e caracterizacdo de todos 0s compostos propostos.

2 Proposta de trabalho

A sintese dos glicosiltriazdis esta dividida em seis etapas principais, que serdo
discutidas a seguir. A primeira etapa consiste na obtencdo do nucleo contendo trés alcinos
terminais (4) a partir do acido galico (1) (Esquema 1, pag. 37). Inicialmente, o acido géalico
(1) pode ser esterificado em condicGes acidas (esterificacdo de Fisher) para obtencdo do
galato de metila (2). Em seguida, a O-alquilagdo do composto 2 pode ser realizada sob
condicdes basicas, na presenca de bometo de propargila, para obtencdo do composto 3.
Finalmente, a hidrolise em meio alcalino do composto 3 leva a obtencdo do éter propargilico

derivado do acido gélico 4.
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Esquema 1 — Proposta de sintese do nucleo contendo trés alcinos terminais.
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A segunda etapa deste trabalho consiste na obtencdo do derivado 2-aminoetila do
colesterol (10). Inicialmente pode ser feita a tosilacdo do colesterol, para obtencdo do
composto 6. Em seguida, o composto 7 pode ser obtido utilizando-se etilenoglicol. Este
composto, por sua vez, pode ser submetido a tosilacdo, para obtencdo do composto 8. Em
seguida, pode ser feita uma reacdo de substituicdo nucleofilica bimolecular com azida de
sodio levando a formacéo do azido-colesterol (9). Por fim, o derivado 9 pode ser convertido
no 2-aminoetila colesterol (10) por reducdo do grupo azido com hidreto de litio e aluminio
(Esquema 2).

Esquema 2 — Proposta de sintese do 3-O-(2-aminoetil)colesterol.
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A terceira etapa deste trabalho envolve a sintese das azidas derivadas de carboidratos.
Foram propostas trés azidas derivadas dos seguintes carboidratos: p-glicose, p-galactose e N-
acetilglicosamina. Os derivados foram propostos com o objetivo de avaliar a furtividade de

cada um deles quando incorporados a superficie dos lipossomas.
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Para a sintese das azidas derivadas da p-glicose e p-galactose a rota se inicia com a
protecdo das hidroxilas dos carboidratos na forma de grupos acetato. Em seguida, o0s
derivados per-O-acetilados 12 e 16 podem ser convertidos nos brometos de glicosila 13 e 17,
respectivamente. Posteriormente, estes derivados podem ser submetidos a reacdo de
substituicdo nucleofilica bimolecular com azida de sdédio, obtendo-se as azidas 14 e 18

(Esquema 3).

Esquema 3 — Proposta de sintese das azidas derivadas da p-glicose e b-galactose.
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A azida derivada da N-acetilglicosamina pode ser obtida por uma rota alternativa,
tendo como material de partida o reagente comercial sulfato de glicosamina (19).
Inicialmente o sulfato pode ser convertido na N-acetilglicosamina através de acetilacdo em
meio basico. Em seguida, pode-se obter o cloreto de glicosila per-O-acetilado pela reacdo de
20 com cloreto de acetila em sistema vedado. O cloreto de glicosila 21 pode ser submetido a
reacdo de substituicdo nucleofilica bimolecular com a azida de s6dio para obtencdo da azida
22 (Esquema 4).

Esquema 4 — Proposta de sintese da azida derivada da N-acetilglicosamina.
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A quarta etapa deste trabalho consiste na obtencdo dos derivados 1,2,3-triazolicos, a
partir da cicloadi¢do 1,3-dipolar catalisada por Cu(l) entre um alcino terminal, no caso, o éter
propargilico do acido galico (4) e as diferentes azidas organicas derivadas dos carboidratos
(14, 18, 22) (Esquema 5, pag. 39).
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Esquema 5 — Proposta de sintese dos derivados 1,2,3-triazélicos.
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Na quinta etapa do trabalho propde-se a obtencdo de amidas, obtidas a partir dos
derivados triazolicos (23, 24, 25) e do derivado 2-aminoetila do colesterol (10). A obtencdo

destes compostos pode ser feita utilizando-se reagentes de acoplamento, conforme mostrado
no Esquema 6.

Esquema 6 — Proposta de sintese de amidas a partir dos derivados triazolicos 23, 24 e 25 e do
derivado 2-aminoetila do colesterol.
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A fim de se avaliar uma rota de sintese alternativa para a obtencdo das amidas,
também foi proposto a obtencdo da amida 29, que pode ser obtida através de reacdo entre o
nucleo contendo alcino terminal (4) e o derivado 2-aminoetila (10). Dessa forma, 0 composto
obtido (29) pode ser utilizado na obtencdo dos compostos 26, 27 e 28, utilizando-se as

mesmas condi¢Oes propostas para os triazois 23, 24 e 25 (Esquema 7, pag. 40)
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Esquema 7 — Proposta de sintese alternativa para obtencdo das amidas 26, 27 e 28.
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azidas derivadas da D-glicose, D-galactose
ou N-acetilglicosamina protegidas

R = D-glicose (26)
R= p-galactose (27)
R = N-acetilglicosamina (28)

Finalmente, a Ultima etapa de sintese consiste na remoc¢do dos grupos protetores dos

derivados glicosidicos por meio do método de Zémplen (Esquema 8). Os derivados

desprotegidos obtidos foram utilizados para o preparo de lipossomas.

Esquema 8 — Proposta de desprotecdo dos glicosideos.
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R20Ac HN MeoNa M HN
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Ri1=H; R2=0Ac; Rs=OAc; D-glicose (26)
R1=0Ac; R2=H; R3=0Ac; p-galactose (27)
Ri1=H; R2=0Ac; Rs=NHAc; N-acetilglicosamina (28)

Ri1=H; R2=0H; R3=0H; D-glicose (30)
R1=OH; R2=H; R3=0H; D-galactose (31)
Ri1=H; R2=0H; Rs=NHACc; N-acetilglicosamina (32)
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3 Parte experimental
3.1 Materiais e métodos

As faixas de fusdo foram determinadas em aparelno MQAPF 301 (Laboratério de
Quimica Farmacéutica, Faculdade de Farmécia, UFMG) e ndo foram corrigidas.

Os espectros no infravermelho foram registrados em espectrometro Spectrum One
Perkin-Elmer (Laboratério de Quimica Farmacéutica, Faculdade de Farméacia, UFMG), com
sistema ATR. Para a atribui¢do de bandas no infravermelho utilizaram-se como referéncia os
livros do PAVIA e colaboradores (2010) e BARBOSA (2011).

Os espectros de RMN de 'H e de 3C foram registrados em espectrometros BRUKER
AVANCE DRX 400 e BRUKER AVANCE DPX 200 do Laboratério de Ressonancia
Magnética Nuclear de Alta Resolugdo — LAREMAR (Departamento de Quimica, ICEx, UFMG).
Como referéncia interna foi utilizado o tetrametilsilano (TMS) ou o sinal do solvente. Os
deslocamentos quimicos (J) sdo expressos em partes por milhdo (ppm) e as constantes de
acoplamento (J), em Hertz (Hz). As multiplicidades foram abreviadas da seguinte maneira: s
(simpleto), sl (sinal largo), d (dupleto), dd (dupleto duplo), t (tripleto), m (multipleto), gn
(quinteto), dt (dupleto triplo) e td (tripleto duplo). Para processar os espectros utilizaram-se
0s programas BRUKER TOPSPIN 3.0.

Os espectros de massas ESI-MS por injecdo direta foram realizados em espectrémetro
de massas aparelho g-ToF Maxis 3G (Bruker Daltonics) com ionizagdo por electrospray na
Central Analitica do Instituto de Quimica da USP.

As analises por LC-MS foram realizadas no Instituto René Rachou (Fiocruz Minas)
em um sistema Nexera UHPLC (Shimadzu) acoplado a espectrémetro de massas ESI-QTOF.
Solugdes das amostras foram injetadas em uma coluna da Shimadzu Shimpack XR-ODS-III
(C1s, 2,2 um, 2,0 x 150 mm) com uma taxa de fluxo de 400 pL/min, utilizando como fase
movel mistura 1:1 de &gua e acetonitrila contendo 0,1% de &cido formico.

Andlises por espectrometria de massas do tipo MALDI-TOF foram realizadas no
Laboratorio de Venenos e Toxinas Animais, do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG,
em instrumentos AutoFlex Il (Bruker Daltonics), operados em modo positivo/reflector e
controlados pelo software FlexControl 3.0 (Bruker Daltonics). As amostras foram misturadas
em solucbes contendo as matrizes acido a-ciano-4-hidroxicinamico e acido 2,5-di-
hidroxibenzoéico (s-DHB) diretamente sobre uma placa de metal MTP AnchorChip-400/384
(BrukerDaltonics) e secas a temperatura ambiente. Os resultados foram adquiridos pelo

sofware FlexAnalysis 3.0 (BrukerDaltonics).
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A numeracdo atribuida nas estruturas nao corresponde a numeracdo da nomenclatura
IUPAC. Isso foi feito para facilitar a atribuicdo dos sinais.

Para cromatografia em coluna foi utilizada silica gel 60 (70-230 mesh) Merk e silica
gel 60 (230-400 mesh). Para cromatografia em camada delgada (CCD) foi utilizada silica gel
60 G Merck com espessura de 0,25 mm.

3.1.1 Secagem e purificacdo dos solventes e reagentes

Os reagentes e solventes foram secos e purificados conforme técnicas descritas na
literatura (WILLIAMS & LAWTON, 2010; FERREIRA, 1992). O diclorometano anidro foi
inicialmente destilado e armazenado em peneira molecular 3 A (previamente ativada em
manta aquecedora a 250 °C, por 2 horas). A resina amberlite IRA 120 foi lavada com metanol
e posteriormente filtrada.

O metanol anidro foi obtido da seguinte forma: em um gral de porcelana foram
triturados 0,05 g de iodo juntamente com 0,5 g de magnésio em raspas. Em seguida este
material foi transferido para um baldo acoplado a um funil de adi¢do e a um condensador de
refluxo. Foram adicionados 15 mL de metanol ao baldo e iniciado o aquecimento até o
completo desaparecimento da coloracdo caracteristica do iodo. Por fim, adicionaram-se 85
mL de metanol e o sistema foi mantido em refluxo por aproximadamente 1 hora. O solvente

seco foi armazenado em peneira molecular 3 A.

3.1.2 Solucgdes reveladoras

A solucdo reveladora etandlica de &cido sulfirico 15% v/v foi utilizada para os
compostos contendo carboidratos em sua estrutura. Para todas as outras substancias a solucao
acida de CAM (Molibdato Cérico Amoniacal) foi eficiente. Os materiais que possuiam em
sua estrutura aminas (primarias ou secundarias) também foram revelados com solucédo

etanolica de ninidrina 1,5% p/v.

3.2 Sinteses

3.2.1 Sintese dos derivados do acido galico



43

3.2.1.1 Sintese de 3,4,5-tri-hidroxibenzoato de metila (2) (FUKUDA et al., 2010)

OH

HO 4 _OH
3

2
1

0”75 OCHj4
A um baldo de fundo redondo de 100 mL, conectado a um condensador de refluxo,

foram adicionados 3 g (17,6 mmol) de acido galico e 30 mL de metanol anidro. A mistura foi
mantida sob agitacdo e, aos poucos, 0,9 mL de &cido sulfarico concentrado foi adicionado.
Esta mistura permaneceu por 27 horas sob agitacdo magnética, & temperatura de 65°C, até
completo consumo do material de partida evidenciado por CCD (eluente: Hex/AcOEt 4:6;
reveladores: vapor de iodo, solucdo acida de CAM e aquecimento a 120°C). Elaboracgdo: o
solvente da reacdo foi removido a vacuo e o residuo foi dissolvido em 40 mL de acetato de
etila. A fase organica foi lavada com solucdo saturada de NaHCOs (2 x 30 mL) e agua
destilada (1 x 30 mL). Removeu-se o solvente da fase organica em evaporador rotatério (apos
remover a agua residual com Na>SOg4 anidro). Foram obtidos 3,09 g de um sélido branco.
Rendimento: 98%

Aspecto fisico: solido branco

FM: CgHgOs MM: 184,0 g mol*

FF: 197,8-198,9 °C; literatura (MOSTAFA et al., 2006): 197-200 °C

IV (v, cm™) (Anexo A, Figura A.1, pag. 164): 3498, 3459, 3290 (v O-H fenol); 3110, 3085,
3017 (v C-H aromatico); 1689 (v C=0O eéster aromatico); 1615, 1540, 1470 (v C=C
aromatico); 1309, 1193 (v C-O éster); 1248 (v C-O éter).

3.2.1.2 Sintese de 3,4,5-tris(2-propin-1-iloxi)benzoato de metila (3) (adaptado de
FUKUDA et al., 2010)

0”5 OCH3
A um bal&o de fundo redondo de 100 mL foram adicionados 1,3 g (7,06 mmol) de 2,

20 mL de acetona anidra e 8,7 g (63,5 mmol) de carbonato de potassio. Em seguida, foram
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adicionados 7,5 g (63,5 mmol) de brometo de propargila. A mistura foi mantida sob agitacao
e refluxo por 20 horas até completo consumo do material de partida evidenciado por CCD
(eluente: Hex/AcOEt 8:2; reveladores: solucdo &cida de CAM e aquecimento a 120°C).
Elaboracdo: o solvente da reacdo foi removido com auxilio de ar comprimido até remogao do
excesso de brometo de propargila. Em seguida, foram adicionados 50 mL de diclorometano
ao baldo e filtrou-se o material. O solvente organico foi eliminado em evaporador rotatorio,
obtendo-se 2,0 g de um solido branco.

Rendimento: 95%

Aspecto fisico: solido branco

FM: C17H1405 MM: 298,1 g mol™?

FF: 83,6-85,5 °C; literatura (PERCEC et al., 2006): 87 °C

IV (v, cm™) (Anexo A, Figura A.2, pag. 164): 3292, 3271 (v C-H alcino); 2120 (v C=C);
1719 (v C=0 éster aromatico); 1589, 1500, 1429 (v C=C aromético); 1314, 1210 (v C-O
éster); 1248 (v C-O éter aromatico); 1106 (v C-O éter)

3.2.1.3 Sintese de acido 3,4,5-tris(2-propin-1-iloxi)benzoico (4) (Adaptado de ZHANG &
ZHAO, 2011)

0”5 OH

A um baldo de fundo redondo de 100 mL foram adicionados 1,5 g (5,03 mmol) de 3,
30 mL de metanol e 10 mL de agua. Em seguida, foram adicionados 1,27 g (30,1 mmol) de
hidroxido de litio monoidratado. A mistura foi mantida sob agitacdo a temperatura ambiente
por 4 horas e 30 minutos até completo consumo do material de partida evidenciado por CCD
(eluente: Hex/AcOEt 6:4; reveladores: solucdo &cida de CAM e aquecimento a 120°C).
Elaboracéo: foi adicionado a mistura de reagdo HCI concentrado até pH 7. Em seguida, foram
adicionados 10 mL de &gua ao baldo e a mistura foi vertida em um funil de separacéo. A fase
aquosa foi lavada com acetato de etila (3 x 30 mL). As fases organicas foram reunidas, secou-
se com Na>SO4 anidro e o solvente foi removido em evaporador rotatorio. Obteve-se 1,42 g

de um produto sélido levemente amarelo.
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Rendimento: 99%

Aspecto fisico: sélido levemente amarelo

FM: CigH1205  MM: 284,1 g mol*

FF: 148,8-150,5 °C

IV (v, cm™) (Anexo A, Figura A.3, pag. 165): 3298, 3274 (v C-H alcino); 2127 (v C=C);
1692 (v C=0 é&cido aromatico); 1586, 1503, 1431 (v C=C aromatico); 1318, 1204 (v C-O
acido); 1248 (v C-O éter aromatico); 1107 (v C-0).

RMN de 'H (200 MHz, acetona-ds), J (ppm) (Anexo A, Figura A.4, pag. 165): Anexo B,
Tabela B.1, pag. 241.

RMN de 13C (50 MHz, acetona-ds), J (ppm) (Anexo A, Figura A.5, pag. 166): Anexo B,
Tabela B.2, pag. 241.

HRMS (ESI) m/z: (Anexo A, Figura A.6, pag. 167): [M+H]" calculado: 285,0763;
encontrado: 285,0768.

3.2.2 Sintese dos derivados do colesterol
3.2.2.1 Sintese de 3-p-[(p-toluenossulfonil)oxi]colest-5-eno (6) (adaptado de BAJAJ et al.,
2008)

O
o> I

- 1 ﬁ\
“ 0]

5

A um baldo de fundo redondo de 50 mL foram adicionados 1 g (2,92 mmol) de

colesterol, 1,3 mL de diclorometano anidro e 1,3 mL de piridina anidra. A mistura foi
resfriada a 0°C, em banho de gelo. Em seguida, adicionou-se 0,74 g (3,9 mmol) de cloreto de
p-toluenossulfonila. Essa mistura permaneceu sob agitacdo, a 0°C, por 20 minutos. A mistura
reagente foi transferida para freezer, onde permaneceu por 24 horas. A evolucédo da reacao foi
acompanhada por CCD, tendo sido observado o consumo total do colesterol (eluente:
Hex/AcOEt 8:2; reveladores: solucdo acida de CAM e aquecimento a 120°C). Elaboracéo:
foram adicionados 30 mL de diclorometano ao baldo e a mistura foi vertida em um funil de
separacdo. A fase organica foi lavada com solucdo de HCI 3 mol L (3 x 25 mL), solugéo

saturada de NaHCOs (1 x 25 mL) e 4gua destilada (1 x 25 mL). A fase orgéanica foi seca com
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Na>SO4 e o solvente foi removido em evaporador rotatorio. Obteve-se um produto sélido
amarelado que foi recristalizado em metanol (10 mL), resultando em 1,35 g de um solido
branco.

Rendimento: 96%

Aspecto fisico: solido branco

FM: C34Hs203S MM: 540,4 g mol*

FF: 122,1-124,3 °C; literatura (BAJAJ, 2008): 133 °C

IV (v, cm™) (Anexo A, Figura A.7, pag. 168): 2936, 2901, 2884, 2856 (v C-H alifatico);
1597, 1495 (v C=C de aromatico); 1375 (vs SO2); 1173 (vas SO2); 1188 (v C-O éter).

RMN de 'H (400 MHz, CDCls), 6 (ppm) (Anexo A, Figura A.8, pag. 169): Anexo B, Tabela
B.3, pag. 242.

RMN de 3C (100 MHz, CDCls), 6 (ppm) (Anexo A, Figura A.9, pag.170): Anexo B, Tabela
B.4, pag. 242.

3.2.2.2 Sintese de 3-#-[(2-hidroxi)etoxi]colest-5-eno (7) (adaptado de BAJAJ et al., 2008)

Ho. 2.
29 O

A um baldo de fundo redondo de 50 mL foram adicionados 2,9 g (5,4 mmol) de6e 7
mL de dioxano anidro. A mistura foi aquecida a 90°C, sob agitacdo. Em seguida, foi
adicionado 1,8 mL (32,4 mmol) de etilenoglicol e a mistura foi mantida sob agitacédo e
refluxo por 21 horas e 40 minutos. A evolucédo da reacao foi acompanhada por CCD, onde foi
observado o consumo total do material de partida (eluente: Hex/AcOEt 9:1; reveladores:
solucdo &cida de CAM e aquecimento a 120°C). Elaboracdo: a mistura reagente foi resfriada a
temperatura ambiente e o solvente foi removido com auxilio de ar comprimido. O bruto da
reacdo foi dissolvido em 40 mL de diclorometano e lavado com solucdo saturada de NaHCO3
(2 x 40 mL) e agua destilada (2 x 40 mL). Removeu-se 0 solvente da fase organica em
evaporador rotatorio (ap6s remover a agua residual com Na»;SOs anidro). O produto foi
purificado em coluna cromatogréafica de silica gel, eluida com misturas de AcOEt:Hex (1:9 e
2:9), fornecendo 1,27g do produto 7 puro.

Rendimento: 55%
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Aspecto fisico: sélido branco

FM: Ca9Hs002  MM: 430,4 g mol*

FF: 91,9-92,4 °C; literatura (BAJAJ et al., 2008): 99-100 °C

IV (v, cm™) (Anexo A, Figura A.10, pag. 171): 3516 (v O-H alcool); 2931, 2866, 2881 (v C-
H alifatico); 1108 (v C-O éter); 1061 (v C-O éalcool).

RMN de 'H (400 MHz, CDClIs), 6 (ppm) (Anexo A, Figura A.11, pag. 172): Anexo B,
Tabela B.5, pag. 243.

RMN de *C (100 MHz, CDCls), 6 (ppm) (Anexo A, Figura A.12, pag. 173): Anexo B,
Tabela B.6, pag. 243.

3.2.2.3 Sintese de 3-p-[2[(p-toluenossulfonil)oxi]etoxi]colest-5-eno (8) (adaptado de BAJAJ
et al., 2008)

A um balédo de fundo redondo de 50 mL foram adicionados 1,23 g (2,9 mmol) de 7, 4
mL de diclorometano anidro e 4 mL de piridina anidra. A mistura foi resfriada a 0°C, em
banho de gelo. Em seguida, foi adicionado 1,67 g (8,8 mmol) de cloreto de p-
toluenossulfonila. Essa mistura permaneceu sob agitacdo, a 0°C, por 10 minutos. Em seguida,
foi transferida para o freezer, onde permaneceu por 22 horas e 30 minutos. A evolucdo da
reacdo foi acompanhada por CCD, tendo sido observado o consumo total do material de
partida (eluente: Hex/AcOEt 9:1; reveladores: solucdo &cida de CAM e aquecimento a
120°C). Elaboracdo: foram adicionados 30 mL de diclorometano ao baldo e a mistura foi
vertida em um funil de separacéo. A fase organica foi lavada com solugdo de HCI 3 mol L
(3 x 25 mL), solucéo saturada de NaHCOs3 (1 x 25 mL) e &gua destilada (1 x 25 mL). A fase
orgénica foi reunida e seca com Na>SOs4 anidro e o solvente foi removido em evaporador
rotatério. O produto foi purificado em coluna cromatografica de silica gel, eluida com
mistura de AcOEt:Hex (1:9), fornecendo 1,69 do produto 8 puro.
Rendimento: 96%
Aspecto fisico: solido branco
FM: C3sHs604S  MM: 584,4 g mol™
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FF:112,0-112,4 °C; literatura (NIKOLAEVA et al., 2010): 115 °C

IV (v, cm™) (Anexo A, Figura A.13, pag. 174): 2933, 2864 (v C-H alifatico); 1597 (v C=C de
aromatico); 1355 (vs SO2); 1174 (vas SO2); 1188 (v C-O éter).

RMN de 'H (400 MHz, CDClIs), 6 (ppm) (Anexo A, Figura A.14, pag. 175): Anexo B,
Tabela B.7, pag. 244.

RMN de 3C (100 MHz, CDCls), 6 (ppm) (Anexo A, Figura A.15, pag. 176): Anexo B,
Tabela B.8, pag. 244.

3.2.2.4 Sintese de 3-p-(2-azidoetoxi)colest-5-eno (9) (adaptado de NIKOLAEVA et al.,
2010)

A um baldo de fundo redondo de 25 mL foi dissolvido 1,66 g (2,8 mmol) de 8 em 4
mL de DMF anidra, Em seguida, adicionou-se de 1,09 g (16,8 mmol) de azida de sodio. A
mistura foi aquecida a 80°C e permaneceu sob agitacdo por 1 hora e 30 minutos. O término
da reacdo foi evidenciado por CCD apés o consumo de 8 (eluente: Hex/AcOEt 9:1;
reveladores: solucdo &cida de CAM e aquecimento a 120°C). Elabora¢do: foram adicionados
ao baldo gelo picado e 30 mL de agua destilada. Observou-se a formacdo de um precipitado,
que foi filtrado a vacuo. O produto foi obtido puro, como um sélido branco (1,27 g).
Rendimento: 98%
Aspecto fisico: s6lido branco
FM: C29H49N30 MM: 455,4 g mol*
FF: 57,2-58,2 °C; literatura (NIKOLAEVA et al., 2010): 60 °C
IV (v, cm™) (Anexo A, Figura A.16, pag. 177): 2931, 2902, 2886, 2864, 2845 (v C-H
alifatico); 2102 (vas R-N3); 1115 (v C-O éter).
RMN de 'H (400 MHz, CDCls), 6 (ppm) (Anexo A, Figura A.17, pag. 178): Anexo B,
Tabela B.9, pag. 245.
RMN de 3C (100 MHz, CDCls), é (ppm) (Figura A.18, Anexo A, pag. 179): Anexo B,
Tabela B.10, pag. 245.
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3.2.2.5 Sintese de 3-p-(2-aminoetoxi)colest-5-eno (10) (adaptado de NIKOLAEVA et al.,
2010)

A um baldo de fundo redondo de 25 mL foram adicionados 2 mL de THF anidro e
100 mg (0,22 mmol) de 9. A mistura foi resfriada a 0°C e, aos poucos, 25 mg (0,66 mmol) de
hidreto de litio e aluminio foram adicionados ao meio. Essa mistura permaneceu sob
agitacdo, a temperatura ambiente, por 1 hora e 20 minutos até completo consumo do material
de partida evidenciado por CDD (eluente: Hex/AcOEt 9:1; reveladores: solucdo &cida de
CAM, solucdo etanolica de ninidrina 1,5% e aquecimento a 120°C). Elaboracdo: foram
adicionados ao baldo, aos poucos, gelo picado e 20 mL de agua destilada. Em seguida, a
mistura foi vertida em funil de separacdo e a fase aquosa foi extraida com diclorometano (3 x
20 mL). A fase organica foi agrupada e lavada com agua destilada (1 x 40 mL). A fase
orgénica foi seca com NaSO4 anidro e o solvente removido em evaporador rotatorio. O
produto foi purificado em coluna cromatografica de silica gel, eluida com mistura de
AcOEt:MeOH:NH4OH (89:10:1), fornecendo 84 mg do produto 10 puro.
Rendimento: 89%
Aspecto fisico: cera branca
FM: C2oHs:NO  MM: 429,4 g mol*
IV (v, cm™) (Anexo A, Figura A.19, pag. 180): 3359, 3281 (v N-H amina primaria); 2932,
2866 (v C-H alifético); 1106 (v C-O éter).
RMN de 'H (400 MHz, CDClIs), 6 (ppm) (Anexo A, Figura A.20, pag. 181): Anexo B,
Tabela B.11, pag. 246.
RMN de 3C (100 MHz, CDCls), § (ppm) (Anexo A, Figura A.21, pag. 182): Anexo B,
Tabela B.12, pag. 246.

3.2.3 Sintese das azidas dos carboidratos
3.2.3.1 Procedimento geral da sintese dos derivados per-O-acetilados 12 e 16 (adaptado
de FRANCO et al., 2015)
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Em um gral de vidro foram triturados 27,75 mmol do carboidrato (1 equivalente) e
48,76 mmol de acetato de sodio (1,76 equivalentes). Em seguida, transferiu-se a mistura para
um bal&o de fundo de redondo de 100 mL e adicionaram-se 25 mL de anidrido acético. A
mistura foi mantida sob agitagdo magnética e aquecimento (100 °C) por 3 horas até o término
da reacdo, evidenciado por CCD (eluente: Hex/AcOEt 4:6; reveladores: solugdo de &cido
sulfurico 15% e aquecimento a 120 °C). A mistura reagente foi vertida em um béquer
contendo gelo e mantida sob agitacdo magnética por 1 hora. Formou-se um precipitado

branco que foi filtrado e lavado com agua.

3.2.3.1.1 Sintese de 1,2,3,4,6-penta-O-acetil--b-glicopiranose (12)
6 _OAC

4 5 e}
AcO 1
AC%OAC

OAc
O produto 12 foi obtido de acordo com procedimento geral 3.2.3.1. Foram utilizados 5

g (27,75 mmol) de p-glicose, 4 g (48,76 mmol) de acetato de s6dio e 25 mL de anidrido
acético. Foram obtidos 10,8 g de um solido branco.

Rendimento: 99%

Aspecto fisico: solido branco

FM: CigH22011 MM: 390,1 g mol*

FF: 129,7-130,8 °C; literatura (GHOLAP, 2003): 131 °C

IV (v, cm™?) (Anexo A, Figura A.22, pag. 183): 2969 (v C-H alifatico); 1736 (v C=0 éster);
1217 (v C-0O éster); 1032 (v C-O éter).

3.2.3.1.2 Sintese de 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-S-p-galactopiranose (16)

AcO 6. OAC

4 50 1
AcO—— N~ OAC
OAc

O produto 16 foi obtido de acordo com procedimento geral 3.2.3.1. Foram utilizados 5
g (27,75 mmol) de p-galactose, 4 g (48,76 mmol) de acetato de s6dio e 25 mL de anidrido
acetico. Foram obtidos 6,2 g de um sdélido branco.
Rendimento: 57%
Aspecto fisico: sélido branco
FM: C16H2011  MM: 390,1 g mol™
FF: 138,3-140,1 °C; literatura (KRISHNAN & SURESHAN, 2015) 133-134 °C
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IV (v, cm™) (Anexo A, Figura A.23, pag. 183): 2989 (v C-H alifatico); 1751, 1737 (v C=0
éster); 1210 (v C-O éster); 1039 (v C-O éter).

3.2.3.2 Sintese de 2-acetamido-2-desoxi-p-glicopiranose (20)
6 OH

4
HO—— OH

NHAC
A um baldo de fundo redondo de 250 mL foram adicionados 1,32 g (23,5 mmol) de

hidroxido de potéssio e 65 mL de metanol. A mistura foi mantida sob agitacdo magnética até
completa solubilizacdo do sélido. Em seguida, foram adicionados 5 g (18,05 mmol) de
sulfato de glicosamina e ap6s 15 minutos adicionaram-se 4 mL de anidrido acético. A mistura
foi mantida sob agitagdo magnética por 1 hora e 30 min até o término da reacéo, evidenciado
por CCD (eluente: MeOH/ACOEt 1:1; reveladores: solucdo de &cido sulfurico 15% e
aquecimento a 120 °C). Ap0s o término da reacdo, o precipitado branco formado foi filtrado a
vacuo e lavado com metanol. Foram obtidos 3,99 g de um solido branco.

Rendimento: 100%

Aspecto fisico: solido branco

FM: CgHisNOs ~ MM: 221,1 g mol™*?

FF: 208,1-210,3 °C; literatura (FRANCO, 2015): 209,1-211,4 °C

IV (v, cm?) (Anexo A, Figura A.24, pag. 184): 3455 (v N-H); 3322 (v O-H alcool); 2931,
2892 (v C-H alifético); 1625 (v C=0 amida); 1149, 1118 (v C-0).

3.2.3.3 Procedimento geral da sintese dos derivados bromados 13 e 17 (adaptado de
BUTERA et al., 2007)

A um baléo de fundo redondo de 250 mL foram adicionados 55,5 mL de anidrido
acético. A solucdo foi resfriada a 0 °C (banho de gelo) e mantida sob agitacdo magnética. Em
seguida, adicionaram-se, gota a gota, 13,5 mL de HBr (48% p/v) com auxilio de funil de
adicdo. Em um segundo baldo foram adicionados 40 mL de diclorometano e 6 g de 12 ou 16.
A mistura reacional foi mantida sob banho de gelo e agitacdo magnética. Apos adicdo de todo
volume de HBr ao anidrido acético, tal solucdo de HBr foi transferida, também com auxilio
de um funil de adicdo, ao bal&do contendo a solugéo de 12 ou 16 em diclorometano. A mistura
foi mantida sob agitagdo magnética, & temperatura ambiente, por 6 horas até o término da

reacdo, evidenciado por CCD (eluente: Hex/AcOEt 6:4; reveladores: solucdo de acido
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sulfurico 15% e aquecimento a 120 °C). Elaboragdo: A mistura reagente foi vertida em um
béquer contendo gelo. Em seguida, procedeu-se a extracdo do produto. Inicialmente, foi
realizada a extracdo da fase aquosa com diclorometano (3 x 30 mL). Em seguida, a fase
organica foi reunida e lavada com solucdo saturada de NaHCOs (4 x 40 mL) e agua (6 x 30
mL). A fase organica foi seca com Na>SO4 anidro e o solvente removido em evaporador

rotatério. O produto bruto obtido foi utilizado em sequencia na obtencdo da azida.

