x x

° XXXIll Congresso de @
w ... Iniciacdo Cientifica da
i .. Unicamp $

i

OTIMIZACAO DE PARAMETROS REACIONAIS NA
SINTESE DE GLICEROFOSFOLIPIDIOS

Palavras-Chave: Glicerofosfolipidios, Fosfolipidios, Fosfocolina.
Autores(as):

Maria Carolina Santos Gomes, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - UNICAMP
Ms. Xisto Antonio de Oliveira Neto, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - UNICAMP

Prof. Dr. Daniel Fabio Kawano (orientador), Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - UNICAMP

INTRODUGAO:

Os lipidios constituem uma classe diversa de macromoléculas cuja principal caracteristica € a
hidrofobicidade (ou anfipaticidade, em alguns casos) (COCKCROFT, 2021). S0 componentes essenciais das
membranas celulares, com func¢des que incluem armazenamento de energia, sinalizacéo e regulacdo estrutural
(HUBLER; KENNEDY, 2016). Dentre os lipidios, os glicerofosfolipidios sdo os mais abundantes nas membranas e
se destacam pela presenca de um grupo fosfato ligado ao esqueleto de glicerol. A dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC)
€ um exemplo classico desse grupo, composta por duas cadeias acilicas e um grupo fosfocolina na posicdo sn-3
do glicerol (BOGOJEVIC et al., 2022).

A fosfocolina, por sua vez, € um grupo polar que confere carater anfipatico aos glicerofosfolipidios,
favorecendo sua organizacdo em bicamadas lipidicas e facilitando interagdes com proteinas de membrana. Essas
propriedades estruturais sdo fundamentais para o papel dos fosfolipidios em processos como formagdo de
vesiculas, transporte de farmacos e reconhecimento molecular em sistemas biolégicos (WANG; TONTONOZ,
2019). Devido a estas caracteristicas, estruturas contendo fosfocolina tém sido amplamente exploradas em
formulacdes farmacéuticas, na biocompatibilizacdo de materiais e no desenvolvimento de agentes terapéuticos
(ONTONG et al., 2024).

No entanto, a sintese quimica de glicerofosfolipidios, especialmente a etapa de inser¢éo da fosfocolina,
ainda enfrenta desafios significativos. Protocolos tradicionais frequentemente recorrem a reagentes toxicos,
instaveis e de dificil manuseio, como oxicloretos e solventes clorados (BONJOUKLIAN; PHILLIPS, 1987; NORTH
et al., 2009; VRIEZE et al., 2015).

Além disso, a baixa solubilidade de compostos contendo fosfocolina em solventes organicos compromete
o rendimento das reacdes e dificulta a purificacdo dos produtos (FURUTA et al., 2009). Dessa forma, este projeto
propds a padronizacao de uma rota sintética curta e eficiente para a sintese de fosfatidilcolinas, utilizando como

modelo a insergdo do grupo fosfocolina em um derivado protegido de glicerol, visando a sintese da DPPC.

METODOLOGIA:

A rota sintética delineada, representada na Figura 1, tem inicio a partir do composto comercial 2,2-Dimetil-

1,3-dioxolano-4-metanol-p-toluenossulfonato (1), o qual foi submetido a reagdes de substituicdo nucleofilica
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bimolecular (SN2) no carbono sn-3, sob diferentes condic¢des reacionais, utilizando sais de fosforilcolina como fonte
do grupo fosfocolina (KNOPIK; BRUZIK; STEC, 1991; GONTIJO et al., 2015). A partir dessa etapa, o intermediario
(2) seria tratado com meio acido para promover a clivagem do grupo isopropilideno, originando o composto 3. As
hidroxilas livres presentes nesse intermediario seriam tao funcionalizadas de forma simétrica por meio de reacdes

de esterificagcdo com cloreto de palmitoila, resultando na formacéo da dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC).
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Figura 1. Rota proposta para sintese de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC).

Inicialmente, foi realizada a troca de ion do sal de célcio de cloreto de fosforilcolina (1g, 3,88 mmol), sendo
esse tratado com solugéo aquosa de acido oxalico (0,384 g, 4,