3.2.3.3.1 Brometo de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-glicopiranosila (13)
6 _OAC

4
AcO >0,
AcO 3 2
AcOBlr

O produto 13 foi obtido de acordo com procedimento geral 3.2.3.3. Foram utilizados 6
g (15,4 mmol) de 12, 13,5 mL HBr 48% (119,34 mmol), 55,5 mL de anidrido acético e 40
mL de diclorometano. Foram obtidos 5,5 g de um 6leo branco que foi cristalizando aos
poucos.
Rendimento: 87%
Aspecto fisico: solido branco
FM: C14H19BrOy  MM: 410,0 g mol™*
IV (v, cm™?) (Anexo A, Figura A.25, pag. 184): 2964 (v C-H alifatico), 1739 (v C=0 éster),
1223, 1210 (v C-O éster).

3.2.3.3.2 Brometo de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-galactopiranosila (17)
AcOs6 OAc

4250 1
AcO 3 2
AcORr

O produto 17 foi obtido de acordo com procedimento geral 3.2.3.3. Foram utilizados 6
g (15,4 mmol) de 16, 13,5 mL HBr 48% (119,3), 55,5 mL de anidrido acético e 40 mL de
diclorometano. Foram obtidos 6,3 g de um éleo branco, que foi cristalizando aos poucos.
Rendimento: 100%
Aspecto fisico: 6leo branco
FM: C14H19BrOy  MM: 410,0 g mol*
IV (v, cm™) (Anexo A, Figura A.26, pag. 185): 2966 (v C-H alifatico), 1742 (v C=0 éster),
1208 (v C-0O éster).
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3.2.3.4 Sintese de cloreto de 2-acetamido-1,2-didesoxi-3,4,6-tri-O-acetil-a-D-

glicopiranosila (21) (Adaptado de HEIDLAS, 1992)
s OAC

4 \5
AcO Q
Acoé%ﬁl
ACHNCl

A um baldo de fundo redondo de 50 mL foram adicionados 3,99 g (18,05 mmol) de
20. O baléo foi vedado com septo de borracha e o material foi mantido a -10 °C, utilizando-se
banho de gelo, contendo acetona e NaCl. Foram adicionados, com auxilio de seringa, 10 mL
de cloreto de acetila e a mistura foi deixada sob agitacdo magnética, a temperatura ambiente,
por 48 horas. Elaboragdo: com auxilio de uma seringa, furou-se o septo que vedava o baldo
para eliminar o excesso de HCl). Apds cerca de 5 minutos o sistema foi aberto e foram
adicionados 20 mL de diclorometano. O sistema foi mantido sob agitacdo por mais 5 minutos
e, logo apds, adicionou-se uma pequena quantidade de gelo ao baldo. Em seguida, o material
foi vertido em funil de separacdo e foram adicionados mais 20 mL de diclorometano. A fase
organica foi lavada com agua destilada (1 x 30 mL), depois com solucdo saturada NaHCOs (3
x 30 mL) e finalmente com agua destilada (1 x 30 mL). A fase organica foi seca com Na;SO4
e 0 solvente removido em evaporador rotatorio. Foram obtidos 3,49 g de produto que foi
utilizado em sequencia na obtencgéo da azida.
Rendimento: 53%
Aspecto fisico: 6leo marrom claro
FM: C14H20CINOg ~ MM: 365,1 g mol™
IV (v, cm™) (Anexo A, Figura A.27, pag. 185): 3240 (v N-H amina), 2978 (v C-H alifético),
1737 (v C=0 éster), 1641 (v C=0 amida).

3.2.3.5 Procedimento geral da sintese das azidas 14, 18 e 22 (Adaptado de BUTERA et al.,
2007)

A um bal&o de fundo redondo de 250 mL foram adicionados 1 equivalente de 13, 17
ou 21 e 25 mL de acetona. A esta solucdo, foram adicionados 2,5 equivalentes de azida de
sodio, dissolvidas em 20 mL de 4gua. A mistura permaneceu sob agitacdo magnetica, a
temperatura ambiente por cerca de 4 horas, até o término da reacdo, evidenciado por CCD
(eluente: Hex/AcOEt 2:8; reveladores: solucdo de &cido sulfarico 15% e aquecimento a 120
°C). Elaboracgéo: o solvente organico foi removido com auxilio de ar comprimido, levando a

formacédo de um precipitado que foi filtrado a vacuo.
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3.2.3.5.1 2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-azido-1-desoxi-#-D-glicopiranose (14)
6. OAC

4
ACO/&&LN
AcO—2 3

OAc
O produto 14 foi obtido de acordo com procedimento geral 3.2.3.5. Foram utilizados

6,9 g (16,8 mmol) de 13 e 2,7 g (42 mmol) de azida de sodio. Foram obtidos 4,8 g de um
solido branco.

Rendimento: 76%

Aspecto fisico: solido branco

FM: C14H19N30g MM: 373,1 g mol*

FF: 124,8-125,9 °C; literatura (JOHNSTONE et al., 2005): 126-128 °C

IV (v, cm™) (Anexo A, Figura A.28, pag. 186): 2969, 2909 (v C-H alifatico); 2117 (vas R-Na);
1752, 1731 (v C=0 éster).

RMN de 'H (200 MHz, CDCls), 6 (ppm) (Anexo A, Figura A.29, pag. 186): Anexo B,
Tabela B.13, pag. 247.

RMN de C (50 MHz, CDCls), § (ppm) (Anexo A, Figura A.30, pag. 187): Anexo B, Tabela
B.14, pag. 247.

3.2.3.5.2 2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-azido-1-desoxi-f#-pD-galactopiranose (18)
AcO s OAC

4%&1/
AcO— N3

OAc
O produto 18 foi obtido de acordo com procedimento geral 3.2.3.5. Foram utilizados

6,3 g (15,3 mmol) de 17 e 2,5 g (38,2 mmol) de azida de sédio. Foram obtidos 5,1 g de um
solido branco.

Rendimento: 90%

Aspecto fisico: s6lido branco

FM: C14H19N30g MM: 373,1 g mol*

FF: 92,5-93,2 °C; literatura (BUTERA et al., 2007): 91,5-93,0 °C

IV (v, cm?) (Anexo A, Figura A.31, pag. 187): 2985, 2949 (v C-H alifatico); 2164 (vs
N=N=N); (2126 (vas R-N3); 1737 (v C=0 éster); 1212 (v C-O éter).

RMN de 'H (200 MHz, CDCls), 6 (ppm) (Anexo A, Figura A.32, pag. 188): Anexo B,
Tabela B.15, pag. 248.
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RMN de C (50 MHz, CDCls), § (ppm) (Anexo A, Figura A.33, pag. 188): Anexo B, Tabela
B16, pag. 248.

3.2.3.5.3 2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-1-azido-1,2-didesoxi-f#-D-glicopiranose (22)
6 OAc

4
ACO&&;
AcO—3 N3

NHAc
O produto 22 foi obtido de acordo com procedimento geral 3.2.3.5. Foram utilizados

2,3 g (6,4 mmol) de 21 e 1,05 g (16,0 mmol) de azida de sodio. Foi obtido 1,53 g de um
solido marrom claro.

Rendimento: 64%

Aspecto fisico: sélido marrom claro

FM: C14H20N4Os MM: 372,1 g mol*

FF: 166,8-167,7 °C; literatura (AUGE et al., 1989): 168-169 °C

IV (v, cm™) (Anexo A, Figura A.34, pag. 189): 3362 (v N-H); 2944, 2883 (v C-H alifatico);
2103 (vas R-N3); 1741 (v C=0 éster); 1663 (v C=0 amida).

RMN de 'H (200 MHz, CDCls), 6 (ppm) (Anexo A, Figura A.35, pag. 189): Anexo B,
Tabela B.17, pag. 249.

RMN de 2C (50 MHz, CDCls), § (ppm) (Anexo A, Figura A.36, pag. 190): Anexo B, Tabela
B.18, pag. 249.

3.2.4 Sintese dos glicosiltriazois
3.2.4.1 Procedimento geral para sintese dos derivados glicosiltriazolicos 23 e 24
(adaptado de KUSHWAHA & TIWARI, 2013)

A um baldo de fundo redondo de 50 mL foram adicionados 1 equivalente do
composto 4 e 6 mL de THF. A essa mistura adicionaram-se 3,6 equivalentes da glicosilazida
(14 ou 18), e 0,9 equivalente de solucdo aquosa de CuSOa4 (10% p/v). Por fim, uma solucéo
contendo 0,9 equivalente de ascorbato de sodio, dissolvido em 2 mL de &gua destilada, foi
adicionada ao baldo. A mistura de reacdo foi mantida sob agitacdo, a temperatura ambiente,
por 4 horas e 0 progresso da reacdo foi acompanhado por CCD (eluente: Hex/AcOEt 3:7;
reveladores: solucdo &cida de CAM, solugdo de acido sulfirico 15% e aquecimento a 120
°C). Elaboragdo: o solvente orgéanico foi removido com auxilio de ar comprimido, levando a

formacdo de um precipitado que foi filtrado a vacuo. O bruto foi purificado em coluna
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cromatografica de silica gel, utilizando-se fluorisil no topo da coluna. Apés a purificacdo por

coluna, o material foi solubilizado em 30 mL de diclorometano e extraido com solucdo de

EDTA (2 x 30 mL). Em seguida, a fase organica foi lavada com agua (2 x 40 mL) e seca com

Na>SO4 anidro. O solvente foi removido em evaporador rotatorio, obtendo-se o triazol puro.

3.2.4.1.1 Glicosiltriazol 23

AcO OAc
a4/ \€

250.
RMN de 3C (100 MHz, CDCls), § (ppm) (Anexo A, Figura A.39, pag. 192): Anexo B,
Tabela B.20, pag. 250.
HRMS (ESI) m/z: (Anexo A, Figura A.41, pag. 194): [M+H]* calculado: 1404,4127;
encontrado: 1404,4138.

O produto 23 foi obtido de acordo com
procedimento geral 3.2.4.1. Foram utilizados 100 mg
(0,35 mmol) de 4, 469 mg (1,3 mmol) de 14, 0,8 mL
de solucdo aquosa de CuSO4 (10% p/v, 0,32 mmol) e
64 mg de ascorbato de sodio (0,32 mmol). Foram
obtidos 447 mg de um sélido branco.

Rendimento: 91%

Aspecto fisico: solido branco

FM: CssHeoNgOz,  MM: 1403,4 g mol™

FF: 238,0-241,3 °C (decomposicao)

IV (v, cm™) (Anexo A, Figura A.37, pag. 190): 2928 (v
C-H aliféatico), 1743 (v C=0 éster), 1211 (v C-O éster).
RMN de *H (400 MHz, CDCls), § (ppm) (Anexo A,
Figura A.38, pag. 191): Anexo B, Tabela B.19, pég.
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3.2.4.1.2 Galactosiltriazol 24

O produto 24 foi obtido de acordo com
procedimento geral 3.2.4.1. Foram utilizados 300 mg
(2,05 mmol) de 4 e 1,4 g (3,78 mmol) de 18, 2,4 mL de
solugédo aquosa de CuSO4 (10% p/v, 0,95 mmol) e 188
mg de ascorbato de sédio (0,95 mmol). Foram obtidos
1,14 g de um solido branco.

Rendimento: 77%

Aspecto fisico: solido branco

FM: CssHeoNgOz,  MM: 1403,4 g mol™

FF: 138,4-140,5 °C

IV (v, cm™) (Anexo A, Figura A.42, pag. 195): 2972 (v
C-H alifatico), 1746 (v C=0 éster), 1212 (v C-O éster).
OAc RMN de 'H (400 MHz, CDCls), J (ppm) (Anexo A,
Figura A.43, pag. 196): Anexo B, Tabela B.21, pag. 251.

RMN de 3C (100 MHz, CDCls), § (ppm) (Anexo A, Figura A.44, pag. 197): Anexo B,
Tabela B.22, pag. 252.

HRMS (ESI) m/z: (Anexo A, Figura A.46, pag. 199): [M+H]* calculado: 1404,4127;
encontrado: 1404,4138.

3.2.5 Sintese das amidas
3.2.5.1 Procedimento geral para sintese das amidas 26, 27

A um baldo de fundo redondo de 50 mL foram adicionados 1,5 equivalentes do
composto 23 ou 24 e 1 equivalente do derivado 10. Em seguida, o material foi solubilizado
em THF. Por fim, adicionaram-se 1,5 equivalentes de EDAC e 1 equivalente de DMAP e
acetona (correspondente a metade do volume de THF utilizado). A mistura permaneceu sob
agitacdo, a temperatura ambiente, por cerca de 4 horas até completo consumo do material de
partida evidenciado por CDD (eluente: Hex/AcOEt 1:1; reveladores: solugédo acida de CAM,
solucdo etandlica de ninidrina 1,5% e aquecimento a 120°C). Elaboragdo: o solvente foi
removido com auxilio de ar comprimido e o bruto da reacdo foi purificado em coluna
cromatografica de silica gel, eluida com misturas de AcOEt:Hex, em ordem crescente de

polaridade.
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3.25.1.1 Amida 26: obtida pela reacdo do glicosiltriazol 23 com o 3-O-(2-

aminoetil)colesterol (10)

OAcC
OAcC

O produto 26 foi obtido de acordo com procedimento geral 3.2.5.1. Foram utilizados
322 mg de 23 (0,23 mmol), 77 mg (0,18 mmol) de 10, 44 mg (0,23 mmol) de EDAC e 22 mg
(0,18 mmol) de DMAP. Foram obtidos 197 mg de um solido branco.
Rendimento: 61%
Aspecto fisico: sélido branco
FM: Cg7H118N100z2 MM: 1814,8 g mol*
FF: 173,2-174,8 °C
IV (v, cm™?) (Anexo A, Figura A.47, pag. 200): 2935 (v C-H alifatico), 1747 (v C=0 éster),
1210 (v C-O éster).
RMN de H (400 MHz, CDCls), § (ppm) (Anexo A, Figura A.48, pag. 201): Tabela B.23,
Anexo 253.
RMN de 3C (100 MHz, CDCls), 6 (ppm) (Anexo A, Figura A.49, pag. 202): Anexo B,
Tabela B.24, pag. 254.
MS (MALDI-TOF) m/z: (Anexo A, Figura A.51, pag. 204): [M+ Na]* calculado: 1837,781;
encontrado: 1837,477.
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3.25.1.2 Amida 27: obtida pela reacdo do galactosiltriazol 24 com o 3-O-(2-

aminoetil)colesterol (10)

O produto 27 foi obtido de acordo com procedimento geral 3.2.5.1. Foram utilizados
252 mg de 24 (0,18 mmol), 50 mg (0,12 mmol) de 10, 34 mg (0,18 mmol) de EDAC e 15 mg
(0,22 mmol) de DMAP. Foram obtidos 158 mg de um sélido branco.
Rendimento: 75%
Aspecto fisico: s6lido branco
FM: Cg7H118N10032  MM: 1814,8 g mol*
FF:112,7-114,4 °C
IV (v, cm™) (Anexo A, Figura A.52, pag. 205): 2936 (v C-H alifatico), 1747 (v C=0 éster),
1211 (v C-0O éster).
RMN de 'H (400 MHz, CDClIs), 6 (ppm) (Anexo A, Figura A.53, pag. 206): Anexo B,
Tabela B.25, pag. 255.
RMN de 3C (100 MHz, CDCls), § (ppm) (Anexo A, Figura A.54, pag. 207): Anexo B,
Tabela B.26, pag. 256.
MS (MALDI-TOF) m/z: (Anexo A, Figura A.56, pag. 209): [M+ Na]* calculado: 1837,781;
encontrado: 1837,580.
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3.2.5.2 Sintese de 29

11
|[
9
0]
(O NI

8'\\/

A um baldo de fundo redondo de 50 mL foram adicionados 196 mg de 4 (0,69 mmol)
e 228 mg (0,53 mmol) do derivado 10. Em seguida, o material foi solubilizado em THF. Por
fim, adicionaram-se 132 mg (0,69 mmol) de EDAC e 65 mg (0,53 mmol) de DMAP e
acetona (correspondente a metade do volume de THF utilizado). A mistura permaneceu sob
agitacdo, a temperatura ambiente, por cerca de 4 horas até completo consumo do material de
partida evidenciado por CDD (eluente: Hex/AcOEt 1:1; reveladores: solucdo acida de CAM,
solucdo etandlica de ninidrina 1,5% e aquecimento a 120°C). Elaboragdo: o solvente foi
removido com auxilio de ar comprimido e o bruto da reacdo foi purificado em coluna
cromatografica de silica gel, eluida com misturas de AcOEt:Hex, em ordem crescente de
polaridade. Foram obtidos 303 mg de um sélido branco.
Rendimento: 82%
Aspecto fisico: s6lido branco
FM: CssHetNOs ~ MM: 695,5 g mol?
FF:108,4-110,1 °C
IV (v, cm™) (Anexo A, Figura A.63, pag. 216): 3288, 3210 (v C-H alcino); 2932, 2867, 2850
(v C-H alifatico); 2107 (v C=C); 1626 (v C=0 amida); 1589, 1543, 1495 (v C=C aromatico);
1104 (v C-O éter).
RMN de 'H (400 MHz, CDClIs), 6 (ppm) (Anexo A, Figura A.64, pag. 217): Anexo B,
Tabela B.29, pag. 259.
RMN de 3C (100 MHz, CDCls), § (ppm) (Anexo A, Figura A.65, pag. 218): Anexo B,
Tabela B.30, pag. 260.
HRMS (ESI) m/z: (Anexo A, Figura A.66, pag. 219): [M+H]" calculado: 696,4628;
encontrado: 696,4587.
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3.2.5.3 Procedimento geral para sintese das amidas 26, 27, 28 a partir do derivado 29
(adaptado de KUSHWAHA & TIWARI, 2013)

A um baldo de fundo redondo de 50 mL foram adicionados 1 equivalente do
composto 29 e 5 mL de THF. A essa solugdo adicionaram-se 3,6 equivalentes da
glicosilazida (14, 18 ou 22), e 0,9 equivalentes de solucdo aquosa de CuSO4 (10% p/v). Por
fim, uma solucdo contendo 0,9 equivalente de ascorbato de sddio, previamente solubilizado
em 2 mL de agua destilada, foi adicionada ao baldo. A mistura de reacdo foi mantida sob
agitacdo, a temperatura ambiente, por 4 horas e o progresso da reacao foi acompanhado por
CCD (eluente: Hex/AcOEt 1:1; reveladores: solu¢do &cida de CAM, solucdo de &cido
sulfarico 15% e aquecimento a 120 °C). Elaboragdo: o solvente organico foi removido com
auxilio de ar comprimido, levando a formacédo de um precipitado que foi filtrado a vacuo. O
bruto foi purificado em coluna cromatografica de silica gel, utilizando-se fluorisil para
preparo do topo, eluida com misturas de AcOEt:Hex, em ordem crescente de polaridade,
obtendo-se o triazol puro.

3.2.5.3.1 Amida 26: obtida pela reacéo da glicosilazida 14 com o derivado 29

O produto 26 foi obtido de acordo com procedimento geral 3.2.5.3. Foram utilizados
150 mg (0,21 mmol) de 29, 279 mg (0,75 mmol) de 14, 0,5 mL de solucdo aquosa de CuSOa4
(10% p/v, 0,19 mmol) e 38 mg de ascorbato de sodio (0,19 mmol). Foram obtidos 333 mg de
um sélido branco.
Rendimento: 85%
Aspecto fisico: sélido branco
FM: Cg7H118N100z2 MM: 1814,8 g mol*
FF: 173,2,0-174,8 °C
IV (v, cm™?) (Anexo A, Figura A.47, pag. 200): 2935 (v C-H alifatico), 1747 (v C=0 éster),
1210 (v C-O éster).
RMN de 'H (400 MHz, CDClIs), 6 (ppm) (Anexo A, Figura A.48, pag. 201): Anexo B,
Tabela B.23, pag. 253.
RMN de 3C (100 MHz, CDCls), 6 (ppm) (Anexo A, Figura A.49, pag. 202): Anexo B,
Tabela B.24, pag. 254.
MS (MALDI-TOF) m/z: (Anexo A, Figura A.51, pag. 204): [M+ Na]* calculado: 1837,781;
encontrado: 1837,477.
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3.2.5.3.2 Amida 27: obtida pela reacéo da glicosilazida 18 com o derivado 29

O produto 27 foi obtido de acordo com procedimento geral 3.2.4.2. Foram utilizados
100 mg (0,14 mmol) de 29 e 186 mg (0,5 mmol) de 18, 0,3 mL de solucéo aquosa de CuSQOa4
(10% p/v, 0,13 mmol) e 26 mg de ascorbato de sodio (0,13 mmol). Foram obtidos 210 mg de
um soélido branco.
Rendimento: 81%
Aspecto fisico: sélido branco
FM: Cg7H118N10032 MM: 1814,8 g mol™
FF: 112,7-114,4 °C
IV (v, cm™?) (Anexo A, Figura A.52, pag. 205): 2936 (v C-H alifatico), 1747 (v C=0 éster),
1211 (v C-O éster).
RMN de 'H (400 MHz, CDCls), 6 (ppm) (Anexo A, Figura A.53, pag. 206): Anexo B,
Tabela B.25, pag. 255.
RMN de 3C (100 MHz, CDCls), 6 (ppm) (Anexo A, Figura A.54, pag. 207): Anexo B,
Tabela B.26, pag. 256.
MS (MALDI-TOF) m/z: (Anexo A, Figura A.56, pag. 209): [M+ Na]* calculado: 1837,781;
encontrado: 1837,580.

3.2.5.3.3 Amida 28: obtida pela reacéo da glicosilazida 22 com o derivado 29

AcO OAc
4/ \6"
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O produto 28 foi obtido de acordo com procedimento geral 3.2.4.2. Foram utilizados
100 mg (0,14 mmol) de 29 e 187 mg (0,5 mmol) de 22, 0,3 mL de solucéo aquosa de CuSQOa4
(10% p/v, 0,13 mmol) e 26 mg de ascorbato de sodio (0,13 mmol). Foram obtidos 234 mg de
um soélido branco.
Rendimento: 90%
Aspecto fisico: sélido branco
FM: Cs7H121N13029  MM: 1811,8 g mol?
FF: 173 °C (decomposic¢éo)
IV (v, cm™?) (Anexo A, Figura A.57, pag. 210): 3307 (v N-H); 2935, 2865 (v C-H alifético);
1743 (v C=0 éster); 1223 (v C-0 éster).
RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds), J (ppm) (Anexo A, Figura A.58, pag. 211): Anexo B,
Tabela B.27, pag. 257.
RMN de '3C (100 MHz, DMSO-ds), J (ppm) (Anexo A, Figura A.59, pag. 212): Anexo B,
Tabela B.28, pag. 258.
MS (MALDI-TOF) m/z: (Anexo A, Figura A.62, pag. 215): [M+ Na]* calculado: 1834,829;
encontrado: 1834,912.

3.2.6 Desacetilacdo dos acgucares
3.2.6.1 Procedimento geral para remocao dos grupos acetila de 26, 27, 28 (adaptado de
FIGUEIREDO et al., 2009)

A um bal&o de 25 mL foram adicionados 6 mL de solucdo previamente preparada de
MeONa em MeOH anidro. A mistura foi resfriada a 0 °C e, aos poucos, 100 mg do glicosideo
peracetilado (26, 27 ou 28) foram adicionados. Essa mistura permaneceu sob agitacdo
magnética, a temperatura de 0 °C, por 1 hora, até completo consumo do material de partida
(eluente: AcOEt, revelador: solucdo acida de CAM, solucdo de acido sulfarico 15% e
aquecimento a 120 °C). Elaboracdo: a mistura reagente foi neutralizada com resina acida
amberlite IRA 120. O material foi recolhido com auxilio de pipeta de Pasteur e o solvente foi
removido em evaporador rotatorio, obtendo-se os produtos finais desprotegidos que foram

utilizados no preparo dos lipossomas.
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3.2.6.1.1 Amida 30: obtida pela desacetilacao de 26

oH,OH
.

oR

O produto 30 foi obtido de acordo com procedimento geral 3.2.6.1. Foram utilizados
204 mg (0,11 mmol) de 26 e 9 mL de MeONa/MeOH. Foram obtidos 147 mg de um cristal
branco.
Rendimento: 100%
Aspecto fisico: cristal branco
FM: Cs3H94N10020 MM: 1310,7 g mol*
FF: 186,2 °C (decomposi¢éo)
IV (v, cm™) (Anexo A, Figura A.67, pag. 220): 3339 (v O-H alcool), 2932 (v C-H alifatico),
1634 (v C=0 amida), 1094 (v C-O éter), 1046 (v C-O éalcool).
RMN de H (400 MHz, DMSO-ds), ¢ (ppm) (Anexo A, Figura A.68, pag. 221): Anexo B,
Tabela B.31, pag. 261.
RMN de '3C (100 MHz, DMSO-ds), J (ppm) (Anexo A, Figura A.69, pag. 222): Anexo B,
Tabela B.32, pag. 262.
MS (MALDI-TOF) m/z: (Anexo A, Figura A.71, pag. 224): [M+ Na]* calculado: 1333,654;
encontrado: 1333,772.
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3.2.6.1.2 Amida 31: obtida pela desacetilacao de 27

HO
HO

OH
O produto 31 foi obtido de acordo com procedimento geral 3.2.6.1. Foram utilizados

100 mg (0,05 mmol) de 27 e 9 mL de MeONa/MeOH. Foram obtidos 70 mg de um cristal
branco.

Rendimento: 100%

Aspecto fisico: cristal branco

FM: Ce3HasN10020  MM: 1310,7 g mol?

FF: 205,6 °C (decomposicéo)

IV (v, cm™) (Anexo A, Figura A.72, pag. 225): 3325 (v O-H alcool), 2933 (v C-H alifético),
1635 (v C=0 amida), 1092 (v C-O éter), 1055 (v C-O éalcool).

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds), J (ppm) (Anexo A, Figura A.73, pag. 226): Anexo B,
Tabela B.33, pag. 263.

RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds), § (ppm) (Anexo A, Figura A.74, pag. 227): Anexo B,
Tabela B.34, pag. 264.

MS (MALDI-TOF) m/z: (Anexo A, Figura A.76, pag. 229): [M+ Na]* calculado: 1333,654;
encontrado: 1333,768.
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3.2.6.1.3 Amida 32: obtida pela desacetilacao de 28

O produto 32 foi obtido de acordo com procedimento geral 3.2.6.1. Foram utilizados
302 mg (0,17 mmol) de 28 e 15 mL de MeONa/MeOH. Foram obtidos 232 mg de um cristal
branco.
Rendimento: 98%
Aspecto fisico: cristal branco
FM: CeoH103N13020 ~ MM: 1433,7 g mol?
FF: 235 °C (decomposic¢éo)
IV (v, cm™) (Anexo A, Figura A.77, pag. 230): 3287 (v O-H éalcool); 2933, 2865 (v C-H
alifatico); 1658 (v C=0 amida); 1099 (v C-O éter); 1037 (v C-O alcool).
RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds), J (ppm) (Anexo A, Figura A.78, pag. 231): Anexo B,
Tabela B.35, pag. 265.
RMN de '3C (100 MHz, DMSO-ds), J (ppm) (Anexo A, Figura A.79, pag. 232): Anexo B,
Tabela B.36, pag. 266.
MS (MALDI-TOF) m/z: (Anexo A, Figura A.81, pag. 234): [M+ Na]* calculado: 1456,734;
encontrado: 1456,840.
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4 Resultados e discussao
4.1 Sintese do nucleo contendo alcino terminal derivado do acido gélico

Inicialmente foi sintetizado o nucleo do éter propargilico derivado do acido galico (4),
como intermediario basico para obtencdo dos derivados de carboidratos. A obtencdo deste
composto foi realizada em trés etapas (Figura 9), tendo como material de partida o reagente
comercial acido galico.

Figura 9 — Sintese do acido 3,4,5-tris(2-pr0pin-1-ioni)benzoico (4).
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A primeira etapa de sintese consistiu na esterificacdo de Fisher do acido galico, um
método classico para obtencdo de ésteres a partir de acidos carboxilicos, utilizando-se
metanol em meio acido. Dessa forma, o composto 2 foi obtido com 98% rendimento,
conforme metodologia descrita na literatura (FUKUDA et al., 2010).

Na segunda etapa de sintese foi realizada a O-alquilacdo do composto 2 em condicgdes
bésicas, utilizando-se carbonato de potéssio e brometo de propargila, conforme procedimento
descrito por Fokuda e colaboradores (2010). A reacdo em meio béasico leva a formacdo dos
grupos fenoxidos, que através de uma substituicdo nucleofilica bimolecular (Sn2) do brometo
de propargila, fornece o éter 3 em bons rendimentos (95%).

A Ultima etapa consistiu na conversdo do éster metilico 3 ao &cido carboxilico 4. A
reacdo foi realizada sob condicdes basicas, utilizando-se hidroxido de litio monoidratado em
mistura de metanol/agua. A hidrolise completa do composto foi obtida apos 4,5 h a
temperatura ambiente, com 99% de rendimento.

A formacao dos compostos 2, 3 e 4 pode ser facilmente avaliada pela comparacao dos
espectros no infravermelho (Figura 10, pag. 68). Observa-se, no espectro no infravermelho do
acido galico uma banda larga em 3267 cm™, correspondente ao estiramento O-H de &cido.
Essa banda ndo é observada no espectro do derivado 2, pois este teve 0 grupo &cido
convertido em um éster. Pode ser observado no espectro de 2 uma banda em 1690 cm™,
relativo ao estiramento da ligagdo C=0 (éster aromatico), bem como banda em 1194 cm™,
caracteristica do estiramento da ligacdo C-O de ésteres, o que indica 0 sucesso na

esterificacdo do acido galico. No espectro do composto 3 pode ser observado o
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desaparecimento das bandas relativas ao estiramento O-H fendlico, e ainda, aparecimento de
de bandas em 3291, 3264 cm; caracteristicas de estiramento de C-H de alcino e banda em
2120 cm?, tipica de estiramento C=C. A principal evidéncia que comprova a formagio do
composto 4 ¢ o aparecimento de uma banda larga entre 3300 e 2100 cm™, caracteristica de
estiramento O-H de &cido. Ainda observamos mudancas na frequéncia de absorcao da carbonila,
que para composto 3 encontra-se em 1719 cm™ (v C=0 éster) e para 0 composto 4 encontra-se
em 1692 cm™ (v C=0 4cido). Isto ocorre, pois no composto acido ocorre a formacdo de
ligacdo de hidrogénio intermolecular e intramolecular, que resulta em enfraquecimento da

ligacdo C=0, resultando em uma diminuicdo na frequéncia de absor¢do (BARBOSA, 2011).

Figura 10 — Espectros no infravermelho dos compostos 1, 2, 3 e 4.
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O composto 4 também teve todos os seus sinais no espectro de RMN de *H e de *C
atribuidos (Figura A.4 e A.5, pags. 165 e 166; Tabela B.1 e B.2, pag. 241) de acordo com 0s
valores de deslocamento observado, integral e a intensidade dos sinais. Em ¢ 7,52 pode-se
observar um simpleto referente aos hidrogénios aromaticos H-2. Em ¢ 4,92 e 4,81 observam-
se dois dupletos, com constantes de acoplamento (*J) iguais a 2,3 e 2,4 Hz; correspondentes
aos hidrogénios H-9 e H-6, respectivamente. A integral dos sinais possibilitou a atribuicdo
inequivoca dos mesmos, uma vez que a molécula apresenta simetria. O tripleto em ¢ 3,13,

com integral para dois hidrogénios, refere-se ao H-11, que acopla com os hidrogénios H-9
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com constante de acoplamento (*J) igual a 2,3 Hz. Ja o tripleto em § 2,99, integrando para um
hidrogénio, corresponde ao H-8, e possui constante de acoplamento (*J) igual a 2,4 Hz,
referente ao acoplamento com os hidrogénios H-6.

No espectro de RMN de 3C de 4 (pag. 166), pode-se observar um sinal em 6 167,3
correspondente a carbonila do grupo acido. Em 6 152,5, 6 141,8, 6 127,2 e 6 110,6 observam-
se os sinais referentes aos carbonos aromaticos C-3, C-4, C-1 e C-2, respectivamente. Os
sinais referentes aos carbonos metinicos C-8 e C-11 encontram-se em ¢ 79,4 e § 77,6. Ja 0s
sinais em ¢ 79,9 e 0 77,0 séo referentes aos carbonos ndo hidrogenados C-7 e C-10,
respectivamente. Em ¢ 60,5 e 6 57,6 estdo os sinais correspondentes aos carbonos metilénicos

C-6 e C-9, que sdo facilmente atribuidos devido a intensidade dos sinais.

4.2 Sintese dos derivados do colesterol

A segunda etapa de sintese consistiu na obtencdo do derivado 2-aminoetila do
colesterol (10). O colesterol foi escolhido como o composto que serviria de ancoragem para
os derivados de carboidrato nos lipossomas, uma vez que é um composto comercial barato,
principalmente quando comparado aos lipides utilizados no preparo destas vesiculas. Além
disso, este composto também estd presente na composicdo de inUmeros sistemas
nanoestruturados, conferindo rigidez ou maleabilidade as bicamadas destas vesiculas, de
acordo com as caracteristicas da membrana lipidica e da porcentagem de colesterol utilizado
(FREZARD et al., 2005).

Figura 11 — Sintese do 3-O-(2-aminoetil)colesterol (10).
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A metodologia para obtencdo do composto 10 (Figura 11, pag. 69), obtido em cinco
etapas, foi adaptada de Bajaj e colaboradores (2008) e Nikolaeva e colaboradores (2010). Na
primeira etapa de sintese, a hidroxila do alcool em C-3 foi convertida em um bom grupo
abandonador, por reagdo com o cloreto de p-toluenossulfonila, sob resfriamento, em uma
mistura de diclorometano e piridina anidros, levando a obtencdo do composto 6 com 96% de
rendimento.

O produto 6 foi caracterizado por RMN de 'H, de 3C e por espectrometria no
infravermelho. Na Figura A.8 (pag. 169) pode ser observado o espectro de RMN de H, onde
nota-se a presenca de dois dupletos relativos ao novo sistema aromatico 1,4-dissubstituido do
grupo tosila, em § 7,79 e 7,32, com constante de acoplamento (3J) igual a 8,28 Hz. Além
disso, ha um sinal em ¢ 2,44, relativo ao grupo metila aromético. Os sinais do esqueleto
esteroidal foram comparados com os descritos na literatura (RIZEA et al., 2012), sendo que
0S mesmos permaneceram constantes durante as substituicdes que foram feitas na cadeia
lateral do composto.

Nos espectros de RMN de *C e subespectro DEPT-135 de 6 (Figura A.9, pag. 170)
observaram-se sinais em ¢ 129,9 e 127,8, relativos aos carbonos arométicos hidrogenados do
grupo tosila. Um sinal em ¢ 21,8, correspondente ao grupo metila ligado a anel aromatico,
também foi observado.

O composto tosilato 6 foi submetido a reacdo nas condicbes descritas na Figura 11
(pag. 69), com o objetivo de substituir o grupo tosila pelo etilenoglicol. Esta reacéo, forneceu
0 composto 7 com rendimento de 55%, apoOs purificacdo por cromatografia em coluna.
Durante 0 acompanhamento da reacdo por CCD foi observado a formacdo de subprodutos
que ndo foram isolados. Esta reagdo, via de regra, levaria a obtencdo do composto 7 com
inverséo de configuragcdo no carbono C-3. Entretanto, 0 mecanismo proposto para esta reacéo
ndo ocorre via Sn2, mas envolve a saida do tosilato por assisténcia da ligagdo dupla, gerando
um carbocation ndo classico. Dessa forma, pode ocorrer a formacdo de dois produtos
distintos, devido ao ataque do nucleofilo (etilenoglicol) no carbono C-3 ou no carbono C-6, 0
que leva a retencdo da configuracdo £ no carbono C-3. Este rearranjo é descrito por Sun e
colaboradores (2009) e é conhecido como rearranjo i-esteroide. O mecanismo proposto para a
reacdo encontra-se descrito no Esquema 9 (pag. 71).

Foram observados sinais compativeis com a estrutura do produto 7 nos espectros de
RMN de *H e de *C. No espectro de RMN de 'H (Figura A.11, pag. 172) notou-se a presenca
de dois tripletos, relativos aos hidrogénios metilénicos H-28 e H-29, em 6 3,58 e 6 3,71.
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Esquema 9 — Proposta de rearranjo para obtencdo do composto 7.
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Fonte: Adaptado de SUN et al., 2009.

Nos espectros de RMN de **C e subespectro DEPT-135 de 7 (Figura A.12, pag. 173)
podem ser notados novos sinais de carbonos metilénicos em 6 62,3 e ¢ 69,2, além do
desaparecimento dos sinais dos carbonos aromaticos, referentes ao grupo tosila, confirmando
a obtencdo do composto. Todos os sinais relativos ao esqueleto esteroidal do colesterol
mantiveram-se intactos.

O terceiro produto da rota de sintese apresentado na Figura 11 (pag. 69) € o composto
8 que foi obtido em condicdes iguais as descritas para 0 composto 6. O produto foi obtido
com rendimento de 96%, ap6s purificacdo por cromatografia em coluna.

No espectro no infravermelho de 8 (Figura A.13, pag. 174) sdo observadas as bandas
referentes ao estiramento simétrico e assimétrico de SO, (1355, 1174 cm™) e banda em 1597
cm?, referente a estiramento C=C de aromatico. Os espectros de RMN de H e de *C
também confirmam a formacéo do composto (Figura A.14 e A.15, pags. 175 e 176).

Uma vez obtido o composto 8, este foi submetido a reacdo de substituicdo
nucleofilica bimolecular com a azida de sodio. A reacdo foi feita em DMF anidra a 80 °C e
apos 1,5 h foi adicionado 4gua ao meio reagente, levando a precipitacdo do produto 9, obtido
com 98% de rendimento.

A formacdo do composto 9 é facilmente evidenciada pela analise do espectro no
infravermelho (Figura A.16, pag. 177), onde se observa uma banda intensa em 2102 cm™,
referente a estiramento assimétrico de N=N=N.

Por fim, o composto 10 foi obtido a partir da reducdo do grupo azido, utilizando-se
hidreto de litio e aluminio, em THF anidro, a temperatura ambiente. O consumo de todo

material de partida ocorreu apos 1,2 h de reagdo. Em seguida, foi adicionado gelo ao baldo e a
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mistura reagente foi extraida com diclorometano. O composto foi purificado por CCD e
obtido com 89% de rendimento. Devido & baixa estabilidade da amina obtida, esta foi
utilizada em sequéncia para obtencdo das amidas de interesse.

A comprovagéo do sucesso na conversdo de 9 em 10 foi feita pela anélise de seus
espectros no infravermelho, RMN de 'H e *C. No espectro no infravermelho de 10 (Figura
A.19, pag. 180) observou-se bandas de absorcdo em 3359 e 3281 cm?, referentes a
estiramento N-H de amina primaria. Nos espectros de RMN de H e de *C (Figuras A.20 e
A.21, pags. 181 e 182) observam-se que os hidrogénios H-28 e H-29 do composto 10 séo
mais blindados do que os respectivos hidrogénios no composto 9. Isto porque 0 grupo amino

tem menor efeito retirador de densidade eletrénica quando comparado com o grupo azido.

4.3 Sintese das glicosilazidas

Os carboidratos escolhidos para serem avaliados quanto as suas propriedades furtivas
foram: p-glicose, p-galactose e N-acetilglicosamina. A escolha destes compostos foi feita
devido ao baixo custo e a facilidade de introducdo do grupo azido no carbono anomérico.
Além disto, estes carboidratos estdo ligados a processos de reconhecimento celular, podendo
atuar como direcionadores ativos em sistemas nanoestruturados (BOONS, 2010;
BERNARDES et al., 2010).

As glicosilazidas da Dp-glicose e D-galactose foram obtidas através da mesma
metodologia sintese (Figura 12). Dessa forma, serd abordada apenas a obtencdo da

glicosilazida derivada da p-glicose.

Figura 12 — Sintese das glicosilazidas derivadas da p-glicose (14) e p-galactose (18).
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A primeira etapa de sintese consiste na protecdo das hidroxilas do carboidrato, com
anidrido acético em presenca de acetato de sodio, condi¢bes que levaram a obtencdo do

andmero S (12) com 99% de rendimento. A utilizacdo de grupos protetores € uma pratica
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comum em quimica de carboidratos, visto que a introducdo destes grupos possibilita a
funcionalizacdo dos carboidratos e, em geral, facilita 0 manuseio dos produtos obtidos por
tornéa-los mais soltveis em solventes organicos. Um bom grupo protetor deve ser estavel e de
facil remogdo em condicdes brandas (PETURSSON, 1997).

A segunda etapa de sintese consiste na conversao do derivado per-O-acetilado 12 no
brometo de glicosila 13. Esta reacdo foi feita em mistura de acido bromidrico e anidrido
acético, fornecendo o composto 13 com 87% de rendimento.

Um mecanismo proposto para a substituicdo nucleofilica unimolecular do grupo
acetato do carbono anomérico pelo ion brometo esta proposto no Esquema 10. De acordo
com a proposta, 0 ion brometo pode atacar o ion ox6nio formado por ambas as faces
(superior e inferior), fornecendo uma mistura de andmeros (a e f). Entretanto, observa-se que
apenas o produto termodinamico (andmero «) é formado ao final da reacdo. Dois efeitos
podem explicar o favorecimento da formacéo do anémero « em detrimento do £. O primeiro
deles explica o efeito através da repulsdo eletronica existente no andémero £. Como mostrado
na Figura 13 (pag. 74), os pares de elétrons livres do halogénio em C-1 no anémeros £ e os dois
pares de elétrons livres do oxigénio do anel piranosidico tem um momento dipolar na mesma
direcdo, o que resulta em instabilidade do composto formado. J& no anémero a, os dipolos
estdo em direcBes opostas, reduzindo a interacdo desfavoravel dipolo-dipolo, conferindo a
este composto maior estabilidade eletronica (KABAYAMA & PATTERSON, 1958).

Esquema 10 — Proposta de mecanismo para substituicdo nucleofilica unimolecular.
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O segundo efeito que explica a obtencdo preferencial do andmero a € o efeito
estereoeletrdnico, que se se baseia na teoria dos orbitais moleculares (Figura 14, pag. 74). No
andmero a, 0 par de elétrons do orbital axial ndo ligante do oxigénio piranosidico esta
paralelo ao orbital antiligante (c*) da ligacdo C-Br, favorecendo a superposi¢do desses
orbitais e a estabilizacdo do andmero a (efeito anomérico ou de hiperconjugacdo). No
andmero £ nenhum dos orbitais ndo ligantes do oxigénio piranosidico esta paralelo ao o* e

por isso ndo ha possibilidade de superposicdo (CLAYDEN, 2001).
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Figura 13 — Efeito eletrénico nos anémeros o e f.
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Figura 14 — Efeito anomérico (hiperconjugacéo) nos anémeros « e f.

OAc OAc
b @
AcO AcO -5
AcO o AcO Br-
AcO:%r: AcO 5 =
Andmero « Andmero S

Apdbs obtencdo do composto 13, este foi usado imediatamente na etapa seguinte
devido a sua instabilidade. A azida 14 foi obtida por meio de substitui¢cdo nucleofilica com
azida de sdédio em mistura de acetona e &gua a temperatura ambiente com 76% de
rendimento.

A conversdo dos grupos funcionais dos derivados da glicose é facilmente confirmada
pela comparacdo dos espectros no infravermelho (Figura 15, pag. 75). No espectro do
derivado 12, ndo observamos bandas na regido de 3200, confirmando a peracetilacdo das
hidroxilas da glicose. Ainda pode ser observada uma banda intensa em 1736 cm™,
caracteristica de estiramento C=0 de éster, bem como uma banda em 1217 cm?, tipico de
estiramento C-O de éster. No espectro do derivado 13 pode-se observar uma banda em 752
m?, atribuida ao estiramento da ligagdo C-Br. A obtencdo do derivado 14 é facilmente
evidenciada pela presenca de uma banda intensa em 2117 cm™, tipica de estiramento de
grupo azido (R—Ns3).

As glicosilazidas 14 e 18 também foram caracterizadas por RMN de H e de 3C e
tiveram todos os seus sinais atribuidos de acordo valores de deslocamento ja descritos na
literatura (FRANCO, 2015; MONEGAL & PLANAS, 2006).

Para obtencdo da azida 22, derivada da N-acetilglicosamina, foi proposta rota de
sintese alternativa na qual obtém-se o cloreto de glicosila e per-O-acetilado em uma Unica
etapa (Figura 16) (HEIDLAS et al., 1992).
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Figura 15 — Espectros no infravermelho dos compostos 12, 13 e 14.
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Figura 16 — Sintese da glicosilazida derivada da N-acetilglicosamina (22)
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O derivado 21 foi obtido através da reacdo da N-acetilglicosamina (20) com cloreto de
acetila em um sistema vedado. A primeira reacdo que ocorre no sistema é a peracetilacdo de
20, que leva a formacao de HCI in situ. Dessa forma ion cloreto presente no meio pode atacar
0 ion oxdnio formado, levando a formacéo do cloreto de glicosila na forma anomérica a. Ha
uma preferéncia em se trabalhar com o cloreto de glicosila da N-acetilglicosamina em
detrimento do brometo, devido a efeitos estéricos e eletrénicos. Isso porque o cloreto € um
atomo menos volumoso que o bromo e, por isso, ha menor repulsao estérica entre o cloreto e
0 grupo acetamido em C-2 (Figura 17, pag. 76). A eletronegatividade também influencia na
preferéncia pelo cloreto. O ion ox6nio formado devido a hidrélise do haleto de glicosila da N-
acetilglicosamina é mais estavel quando se comparado aos derivados da glicose (Figura 17).

Assim, para compensar o efeito da eletronegatividade em C-2, é preferivel a utilizacdo do
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cloreto, uma vez que este apresenta uma ligacdo mais forte com o carbono, quando

comparado ao brometo.

Figura 17 — Efeitos estéricos e eletronicos em haletos da N-acetilglicosamina.

OAc OAc a _OAc b _OAc
AcO Q AcO Q AcO Q AcO Q
AcO AcO AcO ® AcO ®
NH NH @) ) N
OY Br Oﬁ/ Cl Y \ O#
CH3 CH3 CHg CHs
Interagdo estérica entre Estabilidade do ion ox6nio da glicose
cloreto de glicosila ¢ brometo de glicosila. (a) e da N-acetilglicosamina (b).

A obtencdo dos derivados 20, 21 e 22 é facilmente confirmada mediante a
comparacdo dos espectros no infravermelho (Figura 18). No espectro do derivado 20
observa-se banda intensa em 1625 cm™, tipica de estiramento C=0 de amida, confirmando a
obtencdo deste composto. No espectro do derivado 21 ndo sdo observadas bandas em 3322
cm, confirmando a peracetilagdo das hidroxilas. Além disso, uma banda intensa em 1737
cm?, atribuida ao estiramento da ligagdo C=0 de éster também é observada. A obtencéo do
derivado 22 é facilmente evidenciada pela presenca de banda intensa em 2104 cm™,

caracteristica de estiramento de grupo azido (R-Ns3).

Figura 18 — Espectros no infravermelho dos compostos 20, 21 e 22.
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A glicosilazida da N-acetilglicosamina 22 também foi caracterizada por RMN de 'H e
de 13C e teve todos os seus sinais atribuidos de acordo valores de deslocamento ja descritos
na literatura (FRANCO, 2015).

4.4 Sintese dos glicosiltriazois

As azidas organicas obtidas foram utilizadas, juntamente com o éter propargilico do
acido gélico (4), para obtencdo dos derivados 1,2,3-triazélicos 23 e 24 (Figura 19, pag. 78). O
procedimento de sintese utilizado foi adaptado de Kushwaha e Tiwari (2013). A reacdo,
conhecida como “click”, ocorre mediada por ions Cu(l). O mecanismo envolvido na obtencao
dos triazdis ainda ndo é bem definido, sendo a proposta apresentada no Esquema 11 mais
aceita atualmente (FREITAS et al., 2011).

A primeira etapa do mecanismo envolve a formacéo do acetileto de Cu(l), a partir da
complexacdo do cobre com os elétrons do alcino. A formacdo desde complexo (A) leva a
reducdo do pKa do hidrogénio terminal do alcino de 25 para 9,8, possibilitando sua
desprotonacdo em meio aquoso. Em seguida, ocorre uma nova complexacdo com um segundo
atomo de Cu(l), levando a formacdo do intermediario B. A etapa seguinte consiste na
complexacdo da azida organica com o grupo acetileno. Neste intermediario formado, o cobre
possui um efeito sinérgico, pois torna o carbono do alcino mais nucleofilico, além de tornar o
nitrogénio terminal da azida mais eletrofilico, favorecendo a formacdo do metalociclo na
préxima etapa. Por fim, a contragdo do anel metalociclo provoca a saida de um Cu(l), seguida
pela formacdo do triazolila de cobre (C). Este, por sua vez, ao sofrer protondlise, leva a
formacdo do 1,2,3-triazol-1,4-dissubstituido (WORRELL, 2013).

Esquema 11 — Proposta de mecanismo para reagao “click”.
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A proposta mecanistica da reacdo “click” envolve a participacdo do Cu(l) como
catalisador. Entretanto, outras fontes de Cu(l) podem ser utilizadas na reacdo. Uma delas,
desenvolvida por Sharpless e colaboradores, propde o uso de sais estaveis de Cu(ll), como o
sulfato penta-hidratado (CuSO4.5H.0), em presenca de um agente redutor fraco como o
ascorbato de sddio. A utilizacdo desta metodologia possui algumas vantagens como: menor
interferéncia do oxigénio atmosférico e a possibilidade de se utilizar agua como solvente da
reacdo, devido a hidrossolubilidade do ascobarto e do sulfato de cobre (FREITAS et al.,
2011).

Figura 19 — Sintese dos glicosiltriazois 23 e 24. '
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A reacdo “click” levou a obtencdo dos compostos 23 e 24 com 91 e 77% de
rendimento, respectivamente (Figura 19). Os derivados foram purificados utilizando-se
coluna cromatogréafica de silica gel e fluorisil no topo da coluna. Entretanto, mesmo em
presenca de fluorisil, os compostos ainda eram obtidos contaminados com cobre. Isso
possivelmente ocorre devido a complexacdo do grupamento acido com o metal, dificultando
sua purificacdo (LEONG & VITTAL, 2011). Dessa forma, realizou-se a extracdo do cobre
com EDTA para completa purificacdo dos compostos. Entretanto, ndo foi possivel purificar o
triazol 25 (derivado da N-acetilglicosamina) por meio deste método, uma vez que este
composto ndo foi soltvel em solventes organicos pouco polares, como cloroférmio e acetato
de etila, o que inviabilizou sua extracdo com solucdo de EDTA. Desta forma, foi proposta a
rota de sintese mostrada no Esquema 7 (pag. 40), na qual haveria primeiro o acoplamento
com o colesterol para em seguida realizar a reagéo click.

Os triazois obtidos foram caracterizados por espectroscopia no IV e RMN de 'H e de
13C. A atribuiciio dos carbonos foi realizada comparando-se os deslocamentos quimicos
obtidos para as azidas e para o éter propargilico utilizados na obtencdo dos triazdis. Além
disso, a intensidade dos sinais no espectro de RMN de 3C também permitiu a atribuico

inequivoca dos mesmos. Como exemplo sera abordada a caracterizacéo do triazol 23.
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No espectro no infravermelho de 23 (Figura A.37, pag. 190) observou-se que a banda
referente ao grupo azido em 2117 cm™ e as bandas referentes ao grupo propargila em 3274,
3298 cm™ e 2127 cm™ ndo foram registradas no espectro, evidenciando auséncia de material
de partida. Além disso, também é observada uma banda intensa em 1743 cm™, atribuida ao
estiramento da ligacdo C=0 de éster dos grupos acetilas do carboidrato.

No espectro de RMN de *C de 23 (Figura A.39, pag. 192) foram observados sinais
entre ¢ 20,3 e 20,9, referentes aos carbonos metilicos do grupo acetila. Os sinais dos carbonos
referentes aos carboidratos estdo localizados entre ¢ 61,6 e 86,1. Nesta mesma regido
encontram-se 0s sinais dos carbonos metilénicos C-6 e C-9, que foram atribuidos de forma
inequivoca devido a sua intensidade, sendo o primeiro com deslocamento quimico de ¢ 65,8 e
0 segundo ¢ 62,8. Na regido dos sinais dos carbonos aromaticos, os carbonos metinicos foram
identificados com deslocamento quimico em ¢ 109,2. O sinal em ¢ 1415 foi atribuido ao
carbono C-1, enquanto os sinais em o 144,6 e 151,7 foram associados a C-4 e C-3,
respectivamente.

A partir do mapa de contornos HMQC e subespectro DEPT-135 (Figura A.40, pag.
193) foi possivel atribuir todos os hidrogénios dos carboidratos, uma vez que 0s sinais
referentes aos carbonos ja eram conhecidos. Dessa forma, o multipleto localizado entre o
4,01-4,28 refere-se aos hidrogénios H-3°, H-3"’, H-6’ e H-6". J& o multipleto entre ¢ 5,20-
5,39 corresponde aos hidrogénios do carboidrato H-2°, H-2*’, H-5", H-5"" e aos hidrogénios
metilénicos H-6 e H-9. O tripleto aparente em ¢ 5,51 refere-se ao hidrogénio H-4’. O tripleto
em ¢ 5,59, com constante de acoplamento (3J) igual a 9,31 Hz, corresponde ao hidrogénio H-
4>’. Por fim, 0s sinais referentes aos carbonos anoméricos foram observados em ¢ 85,4 e
85,7. Dessa forma, os carbonos C-1’ ¢ C-1"’ foram associados aos dupletos em ¢ 6,15 e 5,94,
respectivamente. O composto também foi caracterizado por espectrometria de massas, onde
foi observado sinal em m/z 1404,4138 (M+H").

4.5 Sintese das amidas

As amidas 26 e 27 foram sintetizadas pelo procedimento mostrado no Esquema 6
(pag. 39), no qual se utilizam os reagentes de acoplamento EDAC [1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida] e DMAP (N,N-dimetilaminopiridina), de acordo com o
mecanismo mostrado no Esquema 12 (pag. 80). Inicialmente, o &cido carboxilico é
desprotonado e, em seguida, reage com 0 EDAC para formar o ester ativado (O-acilisouréia -
A), que apresenta reatividade semelhante a de um anidrido de acido carboxilico. Em seguida,

a amina ataca o composto A, levando a formagdo da amida de interesse. Os produtos brutos
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foram purificados por cromatografia e as amidas 26 e 27 foram obtidas com rendimentos de
61 e 75%, respectivamente.

Esquema 12 — Proposta de mecanismo da reagdo de acoplamento utilizando-se EDAC e
DMAP.
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No espectro no infravermelho de 26 e 27 (Figura A.47 e A.52, pags. 200 e 205) sdo
observada bandas em 2935 e 2936 cm™, respectivamente, referentes ao estiramento C-H
alifatico dos carbonos do colesterol, banda de estiramento C=0 de éster em 1747 cm™, banda
de estiramento C=0 de amida em 1636 e 1659 cm™ e banda de estiramento C-O assimétrico e
simétrico de éster em 1210 e 1035 cm™ para o composto 26 e 1211 e 1045 cm™ para o
composto 27.

No espectro de RMN de *H de ambos os compostos (Figura A.48 e A.53, pags. 201 e
206) observam-se os sinais referentes aos hidrogénios do esteroide entre 6 0,68 e 3,22. Além
disso, observa-se um sinal largo em ¢ 6,91 (composto 26) e ¢ 6,83 (composto 27) relativos ao
hidrogénio amidico. Também sdo observados sinais na regido de ¢ 4,06 a 6 6,24, referentes
aos hidrogénios dos carboidratos.

Nos espectros de RMN de 3C de 26 e 27 (Figura A.49 e A.54, pag. 202 e 207)
observam-se 0s sinais referentes aos carbonos carbonilicos da amida em ¢ 167,2 e 166,9,
respectivamente, além dos sinais correspondentes aos carbonos dos carboidratos e do nucleo
esteroidal.

Para viabilizar a obtencao do triazol da N-acetilglicosamina foi necessaria a sintese do
composto 29, dessa forma, seria possivel obter o triazol 28 por meio da reagdo “click”, entre

29 e a azida 22. O composto 29 foi sintetizado mediante a mesma metodologia utilizada para
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0s compostos 26 e 27, obtendo-se o produto com 82% de rendimento (Figura 20). Como o
composto 29 ndo possui grupamento &cido em sua estrutura, durante o processo de
purificacdo ndo houve problema com relacdo ao cobre, que foi facilmente removido do meio

apenas com purificacdo em coluna cromatografica de silica gel.

Figura 20 — Sintese da amida 29.
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No espectro no infravermelho de 29 (Figura A.63, pag. 216) sdo encontradas, entre
outras, bandas em 3288 e 3210 cm™ referentes ao estiramento C-H de alcino. Observou-se
ainda uma banda em 1626 cm™ correspondente ao estiramento C=0 de amida.

No espectro de RMN de *H de 29 (Figura A.64, pag. 217) observam-se 0s sinais
referentes aos hidrogénios do esteroide entre ¢ 0,68 e 2,39. Os hidrogénios H-8’ ¢ H-11’
apresentaram-se na forma de tripleto, em ¢ 2,46 e 2,53, com valores de constante de
acoplamento de 2,36 (*J) e 2,24 (4J) Hz, respectivamente. Além disso, observa-se um
simpleto em ¢ 4,79 relativo aos hidrogénios H-6’e H-9°. Na regido referente aos sinais de
hidrogénios aromaticos, o simpleto detectado em 6 7,20 foi atribuido a H-2".

No espectro de RMN de 3C de 29 (Figura A.65, pag. 218) observa-se o sinal
referente ao carbono carbonilico da amida em ¢ 166,8. Além disso, os sinais dos carbonos
metinicos C-8’¢ C-11" foram detectados em J 78,3 e 76,4 respectivamente; sendo possivel
sua atribuicdo devido a intensidade dos sinais.

O composto 29 viabilizou a sintese dos trés triazois (glicose, galactose e N-
acetilglicosamina), por meio da reacdo “click” entre este composto e as respectivas
glicosilazidas. Dessa forma, foi possivel obter os composto 26, 27 e 28 com rendimentos de

85, 81 e 90%, respectivamente.

4.6 Reacdo de desprotecdo dos glicosideos
A remocdo dos grupos acetila dos glicosiltriazois 26, 27 e 28 foi feita utilizando-se o
método de Zemplén (FIGUEIREDO et al., 2009), que consiste em uma metodologia suave de

desprotecdo, por transesterificacdo com metoxido de sédio em metanol, dos grupamentos éster
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do anel piranosidico. Todos os glicosideos (30, 31 e 32) foram obtidos por essa metodologia
com rendimentos superiores a 98%.

Os produtos finais foram caracterizados por espectroscopia no infravermelho e
espectrometria de RMN de H, de '3C e subespectro DEPT-135. Nos espectros no
infravermelho de 30, 31 e 32 (Figura A.67, A.72 e A.77, pags. 220, 225 e 230) nao foram
observadas as bandas relativas ao estiramento de C=0 de éster, confirmando a ocorréncia da
desacetilacdo dos carboidratos. Além disso, como esperado, foram observadas bandas em
3339, 3325 e 3287 cm’, para 30, 31 e 32, respectivamente, referentes ao estiramento das
hidroxilas alcoolicas. Nos espectros de RMN de 'H de todos os compostos (Figura A.68,
A.73 e A.78, pags. 221, 226 e 231) observam-se sinais na regido de ¢ 6,00 a & 4,50, relativos
aos hidrogénios do carboidrato desprotegido e ndo foram observados sinais referentes aos
hidrogénios metilicos dos grupos acetila. Nos espectros de RMN de *C de 30, 31 e 32
(Figura A.69, A.74 e A.79, pags. 222, 227 e 232) também ndo foram constatados sinais
referentes aos carbonos metilicos e carbonilicos dos grupos acetila. Apenas para 0 composto
32 foram observados sinais na regido de ¢ 165 a 169, que correspondem as carbonilas do

grupo acetamido.

5 Concluséao

Foram sintetizados trés glicosiltriazois inéditos, derivados de p-glicose, b-galactose e
N-acetilglicosamina. Os compostos foram obtidos por duas vias sintéticas, ambas com 14
etapas, com rendimentos globais variando de 9 a 22%, conforme indicado na Tabela 2.
Apesar de ambas as rotas possuirem 0 mesmo nimero de etapas, a sintese por meio da rota 2,
proposta no Esquema 7 (pag. 40) foi operacionalmente mais simples e pratica de se executar.
Além disso, o rendimento dos compostos por esta via foi superior a rota 1, proposta

inicialmente (Esquema 5 e 6, pag. 39)

Tabela 2 — Rendimentos globais obtidos para os glicosiltriazois sintetizados.

Rota 1 Rota 2
Glicosiltriazol Ndmero de Rendimento NUmero de Rendimento
etapas global (%) etapas global (%)
D-glicose 14 17 14 22
D-galactose 14 11 14 15

N-acetilglicosamina - - 14 9
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CAPITULO II

Desenvolvimento de lipossomas revestidos com
carboidratos e estudo de estabilidade das
formulacoes
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1 Introducao

O design inovador e a funcionalizagdo quimica dos lipossomas, visando promover
uma entrega mais eficiente e direcionada do farmaco, ainda é um desafio. Conforme ja
relatado, uma das propostas mais utilizadas para aumentar o tempo de circulacdo sanguinea
destas nanoestruturas é através da incorporacdo do PEG a sua superficie. Esta abordagem,
entretanto, possui inUmeras desvantagens, especialmente em relagdo a sua
biocompatibilidade. Desta forma, atualmente, a pesquisa tem se voltado para utilizacdo de
substancias naturais na fabricacdo destes nanocarreadores, uma vez que tais compostos sdo
compativeis com o sistema metabolico e tém alto potencial para promover maior
reconhecimento e internalizagdo das vesiculas (SWIERCZEWSKA et al., 2016).

Desta forma, neste capitulo do trabalho tem-se como objetivo descrever o
desenvolvimento de uma formulacdo lipossomal revestida por derivados de carboidratos e a
avaliacdo das suas caracteristicas fisico-quimicas, morfoldgicas e também sua estabilidade de
armazenamento. Vale ressaltar que o desempenho dos lipossomas como sistema de liberacao
de farmacos esta diretamente relacionado a sua estrutura, estabilidade, dispersdo de tamanho,
morfologia e teor de encapsulacdo. Portanto, a caracterizacdo das vesiculas e a investigacao

destes parametros sdo fundamentais para que os resultados desejados sejam alcancados.

2 Parte experimental
2.1 Materiais

O cloridrato de doxorrubicina foi adquirido na Lancrix Chemicals (Shanghai, China)
com teor maior que 99,9% de acordo com laudo do fabricante. A fosfatidilcolina de soja
hidrogenada (HSPC), o fosfatidilglicerol de ovo (EPG), o diestearoil fosfatidiletanolamina
peguilada (DSPE-PEG2000) foram comprados da Lipoid GmbH (Ludwisgshafen, Alemanha).
O colesterol e 0 HEPES foram adquiridos da Sigma Chemical Company (St Louis, EUA). O
metanol grau HPLC foi adquirido da Tedia Brazil (Rio de Janeiro, Brazil). A agua foi
purificada em sistema Milli-Q® (Millipore, MA, EUA). Os demais reagentes utilizados

foram de grau analitico.

2.2 Métodos
2.2.1 Doseamento da doxorrubicina
O doseamento da doxorrubicina foi realizado por cromatografia liquida de alta

eficiéncia (CLAE) com deteccéo por fluorescéncia.
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2.2.1.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
O método utilizado para quantificar o teor de doxorrubicina por CLAE foi realizado
conforme procedimento descrito por Alvarez-Cedron e colaboradores (1999) com algumas
modificacbes. Os parametros cromatograficos utilizados foram:
v Coluna de fase reversa (Cg, 250 X 4,6 mm, 5 um; ACE, RU);
v Fase mdvel composta por uma mistura de metanol e tampéo fosfato 0,05 M, pH 3
(65:35, v/Iv);
v Deteccdo em comprimento de onda de emissdo a 470 nm e excitacdo a 555 nm;
v" Fluxo de 1,0 mL/minuto e volume de injegdo de 20 pL (moddulo de bomba
isocratica Waters 515, injetor automéatico Waters 717 Plus e detector Waters 474;
Milford, EUA).

2.2.1.1.1 Parametros de validacao
Os paré@metros de validacdo avaliados para 0 método foram linearidade, precisdo intra-
dia, limites de deteccéo e quantificagéo.

2.2.1.1.1.1 Linearidade

A solucdo comercial de doxorrubicina com teor maior que 99,9% foi utilizada como
padréo de trabalho. Foram preparadas trés solugdes estoques na concentragdo de 1000 pg/mL
em MeOH : H>O (1:1). As dilui¢Bes foram preparadas, em triplicata, tomando-se aliquotas de
1,0 mL (transferida para baldo de 50 mL); 2,5 mL (transferida para baldo de 25 mL) e 5 mL
(transferida para baldo de 10 mL). A partir da solucdo a 1 ug/mL, foram feitas novas
diluicdes, tomando-se aliquotas de 5 mL e transferindo para bal6es de 10 mL. Os volumes
foram completados com fase movel. As concentracGes finais obtidas foram 1,0; 0,5; 0,25;
0,125 e 0,0625 pg/mL. Apos a estabilizacdo da linha de base, nas condi¢des do ensaio, as
solugdes padrdes foram filtradas em unidade filtrante de 0,45 um e foram injetadas em
triplicatas no cromatégrafo.

As areas dos picos detectados foram utilizadas para a construcdo da curva analitica. A
regressao linear foi verificada por meio do método de minimos quadrados utilizando o
programa GraphPad Prism® 5. Foram avaliados os coeficientes de determinagdo (r2),

correlacdo (r) e os fatores de resposta (y/x).
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2.2.1.1.1.2 Preciséo intra-dia

A avaliacdo da precisdo intra-dia do método foi realizada por meio de trés
determinacfes de solucBes de baixa, média e alta concentracdo. Foram preparadas trés
solugdes estoques na concentragdo de 1000 pg/mL em MeOH : H>O (1:1). Foram feitas
diluicbes, em triplicatas, até as concentracdes finais de 1,0; 0,5 e 0,0625 pg/mL
respectivamente.

A média, o intervalo de confianca (IC) a 95% e o desvio padrdo relativo (DPR) foram

obtidos como resultado de avaliagéo da preciséo.

2.2.1.1.1.3 Limites de deteccdo (LD) e de quantificacéo (LQ)
A determinacdo do LD e do LQ foi realizada com base no desvio padrdo da resposta e

inclinacdo da curva de calibragdo do farmaco. Foram utilizadas as equac@es a seguir:

LOD=3.3c
b

LOQ=10¢c
b

em que: o, desvio padréo do intercepto com o eixo y; b, inclinagéo da curva analitica
(ICH, 2005).

2.2.2 Desenvolvimento farmacotécnico das formulagdes lipossomais
Os lipossomas foram preparados pelo método de hidratacdo do filme lipidico (método
de Bangham). Foram propostas diferentes concentracdes e composicdes lipidicas para avaliar

a estabilidade das vesiculas obtidas, conforme descrito na Tabela 3.

Tabela 3 — Composicdo lipidica e razdo molar para as formulacGes propostas.

Concentracéo lipidica

Composicéo Razéo molar
total (mmol/L)
HSPC:CHOL.:Carboidrato (ou DSPE-PEG) 12,22:8,25:1,137 21,607
HSPC:CHOL.:Carboidrato (ou DSPE-PEG) 13,36:7,11:1,137 21,607
HSPC:EPG:CHOL:Carboidrato (ou DSPE-PEG)  11,20:2,16:7,11:1,137 21,607

Inicialmente, aliquotas cloroférmicas dos lipides foram transferidas para um balédo de
fundo redondo e, em seguida, o solvente foi eliminado sob vacuo até a formacéo de um filme

lipidico nas paredes do baldo. Em seguida, o filme foi hidratado com solucdo de fosfato de
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amonio 300 mM (pH 7,4) e solucdo contendo o carboidrato modificado. O sistema foi agitado
vigorosamente em vortex até obtencdo de uma dispersdo de lipossomas multilamelares
grandes.

Os lipossomas obtidos foram calibrados mediante a passagem através de membranas
de policarbonato de 0,4 um, 0,2 um e 0,1 um, respectivamente. Este procedimento foi
repetido dez vezes em cada membrana. Em seguida, os lipossomas foram ultracentrifugados
(ultracentrifuga Beckman Coulter Optima L-80 XP) a 150.000 x g, durante 2 horas, a uma
temperatura de 4°C. O sobrenadante foi removido e substituido por tampdo HEPES (pH 7,4).

A encapsulacdo da doxorrubicina foi realizada pelo método de gradiente. Dessa
forma, 1 mL de lipossomas foi adicionado em um vidro de penicilina contendo 2 mg de
cloridrato de doxorrubicina liofilizada. A mistura foi vortexada e deixada em contato por 2h a
uma temperatura de 4 °C ou 1 h a temperatura de 60 °C. Em seguida, a doxorrubicina nao
encapsulada nos lipossomas foi separada da encapsulada utilizando-se ultracentrifugacdo a
150.000 x g, durante 2 horas, a uma temperatura de 4 °C. O pellet obtido foi disperso em
tampédo HEPES (pH 7,4).

2.2.3 Caracterizacao fisico quimica e morfoldgica das formulac6es
2.2.3.1 Determinacdo do diametro médio das particulas

O diametro médio das particulas foi determinado por espalhamento dindmico da luz
(DLYS) utilizando-se o equipamento Zetasizer Nano-ZS90 (Malvern Instruments, Inglaterra) a
um angulo fixo de 90° e temperatura de 25 °C. As formulac¢des (100 uL) foram diluidas em 3
mL de tampdo HEPES e os resultados foram fornecidos como diametro efetivo (diametro
médio avaliado pela intensidade). As medidas foram realizadas em triplicata e os resultados

foram expressos como a média + desvio padréo.

2.2.3.2 Determinacao do potencial zeta das particulas

O potencial zeta das formulacGes foi determinado pela técnica de espalhamento
dindmico da luz associado a analise de mobilidade eletroforética das vesiculas a um angulo
fixo de 90° e temperatura de 25 °C. As medidas foram realizadas no equipamento Zetasizer
Nano-ZS90 (Malvern Instruments, Inglaterra). As amostras (100 uL) foram diluidas em 3 mL

de solucdo tampao HEPES e os resultados foram expressos como a média + desvio padréo.

2.2.3.3 Determinagéo do Teor de Encapsulagdo
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O teor de encapsulacdo (TE) da DOX nos lipossomas foi determinado por CLAE,
conforme método descrito no item 1.2.1.1. As vesiculas lipossomais foram rompidas
utilizando-se alcool isopropilico na proporcdo de 1:2. Em seguida, a preparagdo foi diluida
em fase movel. A quantidade de DOX foi determinada nos lipossomas antes da centrifugacao
(lipossomas totais) e ap6s a centrifugacdo (lipossomas purificados). O TE da DOX foi
calculada de acordo com a seguinte equacao:

TE = ([DOX] lipossomas purificados / [DOX] lipossomas totais) x 100.

Os resultados foram expressos como a média + desvio padrdo e as determinacbes

foram realizadas em triplicatas.

2.2.3.4 Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

A avaliacdo morfoldgica dos lipossomas foi realizada pelo emprego da técnica de
MET no Centro de Microscopia da UFMG. As amostras foram coradas com solucdo de
contraste contendo acido fosfotlngstico 2% (p/v), albumina sérica bovina 0,5% (p/v) e
sacarose 0,5% (p/v). A visualizacdo das vesiculas foi feita utilizando-se o equipamento
Tecnai G2 12 Spirit Biotwin FEI, 120 kV.

2.2.4 Estudo de estabilidade das formulacdes

Para o estudo da estabilidade de armazenamento das formulacdes, foram preparados
trés lotes de lipossomas contendo DOX compostos por HSPC:EPG:CHOL.:Carboidrato ou
DSPE-PEG. As formulagbes lipossomais foram mantidas a 4 °C e caracterizadas em periodos
de tempos iguais a 0, 7, 15, 30, 60, 90 e 180 dias em termos didmetro médio das vesiculas,
indice de polidispersao, potencial zeta e teor de encapsulacdo. Para determinacdo do teor de
encapsulacdo, a concentracdo de DOX nos lipossomas foi obtida pelo método de
ultrafiltracdo (20 min a 14000xg), utilizando o dispositivo Amicon® (Milipore, EUA)

previamente passivado. Todos os resultados foram expressos como a média + desvio padréo.

2.2.4.1 Passivagdo das membranas de ultrafiltragédo

Considerando que a doxorrubicina tem potencial para se adsorver nos dispositivos de
ultrafiltracdo foi necesséria realizar a passivacdo dos filtros. Este procedimento tem por
objetivo reduzir ou eliminar esta adsorcdo. Para isso, os dispositivos de ultrafiltracdo foram
mantidos por cerca de 14h imersos em uma solu¢do aquosa de Tween 20 a 5% p/v. Em
seguida, foi realizada a lavagem dos dispositivos com agua destilada, para eliminar o excesso

desta solugdo. Para avaliar a eficacia do procedimento, foi realizada a ultrafiltracdo de uma
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solucdo 10 ug/mL de DOX em filtros passivados e ndo passivados. A adsorcao nos filtros ndo
passivados foi aproximadamente 75% e nos filtros passivados cerca de 3%. Dessa forma, foi

possivel eliminar 97% da interacdo entre a DOX e a membrana de ultrafiltracéo.

2.2.5 Estudo de liberacéo das formulagdes

Estudos de liberacdo in vitro das formulacdes foram conduzidos através do método de
dialise. Para isso, 1 mL de lipossomas foi adicionado nos dispositivos (membranas) de dialise
com tamanho de cutoff de 14000 Da (membrana de éster de celulose, Sigma-Aldrich;
St.Louis, EUA). Em seguida, os sacos foram selados e incubados com 100 mL de PBS pH
7,4 por até 48 h, a 37 °C, sob agitacdo continua a 150 rpm. Aliquotas foram retiradas em
tempos especificos (0 volume do meio receptor foi reconstituido apds cada coleta) e a
concentragéo total de doxorrubicina (DOX total) e a fracdo liberada (DOX liberada) foram
dosadas de acordo com o método descrito no item 1.2.1. A quantidade de doxorrubicina
liberada foi calculada e plotada como perfil de liberacdo utilizando a seguinte equacéo:

, _ [DOX liberadal
Liberacio (%) = TDOX total] x 100

Onde, DOX liberada corresponde a concentracdo de doxorrubicina medida no meio

fora da bolsa de dialise e a DOX total corresponde a concentracdo tedrica total de

doxorrubicina, considerando a diluicdo do meio.

2.2.6 Anélise estatistica

Os resultados estdo representados por média + desvio padrdo. Para todas as analises
foi utilizado o programa GraphPadPrism 5.0. Adotou-se o intervalo de confianca de 95% e as
diferencas foram consideradas significativas quando o valor de p foi menor ou igual a 0,05 (p
<0,05).
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3 Resultados e discussao
3.1 Doseamento da doxorrubicina

Para quantificacdo da doxorrubicina foi necessaria a constru¢do de uma curva de
calibracdo, com concentragdes variando de 1,0 a 0,0625 pg/mL. Os parametros de validacao
foram avaliados de acordo com a RDC 166 (BRASIL, 2017).

3.1.1 Linearidade

A linearidade ¢é a capacidade do método em fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentracdo do analito em uma faixa pré-determinada (BRASIL, 2017,
RIBANI et al., 2004). O método proposto se mostrou linear para determinacdo de
doxorrubicina na faixa de 1,0 a 0,0625 pg/mL. Os resultados obtidos estdo expostos na
Tabela 4.

Tabela 4 — Resultados da avaliacdo da linearidade do método para determinagdo de DOX por
CLAE, em triplicata.

DOX N Area do pico Fator de Resposta

Hg/mL (X) (Y) (Y/X)

1 13319797 13319797

1,0 2 13417791 13417791

3 13377052 13377052

1 6438987 12877974

0,5 2 6581246 13162492

3 6424283 12848566

1 3110423 12441692

0,25 2 3247928 12991712

3 3123470 12493880

1 1584542 12676336

0,125 2 1577878 12623024

3 1536664 12293312

1 768022 12288352

0,0625 2 754829 12077264

3 740173 11842768

Média - 12715467
DPR (%) - 3,68
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A curva analitica foi construida com os dados da Tabela 4 (padg. 90) e esta

representada na Figura 21.

Figura 21 — Curva analitica média obtida (1,0 a 0,0625 pg/mL) para determinacdo de DOX
por CLAE.
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A regressdo linear foi calculada pelo método dos minimos quadrados. A equacao da
reta obtida foi y = 13468000 x - 152013. O coeficiente de correlacao (r) obtido (0,99984) esta
de acordo com a especificacdo (r > 0,999) (BRASIL, 2017). A linearidade do método foi
confirmada, pois o valor do coeficiente de determinagéo (r?) foi superior a 0,99 (0,99969). A
andlise de regressdo linear desta reta revela que ndo ha correlacdo significativa entre
concentracdo e FR2 no nivel de significancia de 5%, indicando assim, que ha uma resposta
linear para toda faixa de concentracdo da DOX. O valor de desvio padréo relativo dos fatores
de resposta foi menor que 5%, indicando homogeneidade entre a relagdo dos valores de area
dos picos de DOX e seus respectivos valores de concentracdo (GREEN, 1996). Na Tabela 5
estdo listados os pardmetros obtidos na analise de regressdo linear para determinacdo de DOX
por CLAE.

Tabela 5 — Resultados da regressao linear.

Parametros da Regressao Linear Método CLAE
Inclinagéo * desvio padréo 13468000 + 65658
Intercepto * desvio padréo -152013 + 33899
Coeficiente de correlacao (r) 0,99984
Coeficiente de determinacéo (r?) 0,99969

Faixa de concentracdo 1,0 - 0,0625 pg/mL
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3.1.2 Preciséo intra-dia

A precisdo € a dispersdo dos resultados entre ensaios repetidos em uma mesma
amostra. A precisdo foi avaliada através de medidas, em triplicata, realizadas no mesmo dia.
Os valores de DPR estdo apresentados na Tabela 6. O intervalo de confianga da média a 95%
foi calculado por meio da seguinte formula:

IC 950 = médiade X £t n-1 (o /v/n),

em que: t n .1, € 0 valor de t de Student tabelado para 2 graus de liberdade ao nivel de
significancia de 5% (4,30); o, € 0 desvio padrdo dos valores de x; n , é o nimero de
observacOes (RIBANI, 2004).

Tabela 6 — Resultados da preciséo intra-dia para determinacdo de DOX por CLAE, em

triplicata

Doxorrubicina (concentracao

Areado Pico  DOX (ug/mL) Precisdo DPR (%) Intra-dia

tedrica)

13319797 1,0003

1,0 13417791 1,0076 0,30
13377052 1,0045
6438987 0,4894

0,5 6581246 0,4999 1,06
6424283 0,4883
768022 0,0683

0,0625 754829 0,0673 1,27
740173 0,0662

Os valores de DPR encontrados pra precisdo intra-dia sdo adequados e estdo de
acordo com as especificacGes da ANVISA (BRASIL, 2017) e do International Conference on
Harmonisation (ICH, 2005), DPR < 2%.

3.1.3 Limites de deteccéo (LD) e de quantificacdo (LQ)

O limite de deteccdo de uma substancia refere-se ao menor valor de concentragao que
pode ser detectado, entretanto ndo pode ser quantificado de forma precisa e exata (BRASIL,
2017). O valor tedrico obtido para LD da DOX foi igual a 0,0161 pg/mL.

O limite de quantificacdo refere-se a menor concentracdo de uma substancia que pode

ser medida de forma exata e precisa. O valor de LQ para a DOX foi de 0,0252 pg/mL,
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indicando que valores superiores ou iguais a este podem ser quantificados com exatidao e

precisao aceitaveis.

3.2 Desenvolvimento farmacotécnico das formulages lipossomais

Os lipossomas tém sido amplamente estudados como sistemas de entrega de farmacos
devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade, baixa toxicidade e versatilidade em
carrear farmacos hidrofilicos e lipofilicos. Muitos estudos mostram que formulacoes
lipossomais contendo agentes antitumorais apresentam menor toxicidade quando comparadas
ao farmaco livre (AKBARZADEH et al., 2013). No desenvolvimento de lipossomas, varios
parametros fisico-quimicos, tais como didametro médio, potencial zeta e teor de encapsulacdo
devem ser avaliados, isto porque eles influenciam de forma direta na estabilidade e eficiéncia
destes sistemas (PATTNI et al., 2015).

A primeira etapa para o desenvolvimento da formulacdo lipossomal foi investigar a
composicao lipidica que levaria a obtencdo de um sistema com maior estabilidade.
Inicialmente foi proposta uma formulacdo lipossomal com composicdo lipidica
HSPC:CHOL:Carboidrato (ou DSPE-PEG), com razdo molar igual 12,22:8,25:1,137. Esta
composicdo foi baseada na formulacdo comercial DOXIL, que apresenta a mesma
composicao lipidica (HSPC:CHOL:DSPE-PEG - 12,22:8,25:1,137) (SOUNDARARAJAN et
al. 2009). Foram preparados 3 lotes de 3 mL de lipossomas brancos, contendo os diferentes
derivados de carboidratos sintetizados ou DSPE-PEG. Os lipossomas revestidos por glicose
serdo designados como GlIcL, os revestidos por galactose como GallL, os revestidos por N-
acetilglicosamina como GIcNAcL e os lipossomas peguilados como PegL.

Foram avaliados o didmetro médio, indice de polidispersdo (IP) e potencial zeta das
formulacBes na condicdo apresentada, conforme apresentado na Tabela 7 (pag. 94). Os
resultados mostram que a composi¢ao proposta inicialmente (1) ndo pbéde ser aceita, pois 0s
lipossomas obtidos apresentaram valores de IP superiores a 0,3, caracterizando um sistema
polidisperso. A instabilidade do sistema possivelmente estd relacionada a concentragéo
elevada de colesterol na bicamada lipidica. Um estudo conduzido por Ueki e colaboradores
(2015) mostrou que a adigdo de compostos ancorados ao colesterol deve ser acompanhada de
uma reducdo deste lipide na composicéo da formulacdo. Dessa forma, foi proposta a segunda
composicdo lipidica (HSPC:CHOL:Carboidrato ou DSPE-PEG), onde houve uma reducéo de
5,3% na concentracdo de colesterol adicionada, devido a presenca desta substancia nos

derivados de carboidratos. Inicialmente os lipossomas obtidos apresentaram tamanho e indice
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de polidispersdo dentro do limite aceitavel. Os valores de potencial zeta em todas as

formulag6es ficaram proximos da neutralidade.

Tabela 7 — Dados das caracteristicas fisico-quimicas dos lipossomas em funcdo da

composi¢éo e concentracao lipidica.

Diametro

Composicéo B e indice de Potencial
o B Formulagdo  medio o B zeta
(Lipides / Razéo molar) (nm) polidispersao (mV)
GlcL + + _ +
HSPC:CHOL:Carboidrato Gall 1858+ 4.1 0.51+0,06 123202
a -
1 (ou DSPE-PEG) Sl 160,0+1,1 0,28 £ 0,03 1,45+0,3
cNAc -
(12,22:8,25:1,137) 1839+21 0,22 £ 0,03 1,32+0,2
PegL 1486+3,0  002+001  -176+04
GlcL + + _ +
HSPC:CHOL.:Carboidrato GalL 143.4£3.2 0.10£0,03 2,68+0.2
a -
9 (ou DSPE-PEG) . 139,3+2,3 0,23 +0,01 135+0,3
C C -
(13,36:7,11:1,137) 142,1+£3,3 0,18 £ 0,04 147+0,3
PegL 1329+15  003£002  -1,67+0,2
) GlcL 137,5+5,8 0,04 £0,01 -142+11
HSPC:EPG:CHOL.:Carboidrato
GalL 136,6 5,4 0,04 £0,01 -116+1,1
3 (ou DSPE-PEG)
GIcNAcL 1343+£0,3 0,05+ 0,03 -134+1,2
(11,20:2,16:7,11:1,137)
PegL 129,8 £ 3,3 0,03+0,01 -2,36 £0,3

A formulacdo com a composicdo 2 foi entdo avaliada em dias subsequentes para
comprovar sua estabilidade. Foi observado o aumento gradual no IP das formulacdes,
conforme mostrado na Tabela 8 (pag. 95), que ilustra os valores obtidos para os GlcL. Com o
passar dos dias, observou-se o aparecimento de particulas com tamanho médio de 4000 nm.
O mesmo ocorreu para os lipossomas revestidos com galactose. Uma possivel explicacédo
para o fenémeno ocorrido é a expulsdo dos derivados de carboidratos da bicamada. Isso pode
ocorrer devido a alta hidrofilia destes compostos associada ao fato de que eles estdo
intimamente ligados a superficie dos lipossomas, uma vez que o espacgador utilizado entre 0s

triazbis dos carboidratos e o colesterol foi de apenas 2 atomos de carbono.
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Tabela 8 — Estabilidade dos lipossomas revestidos por glicose (GlcL).

Formulacéo / Diametro Indice de :
. adi Potencial
- Dia médio - «
Composicao (nm) polidispersao zeta (mV)
0 143,4+ 3,2 0,10 £ 0,03 -2,68 £0,2
GlcL
] 151,2+0,8 0,20 £ 0,03 -2,63+0,3
HSPC:CHOL.:Carboidrato
1556 +2,3 0,25+ 0,01 -2,79+04
(13,36:7,11:1,137)
30 203,7+£9,0 0,57 £0,10 -2,36£0,3

Na literatura sdo descritos diversos sistemas que encapsulam substancias na bicamada
e muitos deles apresentam instabilidade, levando a expulsdo da substancia e consequente
aumento do IP (KAN et al., 2011; KOUDELKA & TURANEK, 2012). Para tentar contornar
este inconveniente, foi proposta a adicdo de um lipide com carga (EPG) a formulacdo de
forma a aumentar a hidrofilia na superficie lipossomal, levando a maior estabilidade dos
derivados de carboidratos.

Diferentemente da formulacdo composta por HSPC:CHOL:Carboidrato ou DSPE-
PEG, a inclusdo do EPG (Formulacdo 3) promoveu um aumento na estabilidade das
vesiculas, levando a obtencdo de lipossomas com tamanho e IP adequados. Além disso, 0s
valores de potencial zeta tornaram-se mais negativos em todas as formulacgdes analisadas para
os lipossomas contendo carboidratos. Considerando os dados apresentados na Tabela 7 e 8, a
composicao 3 foi selecionada para os estudos subsequentes.

O didmetro médio das vesiculas esta diretamente relacionado ao sucesso terapéutico
dos sistemas nanoestruturados. Lipossomas menores que 150 nm sdo opsonizados de forma
mais lenta e em menor extensdo quando comparados a lipossomas grandes (> 150 nm) e,
dessa forma, sdo menos capturados pelas células do sistema reticulo endotelial (SHARMA &
SHARMA, 1997). Além disso, devido ao efeito EPR, as vesiculas devem possuir um
tamanho limite de aproximadamente 400 nm. Particulas maiores do que 400 nm séo
simplesmente incapazes de se difundir através do intersticio do tumor em quantidades
suficientes para ter qualquer efeito clinico ou terapéutico (STEICHEN et al., 2013). Dessa
forma, é importante que estes sistemas apresentem estabilidade quanto ao tamanho para
garantir sua eficiéncia terapéutica.

A Farmacopeia Americana (USP 36, 2013) também preconiza que emulsdes lipidicas
injetaveis, como os lipossomas, devem possuir diametro médio menor que 500 nm e, além

disso, a distribuicdo das particulas maiores que 500 nm, em termos de volume, deve ser
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menor que 0,05% da formulacdo. Isto porque os capilares humanos possuem entre 4 a 9 um
de diametro, dessa forma, estas nanoestruturas devem apresentar um diametro bem menor, de
forma a garantir que ndo haja oclusdo dos vasos sanguineos (DRISCOLL, 2006). A
distribuicdo, em termos de volume, das formulagdes obtidas estdo descritas na Tabela 9, Em
todos os casos ndo sdo observadas particulas com tamanho maior que 500 nm, estando de

acordo com o preconizado pela USP 36.

Tabela 9 — Distribuicdo do diametro das vesiculas em termos de volume dos lotes de GlcL,
GalL, GIcNAcL e PegL.

Distribuicdo dos didametros médios das vesiculas em termos de

Didmetro
Formulacéo ) volume
Médio (nm)
<100nm <200nmm 200-300nm 300-500nm >500nm
GlcL 1375+£58 219+44 957+2]1 43+19 0 0
GalL 136,6 £54 23,7+16 956+22 44+19 0,03+0,05 0
GIcNAcL 1343+4,3 0 459+35 444+23 9,7+172 0
PegL 1298+33 258+38 98,2+0,5 1,8+0,6 0 0

A medida do potencial zeta também é uma ferramenta Util para predizer a estabilidade
de um sistema coloidal. Em geral, valores de potencial zeta elevados (em mddulo) indicam
que as forcas de repulsdo entre as particulas serd maior que as forcas de atracdo, reduzindo a
tendéncia do sistema em formar agregados. Valores de potencial zeta em torno de = 30 mV
sdo geralmente considerados estaveis. Vale ressaltar que outras estratégias também podem ser
aplicadas para prevenir a formacdo de agregados. Uma delas é a adi¢do de substancias que
promovam uma repulsdo estérica estre as vesiculas, como € o caso do DSPE-PEG.

3.2.1 Determinacéo do Teor de Encapsulacdo

Apo6s a selecdo da composicdo lipossomal que promoveu maior estabilidade as
vesiculas, foi avaliada a eficiéncia de encapsulagdo do farmaco (DOX). O método utilizado
para encapsular a DOX foi o gradiente de sulfato de am6nio. Neste método, conforme
ilustrado na Figura 22 (pag. 97), a DOX estd em equilibrio entre a forma protonada
(cloridrato) e a forma neutra. A DOX na forma neutra que atravessa a membrana lipossomal é
acumulada no meio interno aquoso, sob a forma de sal cristalino (sulfato de DOX) ou como
agregados (BARENHOLZ, 2012). A quantidade de farmaco efetivamente encapsulada é

governada pelo gradiente de sulfato de aménio presente no meio. Dessa forma, formulacGes
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lipossomais encapsuladas com DOX possuem, em média, teor de encapsulacdo maiores que
90% (BARENHOLZ, 2012).

Figura 22 — Encapsulacdo de DOX pelo método de gradiente de sulfato de aménio.

(NHg)2SO4
Meio externo

N\
2NHz + 2H" == 2NH;" + SOz* 2DOX'NHz* + 2CI°
2NH; == \ (DOX-NH3),SO; === 2DOX-NH, 2DOX-NH, + 2H*
Lipossoma

Meio interno

Na Tabela 10 estdo descritos os valores de teor de encapsulacdo para todas as
formulacbes desenvolvidas. Uma diferenca significativa foi observada na porcentagem de
encapsulacdo de DOX nas formulagBes quando foram utilizadas diferentes temperaturas no
processo. Como mostrado na Tabela 10, o teor de encapsulacdo da DOX foi de cerca de 80%
quando realizada a 4 °C para todas as formulacdes. A temperatura de 60 °C, o valor foi

préximo de 100%.

Tabela 10 — Caracterizacdo fisico-quimica dos lipossomas e influéncia da temperatura na

eficiéncia de encapsulacao (n=3).

Porcentagem de  Porcentagem de

Formulacéo m%ijirge(;ﬁ) poll?o(ljiisC;ecrlseao ;223823') encapsulacéo encapsulacéo
a4°C a60°C
GlcL-DOX 1375+5,8 0,10+ 0,04 -11,0+£0,3 86,8 +54 100,3+1,7
GalL-DOX 136,6 £5,4 0,20+ 0,04 -121+04 785+74 90,7+4,1
GIcNAcL-DOX  134,3+0,3 0,07 £ 0,03 -9,3+04 78,2+1,3 96,6 £2,0
PegL-DOX 129,8 £ 3,3 0,11+£0,01 2604 84,1+16 100,3+£4,2

O aumento da temperatura durante o processo de encapsulamento € uma estratégia
que pode levar a um aumento no conteddo de encapsulamento e estabilidade do sistema
(PATTNI et al., 2015). Isso ocorre porque os fosfolipideos podem existir em dois estados,
em funcdo da sua temperatura de transicdo de fase (Tc): fase gel, quando a cadeia
hidrocarbonada do lipideo esté organizada de forma ordenada; e uma fase cristal-liquido, no
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qual as cadeias ficam com movimentos mais livres (Figura 23). Desta forma, a
permeabilidade dos lipossomas sera sempre maior quando a temperatura ambiente for maior
que a Tc do lipossoma. No presente trabalho, os lipossomas desenvolvidos possuem o HSPC
como lipide estrutural, este composto, por sua vez, apresenta uma Tc de 52 °C. Assim,
temperaturas maiores que esta devem ser empregadas para aumentar a eficiéncia do processo
de encapsulacdo (PATTNI et al., 2015).

Figura 23 — Efeito da temperatura na permeabilidade dos fosfolipideos.
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3.2.2 Microscopia Eletronica de Transmissdao (MET)

A estrutura e a morfologia dos lipossomas também foram avaliadas pela técnica de
Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET). As imagens dos lipossomas obtidas por MET
(Figura 24, pag. 99) permitiram a visualizacdo de vesiculas unilamelares de didmetros
variados, predominantemente em torno de 100 nm, nas quais todas as nanoestruturas eram
esféricas e possuiam uma superficie regular sem indicacdo de agregacdo. Os resultados foram

consistentes com os didmetros médios encontrados pela técnica de DLS (Tabela 10, pag. 97).

3.2.3 Estudo de estabilidade das formulacdes

Para o uso seguro e eficaz dos lipossomas é fundamental demostrar a sua estabilidade,
que depende tanto dos parametros da formulacdo quanto do método de fabricagdo. A
instabilidade fisica dos lipossomas é resultante do extravasamento do farmaco encapsulado e
da agregacdo e fusdo das vesiculas. Ambos os processos influenciam no desempenho in vivo
da formulagéo e, portanto, podem afetar a efetividade terapéutica do farmaco (SHARMA &

SHARMA, 1997). Dessa forma, a estabilidade das formulacGes foi verificada em termos de
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teor de encapsulacdo, diametro médio, indice de polidispersdo e potencial zeta durante 180
dias de armazenamento. Os resultados para as caracteristicas fisico-quimicas das formulacdes

sdo mostrados nas Figuras 25, 26 e 27 (pags. 100 e 101).

Figura 24 — Imagem dos lipossomas brancos [GlcL (a), GalL (b), GIcNAcL (c), PegL (d)]
obtidas por MET.

Na figura 25 (pég. 100) sdo apresentados os resultados de diametro médio e indice de
polidispersdo avaliados ao longo de 180 dias. Em relacdo ao didmetro médio das vesiculas
nenhuma alteracdo foi observada durante 180 dias de avaliagdo. O indice de polidispersao
também se manteve inalterado para os lipossomas GlcL, PeglL e GIcNAcL até o 180° dia.
Apenas para os lipossomas GalL foi possivel observar um aumento no 180° dia, variando de
0,041 para 0,092.
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Na figura 26 (pag. 101) s@o apresentados os resultados encontrados para o potencial
zeta. E possivel observar que todas as formulacdes apresentaram estabilidade, mantendo

valores constantes durante todo o periodo avaliado.

Figura 25 — Variacdo do didametro medio (barra) e indice de polidispersdo (ponto) avaliado
durante o periodo de armazenamento de 180 dias dos lotes de GlcL, GalL, GIcNAcL e PegL.

Asterisco representa diferenca significativa em relagdo ao dia 0 (n = 3).
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Figura 26 — Variacdo do potencial zeta durante o armazenamento por 180 dias dos lotes de

GlcL, GalL, GIcNAcL e PegL (n=3).
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Figura 27 — Perfil de retencdo de DOX durante o periodo de armazenamento de 180 dias.

Asteriscos representam diferenca significativa em relagéo ao dia 0 (n = 3).
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Os lipossomas revestidos com carboidratos apresentaram boa estabilidade em termos
de retencdo de DOX ap0ds armazenamento por 180 dias a 4 °C (Figura 27, pag. 101). Foi
encontrada variacdo significativa apenas para os lipossomas GlcNacL, aos 180 dias, e PegL
aos 60 e 90° dias, que apresentaram perda de 25 + 4% e 23 + 11%, respectivamente, quando
comparados a formulacdo obtida no tempo zero. O lipossomas GlcL apresentaram perda de
16 £ 9% de DOX e os lipossomas GalL perda de 17% + 9% ao final de 180 dias. Estes
resultados mostram uma maior estabilidade dos lipossomas glicosilados e galactosilados em
reter o fArmaco quando comparados aos lipossomas peguilados e as demais formulagoes

contendo carboidratos na superficie.

3.2.4 Estudo de liberacéo das formulagdes

A liberagdo in vitro da DOX encapsulada dos lipossomas GlcL, GalL, GIcNAcL e
PegL foi realizada em PBS, pH 7,4, a 37 °C e os perfis de liberacdo sdao mostrados na Figura
28 (pag. 103). Observa-se que a porcentagem de liberacdo de DOX acumulada para GlcL-
DOX e GalL-DOX foi maior que o apresentado para GICNAcL-DOX e PegL-DOX. A
porcentagem de doxorrubicina liberada de GlcL foi de 11,2 + 3,1% ap6s 2 h e aumentou
gradualmente para 27,1 * 1,1% ap6s 24 h. Um platd foi observado apds 32 horas de
liberacdo. O mesmo perfil foi obtido para lipossomas GalL. Em comparacdo com GlcL e
GalL, PegL exibiu uma liberagdo mais lenta nas 2 h iniciais e teve uma liberagdo aumentada
a partir da sexta hora. A liberacdo atingiu seu platd em 18,4 + 1,1% apds 32 horas de teste.
Este resultado foi semelhante ao lipossoma GlcNacL. As formulacdes revestidas com
carboidratos mostraram maior liberacdo de DOX em comparacdo com a formulacdo
peguilada. Acreditamos que isso se deva a presenca de uma quantidade maior de fragmentos
modificados com colesterol ancorados na bicamada dos lipossomas, o0 que resultou em uma
maior permeabilidade lipossomal.

A liberacdo do farmaco é um passo critico no desenho racional dos sistemas de
liberacdo, pois determina a eficacia da administracdo do veiculo in vivo e a liberacéo
subsequente do ativo. Um perfil de liberacdo in vitro revela informag6es importantes acerca
da estrutura e do comportamento da formulagdo, possiveis interagdes entre o farmaco e a
composicdo transportadora e a sua influéncia na taxa e mecanismo de libera¢do do farmaco.
Todas as formulacGes avaliadas mostraram uma taxa de liberagdo lenta e constante do
farmaco durante as primeiras 32 horas do experimento, sem liberacdo de DOX observada

apOs esse tempo. Os resultados obtidos mostraram claramente que a ancoragem de
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carboidratos na superficie dos lipossomas pode melhorar significativamente sua estabilidade
de armazenamento e sustentar a liberacdo de DOX in vitro.

Figura 28 — Liberacdo in vitro de doxorrubicina dos lipossomas GlcL, GalL, GIcNAcL e
PegL em PBS (pH 7,4).

40+

—— GlcL
X —— GalL
8 -a— GIcNAcL
3 -8 PeglL
On
s
[«B]
o]
—
X

O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 5
Tempo (h)

4 Conclusao

Lipossomas revestidos por carboidratos ou polietilenoglicol foram obtidos com
elevado teor de encapsulagdo de DOX e estabilidade fisico-quimica. As formulacGes
apresentaram caracteristicas adequadas com relacdo ao tamanho e morfologia. Também foi
observada liberacdo controlada de doxorrubicina em pH fisioldgico para ambos lipossomas,
glicosilados e peguilados. Os resultados encontrados mostram que as formulagdes apresentam

caracteristicas ideais para serem utilizadas como sistema transportador de farmacos.
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CAPITULO 11l

Sintese do derivado colesterol-DTPA,
radiomarcacéo de lipossomas com *™Tc,
estudos de depuracao sanguinea,
biodistribuicdo e imagens cintilograficas
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1 Introducao

A capacidade de projetar lipossomas para aplicagdes terapéuticas e de imagem tem
atraido atencdo consideravel nos ultimos anos. Lipossomas radiomarcados podem ser
utilizados para determinar a biodistribuicdo de um farmaco apos sua administracdo, o que
contribui de forma substancial para avaliar a eficicia do tratamento e fornece recursos para
uma tomada de deciséo durante a terapia (PETERSEN et al., 2012).

Para a obtencdo de imagens diferentes técnicas ndo invasivas podem ser utilizadas,
dentre as quais se destacam a tomografia computadorizada por emissdo de féton unico,
tomografia por emissdo de pdsitrons, ultrassonografia, ressonancia magnética e técnicas
cintilogréficas (SILINDIR-GUNAY & OZER, 2018).

Nas técnicas cintilogréaficas diversos radionuclideos podem ser empregados, como o
¥MTe (tyz 6,01 h), *’Ga (ty2 3,26 d) e 21 (ti2 13,22 h). Em fungéo das suas propriedades
fisicas e quimicas, como tempo de meia-vida favoravel e emissdo gama de baixa energia (140
keV), o ®™Tc é o radionuclideo mais utilizado em medicina nuclear. Além disso, 0
radioisétopo apresenta baixo custo e é facilmente obtido a partir de um sistema gerador de
molibdénio-99/ tecnécio-99m (PETERSEN et al., 2012).

Para possibilitar a radiomarcacdo dos sistemas nanoestruturados, o tecnécio pode ser
complexado a agentes quelantes do tipo poliaminocarboxilatos multidentados, como o acido
dietilentriaminopentaacético (DTPA). Diversos estudos contendo DTPA ancorado a
superficie de nanoestruturas, como micelas e nanoparticulas de silica, ja demonstraram que
esta abordagem apresenta alta estabilidade e eficiéncia de marcacdo, permitindo, assim, o
rastreamento in vivo das estruturas durante a realizacdo de estudos in vivo (ODA et al., 2017,
DE BARROS et al., 2015)

Desta forma, no presente capitulo foi proposta a sintese do derivado CHOL-DTPA
para possibilitar a radiomarcacio dos lipossomas com %®MTc. Também foram apresentados os
estudos de depuracdo sanguinea, biodistribuicdo e imagens cintilograficas conduzidos em

animais sadios, de forma a obter informacdes sobre a furtividade dos lipossomas.

2 Parte experimental
2.1 Materiais

O dianidrido do acido dietilenotriaminopentacético (DTPA dianidrido) e os demais
reagentes foram adquiridos da Sigma-Aldrich Co. (Missouri, EUA). O tecnécio-99m (**MTc)
foi obtido de um gerador de molibdénio-99/tecnécio-99m (IPEN — Brasil).



106

2.1.1 Animais

Os camundongos BALB/c (fémeas) foram fornecidos pelo Centro de Bioterismo
(CEBIO) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFMG. Os animais foram mantidos na
sala de Experimentacdo Animal do Laboratorio de Farmacotécnica e Tecnologia
Farmacéutica da Faculdade de Farmacia da UFMG sem restricdo de agua e racdo. Todos 0s
experimentos animais foram aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da UFMG, sob protocolo nimero 158/2014.

2.2 Métodos
2.2.1 Sintese do derivado CHOL-DTPA

O

o Ko

H
N/\/N\/\NAWN\/\O
HO HO o]
T Y

A um baldo de fundo redondo de 25 mL foram adicionados 72 mg (0,20 mmol) de
aminocolesterol 10 em 5 mL de DMF. A esta mistura adicionaram-se gotas de THF até que
todo o composto 10 estivesse completamente solubilizado. Em seguida, foram adicionados 87
mg (0,20 mmol) de DTPA dianidrido e a solugdo foi mantida sob agitacdo a 60 °C durante
5h. A evolucdo da reacdo foi acompanhada por CCD (MeOH: EtOAc = 1:1). Apos
confirmagéo da concluséo da reacdo, adicionaram-se 5 mL de H>O e a mistura reagente foi
mantida sob agitacdo a 60 °C por 1h. Elaboracdo: foram adicionados 10 mL de agua ao balao
e a mistura foi vertida em um funil de separacdo. A fase aquosa foi lavada com acetato de
etila (3 x 20 mL). As fases organicas foram reunidas e secas com Na;SO4 e o solvente foi
removido em evaporador rotatorio e o produto foi purificado em coluna. Isto resultou em 122
mg do composto CHOL-DTPA.
Rendimento: 76%
Aspecto fisico: solido branco
FM: Cs3H72N4O10 MM: 804,5 gmol*
FF: 114,5-115,7 °C
IV (v, cm™) (Anexo A, Figura A.82, pag. 235): 2929, 2866 (v C-H alifatico), 1720 (v C=0
acido), 1690 (v C=0 amida), 1098 (v C-O).
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RMN de H (200 MHz, piridina-ds), 6 (ppm) (Anexo A, Figura A.83, pag. 236): Anexo B,
Tabela B.37, pag. 267.
RMN de 3C (50 MHz, piridina-ds), J (ppm) (Anexo A, Figura A.84, pag. 237): Anexo B,
Tabela B.38, pag. 267.
HRMS (ESI) m/z: (Anexo A, Figura A.86, pag. 239): [M-H] calculado: 803,5170;
encontrado: 803,5178.

2.2.2 Caracterizacdo quimica do derivado CHOL-DTPA
O produto obtido foi caracterizado por espectroscopia no infravermelho, RMN de *H
e de °C e espectrometria de massas. As descrigdes das técnicas e aparelhos utilizados

encontram-se no Capitulo I, item 3.1 (pag. 41).

2.2.3 Radiomarcacdo de lipossomas com tecnécio-99m e estudos de estabilidade

Para determinar a eficiéncia e estabilidade de marcacdo do derivado CHOL-DTPA,
foram preparados lipossomas constituidos por HSPC:EPG:CHOL:CHOL-DTPA:Carboidrato
ou DSPE-PEG (razdo molar: 11,20:2,16:6,89:1,137). Os lipossomas foram produzidos
conforme a procedimento descrito no Capitulo 2, item 2.2.2, pag. 86.

Os lipossomas foram marcados com o is6topo radioativo tecnécio-99m (**™Tc). Para
isso, a 100 pL de uma solugdo de cloreto estanoso (2,0 mg/mL), em &cido cloridrico 0,25
mol/L, com pH ajustado para 7,0-8,0 com solucdo de hidréxido de sédio 0,1 mol/L, foram
adicionados 250 pL de lipossomas (GlcL, GalL, GIcNL, PegL). O frasco contendo o material
foi lacrado e fez-se vacuo. Em seguida, foram adicionados, aproximadamente, 35 MBq de
pertecnetato de sédio em solucdo salina 0,9% (p/v). A mistura foi agitada e mantida sob
vacuo durante 15 minutos a temperatura ambiente.

Para avaliar a eficiéncia de marcacdo, foi realizada a quantificacdo das impurezas
radioquimicas pertecnetato (**"TcOs) e tecnécio coloidal (**™TcO2). O percentual de
9MTcO,4 foi determinado por cromatografia em camada delgada, utilizando acetona como
fase mdvel. A porcentagem de **™TcO; foi determinada realizando a filtragdo do material em
filtro de 0,22 um e quantificando a radioatividade contida no filtrado e no filtro. O
rendimento de marcacdo foi obtido segundo a férmula abaixo:

% marcagdo = 100 - (% *°*™TcO4 + % **™TcOy)

A estabilidade de marcacdo dos lipossomas foi avaliada em dois meios distintos:

solucdo salina 0,9% (p/v) e plasma de camundongo. Os lipossomas diluidos em salina foram

mantidos temperatura ambiente e, nos tempos de 10 min, 30 min, 1 h, 2 h, 4 h, 6 h e 24 h,
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aliquotas foram retiradas para a quantificagio da impureza **™Tc livre por CCD. Para
mimetizar a estabilidade da marcacdo das nanoestruturas na corrente sanguinea, foi utilizada
uma diluicdo de 100 pL de lipossomas radiomarcados para cada 1,1 mL de plasma de
camundongo. A mistura obtida foi incubada, sob agitacéo, a temperatura de 37 °C. Nos
tempos de 10 min, 30 min, 1 h, 2 h, 4 h, 6 h e 24 h, aliquotas foram retiradas e o teor de
9¥MTc0O, foi quantificado por CCD.

Apo0s o processo de marcacdo os lipossomas também foram avaliados em relagéo ao
seu diametro médio e potencial zeta, a fim de investigar possiveis alteracdes das

caracteristicas fisico-quimicas das nanoestruturas.

2.2.4 Depuragdo sanguinea em animais BALB/c sadios

Foram utilizados vinte camundongos Balb/c fémeas (cinco animais por grupo),
pesando 20-25 g. Os animais receberam por via endovenosa, 0,1 mL de solucdo de
lipossomas radiomarcados (**"Tc-GlcL, *MTc-GalL, *°MTc-GIcNAcL ou %*™Tc-PegL).
Amostras de sangue foram coletadas dos animais, em tubos previamente pesados, nos tempos
de 1, 5, 15, 30, 45, 30, 60, 120, 240, 360 e 1440 minutos apds a injecdo da formulacdo. Ao
final, os tubos contendo sangue foram pesados e tiveram a radiacdo determinada em contador
gama. Uma dose padrdo contendo a mesma quantidade de radioatividade injetada foi contada
simultaneamente em um tubo separado, para corrigir o decaimento fisico do **™Tc. Os
resultados foram expressos em percentual da dose residual no sangue.

Para avaliar a ocorréncia do efeito ABC nos animais estudados, outro grupo contendo
vinte animais recebeu, por via endovenosa, 0,1 mL de solugio de lipossomas (**™Tc-GlcL,
9MTe-GalL, *™Tc-GIcNAcL ou ®MTc-Pegl) para prévia sensibilizagdo. Apds sete dias, 0s
animais receberam uma segunda dose de 0,1 mL de solucdo de lipossomas radiomarcados.
Amostras de sangue foram coletadas dos animais, em tubos previamente pesados, nos tempos
de 1, 5, 15, 30, 45, 30, 60, 120, 240, 360 e 1440 minutos apds a injecdo da formulacdo
radiomarcada. Ao final, os tubos contendo sangue foram pesados e tiveram a radiacdo
determinada em contador gama. Os resultados foram expressos em percentual da dose

residual no sangue.

2.2.5 Estudos de biodistribuicdo em animais BALB/c sadios
Foram utilizados 64 camundongos BALB/c fémeas, pesando 20-25 g. Esses animais
foram divididos em quatro grupos. Cada animal recebeu aproximadamente 3,7 MBq de

solugdo contendo lipossomas (**™Tc-GlcL, *MTc-Gall, ®™Tc-GIcNAcCL ou ®MTc-PegL).
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Apols 1 e 4 horas, os animais foram anestesiados com solucdo de ketamina (80 mg/Kg) e
xylazina (15 mg/Kg) e, em seguida, submetidos a eutanésia por deslocamento cervical. Os
seguintes oOrgdos e tecidos foram retirados, pesados e levados ao contador gama para
determinacdo da radioatividade: intestino grosso, intestino delgado, estdmago, tireoide,
pulméo, coracdo, rins, baco, figado e sangue. Uma dose padrdo contendo a mesma quantidade
de radioatividade injetada foi contada simultaneamente em um tubo separado, para corrigir o
decaimento fisico do *™Tc. A radioatividade medida em cada 6rgdo foi expressa como
percentagem da dose injetada por grama de tecido %ID/g.

2.2.6 Imagens cintilograficas em animais BALB/c sadios

Para obtengdo das imagens cintilogréficas foram utilizados os animais do estudo de
biodistribuicdo. Ap6s 1 e 4 horas da administragdo das nanoparticulas radiomarcadas, 0s
animais foram anestesiados e mantidos em posicdo de decubito ventral sob uma gama camara
NuclideTM TH 22 (Mediso, Budapeste, Hungria) para aquisicdo das imagens. Foi utilizada
uma janela de 20% simétrica, para um pico de energia de 140 KeV. As imagens (300.000
contagens) foram obtidas e armazenadas em uma matriz 256 x 256.

2.2.7 Andlise estatistica

Os resultados estdo representados por média + desvio padrdo. Os dados dos estudos de
estabilidade de marcacdo foram testados por ANOVA. Para todas as analises foi utilizado o
programa GraphPadPrism 5.0. Adotou-se o intervalo de confianca de 95% e as diferencas

foram consideradas significativas quando o valor de p foi menor ou igual a 0,05 (p < 0,05)
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3 Resultados e discussao
3.1 Sintese e caracterizagdo quimica do derivado CHOL-DTPA

A obtencdo do derivado CHOL-DTPA (33) foi realizada em apenas uma etapa de
sintese (Figura 29), tendo como material de partida o derivado 2-aminoetila colesterol (10)

previamente sintetizado, e o reagente comercial DTPA dianidrido.

Figura 29 — Sintese do derivado CHOL-DTPA (33).
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A formacdo do composto 33 pode ser inicialmente confirmada pela comparacdo dos
espectros no infravermelho, conforme Figura 30 (p4g. 111). Observa-se no espectro no
infravermelho do composto 33 bandas em 2866 e 2929 cm™, correspondente ao estiramento
C-H alifatico, caracteristico da porcdo esteroide presente no composto obtido. A principal
evidéncia que comprova a formacéo do composto 33 é a mudanca na frequéncia de absorcao
de carbonila, que para composto DTPA dianidrido encontra-se em 1818 e 1771 cm™ (v C=0
anidrido) e para o composto 33 encontra-se em 1719 e 1635 cm™ (v C=0 amida).

No espectro de RMN de 'H de 33 (Figura A.83, pag. 236) observam-se 0s sinais
referentes aos hidrogénios esteroidais entre 6 0,71 e 2,50. Os hidrogénios metilénicos
apresentaram-se na forma de multipletos entre ¢ 3,23 e 4,11. Além disso, foi observado sinal
largo em ¢ 7,85 relativo aos hidrogénios dos acidos carboxilicos (COOH).

No espectro de RMN de 3C de 33 (Figura A.84, pag. 237) observa-se o sinal
referente ao carbono carbonilico da amida em ¢ 172,0. Além disso, sinais entre ¢ 174,1 e
174,5 correspondentes as carbonilas dos acidos carboxilicos também foram detectadas.

A anélise do massas de alta resolugdo também comprova obtencdo do composto pela
presenca do ion quasi molecular referente a perda de um hidrogénio em 803,5178, sendo o
valor calculado 803,5170 (pag. 239).
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Figura 30 — Espectros no infravermelho dos compostos DTPA dianidrido, 10 e 33.
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3.2 Radiomarcacéo de lipossomas com tecnécio-99m

Apo6s confirmar a obtencdo do composto CHOL-DTPA, o mesmo foi utilizado na
preparacdo dos lipossomas para possibilitar a radiomarcacdo destas vesiculas. Um dos
parametros avaliados durante a radiomarcacao € a eficiéncia e estabilidade deste processo.

As impurezas radioquimicas mais comuns para 0s compostos radiomarcados com
¥MTc sdo o pertecnetato livre (**"TcO4) e o tecnécio coloidal (*™TcO2). A primeira
impureza € produzida quando o pertecnetato de sédio ndo é reduzido pelo agente redutor
presente na reagdo (SnCly). J& a segunda impureza é decorrente da ndo-complexagdo do
metal, que se estabiliza em um estado de oxidagdo menor, formando um coloide
(SRIVASTAVA et al., 1977).

Os resultados do estudo mostraram um alto rendimento de marcacdo em todos os
lipossomas preparados (*™Tc-GlcL, ®MTc-Gall, *™Tc-GIcNAcL ou ™ Tc-PegL), conforme
apresentado na Tabela 11 (pdg. 112). Todas as vesiculas apresentaram rendimento de
marcacgdo superior a 94%, que ¢ essencial para obter imagens de alta qualidade. A presenca
de impurezas radioquimicas aumenta a captacdo de radioatividade por 6rgdos ndo alvo,
comprometendo a qualidade das imagens e, consequentemente, a interpretacdo dos resultados
obtidos nos estudos de biodistribuigdo (L1U, 2008).
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Tabela 11 — Rendimentos de marcacdo obtidos para os diferentes lipossomas testados.

Valores expressos como média = DP, n=4.

Formulagéo Rendimento de marcacéo (%)  *°™TcO4 (%) 9¥MTcO2 (%)
PMTe-GleL 96,4+04 13+£04 23132
P®MTe-Gall 96,4+1,1 24+11 12+0,6
9¥mTc-GIcNAcL 96,9+0,3 0,4+£0,3 2,713
9mTc-Pegl 939+16 43x16 18+13

Os lipossomas contendo o derivado DTPA-CHOL também foram avaliados em
relacdo ao diametro médio e potencial zeta. Os resultados apresentados na Tabela 12 mostram
que adicdo do derivado DTPA-CHOL na bicamada ndo alterou as propriedades fisico-
quimicas das vesiculas. Além disso, a radiomarcacio com *°"Tc também ndo promoveu
alteracBes nos parametros avaliados, mostrando que o processo mantém o sistema estavel e
com caracteristicas adequadas para estudos em animais.

Dessa forma, o composto CHOL-DTPA apresentou bons resultados em termos de
marcagdo, mostrando que pode ser utilizado nas formulacbes lipossomais para permitir o

rastreamento, em tempo real, dos lipossomas.

Tabela 12 — Pardmetros fisico-quimicos obtidos para as formulacdes de lipossomas

radiomarcados. Valores expressos em média + DP, n=3.

Formulacso Diametro médio indice de Potencial zeta
¢ (nm) polidispersao (mV)
9MTcGlcL 141,1+2.8 0,048 + 0,02 -120+1,2
9mTcGalL 137,3+2,7 0,032 +£0,03 -11,9+0,3
9mMTcGIcNACL 136,9+2,0 0,07 £0,01 -129+0,2
®mTcPegL 148,3+2,3 0,042 +0,01 -1,82+0,1

3.3 Estudo in vitro da estabilidade de radiomarcacao

Apo0s administracdo na corrente sanguinea, os lipossomas radiomarcados sdo expostos
a diferentes moléculas e potenciais agentes quelantes, que podem desestabilizar a ligacéo
9MTc-CHOL-DTPA. Dessa forma, é extremamente importante para aplicacdes em estudos in
Vvivo que a marcacdo do isétopo permaneca estavel durante um longo periodo de tempo, a fim
de produzir imagens de alta qualidade (CORREA, et al., 2014). Em geral, valores de

impurezas maiores que 10% prejudicam a obtencdo de imagens cintilogréficas de qualidade
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(SAHA, 2010) e comprometem os resultados obtidos nos estudos de biodistribui¢do, uma vez
que a quebra da ligacdo do complexo ndo permitiria associar a distribuicdo das nanoparticulas

com a radiacdo detectada.

Figura 31 — Estabilidade in vitro dos lipossomas radiomarcados em solucdo salina 0,9% (p/v)

(quadrado) e em plasma de camundongo (circulo).
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Nos estudos de estabilidade em solucdo de NaCl 0,9% (p/v) e em plasma a 37 °C
todos os lipossomas radiomarcados apresentaram acentuada estabilidade nas 24 horas
avaliadas, conforme observado na Figura 31. N&o foi observada diferenca estatisticamente
significativa nas porcentagens de marcacgéo avaliadas (p>0,05), confirmando que o complexo

obtido € estavel e pode ser utilizado em estudos bioldgicos.

3.4 Depuragéo sanguinea em animais BALB/c sadios
Na Figura 32 (pag. 114) é mostrado o perfil de depuracdo sanguinea apds a
administracdo das diferentes formulagdes lipossomais (**"Tc-GlcL, *°™Tc-GallL, *MTc-

GIcNACL ou **™Tc-PegL). No estudo farmacocinético, os camundongos BALB/c receberam
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por via endovenosa uma das quatro formulacbes e o sangue foi coletado em tempos

determinados para a dosagem da radiacao.

Figura 32 — Curva de depuracdo sanguinea dos lipossomas radiomarcados avaliado em

camundongos BALB/c sadios (n = 5).
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Nos primeiros 30 minutos observa-se que a maior parte das vesiculas é removida da
circulacdo, possivelmente pelas células do sistema mononuclear fagocitario. Em seguida, 0s
lipossomas que permanecem na corrente sanguinea séo eliminados mais lentamente.

A partir do tempo de 120 minutos foi observada diferenca estatisticamente
significativa entre os perfis farmacocinéticos das formulacdes " Tc-GallL, " Tc-GIcNACL e
9MTc-PegL quando comparadas aos lipossomas de *°™Tc-GlcL. No tempo de 1440 minutos, a
concentragéo residual sanguinea encontrada para **™Tc-GlcL foi igual a 13,97 + 6,6%, valor
significativamente mais elevado que as demais formulagdes, que apresentaram concentragdo
igual a 1,71 + 0,24 (**"Tc-GalL), 2,38 + 0,07 (*®*"Tc-PegL) e 5,61 + 1,35 (**™Tc-GlcNacL).

A Tabela 13 (pag. 115) apresenta os valores de area sob a curva (ASC) e tempo de

meia vida (tu2) obtidos no programa GraphPad Prism a partir de um modelo de decaimento
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bifasico. De acordo com os resultados, a formulagdo **"Tc-GlcL apresentou tizp 2,4 vezes
maior que aquele observado para a formulagdo *™Tc-PegL, 18,5 vezes maior que *™Tc-
GalL e 1,3 vezes maior que o observado para a formulagio **™Tc-GlcNacL. O tiz. para a
formulacéo *®MTc-PegL foi o mais elevado, sendo 1,2 vezes maior que a formulagdo **™Tc-
GlcL e ¥MTc-GleNacL e 1,6 vezes maior que ®™Tc-Gall. A area sob a curva da formulagéo
9MTc-GleL foi 6,6 vezes maior que a da formulagdo **™Tc-GalL, 2,3 vezes maior que a da
formulagdo ®°™Tc-PegL e 2,2 vezes maior que a da formulagdo **™Tc-GlcNacL.

A andlise dos resultados indica que a formulacdo com o ligante derivado da glicose
foi capaz de aumentar o tempo de circulacdo dos lipossomas e desta forma, podera contribuir
para o tratamento de tumores, através do direcionamento passivo. Ja o ti» expressivamente
menor encontrado para os lipossomas galactosilados sugere um possivel direcionamento

destas nanoparticulas para alvos especificos, como o figado.

Tabela 13 — Parametros farmacocinéticos apds injecao intravenosa de diferentes formulagdes

lipossomais.
Formulagéo ASC (% DI-min™?) a Tz (min) B T2 (min)
9MTc-GleL 37810 2,35 303,3
9MTc-Gall 5686 1,84 16,4
9MTc-Pegl 17423 2,89 123,6
9¥mTc-GleNacL 16421 2,45 239,2

Para avaliar a imunogenicidade dos lipossomas, o estudo de depuracdo sanguinea
também foi realizado em animais previamente sensibilizados com as formulac6es. Sete dias
apos esta sensibilizacdo, os animais receberam novamente 100 ulL de formulacdo e a
concentragdo dos lipossomas foi avaliada durante um periodo de 24 horas.

A comparacdo dos perfis farmacocinéticos dos lipossomas esta representada na Figura
33 (pag. 116). A segunda dose administrada ndo mostrou diferenca significativa quando
comparada aos animais que receberam uma Unica dose, hem mesmo para os lipossomas
peguilados, onde seria esperado encontrar um menor tempo de meia vida, conforme descrito
em diversos estudos (KIERSTEAD et al., 2015; LILA et al., 2013; ISHIDA et al., 2003;
SUZUKI et al., 2012; SUZUKI et al., 2014).
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Figura 33 — Comparacéo entre as curvas de depuracdo sanguinea obtidas para a primeira e
segunda dose de lipossomas radiomarcados avaliado em camundongos BALB/c sadios (n =
5).
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Alguns estudos mostram que a resposta imune desencadeada apds a primeira injecdo
de lipossomas revestidos com PEG se deve a ligacdo de imunoglobulinas especificas a
subunidade (OCH2CH2), do PEG presentes no bago, o que desencadeia a producéo de IgM
anti-PEG (ISHIDA et al., 2006b; WANG et al., 2007). Tanto a ocorréncia quanto a
intensidade do efeito ABC sdo influenciados por diversos fatores, como: intervalo de tempo
entre as administracdes, propriedades fisico-quimicas dos lipossomas, tipo de farmaco
encapsulado e espécie animal utilizada.

Ishihara e colaboradores (2009) investigaram o comportamento farmacocinético de
nanoparticulas de &cido polilatico (PLA) peguiladas administradas em ratos em intervalos de
tempo de 3, 5, 7, 14 ou 28 dias. Os estudos mostraram que a segunda dose administrada com
intervalo de 7 dias foi eliminada mais rapidamente da circulacdo quando comparada as doses
administradas em intervalos de tempo de 3, 14 ou 28 dias. Alguns estudos também mostram
que a concentragdo de PEG utilizada nas formulagfes é capaz modular o efeito, sendo
descrito que lipossomas contendo 5 mol % de DSPE-PEG provocam uma resposta mais
efetiva do que concentracGes superiores ou inferiores a esta (ISHIDA et al., 2005). Outro

fator critico para ocorréncia do efeito ABC é a dose lipidica utilizada nos estudos. Ishida e
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colaboradores (2005) mostraram que o efeito ABC é potencialmente maior quando doses
inferiores a 0,001-0,1 pmol fosfolipidios/kg sd@o administrados como a primeira dose. Nos
estudos conduzidos com doses mais elevadas (>5 pumol fosfolipidios/kg) o fendmeno néo foi
observado. A producéo de anticorpos IgM anti-PEG ocorre apenas quando doses baixas sao
administradas, uma vez que doses elevadas podem levar as células da zona marginal
esplénica a induzir uma tolerancia imunitaria ou a tornarem-se anergicas, sendo, portanto,
incapazes desencadear uma resposta imune contra as nanoestruturas peguiladas.

Outro fator que também contribui para a auséncia do efeito é o modelo animal
utilizado. Varios trabalham mostram que o efeito ABC apresenta variacdes com relacdo ao
intervalo entre as doses e a carga lipidica dependendo da espécie. Dams e colaboradores
(2000) mostraram a ocorréncia do efeito ABC em macacos-rhesus e ratos, nido sendo
observado o fendmeno em camundongos.

No presente estudo, o fator que pode ter contribuido para auséncia do efeito ABC
seria modelo animal utilizado (camundongos), uma vez que a formulacdo apresentava 5,2%
de PEG em sua composicdo e dose lipidica equivalente a 0,11 umol fosfolipide/kg. Alguns
estudos conduzidos com camundongos, onde o efeito é observado, apresenta intervalo de
administracdo de 10 dias (ISHIDA et al., 2003), diferente do protocolo utilizado, onde a

segunda dose foi administrada 7 dias apds a primeira.

3.5 Estudos de biodistribuicéo e imagens cintilograficas em animais BALB/c sadios

Os estudos de biodistribuicdo revelam que nos dois tempos avaliados (1h e 4h) os
lipossomas apresentaram alta captacdo pelo figado e baco (Figura 34, pag. 118). Este
acumulo ocorre devido a acdo do sistema mononuclear fagocitario, principal responsével pelo
reconhecimento e remocdo dos lipossomas da corrente sanguinea. O perfil de distribuicdo dos
lipossomas ndo revela acumulo significativo em 6érgdos como tireoide e estdmago, onde
impurezas de radiomarcagéo, como *®"TcOy, sdo preferencialmente captadas (FUSCALDI et
al., 2016). O resultado encontrado esta de acordo com a elevada estabilidade do composto
9MTc-CHOL-DTPA demonstrada in vitro.

A consideravel captagdo das nanoparticulas pelos rins indica a depuracdo renal como
principal via para eliminagdo das nanoestruturas avaliadas. Além disso, € observada uma
captacdo substancial pelo intestino delgado, sugerindo que a via fecal também contribui para
a excrecdo das particulas.

No tempo de 1h e 4h a captagio no figado foi estatisticamente maior para ™ Tc-GalL

quando comparada as demais formulacGes (Tabela 14, pag. 119). Os lipossomas
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galactosilados apresentaram captacdo de 37,4% (1h) e 31,3% (4h). As demais formulacfes
apresentaram resultados substancialmente menores, sendo encontrados o0s seguintes valores:
22,9% (1h) e 21,8% (4h) para ®°™Tc-GlcL, 25,4% (1h) e 24,2% (4h) para ®™Tc-GIcNAcL e
26,4% (1h) e 21,2% (4h) para ®°™Tc-PegL.

Figura 34 — Perfil de biodistribuicao dos lipossomas em animais BALB/c sadios.
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A retencdo aumentada dos lipossomas galactosilados provavelmente é devida a maior
afinidade entre as lectinas presentes nos hepatécitos e os residuos de galactose ancorados a
superficie dos lipossomas (SILVA et al. 2018a). Estes resultados corroboram a hipétese
levantada nos estudos de depuracdo sanguinea, sugerindo a maior captacdo no figado para

¥MTc-Gall como a razdo para o curto ti, deste lipossoma.
Os resultados do estudo de biodistribuigdo foram coerentes com as imagens

cintilogréficas, mostrando acentuada captacdo no figado, bago e rins, como pode ser

observado na Figura 35 (pag. 119).
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Tabela 14 — Biodistribuicdo hepatica dos lipossomas nos tempos de 1h e 4h em animais

BALDB/c sadios.

Figado
Formulacéo
1h 4h
¥MTc-GleL 229+232 21,8+2,82
¥mTe-GalL 37,4+23 31,3+2,6°
9MTe-GIcNAcL 25,4 + 2,42 24,2 + 1,52
¥MTc-PegL 26,4 + 2,62 21,2 +2,72b

* Valores expressos em média = DP, n=8. # Representa diferenca significativa quando

comparado com valores de ®™Tc-GalL na mesma coluna. ® Representa diferenca significativa

quando comparado a mesma formulacdo em tempos diferentes.

Figura 35 — Imagens cintilograficas de camundongos BALB/c sadios obtidas 1 hora (A) e 4

horas (B) apds administracéo de diferentes formulagdes lipossomais.
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A) #®"Tc-GleNAcL B) °™Tc-GlcNAcL

A) #°"Tc-Pegl B) %°™Tc-Pegl

4 Concluséao

O composto CHOL-DTPA foi obtido com sucesso e incorporado nos lipossomas para
estudos de biodistribuicdo e depuracdo sanguinea. A adicdo de CHOL-DTPA em uma
concentragdo menor que 1% permitiu a obtencdo de lipossomas com rendimento e
estabilidade de radiomarcacdo elevados. Os estudos in vivo, realizados em camundongos
BALB/c sadios, mostraram que os lipossomas revestidos por glicose apresentaram tempo de
meia vida superior aos lipossomas peguilados, indicando que derivados carboidratos possuem
caracteristicas promissoras para aumentar a furtividade de sistemas nanoestruturados. Além
disso, foi observado um direcionamento hepatico para os lipossomas galactosilados. Este
resultado sugere que o sistema pode ser utilizado como uma plataforma promissora na

entrega de farmacos em doencas hepaticas.
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CAPITULO IV

Estudos da atividade antitumoral in vitro e in
vivo de lipossomas revestidos com carboidratos
em modelo murino de cancer de mama
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1 Introducao

A terapia do céncer, em geral, € baseada principalmente na triade cirurgia,
radioterapia e quimioterapia. Com base no tipo e no estagio do tumor, terapias especificas ou
tratamentos combinados estdo disponiveis. Em numerosas situacdes estas abordagens néo se
mostram eficazes, principalmente em estagios metastaticos da doenca, onde a radioterapia e a
cirurgia ja ndo sdo capazes de fornecer perspectivas de cura para um tratamento a longo
prazo. Nestes casos, 0s medicamentos quimioterapicos sdo a principal alternativa para tentar
tratar a doenca sistemicamente.

A quimioterapia sistémica, no entanto, esta associada a diversos problemas, dentre os
quais se destacam: a biodisponibilidade inadequada do farmaco no tecido tumoral e os altos
niveis de acimulo do ativo em regifes ndo alvo, que culminam na elevada toxicidade dos
regimes terapéuticos existentes. Essas limitacdes exemplificam que, apesar dos esfor¢os no
desenvolvimento de novas drogas quimioterapicas, mais eficazes e mais especificas, o
principal obstculo para o tratamento do céncer continua sendo o desenvolvimento de
materiais e métodos que possibilitem a entrega do farmaco de forma especifica a regides
tumorais (THEEK et al., 2014).

Neste contexto, muitos estudos descrevendo a atividade antitumoral de sistemas
nanoestruturados vém sendo realizado com o objetivo de potencializar os efeitos do farmaco
e minimizar sua toxicidade. Diante disso, nessa etapa do trabalho, foi realizada a avaliagdo in
vitro da atividade antitumoral dos lipossomas peguilados e revestidos por carboidratos em
células da linhagem 4T1. Também foi avaliada a toxicidade e atividade antitumoral in vivo
dos lipossomas glicosilados e peguilados em camundongos BALB/c portadores de tumor
4T1.

2 Parte experimental
2.1 Materiais

Os meios de cultura Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) e Roswell Park
Memorial Institute 1640 (RPMI-1640), o soro fetal bovino (SFB), a tripsina EDTA 0,25%, o
azul de Tripan, o brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) e o
solvente DMSO foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Missouri, EUA). Os kits diagnosticos
utilizados para analise bioguimica foram obtidos do Laboratério Labtest Diagndstica (Lagoa

Santa, Minas Gerais, Brasil)
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2.2 Métodos
2.2.1 Estudos in vitro em celulas 4T1
2.2.1.1 Cultivo celular

Os estudos in vitro foram conduzidos com as linhagens de células tumorais aderentes
4T1 (modelo tumoral murino de mama). A linhagem foi mantida congelada em criotubos
com 5% de DMSO e meio de cultura RPMI-1640 com 10% de soro fetal bovino (SFB). Para
iniciar o cultivo, os contetdos dos criotubos foram descongelados e transferidos para um tubo
de centrifuga de 15 mL contendo 2 mL de meio RPMI-1640 com 10% SFB, e entdo
submetidos a centrifugacdo de 800 rpm durante 5 minutos (CS-6R, Beckman, EUA). Em
seguida descartou-se o sobrenadante. A massa celular presente no fundo do tubo foi
ressuspendida em 5 mL de meio de cultura. A suspensdo celular foi transferida para uma
garrafa plastica de cultivo celular T75 (75 cm?, volume de 250 mL) (Corning Costar Inc.,
EUA) e mantida em estufa (Thermo Electron Co. EUA) a 37 °C com atmosfera Umida de 5%
de CO..

Apo6s a adesdo celular realizou-se a manutengdo da linhagem, no qual o meio foi
trocado a cada 48 horas para garantir a renovacdo dos nutrientes. Com o auxilio de um
microscopio invertido (Olympus, CKX 41) foram observadas a morfologia celular e
formacdo de monocamada.

Quando a cultura celular apresentou aproximadamente 80% de confluéncia fez-se um
repique utilizando-se a solucéo tripsina-EDTA (0,25%) para remover as células aderidas ao
fundo da garrafa. Apoés as células serem soltas, elas foram transferidas para tubo de centrifuga
de 15 mL e foram ressuspendidas em 5 mL de meio RPMI-1640 com 10% SFB. Este tubo foi
centrifugado por 4 minutos a 800 rpm e seu sobrenadante descartado. A massa celular foi
ressuspendida em 5 mL de meio de cultura novo. Desta suspensao de células foi retirado 50
uL para misturar com 50 pL de azul de Tripan para contagem manual de células viaveis em
camara de Neubauer. O azul de Tripan corou o citoplasma de células mortas possibilitando
assim a contagem de células inviaveis. Posteriormente a contagem, a suspenséo celular (1 x
10° células/100 pL por pogo) foi distribuida em placas de 96 pogos (Corning Costar Inc.,

EUA) para realizacdo do ensaio de viabilidade celular.

2.2.1.2 Ensaio de viabilidade celular
A citotoxicidade das formulagbes lipossomais contendo doxorrubicina
e do respectivo farmaco isolado foi avaliada através do ensaio do MTT. Este método é

baseado na atividade da enzima mitocondrial succinato desidrogenase que se encontra ativa
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apenas em células metabolicamente funcionais. Essa enzima reduz o sal de tetrazolio soluvel
de cor amarela em um produto insoltvel de cor violeta, cristais de formazan (CARMICHAEL
et al., 1987) cuja quantidade pode ser determinada por espectrofotometria, onde a intensidade
da cor resultante da dissolugdo dos cristais é proporcional a atividade da enzima e, por
conseguinte, ao nimero de células viaveis.

Para a avaliagdo da atividade citotoxica foi feita um plagueamento de 1 x 10° de
celulas em placas de 96 pogos em meio RPMI-1640 acrescido de 10% de SFB (PARK et al.,
1987). Apds o plaqueamento celular, as placas foram incubadas em estufa por 24 horas a 37
°C em atmosfera de 5% de CO, em ambiente umido, para conseguinte adi¢do das amostras a
serem testadas.

Os testes de citotoxicidade foram realizados em dez diluicbes a partir da solucdo
estoque (formulacGes e controle positivo), utilizando RPMI-1640 com 1% de suplementacao
de SFB. Cada concentracdo foi testada em triplicata e cada ensaio foi também repetido em
triplicata. Apds uma incubacdo de 48 horas, o meio em cada poco foi recolhido. Para
determinar a viabilidade das células, 100 pL do sal tetrazolico MTT (5 mg/mL) foi
adicionado a cada pogo e as células foram cultivadas em adicional incubacdo durante 3 horas.
Retirou-se o sobrenadante e aplicou-se 50 uL. de DMSO em cada poco, para solubilizar os
cristais de formazan. A leitura foi realizada em um leitor de microplacas SpectraMax Plus
384 no comprimento de onda de 550 nm. A concentracdo que inibe 50% do crescimento das
células (ICso) na presenca das formulagbes e do controle positivo foi determinada em
comparagdo com células cultivadas sem a presenca das formulagdes (consideradas 100% de

crescimento).

2.2.2 Citometria de fluxo
2.2.2.1 Andlise da apoptose/necrose pelo método da anexina-V/iodeto de propidio

Para avaliar as células em apoptose foi utilizado o kit Annexin V-FITC Apoptosis
Detection (BD biosciences, EUA) seguindo-se rigorosamente as instrugdes do fabricante,
pelo método de citometria de fluxo. Neste teste, células apoptoticas sdo marcadas com
Anexina V-FITC que se liga a fosfatidilserina externalizada destas células, enquanto células
com rompimento de membrana coram com o iodeto de propidio (IP).

Os tratamentos foram realizados 48 horas em células 4T1, com uma quantidade de 1 x
108 células/tubo. Apds os tratamentos as células foram lavadas 2 vezes com tamp&o fosfato
(PBS) a 4 °C e ressuspendidas em 0,15 mL de tamp&o de ligacdo de anexina (1x). As células

foram marcadas com 50 pL. do mix de marcagdo contendo 2,5 puL anexina V-FITC e 2,5 L



125

IP (3mM) e incubadas por 15 minutos a 4 °C em auséncia de luz. Vinte mil eventos foram
utilizados para a quantificacdo celular em citdmetro de fluxo (LSR Fortessa BD biosciences).
Controles ndo corados foram utilizados para avaliar a autofluorescéncia das células e
controles de células ndo tratadas foram marcadas com anexina e iodeto de propidio para
avaliar a morte celular das células sem tratamento. A populacdo de células em cada quadrante

foi determinada usando o software FlowJo x10.0.7.

2.2.3 Estudos in vivo
2.2.3.1 Cultivo celular

As células 4T1 foram cultivadas conforme descrito no item 2.2.1.1 deste capitulo.

2.2.3.2 Animais

Trinta e dois camundongos BALB/c fémeas com 7 a 8 semanas de vida
(aproximadamente 20 g) foram fornecidos pelo Centro de Bioterismo (CEBIO) do Instituto
de Ciéncias Biologicas (ICB) da UFMG. Os animais foram mantidos sob cuidados na sala de
Experimentacdo Animal do Laboratério de Farmacotécnica e Tecnologia Farmacéutica da
Faculdade de Farméacia da UFMG. Todos os ensaios foram previamente aprovados pela
Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMG sob o protocolo ndimero 158/2014.

2.2.3.3 Desenvolvimento do tumor
Aliquotas 100 pL contendo 2,5 x 10° células 4T1 foram inoculadas no flanco
esquerdo de cada camundongo. Os animais foram acompanhados em relacdo ao aparecimento

e crescimento do tumor.

2.2.3.4 Tratamento

No sétimo dia apds a inoculacdo do tumor os animais foram divididos em quatro
grupos: Grupo 1 — animais sem tratamento, administracdo de tampé&o (Controle), Grupo 2 —
doxorrubicina livre (DOX livre), Grupo 3 — doxorrubicina encapsulada em lipossomas
revestidos por glicose (GlcL-DOX), Grupo 4 — doxorrubicina encapsulada em lipossomas
peguilados (PegL-DOX). O tratamento foi realizado com quatro doses, a cada trés dias,
equivalente a 5,0 mg de doxorrubicina/kg/dia. O volume de solu¢do de doxorrubicina ou
formulacdo administrado foi de 100 uL, por via endovenosa, realizadas pela veia caudal

utilizando seringas de insulina de 1 mL.
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2.2.3.5 Avaliacéo da eficacia

A partir do inicio do tratamento (Dia 0), os animais foram acompanhados, a cada dois
dias, em relacdo as medidas dos tumores utilizando um paquimetro. Os volumes tumorais
foram calculados de acordo com a seguinte formula:

V(mm3) = D?xd x 0,5

Onde D = didametro maior, d = diametro menor (FERNANDES et al., 2016).

O Volume Relativo do Tumor (VRT), correspondente a relacdo entre o volume final
do tumor no dltimo dia analisado e o volume inicial, foi avaliado da seguinte forma
(FERNANDES et al., 2016):

Volume do tumor no dia 12

RT =
4 Volume do tumor no dia 0

Os valores obtidos para o VRT foram utilizados no célculo do indice de Inibi¢do do
Crescimento (IC) do tumor (FERNANDES et al., 2016):
Média VRT grupo tratato

IC=1—( )x100

Média VRT grupo controle
O acompanhamento dos animais foi feito até o Dia 12 a partir do inicio do tratamento,
correspondente ao 19° dia apds o indculo das células. Apo6s dois dias, os animais foram
anestesiados, eutanasiados. Foram registrados os valores de peso dos animais e calculada a
variacao, conforme equacao a seguir:
Variagio peso (g) = Peso do dia X — Peso dia 0

Onde X corresponde ao dia da avaliacao.

2.2.3.6 Avaliagédo da toxicidade

A avaliacdo da toxicidade foi feita para todos os animais ap6s o tratamento com
tampdo, DOX livre, GlcL-DOX ou PegL-DOX. Os animais foram anestesiados e 0 sangue
total foi coletado por puncdo do plexo braquial em tubos contendo solugdo de EDTA
(anticoagulante). O sangue total coletado foi centrifugado a 3000 rpm, durante 15 min. O
plasma obtido foi utilizado para a quantificacdo dos parametros hepaticos, renais e cardiacos.
Para a determinacdo da fungdo hepética foram realizadas dosagens de alanina amino
transferase (ALT) e aspartato amino transferase (AST). A nefrotoxicidade foi determinada
mediante medidas da concentracdo de uréia e creatinina. A funcdo cardiaca foi avaliada por
meio da dosagem de creatino quinase isoforma MB (CK-MB). Todos os testes bioquimicos
foram realizados mediante analise espectrofotométrica em analisador semiautomatico modelo
Bioplus BIO-2000 (Séao Paulo, Brasil) e kits de diagndstico.
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2.2.3 Analise estatistica
Os valores médios e desvios-padrdo foram calculados para os experimentos. As
andlises estatisticas foram feitas por meio de anélise de variancia (ANOVA). Um nivel de p <

0,05 foi considerado como estatisticamente significativo.
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3 Resultados e discussao
3.1 Estudos in vitro em células 4T1

Na Figura 36 (pag. 129) encontram-se os dados de citotoxicidade obtidos para os
lipossomas avaliados em cultura celular de adenocarcinoma de mama murino 4T1. Os
resultados estdo apresentados na forma de curvas de porcentagem de viabilidade celular. Os
valores de ICso obtidos para as amostras testadas encontram-se descritos na Tabela 15 (pag.
129).

A atividade citotdxica obtida para os lipossomas brancos foi insignificante, ndo sendo
possivel determinar o valor de ICsp nas concentracdes avaliadas. Para os tratamentos
associados a doxorrubicina observa-se que a atividade citotoxica foi dose dependente para
todas as formulacdes. O mesmo perfil foi observado para o tratamento com doxorrubicina
livre. Na concentracdo mais alta (64 uM) a viabilidade celular encontrada para as
formulagbes foram: 13,2 £ 0,8% para GlcL-DOX, 19,0 £ 3,2% para GalL-DOX, 18,2 + 3,1%
para GICNAcL-DOX e 42,2 + 8,4% para PegL-DOX. A doxorrubicina livre apresentou maior
atividade citotdxica, com viabilidade celular igual a 3,6 £ 2,1% na concentracdo de 64 pM.
Isto possivelmente ocorre devido a maior facilidade de penetragdo da DOX no nucleo celular
(TANG et al., 2018), o que ndo é observado para formulacGes lipossomais, que sao
inicialmente internalizadas por um processo, muitas vezes, dependente de energia para, em
seguida, liberarem o farmaco. Vale ressaltar que ndo foi observada diferenca estatisticamente
significativa entre a formulagdo GlcL-DOX e a DOX livre na maior concentragéo (64 puM).

A partir da concentracdo de 8 UM observou-se reducdo da viabilidade celular
estatisticamente significativa para DOX livre em comparacdo com 0s demais grupos
avaliados. Os lipossomas GlcL-DOX, GalL-DOX e GIcNAc-DOX nédo apresentaram
diferencas estatisticamente significantes entre eles nas concentracdes avaliadas. Ressalta-se
que os lipossomas revestidos com carboidratos apresentaram efeito citotoxico superior aos
lipossomas peguilados, sendo os valores encontrados para GlcL-DOX, GalL-DOX e
GIcNAc-DOX estatisticamente superiores a PegL-DOX a partir da concentracdo de 4 uM.

A maior citotoxicidade alcancada com lipossomas revestidos por carboidratos pode
ser resultado de uma captacdo celular aumentada, como ja foi observado para lipossomas
carregados com doxorrubicina destinados ao tratamento de células 4T1 (LIU et al., 2013). Ja
0 menor efeito citotdxico encontrado para os lipossomas peguilados pode ser explicado por
uma menor internalizacdo destas vesiculas. Uma hipotese é que as cadeias de PEG agiriam

diretamente nas interacdes célula-lipossoma, criando uma "lacuna™ que impediria um contato
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direto com a superficie da célula (MARTINA et al., 2007; DAN, 2002). Além disso, 0s
lipossomas peguilados apresentaram menor liberacdo de DOX nos estudos previamente
realizados (Figura 28, pag. 103), o que poderia resultar em um menor efeito citotoxico,

conforme foi observado.

Figura 36 — Viabilidade celular mediada pelo ensaio do MTT para DOX Livre, GlcL-DOX,
GalL-DOX, GIcNAcL-DOX e PegL-DOX em células das linhagens tumorais 4T1.
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Tabela 15 — Valores de ICsg obtidos para linhagem de células 4T1. Os asteriscos representam

diferencas estatisticas significativas entre as formulagdes lipossomais e a DOX livre.

Amostra ICs0 (LM)
GlcL >62
GalL >62

GIcNAcL >62
PegL >62

DOX livre 3,15+0,22

GlcL-DOX 14,50 £ 1,60*

GalL-DOX 18,50 + 2,10*
GIcNAcL-DOX 9,22 £ 1,05*

PegL-DOX 42,35 + 2,85*
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3.2 Quantificacdo de células apoptoticas

A presenca de apoptose celular induzida pelos tratamentos foi determinada por
citometria de fluxo, onde se avaliou a marcagédo celular com Anexina V e lodeto de Propideo
(PI), para caracterizar os diferentes estagios de apoptose das células. A Anexina V possui alta
afinidade pela molécula de fosfatidilserina, sendo, por isso, utilizada como ferramenta para
visualizacdes de células apoptoticas por citometria de fluxo. Um dos primeiros eventos que
ocorre durante 0 processo de apoptose é a exteriorizacdo da molécula de fosfatidilserina,
dessa forma, a marcacdo de células com Anexina V pode indicar apoptose em um estagio
recente (VERMES et al., 1995). Além disso, a utilizacdo de Anexina V juntamente com
lodeto de Propideo serve como marcador vital de células. Em células mortas, a membrana
plasmética ndo se apresenta integra e, dessa forma, é permeavel ao corante vital Pl, que se
incorpora ao DNA. Portanto, a partir destes marcadores é possivel identificar células viaveis
(Anexina V e PI negativas), células em um estagio recente de apoptose (Anexina V positivas
e Pl negativas) e células que estdo em um estagio tardio de apoptose/necrose (Anexina V e Pl
positivas) e células necroticas (P positivas), (KOOPMAN et al., 1994).

E possivel observar na Figura 37 (pag. 131) que houve diminuigdo significativa do
numero de células viaveis em todos os grupos tratados, conforme esperado. Os tratamentos
com as formulacdes lipossomais apresentaram aumento na populacdo celular em apoptose
recente, com percentual de 53,4% para GlcL-DOX, 44,6% para GalL-DOX, 41% para
GIcNACL-DOX e 42,6% para PegL-DOX. J& o tratamento com DOX livre resultou em
aumento na porcentagem de células em apoptose tardia/necrose, com valor de 48,8% de
células na concentracdo avaliada e apenas 3,8% de células em apoptose recente.

A apoptose ¢ um fendbmeno em que a célula aciona mecanismos que culminam com
sua morte. Este processo resulta sempre em ativacéo das proteases, que pode ocorrer por duas
principais vias: ativacdo das caspases por via direta (via extrinseca) e ativacdo das caspases
via alteracdo mitocondrial (via intrinseca). Na literatura a DOX foi relacionada a apoptose
induzida pelas duas vias (MINOTTI et al., 2004; RENU et al., 2018).

Compostos que induzem a apoptose recente, em geral, Sio menos agressivos, uma vez
que hd uma lesdo menos intensa na membrana celular. J& os compostos que induzem a
apoptose tardia/necrose prejudicam a permeabilidade da membrana citoplasmatica e, em
geral, apresentam maior toxicidade, uma vez que tais processos sao acompanhados de
respostas inflamatdrias. De acordo com os dados obtidos nos estudos por citometria o

tratamento com DOX livre apresentou um maior numero de células em apoptose
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tardia/necrose, 0 que sugere uma maior toxicidade do composto quando comparado com as

formulaces lipossomais, que apresentaram majoritariamente células em apoptose inicial.

Figura 37 — Perfil de morte das células 4T1 coradas com Anexina-V FITC e solucéo Pl em
amostras ndo tratadas (A) e ap6s o tratamento com DOX livre (B), GlcL-DOX (C), GalL-
DOX (D), GIcNAcL-DOX (E) e PegL-DOX (F).
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3.3 Estudos in vivo

Para o estudo in vivo foram selecionados os lipossomas revestidos por glicose e
lipossomas peguilados, tendo em vista que os resultados apresentados nas etapas anteriores
(estudos biodistribuicdo, clearance, liberagdo e atividade in vitro) sugerem que GlcL pode
apresentar resultados mais promissores no tratamento do cancer de mama murino 4T1 em
modelo animal. O modelo tumoral 4T1 possui caracteristicas que se assemelham ao cancer de
mama humano, dentre as quais se destaca o desenvolvimento espontaneo de metéstases a
partir do tumor priméario (PULASKI & OSTRAND-ROSENBERG, 2001), o que justifica sua

escolha.
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A Figura 38 (pag. 134) apresenta os resultados de variacdo do crescimento tumoral
em funcdo do tempo para os diversos tratamentos. A variacao foi determinada considerando-
se 0 volume inicial como 100% e calculando-se a porcentagem de aumento ou redugéo do
volume de acordo com o valor inicial. Os animais néo tratados (grupo controle) apresentaram
a maior porcentagem de crescimento tumoral, que aumentou de forma continua até o dltimo
dia de avaliacdo, quando o valor foi 6497 + 5596%. Dentre 0s grupos que receberam
tratamento, a DOX livre apresentou menor controle sobre a progressédo tumoral, onde foi
observado um crescimento de 1260% ao final do tratamento, valor estatisticamente maior que
as formulacdes GlcL-DOX e PegL-DOX. Pode-se observar que a administracdo de GlcL-
DOX demonstrou maior controle na progressdo do crescimento tumoral, resultando
praticamente na auséncia de alteracdo do volume tumoral a partir do 16° dia No grupo de
animais tratados com o PegL-DOX também foi observado controle da progressdo do tumor
quando comparados a DOX livre. Entretanto, esta formulacdo mostrou-se menos efetiva no
controle do crescimento tumoral quando comparada com a formulacdo GlcL-DOX. No
altimo dia de tratamento, os lipossomas PegL-DOX apresentaram um crescimento tumoral
igual a 896% e a formulacdo GlcL-DOX apresentou resultado de 631%.

Na Tabela 16 (pag. 134) estdo descritos os dados encontrados com os calculos de
VRT e IC. Os valores de VRT foram mais expressivos para o grupo Controle e para DOX
livre, ndo sendo observada diferenca estatisticamente significativa entre eles. Ja& os animais
tratados com GlcL-DOX apresentaram baixo VRT, sendo o valor significativamente menor
que o observado para os grupos controle, PegL-DOX e DOX livre, com diminuicdo de
aproximadamente 2,4 vezes em relacdo ao controle, 1,6 vezes em relacdo a PegL-DOX e 1,9
vezes em relagdo a DOX livre. J& os animais tratados com PegL-DOX também apresentaram
um valor de VRT menor que o grupo controle, entretanto o valor encontrado ndo possui
diferenca significativa quando comparado aos animais tratados com DOX livre. Por fim, os
resultados relativos a IC demonstraram que houve uma inibicdo do crescimento do tumor de
58,5% para os animais tratados com GlcL-DOX, 35,3% para o grupo PegL-DOX e 24,3%
para aqueles tratados com DOX livre.
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Figura 38 — Avaliacéo do crescimento tumoral em funcdo do tempo. O tratamento constituiu-
se de 4 doses de 5 mg/kg. N = 8; Média = DP. Os asteriscos representam diferencas

estatisticas significativas entre as formulaces GlcL-DOX e PegL-DOX.
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Tabela 16 — Valores de Volume Relativo do Tumor (VRT) e Inibi¢cdo do Crescimento (IC)

dos grupos em funcéo do tratamento.

Tratamento VRT (média + DP) IC (%)
GlcL-DOX 3,49 + 1,052P 58,5
PegL-DOX 5,43 £ 1,46% 35,3
DOX livre 6,54 £ 1,29 24,3
Controle 8,41 + 2,56 -

2 Representa diferenca estatistica significativa entre os grupos tratados e o grupo controle

b Representa diferenca estatistica significativa em comparagéo com o grupo tratado com DOX livre

A alteragdo no peso corporal dos animais foi utilizada como indicador indireto de
toxicidade sistémica. Na Figura 39 (pag. 135) esta representada a variacdo do peso corporal
dos animais acometidos com tumor e tratados com as diferentes formulagdes contendo DOX
e com o controle. Observa-se uma perda de peso significativa em relacdo ao grupo controle,
independente da formulagéo contendo DOX que foi administrada. Apenas para 0s animais do

grupo controle foi verificado um ganho de peso do dia 9 (inicio do tratamento) até o dia 19.
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Cabe ressaltar que gquando comparamos, ao final do experimento, 0 peso dos animais que
receberam os diferentes tratamentos, observamos que o grupo tratado com GlcL-DOX e
PegL-DOX apresentaram peso 10% superior ao grupo tratado com DOX livre. Além disso,
uma taxa de mortalidade de 12,5% foi observada no grupo tratado com DOX livre, enquanto
nenhuma morte foi observada nos grupos tratados com as formulagdes lipossomais. Estes
achados sugerem que a utilizacdo da formulagéo lipossomal é capaz de reduzir a toxicidade
da DOX.

Figura 39 — Avaliacdo da variacdo do peso corpéreo dos animais em funcao do tempo e do
tipo de tratamento. N = 8; Média £ DP. Os asteriscos representam diferencas estatisticas

significativas entre as formulagfes GlcL-DOX e PegL-DOX comparadas a DOX livre.
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Os dados encontrados revelam que o tratamento com GlcL-DOX foi mais efetivo no
controle da progressdo tumoral quando comparado aos demais tratamentos (PegL-DOX e
DOX livre). Embora no estudo in vitro a encapsulacdo de DOX nos lipossomas GlcL tenha
levado a um aumento da ICso para a linhagem celular avaliada, o estudo in vivo demonstrou
que o os lipossomas GlcL-DOX promoveram um maior controle do crescimento tumoral,
além de fornecer dados que indicam uma reducéo da toxicidade sistémica.

De acordo com os valores de IC, a formulacdo GlcL-DOX inibiu o crescimento
tumoral 1,7 vezes mais quando comparada a PegL-DOX e 2,4 vezes mais que a DOX livre. A

maior eficicia encontrada para os lipossomas GlcL-DOX pode ser explicada por diversos



136

fatores. Entre eles, o maior tempo de circulacdo encontrado nos estudos de clearance, que
associado ao efeito EPR, contribuem para um acumulo mais expressivo dos lipossomas GlcL-
DOX na regido tumoral. O maior ty» observado para estes lipossomas permite maior niumero
de passagens através da area tumoral, que associado a permeabilidade aumentada dos vasos
sanguineos, leva a um aumento das vesiculas nesta regido. Além disso, a modificacdo da
superficie dos lipossomas com ligantes direcionadores, como a glicose, pode favorecer a
distribuicéo intratumoral e a liberacdo intracelular da DOX. Entretanto, para confirmar esta
possibilidade, experimentos delineados especificamente para avaliar a internalizacdo das
vesiculas ainda precisam ser realizados.

Além dos resultados relatados acima, observou-se que o0s animais tratados com
doxorrubicina (lipossomal e livre) ndo apresentaram metastases pulmonares visiveis,
conforme mostrado na Figura 40. De acordo com Souza (2013), as metastases pulmonares
séo encontradas a partir do 14° dia apds a implantacdo do tumor. Considerando-se que apos o
in6culo das células decorreram-se 19 dias, podemos sugerir que 0s tratamentos inibiram a
metéstase nos animais. Analises histopatologicas serdo realizadas nos 6rgéos para confirmar a

observagdo.

Figura 40 — Aspecto dos pulmd@es dos animais do grupo controle (A) e ap0ds tratamento com

GlcL-DOX (B). As setas indicam a presenga de metastases.

3.3 Estudos toxicidade

Embora a doxorrubicina seja um agente anticancerigeno de primeira linha, seus
efeitos colaterais limitam severamente sua utilizacdo. Dessa forma, visando avaliar possiveis
alteracbes causadas pelos tratamentos, foram investigados os parametros biogquimicos
indicativos de lesdes hepaticas, renais e cardiacas dos animais tratados com DOX.

A leséo hepatica induzida pela doxorrubicina é consequéncia da formacéo de radicais

livres e geracdo de espécies reativas de oxigénio que induzem a peroxidagdo lipidica e
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promovem danos oxidativos as células. Uma vez iniciado, o estresse oxidativo induz graves
danos a sintese de DNA, RNA e proteinas, interferindo na capacidade regenerativa das
celulas hepéticas. Nesse caso, estas alteracdes irreversiveis levam a apoptose ou necrose dos
hepatdcitos e aumento intensivo de enzimas hepéticas no sangue, principalmente ALT e AST
(JACEVIC et al., 2017; SAAD et al., 2001). Dessa forma, os niveis plasmaticos destas
enzimas sao comumente utilizados para avaliar lesdes e disturbios hepaticos. Observa-se na
Tabela 17 que atividade enzimética da transaminase AST permaneceu inalterada em todos 0s
grupos tratados. Ja os niveis de ALT foram estatisticamente superiores para 0 grupo tratado
com DOX livre e PegL-DOX. Vale ressaltar que ndo foram observadas alteracdes na
concentracdo sérica destes marcadores para 0s animais tratados com GlcL-DOX, sugerindo
que a formulagdo ndo produziu hepatotoxicidade detectavel.

Um dos efeitos que mais limitam a utilizagéo clinica da doxorrubicina é sua elevada
cardiotoxicidade, que pode progredir para insuficiéncia cardiaca terminal (ZORDOKY, et al.,
2010). O mecanismo exato da cardiotoxicidade induzida pela DOX e sua progressdo para
insuficiéncia cardiaca ainda ndo foram completamente elucidados. Entretanto, varios
mecanismos foram propostos, entre eles estdo o aumento do estresse oxidativo e a alteracdo
do metabolismo energético do miocardio (NAKAMURA et al., 2000; UENO et al., 2006;
TAKEMURA E FUJIWARA, 2007).

Tabela 17 — Parametros bioquimicos avaliados em animais tratados com tampao (controle),

DOX livre, GlcL-DOX e PegL-DOX. Todos os dados foram expressos como média + desvio

padréo.
Parametro Controle DOX Livre GlcL-DOX PegL-DOX
ALT (U/L) 213+ 1,8 43,6 + 14,5 32,3+2,6 40,1 + 7,8
AST (U/L) 109,4 £ 15,2 1216 £17,5 120,9 £ 10,7 123,8£9,1
Creatinina (mg/dL) 0,46 £ 0,06 0,36 £ 0,032 0,35+ 0,022 0,35+ 0,03?
Ureia (mg/dL) 54,7+10,5 78,8 £ 107 64,9 + 5,4° 64,8 + 8,3
CK-MB (U/L) 34,7+3,1 425+ 4,72 25,6 + 5,2 25,6 + 6,1°

2 Representa diferenca estatistica significativa entre os grupos tratados e o grupo controle

b Representa diferenca estatistica significativa entre o grupo tratado com DOX livre e 0 grupo tratado
com GlcL-DOX ou PegL-DOX.
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A presenca de lesdo cardiaca pode ser caracterizada por aumento significativo dos
niveis séricos de CK-MB. No presente estudo observou-se aumento de CK-MB nos animais
tratados com DOX livre, sendo estes valores significativamente menores nos animais tratados
com as formulagdes lipossomais. Estes dados corroboram diversos estudos que mostram que
a encapsulacdo de DOX nos lipossomas leva a uma diminuicdo da sua toxicidade cardiaca
(SILVA et al., 2018).

A nefrotoxicidade também se configura como um dos fatores limitantes a utilizac&o
da DOX. Os mecanismos responsaveis pela toxicidade renal induzida pela DOX séo
multifatoriais e, até o0 momento, ndo foram totalmente elucidados (EL-MOSELHY & EL-
SHEIKH, 2014). Para avaliar a disfuncédo renal foram quantificados os niveis séricos de ureia
e creatinina nos animais apés os diferentes tratamentos. Observa-se na Tabela 17 (pag. 137)
que ndo houve alteracdo significativa nos niveis de creatinina para 0s animais tratados com
DOX livre, GlcL-DOX e PegL-DOX quando comparados ao grupo controle. J& os niveis de
ureia apresentam-se significativamente superiores no grupo tratado com DOX livre. Os GlcL-
DOX e PegL-DOX apresentaram concentracGes de ureia estatisticamente menores que 0s
animais tratados com DOX. A ureia é o produto final do metabolismo das proteinas e pode
encontrar-se elevada em muitos casos, incluindo, mas ndo se limitando, a disfuncéo renal.
Dessa forma, a creatinina sérica € mais especifica para avaliar a funcdo renal, devido ao seu
metabolismo constante e sua eliminacdo pelos rins (EL-ASHMAWY, 2018). Neste estudo,
ndo foram observadas evidéncias de nefrotoxicidade para os tratamentos com DOX livre,
GlcL-DOX e PegL-DOX. Embora o tratamento com DOX livre tenha demostrado um
aumento no nivel de uréia, estudos histomorfolégicos sdo necessarios para comprovar a lesao

renal.

4 Concluséo

A avaliacdo da atividade in vitro demonstrou que os lipossomas revestidos por
carboidratos apresentaram maior citotoxicidade quando comparados aos lipossomas
peguilados, sugerindo uma melhor internalizacdo das vesiculas. No estudo in vivo a
formulacdo glicosilada demonstrou maior atividade antitumoral em comparacdo com a
doxorrubicina livre e lipossomas peguilados. Os resultados dos testes bioquimicos mostraram
que as formulagdes lipossomais foram capazes de reduzir a toxicidade cardiaca da DOX.
Diante do exposto, pode-se concluir que a incorporacdo de carboidratos na superficie de

lipossomas é uma alternativa promissora para o tratamento de tumores.
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3 DISCUSSAO GERAL

Vérias ferramentas diagnosticas e terapéuticas direcionadas ao cancer foram
desenvolvidas nas ultimas décadas. Apesar dos grandes avancos tecnoldgicos na medicina, as
taxas de mortalidade ainda sé&o elevadas e o tratamento do cancer continua sendo um campo
desafiador (JEONG et al., 2016).

Conforme discutido ao longo deste trabalho, iniUmeros estudos publicados na literatura
mostram que os lipossomas sdo uma plataforma promissora para entrega e direcionamento de
farmacos na terapia do cancer. Entretanto, algumas limitacdes, principalmente relacionadas a
insercdo do PEG nas nanoestruturas, indicam a necessidade de desenvolver novos compostos
para aumentar o tempo de circulacdo dos lipossomas e, com isso, melhorar seus efeitos no
tratamento do cancer.

Nesse contexto, o planejamento dessa tese baseou-se em responder as seguintes
perguntas:

E possivel utilizar derivados de carboidratos como alternativa ao PEG, com
resultados satisfatorios em termos de tempo de meia vida e biodistribui¢do?

Lipossomas contendo carboidratos apresentam caracteristicas fisico-quimicas e
estabilidade adequada para serem utilizados na terapia do cancer?

A adicdo de carboidratos pode contribuir para um direcionamento ativo, com

consequente aumento da atividade antitumoral?

Para responder estas perguntas o objetivo geral deste trabalho consistiu em: (i)
sintetizar e caracterizar trés derivados de carboidratos para serem incorporados na superficie
de lipossomas contendo doxorrubicina; (ii) caracterizar fisico-quimicamente e avaliar in vitro
e in vivo as propriedades furtiva e antitumoral destes lipossomas.

A primeira etapa deste trabalho envolveu a sintese e caracterizacdo dos glicosiltriazéis
ancorados ao colesterol, que viabilizaria a insercdo destes compostos na bicamada lipidica
dos lipossomas (Figura 41, pag. 140). Duas rotas sintéticas foram utilizadas, na primeira 0s
triazGis seriam obtidos para, em seguida, serem conectados ao colesterol. Para o derivado da
N-acetilglicosamina este método mostrou-se ineficiente, uma vez que ndo foi possivel
eliminar o cobre utilizado na reagdo click. Foi, entdo, proposta a modificacdo na ordem de
obtencdo dos derivados, onde primeiro seria realizada a ligacdo entre o composto
tripropargilico e o colesterol, para, em seguida, obter os triazois. Desta forma, foi possivel

sintetizar todos os glicosiltriazois de forma mais rapida e eficiente.
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A proxima etapa do trabalho consistiu no desenvolvimento, caracterizagdo fisico-
quimica e morfoldgica, estudos de estabilidade e liberacdo das formulacBes lipossomais
(Figura 42).

Figura 41 — Representacao esquematica dos lipossomas revestidos com carboidratos.
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Os lipossomas contendo doxorrubicina apresentaram teor de encapsula¢do préoximo a
100%, diametro médio de 130 nm, baixo indice de polidispersabilidade e potencial zeta
negativo. Sabe-se que as estruturas neovasculares presentes no interior do tecido tumoral sdo
geralmente desorganizadas e apresentam fenestracdes de 100-600 nm de diametro,
caracteristicas que as diferenciam da vasculatura encontrada nas demais regides do corpo.
Estas condicBes resultam em canais que permitem a permeacdo de materiais nanométricos,
normalmente com didmetro menor que 200 nm. Além disso, a neovasculatura do tumor
possui um sistema de drenagem linfatica ineficiente, resultando na retencdo e acumulacdo dos
lipossomas por periodos prolongados de tempo (JEONG et al., 2016). O indice de
polidispersabilidade baixo e potencial zeta negativo também sdo fatores importantes no
desing dos lipossomas. O primeiro, devido a uma reducdo no risco de obstrucdo dos vasos

sanguineos; o segundo, por minimizar os efeitos de agregacao entre as particulas.

Figura 42 — Preparacdo, caracterizacdo, perfil de liberacdo e estabilidade de lipossomas

peguilados e revestidos por carboidratos contendo doxorrubicina.
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Os resultados dos estudos de liberacdo e estabilidade de armazenamento também
foram satisfatorios e mostraram que os lipossomas preparados neste trabalho possuem
caracteristicas adequadas para serem utilizadas no tratamento de tumores.

Em seguida, foram realizados os estudos de depuracdo sanguinea, avaliagdo do efeito
ABC nos lipossomas, biodistribuicdo e imagens cintilograficas (Figura 43). Para viabilizar
estes estudos, foi necessaria a radiomarcacdo dos lipossomas com tecnécio-99m. Desta
forma, foi feita a sintese e incorporacdo do composto colesterol-DTPA nos lipossomas. Os
resultados obtidos em termos de tamanho e potencial zeta ndo mostraram alteragdes nas

formulages, indicando que os lipossomas mantiveram-se estaveis apds o0 processo.

Figura 43 — Estudos de depuracdo sanguinea, avaliacdo do efeito ABC, biodistribuigdo e

imagens cintilogréaficas de lipossomas peguilados e revestidos por carboidratos.
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Apbs a radiomarcacdo dos lipossomas, o tempo de meia vida das formulagdes foi
avaliado para duas doses de lipossomas, administrados com intervalo de 7 dias. Os estudos
com a primeira dose mostraram que os lipossomas contendo carboidratos apresentaram
caracteristicas furtivas, uma vez que o perfil de eliminacdo mostrou-se semelhante aos
lipossomas peguilados. Vale ressaltar que os lipossomas glicosilados apresentaram ti
superior aos lipossomas peguilados, indicando que este ligante pode apresentar atividade
antitumoral promissora. Apenas para os lipossomas galactosilados foi observado tempo de
meia vida substancialmente menor, possivelmente devido ao direcionamento hepatico,
revelado nos estudos de biodistribuicdo. Outros trabalhos realizados em nosso grupo de

pesquisa também mostraram este direcionamento para ligantes contendo residuos de
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galactose (DE BARROS et al., 2010). O resultado mostra que este componente é adequado
para o tratamento de tumores presentes no figado, uma vez que este direcionamento indica
uma maior captacdo pelas células hepéticas, ricas em lectinas, e ndo somente para
macrofagos, como é observado para as demais formulagdes.

Visando avaliar a imunogenicidade dos lipossomas glicosilados, foi realizado o estudo
de depuracdo sanguinea de uma segunda dose das formulagdes, administradas 7 dias apés a
primeira. Apesar de ndo terem sido observadas diferengas nos perfis de eliminacdo para as
formulagdes, inclusive as peguiladas, na qual o efeito ABC ja é bem estabelecido, o estudo
ainda ndo é conclusivo. Conforme descrito neste trabalho, diversos fatores podem influenciar
na ocorréncia e magnitude do efeito ABC, entre eles destacam-se o intervalo entre as doses e
0 modelo animal utilizado. Desta forma, novos estudos focados nestas variaveis devem ser
realizados para confirmar a imunogenicidade dos lipossomas contendo carboidratos.

Na Ultima etapa deste trabalho foram realizados os estudos de viabilidade celular in
vitro, empregando o ensaio do MTT, e estudos da atividade antitumoral in vivo (Figura 44).
Em ambos foi utilizado o modelo tumoral 4T1 que apresenta capacidade de metastatizacao
semelhante ao cancer de mama humano (PULASKI & OSTRAND-ROSENBERG, 2001).
Além disso, o cancer de mama é a neoplasia maligna mais comumente diagnosticada em

mulheres e a segunda mais frequente no mundo (SIEGEL et al., 2016).

Figura 44 — Estudos de in vitro e in vivo da atividade antitumoral de lipossomas peguilados e
revestidos por carboidratos frente ao modelo tumoral 4T1.
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Os resultados demonstraram que os lipossomas contendo carboidratos na superficie

apresentaram citotoxidade maior que os lipossomas peguilados, possivelmente devido a



143

melhor internalizacdo das vesiculas. O ensaio de citometria indicou que a morte celular
envolve, possivelmente, mecanismos apoptoticos. Entretanto, estudos mais detalhados devem
ser conduzidos para elucidar os mecanismos de morte das células tumorais.

Para o estudo da atividade antitumoral in vivo a formulacéo revestida com glicose foi
selecionada, uma vez que ela apresentou os resultados mais promissores nas etapas anteriores
do trabalho. A formulacdo peguilada também foi avaliada para possibilitar um comparativo
com a formulagdo glicosilada. Os resultados encontrados indicaram um maior controle da
progressao tumoral para a formulagdo contendo carboidrato, que inibiu o crescimento tumoral
1,7 vezes mais quando comparada a PegL-DOX e 2,4 vezes mais que a DOX livre. Devido ao
maior tempo de meia vida, sugerimos que esta formulacdo se acumule de forma mais
expressiva na regido do tumor. Indicativos de reducdo da toxicidade, como aumento da
sobrevida e diminuicdo da toxicidade cardiaca, também foram observados para esta
formulacéo.

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem claramente que os carboidratos

constituem um arsenal valioso para utilizacdo em sistemas transportadores de farmacos.
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4 CONCLUSAO GERAL

Neste trabalho foram sintetizados trés glicosiltriazéis inéditos, derivados de p-glicose,
D-galactose e N-acetilglicosamina. Os compostos foram utilizados no preparo de lipossomas
que apresentaram adequada estabilidade quimica e fisico-quimica. O derivado CHOL-DTPA
também foi sintetizado com sucesso e adicionado aos lipossomas para estudos de
biodistribuicdo. Os estudos de depuracdo sanguinea e da atividade antitumoral in vivo
indicaram que os lipossomas glicosilados apresentaram tempo de meia vida superior aos
lipossomas peguilados, além de maior controle na progressdo do tumor. Os estudos de
biodistribuicdo revelaram um direcionamento preferencial para o figado dos lipossomas
galactosilados. Estes resultados iniciais mostram que a adicdo de carboidratos a superficie de
nanoestruturas representa uma alternativa promissora para entrega e direcionamento de

farmacos.
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Figura A.1 — Espectro de absorcdo na regido do IV do 3,4,5-tri-hidroxibenzoato de metila
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Figura A.2 — Espectro de absorcéo na regido do IV de 3,4,5-tris(2-propin-1-iloxi)benzoato de

metila (3).
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Figura A.3 — Espectro de absorcdo na regido do IV do é&cido 3,4,5-tris(2-propin-1-
iloxi)benzoico (4).
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Figura A.5 — Espectro de RMN de 13C e subespectro DEPT-135 do acido 3,4,5-tris(2-propin-1-iloxi)benzoico (4) (50 MHz, acetona-ds).
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Figura A.6 — Espectro de massas (ESI) do acido 3,4,5-tris(2-propin-1-iloxi)benzoico (4).
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Figura A.7 — Espectro de absorc¢éo na regido do 1V de 3-5-[(p-toluenossulfonil)oxi]colest-5-eno (6).
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Figura A.8 — Espectro de RMN de *H de 3-4-[(p-toluenossulfonil)oxi]colest-5-eno (6) (400 MHz, CDCls).
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Figura A.9 — Espectro de RMN de 13C e subespectro DEPT-135 de 3-4-[(p-toluenossulfonil)oxi]colest-5-eno (6) (100 MHz, CDCls).
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Figura A.10 — Espectro de absorcédo na regido do IV de 3-4-[(2-hidroxi)etoxi]colest-5-eno (7).
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Figura A.11 — Espectro de RMN de 1H de 3-4-[(2-hidroxi)etoxi]colest-5-eno (7) (400 MHz, CDCls).
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Figura A.12 — Espectro de RMN de 13C e subespectro DEPT-135 de 3-4-[(2-hidroxi)etoxi]colest-5-eno (7) (100 MHz, CDCls).
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Figura A.13 — Espectro de absorcdo na regido do IV de 3-4-[2[(p-toluenossulfonil)oxi]etoxi]colest-5-eno (8).
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Figura A.14 — Espectro de RMN de H de 3-4-[2[(p-toluenossulfonil)oxiJetoxi]colest-5-eno (8) (400 MHz, CDCls).
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Figura A.15 — Espectro de RMN de 13C e subespectro DEPT-135 de 3-8-[2[(p-toluenossulfonil)oxi]etoxi]colest-5-eno (8) (100 MHz, CDCls).
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Figura A.16 — Espectro de absorcéo na regido do IV de 3-4-(2-azidoetoxi)colest-5-eno (9).
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Figura A.17 — Espectro de RMN de 'H de 3-4-(2-azidoetoxi)colest-5-eno (9) (400 MHz, CDCls).
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Figura A.18 — Espectro de RMN de 13C e subespectro DEPT-135 de 3-3-(2-azidoetoxi)colest-5-eno (9). (100 MHz, CDCls).
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Figura A.19 — Espectro de absorcédo na regido do IV de 3-4-(2-aminoetoxi)colest-5-eno (10).
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Figura A.20 — Espectro de RMN de ‘H de 3-4-(2-aminoetoxi)colest-5-eno (10) (400 MHz, CDCls).
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Figura A.21 — Espectro de RMN de 13C e subespectro DEPT-135 de 3-3-(2-aminoetoxi)colest-5-eno (10) (100 MHz, CDCls).
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Figura A.22 — Espectro de absor¢do na regido do IV de 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-f5-D-

glicopiranose (12).
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Figura A.23 — Espectro de absor¢do na regido do IV de 1,2,3,4,6-penta-O-acetil-f-D-

galactopiranose (16).
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Figura A.24 — Espectro de absorcdo na

glicopiranose (20).
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Figura A.25 — Espectro de absor¢do na regido do IV de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-

glicopiranosila (13).
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Figura A.26 — Espectro de absorcdo na regido do IV de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-a-D-
galactopiranosila (17).
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Figura A.27 — Espectro de absorgao na regido do IV do cloreto de 2-acetamido-1,2-didesoxi-
3,4,6-tri-O-acetil-a-p-glicopiranosila (21).
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Figura A.28 — Espectro de absorcdo na regido do IV de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-azido-1-
desoxi-f-D-glicopiranose (14).
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Figura A.30 — Espectro de RMN de *C e subespectro DEPT-135 de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-
azido-1-desoxi-f-p-glicopiranose (14) (50 MHz, CDCls).
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Figura A.31 — Espectro de absorcdo na regido do IV de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-azido-1-

desoxi-f-p-galactopiranose (18).
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Figura A.32 — Espectro de RMN de H de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-azido-1-desoxi-S-b-

galactopiranose (18) (200 MHz, CDClz).
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Figura A.33 — Espectro de RMN de *C e subespectro DEPT-135 de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-

azido-1-desoxi-f-p-galactopiranose (18) (50 MHz, CDCls).
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Figura A.34 — Espectro de absorcdo na regido do IV de 2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-1-

azido-1,2-didesoxi-S-D-glicopiranose (22).
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Figura A.35 — Espectro de RMN de H de 2-acetamido-3,4,6-tri-O-acetil-1-azido-1,2-
didesoxi-p-p-glicopiranose (22) (200 MHz, CDCly).

o
@ M
Q ©
o<
© ©

_—6.5082
TT—6.4638
_——5.3676
——5.3197
——5.2687
——>5.1540
——5.1054
———5.0577

Y V.

ONNOSYNNTONO AN VO ADOLO T ON® DM
NOOFTUNONNIANRNNODOONDOINOLMNMDO I M O ®
OAONOMAMNMNONTOOOTMNANNODS O ST ™ omo
MOANAAOQRMOANNNAAAOC RN Q Q@D Q oo
[FoRToRTORTONTNTo RS SRS SR IR A A0 RS RS RS S o e N e N B B o I S I S I ) ISR

68 66 64

i

ppm

1.00

W

48 ppm

4

R




190

Figura A.36 — Espectro de RMN de **C e subespectro DEPT-135 de 2-acetamido-3,4,6-tri-
O-acetil-1-azido-1,2-didesoxi-f-D-glicopiranose (22) (50 MHz, CDCls).
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Figura A.37 — Espectro de absor¢édo na regido do IV do glicosiltriazol 23.
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Figura A.38 — Espectro de RMN de H do glicosiltriazol 23 (400 MHz, CDCls).
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Figura A.39 — Espectro de RMN de 13C e subespectro DEPT-135 do glicosiltriazol 23 (100 MHz, CDCls).

Ly6'61
900°0¢
S617°0¢
47444\
765°0¢

N

MO MD ST ANNO S
A0 OO 0D DD
QN MO oMW
M ANOOM~L N v
NN~ S OO oo

6v1°60T —

89T°¢CT—
6¢E°GCT—

Hmm.ﬁva/

AL R d!
265 7vT W
89971

999 79T —

8€8'89T
9/8'891
980691
66€69T—=
m@m.moﬂ\
900041

199°0.T
[&]

9661
910°0¢
v61°0¢
285°0¢
€65°0¢

N

€5T°60T —

602°¢CT ~_
€00'€CT—

OAc

(@]
AcO
OAcC
OAc

40

90

20 ppm

30

70 60 50

80

180 170 160 150 140 130 120 110 100

190



193

Figura A.40 — Mapa de contornos HMQC do glicosiltriazol 23 (400 MHz, CDClz)
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Figura A.41 — Espectro de massas (ESI) do glicosiltriazol 23.
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Figura A.42 — Espectro de absorcdo na regido do IV do galactosiltriazol 24.

95 | 2072 770
832

99,9 _

1589
90 | 1321

85 |
1431
952

80 |

75 |

70

1092
OH

N
65 | N \

60 | AcO 1046

OAC 1746
55 |

50 | 1212

478

40000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 650,0
cm-1




196

Figura A.43 — Espectro de RMN de H do galactosiltriazol 24 (400 MHz, CDCls).
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Figura A.44 — Espectro de RMN de 13C e subespectro DEPT-135 do galactosiltriazol 24 (100 MHz, CDCls).
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Figura A.45 — Mapa de contornos HMQC do galactosiltriazol 24 (400 MHz, CDCls).
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Figura A.46 — Espectro de massas (ESI) do galactosiltriazol 24.
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Figura A.47 — Espectro de absor¢éo na regido do IV do glicosiltriazol 26.
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Figura A.48 — Espectro de RMN de H do glicosiltriazol 26 (400 MHz, CDCls).
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Figura A.49 — Espectro de RMN de *3C do glicosiltriazol 26 (100 MHz, CDCls).
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Figura A.50 — Espectro de RMN de 3C e subespectro DEPT-135 do glicosiltriazol 26 (100 MHz, CDCls).
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Figura A.51 — Espectro de massas (MALDI-TOF) do glicosiltriazol 26.
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Figura A.52 — Espectro de absorcédo na regido do IV do galactosiltriazol 27.
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Figura A.53 — Espectro de RMN de H do galactosiltriazol 27 (400 MHz, CDCls).
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Figura A.54 — Espectro de RMN de *3C do galactosiltriazol 27 (100 MHz, CDCls).
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Figura A.55 — Espectro de RMN de 13C e subespectro DEPT-135 do galactosiltriazol 27 (100 MHz, CDCls).
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Figura A.56 — Espectro de massas (MALDI-TOF) do galactosiltriazol 27.
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Figura A.57 — Espectro de absorcéo na regido do IV de 28.
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Figura A.58 — Espectro de RMN de ‘H de 28 (400 MHz, DMSO-ds).
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Figura A.59 — Espectro de RMN de 13C de 28 (100 MHz, DMSO-d).
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Figura A.60 — Espectro de RMN de 13C e subespectro DEPT-135 de 28. (100 MHz, DMSO-ds).
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Figura A.61 — Subespectro DEPT-135 do 28. (100 MHz, DMSO-dg).
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Figura A.62 — Espectro de massas (MALDI-TOF) de 28.
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Figura A.63 — Espectro de absorcédo na regido do IV de 29.
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Figura A.64 — Espectro de RMN de *H de 29 (400 MHz, CDCls).
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Figura A.65 — Espectro de RMN de 13C e subespectro DEPT-135 de 29 (100 MHz, CDCls).
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Figura A.66 — Espectro de massas (LC-MS-ESI) de 29.
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Figura A.67 — Espectro de absorcédo na regido do IV do glicosiltriazol 30.
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Figura A.68 — Espectro de RMN de H do glicosiltriazol 30 (400 MHz, DMSO-ds).
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Figura A.69 — Espectro de RMN de 3C e subespectro DEPT-135 do glicosiltriazol 30 (400 MHz, DMSO-ds).
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Figura A.70 — Expanséo do espectro de RMN de *C e subespectro DEPT-135 do glicosiltriazol 30 (400 MHz, DMSO-ds).
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Figura A.71 — Espectro de massas (MALDI-TOF) do glicosiltriazol 30.
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Figura A.72 — Espectro de absorcédo na regido do IV do galactosiltriazol 31.
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Figura A.73 — Espectro de RMN de 'H do galactosiltriazol 31 (400 MHz, DMSO-ds).
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Figura A.74 — Espectro de RMN de *3C e subspectro DEPT-135 do galactosiltriazol 31 (400 MHz, DMSO-ds).
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Figura A.75 — Espectro de RMN de *3C e subespectro DEPT-135 do galactosiltriazol 31 (400 MHz, DMSO-ds).
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Figura A.76 — Espectro de massas (MALDI-TOF) do galactosiltriazol 31.
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Figura A.77 — Espectro de absorcédo na regido do IV de 32.
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Figura A.78 — Espectro de RMN de ‘H de 32 (400 MHz, DMSO-ds).
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Figura A.79 — Espectro de RMN de 13C de 32 (400 MHz, DMSO-d).
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Figura A.80 — Espectro de RMN de 3C e subespectro DEPT-135 de 32 (400 MHz, DMSO-ds).

T89TT —_
79987

¢l06T
mmo.ow/
vmm.ww/
moo.mm/
199°¢¢

T0T°L0T—

L2TTeT —
VET'E2T ~
155°€2T—"

169'TT
6.G°8T N\

060°6T
¥79°0¢
&4
mwo.mm%

11922
TW2'e7 —%
168'€2—
TV L2~
018'.2—7
12182
86€'TE
AR
2eTSE— 7
20158/

82,°9¢
%Em\
116'8€
162°6€

1616

£9'6Y —
LTYvS

Nmm.qu
9£9'G5——
mNN.wm\
82,09 —
7829 —

850'G9 —_
188'G9—

¥56'69 —

066'€L ~_
AR 7

797'8L ~_
YET°08

Nﬂ_omv
076'G8 ~_
¥€198—"

00T'20T—

0ST'TZT —
GST'E€2T ~
8/G€eT—"

120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 ppm

125



Figura A.81 — Espectro de massas (MALDI-TOF) de 32.
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Figura A.82 — Espectro de absorcédo na regido do IV de 33.
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Figura A.83 — Espectro de RMN de H de 33 (200 MHz, piridina-ds).

89¢r'S —

S6TC L —

888G, —
8€G8' L —

TL2L8—

10.0

0.0 ppm

4.0 35 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
~
~
<

LR

4.5

5.0

55

6.0

6.5

7.0

7.5

8.0

8.5

9.0

9.5

o
N
™

759




237

Figura A.84 — Espectro de RMN de 13C de 33 (50 MHz, piridina-ds).
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Figura A.85 — Espectro de RMN de 13C e subespectro DEPT-135 de 33 (50 MHz, piridina-ds).
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Figura A.86 — Espectro de massas (ESI) de 33.
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ANEXO B

Tabelas dos dados de RMN de H e 3C dos
Capitulos I e 111
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Tabela B.1 — Dados de RMN de *H (200 MHz, acetona-ds) do &acido 3,4,5-tris(2-propin-

1-iloxi)benzoico (4)

J (ppm) Multiplicidade J (H2) Integral Atribuicao
2,99 t 2,4 (“3s.6) 1 H-8
3,13 t 2,3 (Y119) 2 H-11
4,81 d 2,4 (“Js.5) 2 H-6
4,92 d 2,3 (g, 11) 4 H-9
7,52 S - 2 H-2

Tabela B.2 — Dados de RMN de *3C (50 MHz, acetona-ds) do acido 3,4,5-tris(2-propin-1-

iloxi)benzoico (4)

o (ppm) Numero de carbonos Atribuicéo
57,6 2 C-9
60,5 1 C-6
77,0 2 C-10
77,6 2 C-11
79,4 1 C-8
79,9 1 C-7

110,6 2 C-2
127,2 1 C-1
1418 1 C-4
152,4 2 C-3
167,3 1 COOH
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Tabela B.3 - Dados de RMN de 'H (400 MHz, CDCIl3) de 3-8-[(p-

toluenossulfonil)oxi]colest-5-eno (6)

o (ppm) Multiplicidade J (Hz) Integral Atribuicao

0,66 S - 3 H-18

H-1, H-2, H-4, H-7, H-8, H-9, H-
11, H-12, H-14, H-15, H-16, H-17,

0,85-2,29 m ) 40 H-19, H-20, H-21, H-22, H-23, H-
24, H-25, H-26, H-27
2,44 s - 3 H-5
4,31-4,34 m - 1 H-3
5,29-5,30 m - 1 H-6
7,32 d 8,28 (3Jr.3) 2 H-3’
7,79 d 8,28 (3Jr.2) 2 H-2’

Tabela B4 — Dados de RMN de 3¥C (100 MHz, CDCIl3s) de 3-8-[(p-

toluenossulfonil)oxi]colest-5-eno (6)

o (ppm) '\Ll;rptfgr?odse Atribuicéo o (ppm) I\(I:l;r:beorrc])oc;e Atribuicéo
12,0 1 C-18 36,6 1 C-10
18,9 1 C-21 37,1 1 C-1
19,3 1 C-19 39,1 1 C-4
21,2 1 C-11 39,7 1 C-24
21,8 1 C-5 39,9 1 C-12
22,8 1 C-26 42,5 1 C-13
23,0 1 C-27 50,1 1 C-9
24,0 1 C-23 56,3 1 C-17
24,4 1 C-15 56,9 1 C-14
28,2 1 C-25 82,6 1 C-3
28,4 1 C-2 123,7 1 C-6
28,8 1 C-16 127,8 2 C-3
32,0 1 C-8 129,9 2 C-2’
32,1 1 C-7 135,0 1 c-4
36,0 1 C-20 139,1 1 C-5
36,4 1 C-22 144.6 1 C-I’
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Tabela B.5 — Dados de RMN de *H (400 MHz, CDCls) de 3-8-[(2-hidroxi)etoxi]colest-5-
eno (7)

o (ppm) Multiplicidade J (Hz) Integral Atribuicéo
0,68 S - 3 H-18
H-1, H-2, H-4, H-7, H-8, H-9, H-11,
H-12, H-14, H-15, H-16, H-17, H-19,
0,85-2,36 m ) 40 H-20, H-21, H-22, H-23, H-24, H-25,
H-26, H-27
3,16-3,24 m - 1 H-3
3
3,58 ta 4,3 ( Jz8.29) 2 H-28 ou H-29
ou (*J29, 28)
3
3,71 ta 4,3 (J2,2) 2 H-28 ou H-29
ou (*Jzs, 29)
5,34-5,35 m - 1 H-6

Tabela B.6 — Dados de RMN de **C (100 MHz, CDCIls) de 3-g-[(2-hidroxi)etoxi]colest-5-
eno (7)

o (ppm) I\ICL;rrnbe(;’rc])O(:e Atribuicao o (ppm) '\grn;gr?o(:e Atribuicéo

12,1 1 C-18 37,1 1 C-10
18,9 1 C-21 37,4 1 C-1
19,6 1 C-19 39,3 1 C-4
21,3 1 C-11 39,7 1 C-24
22,8 1 C-26 40,0 1 C-12
23,0 1 C-27 42,5 1 C-13
24,1 1 C-23 50,4 1 C-9
24,5 1 C-15 56,4 1 C-17
28,2 1 C-25 57,0 1 C-14
28,4 1 C-2 62,3 1 C-28 ou C-29
28,6 1 C-16 69,2 1 C-28 ou C-29
32,12 1 C-8 79,7 1 C-3
32,15 1 C-7 121,9 1 C-6
36,0 1 C-20 140,9 1 C-5
36,4 1 C-22
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Tabela B.7 — Dados de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) de 3-g-[2[(p-

toluenossulfonil)oxi]etoxi]colest-5-eno (8)

o (ppm) Multiplicidade J (Hz) Integral Atribuicéo
0,67 S - 3 H-18
H-1, H-2, H-4, H-7, H-8, H-9, H-11,
085229 m : 020 Hat 22 Has Hod Has
H-26, H-27
2,45 S - 3 H-5°
3,06-3,14 m - 1 H-3
3,65 t 4,76 (332, 20) 2 H-28
4,15 t 4,76 (3320 25) 2 H-29
5,30-5,32 m - 1 H-6
7,33 d 8,24 (*J»,3) 2 H-3°
7,80 d 8,24 (3J3.2) 2 H-2’

Tabela B.8 - Dados de RMN de C (100 MHz, CDCls) de 3-g-[2[(p-

toluenossulfonil)oxi]etoxi]colest-5-eno (8)

NUmero de Ndmero de

o (ppm) carbonos Atribuicao o (ppm) carbonos Atribuicéo
12,1 1 C-18 37,3 1 C-1
18,9 1 C-21 39,1 1 C-4
19,6 1 C-19 39,7 1 C-24
21,3 1 C-11 40,0 1 C-12
21,9 1 C-5 42,5 1 C-13
22,8 1 C-26 50,3 1 C-9
23,0 1 C-27 56,4 1 C-17
24,0 1 C-23 57,0 1 C-14
24,5 1 C-15 65,6 1 C-28
28,2 1 C-25 69,9 1 C-29

28,38 1 C-2 79,8 1 C-3
28,44 1 C-16 122,0 1 C-6
32,08 1 C-8 128,2 2 C-3
32,14 1 C-7 130,0 2 c-2’
36,0 1 C-20 1334 1 C-4
36,4 1 C-22 140,8 1 C-5
37,0 1 C-10 1449 1 C-r’
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Tabela B.9 — Dados de RMN de *H (400 MHz, CDCIs) de 3-8-(2-azidoetoxi)colest-5-eno

9)
o (ppm) Multiplicidade J (Hz) Integral Atribuicéo
0,68 s - 3 H-18
H-1, H-2, H-4, H-7, H-8, H-9, H-11,
08238 : 0 Wa0 o1 Hao o Hok Has
H-26, H-27
3,17-3,24 m - 1 H-3
3,35 t 5,08 (*J29, 25) 2 H-29
3,65 t 5,08 (*Jzs, 20) 2 H-28
5,34-5,35 m - 1 H-6

Tabela B.10 — Dados de RMN de *C (100 MHz, CDCIls) de 3-f-(2-azidoetoxi)colest-5-

eno (9)

o (ppm) Ncl;r:tfgr?odse Atribuicao o (ppm) I\(I:t;r:becl)rr?oc;e Atribuicéo
12,1 1 C-18 37,0 1 C-10
18,9 1 C-21 37,4 1 C-1
19,6 1 C-19 39,2 1 C-4
21,3 1 C-11 39,7 1 C-24
22,8 1 C-26 40,0 1 C-12
23,0 1 C-27 42,5 1 C-13
24,1 1 C-23 50,4 1 C-9
24,5 1 C-15 51,2 1 C-29
28,2 1 C-25 56,4 1 C-17
28,4 1 C-2 57,0 1 C-14
28,5 1 C-16 66,9 1 C-28

32,11 1 C-8 79,9 1 C-3
32,15 1 C-7 122,0 1 C-6
36,0 1 C-20 140,9 1 C-5
36,4 1 C-22
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Tabela B.11 — Dados de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) de 3-f-(2-aminoetoxi)colest-5-

eno (10)
o (ppm) Multiplicidade J (Hz) Integral Atribuicéo
0,68 s - 3 H-18
H-1, H-2, H-4, H-7, H-8, H-9, H-11,
08237 m : O 120 Hal Hao Haa Hed Has
H-26, H-27
2,86 t 4,96 (*J29 25) 2 H-29
3,13-3,19 m - 1 H-3
3,51 t 4,96 (*Jzs, 20) 2 H-28
5,34-5,35 m - 1 H-6

Tabela B.12 — Dados de RMN de 13C (100 MHz, CDCIs) de 3-f-(2-aminoetoxi)colest-5-

eno (10)

o (ppm) '\::L;Tbeggo(:e Atribuicéo o (ppm) '\::l;rrn;gr?oie Atribuicéo
12,1 1 C-18 37,1 1 C-10
18,9 1 C-21 37,4 1 C-1
19,6 1 C-19 39,4 1 C-4
21,3 1 C-11 39,7 1 C-24
22,7 1 C-26 40,0 1 C-12
23,0 1 C-27 42,3 1 C-29
24,0 1 C-23 42,5 1 C-13
24,5 1 C-15 50,4 1 C-9
28,2 1 C-25 56,4 1 C-17
28,4 1 C-2 57,0 1 C-14
28,7 1 C-16 70,0 1 C-28

32,12 1 C-8 79,5 1 C-3
32,15 1 C-7 121,8 1 C-6
36,0 1 C-20 141,1 1 C-5
36,4 1 C-22
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Tabela B.13 — Dados de RMN de *H (200 MHz, CDClz) de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-azido-

1-desoxi-p-b-glicopiranose (14)

J (ppm) Multiplicidade J (Hz) Integral Atribuicdo
2,02; 2,04; 2,08;
S - 12 OCOCHjs
2,11
3,79-3,85 m - 1 H-5
4,13-4,20 dd 1,96 (3Js5), 12,4 (3Je-6?) 2 H-6
4,25-4,33 dd 4,6 ((Jg-s), 12,4 ((Je-6) 2 H-6
4,66 d 8 ((Ji2) 1 H-1
4,96 t 8 (3J21) 1 H-2
5,06-5,31 m - 2 H-4, H-3

Tabela B.14 — Dados de RMN de *C (50 MHz, CDCls) de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-azido-
1-desoxi-f-p-glicopiranose (14)

o (ppm) Numero de carbonos Atribuicéo
20,7 4 OCOCHs
61,8 1 C-6
68,0 1 C-2
70,8 1 C-4
72,7 1 C-5
74,2 1 C-3
88,1 1 C-1

169,4; 169,5; 170,3; 170,8 4 COCHj3
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Tabela B.15 — Dados de RMN de *H (200 MHz, CDClz) de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-azido-

1-desoxi-g-p-galactopiranose (18)

o (ppm) Multiplicidade J (Hz) Integral Atribuicao
1,99; 2,07; 2,10;
S - 12 OCOCHj3
2,18
4,00-4,06 m - 1 H-5
4,16-4,20 m - 2 H-6
4,62 d 8,4 (3J12) 1 H-1
10,3 (3J32)
5,04 dd 1 H-3
3,0 (Ja4)
10,3 (332-3)
5,17 dd 1 H-2
814 (3\]2-1)
5,42 d 3,0 (3Jas) 1 H-4

Tabela B.16 — Dados de RMN de *C (50 MHz, CDCls) de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-azido-
1-desoxi-g-p-galactopiranose (18)

o (ppm) Numero de carbonos Atribuicéo

20,7; 20,8 4 OCOCH3
61,4 1 C-6
67,0 1 C-4
68,2 1 C-2
70,9 1 C-3
73,0 1 C-5
88,4 1 C-1

169,5; 170,1; 170,3; 170,5 4 COCHjs
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Tabela B.17 — Dados de RMN de 'H (400 MHz, CDCIls) de 2-acetamido-3,4,6-tri-O-

acetil-1-azido-1,2-didesoxi-f#-p-glicopiranose (22)

o (ppm) Multiplicidade J (Hz) Integral Atribuicao
1,99; 2,05; 2,11 S - 12 OCOCHjs
3,83-3,97 m - 2 H-2, H-5
1,88 (Js'5),
418 dd 1 H-6
’ 12,26 (3Je-6)
4174 (3~]6-5)1
429 dd 1 H-6
’ 12,4 (*Jso)
4,86 d 9,26 (J1-2) 1 H-1
511 t 9,72 (3Jas) 1 H-4
5,32 t 9,72 (3J3.4) 1 H-3
6,49 d 8,88 1 NH

Tabela B.18 — Dados de RMN de 3C (100 MHz, CDCls) de 2-acetamido-3,4,6-tri-O-

acetil-1-azido-1,2-didesoxi-f#-p-glicopiranose (22)

o (ppm) Numero de carbonos Atribuicéo
20,75 3 OCOCHG3
23,32 NHCOCH;3
54,22 1 C-2
62,11 1 C-6
68,43 1 C-4
72,36 1 C-5
74,06 1 C-3
88,54 1 C-1

169,48 1 NHCOCH;3

170,86; 171,04 3 OCOCH3
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Tabela B.19 — Dados de RMN de 'H (400 MHz, CDCIlz) do glicosiltriazol 23

o (ppm) Multiplicidade J (Hz) Integral Atribuicao
1,70; 1,77; 1,92;
S - 36 COCHs
1,95; 1,97; 2,02
4,01-4,28 m - 9 H-3°, H-3"’, H-6’, H-6’
H-6, H-9, H-2°, H-2"’,
5,20-5,39 m - 12
H-5°, H-5
5,51 ta - 2 H-4°
5,99 t 9,31 (3Jss5) 1 H-4>
5,94 d 9,28 (3Ji2) 2 H-1
6,15 d 9,48 (3J12) 1 H-1"
7,33 S - 2 H-2
8,33 S - 1 H-8
8,40 S - 2 H-11

Tabela B.20 — Dados de RMN de *3C (100 MHz, CDCIs) do glicosiltriazol 23

NUmero de Ndmero de

o (ppm) carbonos Atribuicéo o (ppm) carbonos Atribuicéo
19,9; 20,0; 20,49;
12 OCOCHjs 75,0 2 C-3
20,54; 20,6
61,6 2 C-6’ 85,4 1 cC-1»
61,8 1 c6” 85,7 2 C-I’
62,8 2 C-9 109,2 2 C-2
65,8 1 C-6 122,2 2 C-11
67,8 3 c-2’,C2” 123,4 1 C-8
70,1 1 c-4» 125,3 3 C-10, C-7
70,4 2 c-4 1415 1 C-1
72,8 2 C-5 144.6 1 C-4
73,0 1 C-5 151,6 2 C-3
168,8; 168,9; 169,1;
OCOCHj,
74,7 1 c-3” 169,4; 169,6; 170,0; 13
COOH

170,6
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Tabela B.21 — Dados de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) do galactosiltriazol 24

o (ppm) Multiplicidade J (Hz) Integral Atribuicéo
1,68; 1,77; 1,94;
S - 36 OCOCHz
1,97; 2,15
4,07-4,18 m - 6 H-6’, H-6”’
4,24 ta - 3 H-5°, H-5
H-6, H-9, H-3’,
5,20-5,31 m -
H-3”
5,47-5,49 m - 3 H-4’, H-4’
5,54 t 9,24 (3Jr1) 2 H-2°
5,63 t 9,24 (3J2.17) 1 H-2’
9,24 (3Jy-2);
5,87 d 3 H-1’, H-1”
9,24 (3Ji-2)
7,39 s - 2 H-2
8,05 S - 1 H-11
S - 2 H-8

8,12
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Tabela B.22 — Dados de RMN de 13C (100 MHz, CDCls) do galactosiltriazol 24

NUmero de Ndmero de

J (ppm) carbonos Atribuicao o (ppm) carbonos Atribuicéo
20,3; 20,6;
12 OCOCHj5 86,0 1 C-17
20,75; 20,76
61,2 1 C-6” 86,3 2 C-r
61,3 2 C-6’ 109,9 2 C-2
63,0 2 C-9 122,5 2 C-11
66,3 1 C-6 123,6 1 C-8
67,1 3 Cc-4,C-4” 1254 1 C-1
68,0 1 c-2” 142,0 1 C-4
68,1 2 C-2’ 144,2 2 C-10
71,0 2 C-3 1448 1 C-7
71,2 1 C-3” 151,9 2 C-3
168,9; 169,2;
170,0; 170,1; OCOCHs,
73,8 1 C-5” 13
170,26; 170,34; COOH
170,5, 170,6

74,1 2 C-5
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Tabela B.23 — Dados de RMN de 'H (400 MHz, CDCIlzs) do glicosiltriazol 26

o (ppm) Multiplicidade J (Hz) Integral Atribuicéo
0,68 S - 3 H-18
H-1, H-2, H-4, H-
7, H-8, H-9, H-11,
H-12, H-14, H-15,
H-16, H-17, H-19,
085239 m ] 76 H-20, H-21, H-22,
H-23, H-24, H-25,
H-26, H-27,
COCH3
3,17-3,22 - 1 H-3
3,51-3,61 - 4 H-28, H-29
H_3’,’ H_3,’,’
4,06'4,36 m - 9 H'6”, H_G’n
H-6, H-6", H-9’,
H_2’,’ H_2,’,,
5,28'5,52 m - 15 H'4”, H'5”,
H_S”’
5,64 t 8,92 ((Js-s7) 1 H-4>"°
5,97 d 8,92 (3Ji-2) 2 H-1”
6,24 d 9,48 (3J12) 1 H-1""
6,91 S - 1 CONH
7,09 S - 2 H2’
8,39 S - 1 H-8’
S - 2 H-11°

8,49
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Tabela B.24 — Dados de RMN de '3C (100 MHz, CDCls) do glicosiltriazol 26

NUmero de Ndmero de

o (ppm) carbonos Atribuicao o (ppm) carbonos Atribuicdo
12,0 1 C-18 56,3 1 C-17
18,9 1 c-21 56,9 1 C-14
19,6 1 C-19 61,8 2 C-6”

20,1; 20,3;

20,65; 20,70; 12 OCOCHs 62,91 1 C6
20,8
21,2 1 c-11 62,93 2 c9’
22,7 1 C-26 65,8 1 C-28 ou C-6’
22,9 1 Cc-27 66,8 1 C-6’ ou C-28
23.9 1 c-23 68,0 3 C-27,C2”
24,4 1 C-15 703 1 C-42"
28,1 1 C-25 709 2 C-4”
28,3 1 c-2 72,9 2 C-57
28,6 1 C-16 73,2 1 C-57
29,8 1 c-8 75,0 1 C-37
32,0 1 c-7 752 2 C-3”
35,9 1 C-20 79,6 1 C-3
36,3 1 C-22 85,6 1 c-1"
37,0 1 C-10 86,0 2 C-17
373 1 C-1 106,4 2 c-2’

122,2; 122,4; C-6, C-8,
39,2 . -4 123,1 ) C-11°
39,6 1 C-24 1308 1 C-I’
39,9 1 C-12 142,0 2 C-4’,C-5
40,6 1 C-29 144,8; 1449 3 C-7°,C-10°
42,4 1 C-13 151,9 2 C-3°
167,2; 169,7; CONH

50,3 1 -9 170,1; 170,7 B OCOCHG3
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Tabela B.25 — Dados de RMN de 'H (400 MHz, CDClzs) do glicosiltriazol 27

o (ppm) Multiplicidade J (Hz) Integral Atribuicao
0,68 s - 3 H-18
H-1, H-2, H-4,
H-7, H-8, H-9,
H-11, H-12, H-
14, H-15, H-16,
0,85-2,22 m - 76 H-17, H-19, H-
20, H-21, H-22,
H-23, H-24, H-
25, H-26, H-27,
COCH;
3,18-3,21 - 1 H-3
3,60-3,63 - 4 H-28, H-29
H'S”, H_5’7’
4,14'4,31 m - 9 H'6”, H_G’n
H-6, H-6’, H-9’,
5,27'5,34 m - 10 H'3,’, H_S’”
H'Z”, H'2”’,
5,54'5,71 m - 6 H'4”, H_4’7’
5,89-5,95 m - 3 H-1, H-1"”
6,83 S - 1 CONH
7,16 S - 2 H2
8,04 S - 2 H-11°
8,17 S - 1 H-8’




Tabela B.26 — Dados de RMN de *3C (100 MHz, CDCls) do glicosiltriazol 27
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Ndmero de

Ndmero de

o (ppm) carbonos Atribuicéo o (ppm) carbonos Atribuicao
12,0 1 C-18 56,9 1 C-14
18,9 1 C-21 61,2 1 C-67
19,6 1 C-19 61,3 2 C-6"

20,31; 20,34; " - - . o
20,7;20,8 !

213 1 C-11 66,5 1 C-28 ou C-6’
22,7 1 C-26 66,7 1 C-6 ou C-28
22,9 1 Cc-27 67,0 3 C-47,C-4
23,9 1 c-23 68,0 1 C-2'"
24.4 1 C-15 68,3 2 C-2
28,2 1 C-25 70,9 2 C-3”
28,4 1 c-2 713 1 C-37
28,6 1 C-16 73,9 1 C-57
29,9 1 c-8 74,2 2 C-5”
32,1 1 c-7 79,6 1 C-3
35,9 1 C-20 86,0 1 c-1"
36,4 1 C-22 86,5 2 C-17
37,0 1 C-10 107,5 2 C-2’

122,0; 122,3; C-6,C-8’,
374 1 ¢l 1233 ) C-11°
393 1 Co4 130,8 1 c-I’
39,7 1 C-24 140,8; 140,4 2 C-4’,C-5
40,0 1 C-12 144,4; 145,0 3 C-7°, C-10°
40,6 1 C-29 152,1 2 c3’
425 1 C-13 166,9 1 CONH

168,9; 169,2;

170,0; 170,31,
50,4 1 c-9 170.2: 1703 12 OCOCH;

1705

56,4 1 C-17
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Tabela B.27 — Dados de RMN de 'H (400 MHz, CDCIz) do glicosiltriazol 28

o (ppm) Multiplicidade J (Hz) Integral Atribuicao
0,68 S - 3 H-18
H-1, H-2, H-4,
H-7, H-8, H-9,
H-11, H-12, H-
14, H-15, H-16,
H-17, H-19, H-
0,85-2,22 m - 76 20, H-21, H-22,
H-23, H-24, H-
25, H-26, H-27,
COCHs,
NHCOCH;3
3,13 m - 1 H-3
H_375’ H_3’7’,
4,01-4,24; 4,61- Hlj|€;6H’— é“':g
4,64, 5,09-5,14; m - 25 H5 H’—5”’ ’
5,20; 5,35-5,41 H2 H2™,
H_4,” H_4’,’
9,12 (Jr2);
6,19 d 3 H-1"’, H-1"”
9,12 (3Jy)
7,34 S - 2 H2’
8,20 m - 3 NHCOCH:
8,41 S - 1 H-8
8,45 S - 2 H-11°

8,49 S - 1 CONH




Tabela B.28 — Dados de RMN de *3C (100 MHz, CDCls) do glicosiltriazol 28
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Ndmero de

Ndmero de

o (ppm) carbonos Atribuicao o (ppm) carbonos Atribuicdo
11,7 1 C-18 41,9 1 C-13
18,5 1 C-21 49,6 1 C-9
19,0 1 C-19 52,1; 52,2 3 C-27,C-2

20,3; 20,4;

20.5: 20,6 9 OCOCHs, 55,6 1 C-17
20,8 1 C-11 56,2 1 C-14
22,3; 22,4, NHCOCHs, ’

5 61,8 3 C-67,C6
22,6, 23,2 C-26, C-27 ' ou C-9
C-9’ ou C-6"’,
23,2 1 C-23 62,4 1 Ce6’
23,8 1 C-15 65,0; 65,9 2 C-6’ ou
L L ki 1 C_28
27,4 1 C-25 68,1 3 C4”,C4”
27,8 1 C-2 72,4 3 C-57,C-5"”
28,1 1 C-16 73,5 3 C-37,C-3”
31,36 1 c-7 78,4 1 C-3
31,42 1 C-8 84,8 1 c-17,Cc-1’>
35,2 1 C-20 107,2 2 c-2
121,1; 123,3; 4 C-6, C-8°,
3.7 1 C-22 123,8,125,5 C-11°
36,3 1 C-10 128,0 1
36,7 1 Cc-1 129,8 1 Cc-1’
38,8 1 C-4 138,9; 140,5 2 C-4,C-5
39,0 1 C-24 143,0 2 C-10°
39,3 1 C-12 1433 1 C-7
39,8 1 C-29 1815 2 C-3’
NHCOCH;3
165,5; 169,3;
13 CONH
169,6; 170,0;

OCOCHGs
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Tabela B.29 — Dados de RMN de 'H (400 MHz, CDClz) de 29

o (ppm) Multiplicidade J (Hz) Integral Atribuicéo
0,68 s - 3 H-18
H-1, H-2, H-4, H-7, H-8, H-9, H-11,
08523 m : 0 2021 H22 Has Hol Has
H-26, H-27
2,46 t 2,36 (“Js6) 1 H-8’
2,53 t 2,24 (“311.0) 2 H-11°
3,16-3,24 m - 1 H-3
3,62-3,65 m - 4 H-28, H-29
4,79 S - 6 H6’, HY’
5,33-5,35 m - 1 H-6
6,61 S - 1 CONH
7,20 S - 2 H-2’
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Tabela B.30 — Dados de RMN de 13C (100 MHz, CDClz) de 29

NUmero de Ndmero de

o (ppm) carbonos Atribuicao o (ppm) carbonos Atribuicéo
12,0 1 C-18 40,4 1 C-29
18,9 1 C-21 42,5 1 C-13
19,6 1 C-19 50,3 1 C-9
21,3 1 C-11 56,4 1 C-17
22,7 1 C-26 56,9 1 C-14
23,0 1 C-27 57,4 2 C-9
24,0 1 C-23 60,5 1 C-6’
24,5 1 C-15 66,7 1 C-28
28,2 1 C-25 75,7 2 C-10°
28,4 1 C-2 76,4 2 C-1r°
28,7 1 C-16 78,3 1 C-8’

32,07 1 C-8 79,0 1 C-7
32,09 1 C-7 79,6 1 C-3
36,0 1 C-20 108,0 2 Cc-2’
36,4 1 C-22 122,1 1 C-6
37,0 1 C-10 130,7 1 C-1’
37,3 1 C-1 140,1 1 C-4’ou C-5
39,3 1 C-4 140,7 1 C-4’ouC-5
39,7 1 C-24 151,7 2 C-3
39,9 1 C-12 166,8 1 CONH
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Tabela B.31 — Dados de RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds) do glicosiltriazol derivado da

glicose (30)
o (ppm) Multiplicidade J (Hz) Integral Atribuicao
0,65 S - 3 H-18
H-1, H-2, H-4,
H-7, H-8, H-9,
H-11, H-12, H-
14, H-15, H-16,
0,83-2,50 m - 40 H-17, H-19, H-
20, H-21, H-22,
H-23, H-24, H-
25, H-26, H-27
3,15 m - 1 H-3
H_3,” H_3’,’,
H'6,’, H'G’”,
H-6’, H-9°, H-6,
H_57” H_5”’,
3,28'5,42 m = 41 H'2,’, H'2,,’,
H_4,” H_4’,’,
H-28, H-29,
C-OH
5,54 d 9,2 (BJra) 1 H1”
5,59 d 9,2 (3Ji2v) 2 H1”
7,42 S - 2 H2’
8,27 S - 1 H-8’
8,45 S - 2 H-11°
8,50 S - 1 CONH
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Tabela B.32 — Dados de RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds) do glicosiltriazol derivado

da glicose (30)

Ndmero de

Ndmero de

o (ppm) carbonos Atribuicao o (ppm) carbonos Atribuicao
11,7 1 C-18 49,7 1 C-9
18,6 1 c-21 55,7 1 C-17
191 1 C-19 56,3 1 C-14
20,6 1 c-11 60,76; 60,83 3 C-6>,C-6">
22,4 1 C-26 62.3 2 co’
22,6 1 C-27 65,4 1 C-28 ou C-6’
23,3 1 C-23 65,9 1 C-6’ ou C-28
23,9 1 C-15 69,5; 69,6 3 c-2»,C-2
27.4 1 C-25 71,98; 72,09 3 C-4,C-4""
27,8 1 C-2 77,0 3 C-5,C-5”
28,1 1 C-16 78,5 1 C-3
31,38 1 C-7 79,9; 80,0 3 C-37,C-3”
31,44 1 C-8 87,5; 87,6 3 C-1,Cc-1’”
35,2 1 C-20 106,9 2 c-2’

121,2; 1238, C-6, C-8’,
35,7 1 C-22 1239 4 cr
36,3 1 C-10 129,9 1 C-1’
36,7 1 c-1 139,1; 140,5 2 C-4>,C-5
38,8 1 c-4 142,6 2 C-10°
39,0 1 C-24 143,1 1 c-7
39,2 1 C-12 151,7 2 C-3
39,8 1 C-29 165,6 1 CONH
41,9 1 C-13
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Tabela B.33 — Dados de RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds) do glicosiltriazol derivado da
galactose (31)

o (ppm) Multiplicidade J (Hz) Integral Atribuicao
0,65 S - 3 H-18
H-1, H-2, H-4,
H-7, H-8, H-9,
H-11, H-12, H-
14, H-15, H-16,
0,83-2,36 m - 40 H-17, H-19, H-
20, H-21, H-22,
H-23, H-24, H-
25, H-26, H-27
3,15 m - 1 H-3
H_375’ H_3’7”
H_67” H_G”’,
H-6’, H-9°, H-6,
H_57” H_5”’,
3,73'3,86 m - 41 H'2”, H'2”’,
H_4,’, H_4’,’,
H-28, H-29,
C-OH
5,51 d 9,6 (3Jra) 1 H1””
5,53 d 9,0 (3J12) 2 H1”
7,40 S - 2 H2’
8,17 S - 1 H-8’
8,39 S - 2 H-11°

8,49 S - 1 CONH
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Tabela B.34 — Dados de RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds) do glicosiltriazol derivado

da galactose (31)

Ndmero de

Ndmero de

o (ppm) carbonos Atribuicao o (ppm) carbonos Atribuicao
11,7 1 C-18 49,7 1 C-9
18,6 1 C-21 55,6 1 C-17
191 1 C-19 56,2 1 C-14
20,7 1 C-11 60,4 1 C-6"
22,7 1 C-26 60,5 2 C-6"’
22,7 1 Cc-27 62,3 2 Cc-9
23,3 1 C-23 65,2 1 C-28 ou C-6°
23,9 1 C-15 65,9 1 C-6’ ou C-28
27,4 1 C-25 68,5 3 C-4>,C4”
27,8 1 C-2 69,4 3 Cc-27,C2”
28,1 1 C-16 73,7 3 c-3,C-3”
31,4 1 C-7 78,4 1 C-3
31,5 1 C-8 78,5 3 C-5,C-5”
35,2 1 C-20 88,1 1 C-1"
35,7 1 C-22 88,2 2 c-1”
36,3 1 C-10 106,9 2 c-2
36.7 1 c1 121,2; 123,6 4 6, G5,

’ C-11°
38,8 1 C-4 1299 1 C-r
39,0 1 C-24 139,0; 140,5 2 C-4,C-5
39,3 1 C-12 142,6; 143,1 3 C-7°, C-10°
39,9 1 C-29 151,7 2 c3°
41,9 1 C-13 165,6 1 CONH
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Tabela B.35 — Dados de RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds) do glicosiltriazol derivado da

N-acetilglicosamina (32)

o (ppm) Multiplicidade J (Hz) Integral Atribuicao
0,64 S - 3 H-18
H-1, H-2, H-4,
H-7, H-8, H-9,
H-11, H-12, H-
14, H-15, H-16,
0,83-2,35 m - 49 H-17, H-19, H-
20, H-21, H-22,
H-23, H-24, H-
25, H-26, H-27,
NHCOCH:
3,14 m - 1 H-3
H_375’ H_3’7”
H_6,’, H_6’,’,
H-6, H-6", H-9’,
H_57” H_5”’,
3,16'5,31 m - 38 H'2,’, H'2,,’,
H_4,” H_4’,’,
H-28, H-29,
C-OH
5,74 m - 3 H-1"’, H-1"”
7,34 S - 2 H2’
7,87-7,90 m - 3 NHCOCHs3
8,25 S - 1 H-8
8,30 S - 2 H-11°
8,49 S - 1 CONH
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Tabela B.36 — Dados de RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds) do glicosiltriazol derivado

da N-acetilglicosamina (32)

Ndmero de

Ndmero de

o (ppm) carbonos Atribuicao o (ppm) carbonos Atribuicao
11,7 1 C-18 49,6 1 C-9
18,6 1 c-21 54,4; 54,5 3 C-2,C2°”
19,1 1 C-19 55,6 1 C-17
20,6 1 c-11 56,2 1 C-14

22,4; 22,6; . NHCOCHs, 607 ; C-67, C-67
22,7 C-26, C-27 ' ou C-9’
23,2 1 C-23 62.4 1 C-9 Ccilg,(’i,-6 ,
23,9 1 C-15 65,1; 65,9 2 C'C6_’2‘é“
27,4 1 C-25 69,9 3 C-4, C-4°>
27,8 1 C-2 74,0, 74,1 3 C-5,C-5°"
28,1 1 C-16 78,4 1 C-3
31,4 1 C-7 80,1; 80,2 3 C-3°, C-37
315 1 c8 86,0; 86,1 3 C-1°, C-1°”
35,2 1 C-20 1071 2 C-2’

121,1; 123,1; C-6, C-8’,
35,7 1 C-22 1236, 4 clr
36,3 1 C-10 129,7 1 c-I
36,7 1 c-1 139,1; 140,5 2 C-4’,C-5
38,8 1 C4 1425 2 C-10°
39,0 1 C-24 142,9 1 C-7
39,3 1 C-12 1515 2 C-3’

155,5; 165,5; NHCOCH;
39,8 1 C-29 169.4 4 CONH
41,9 1 C-13
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Tabela B.37 — Dados de RMN de 'H (200 MHz, piridina) de 33

o (ppm) Multiplicidade J (Hz) Integral Atribuicéo
0,68 S - 3 H-18
H-1, H-2, H-4, H-7, H-8, H-9, H-11,
089250 : a0 o1 Hao 1o Hok Has
H-26, H-27, CH,P™A
3,23-3,29 m - 6 CH,PTPA
3,78-4,11 m - 11 CH,P™A
5,43 sl m 1 H-6
7,85 m - - COOH
Tabela B.38 — Dados de RMN de '3C (50 MHz, piridina) de 33
o (ppm) Ncl;r:tfgr?odse Atribuicao o (ppm) I\(I:t;r:becl)rr?oc;e Atribuicao
12,3 1 C-18 37,8 1 C-1
19,3 1 C-21 39,9 1 C4
19,9 1 C-19 40,1 1 C-24
21,7 1 C-11 40,4 1 C-12
23,0 1 C-26 42,9 1 C-29
23,3 1 C-27 42,5 1 C-13
24,5 1 C-23 50,7 1 C-9
24.9 1 C-15 53?9??;564’0; CH,PTPA
28,6 1 C-25 56,9 1 C-17
28,9 1 C-2 57,2 1 C-14
29,2 1 C-16 59,8 - CH_PTPA
32,48 1 C-8 67,3 1 C-28
32,59 1 C-7 79,7 1 C-3
36,4 1 C-20 122,2 1 C-6
36,9 1 C-22 141,5 1 C-5
37,4 1 C-10 1720 174,53 5 COOH,CONH

174,5




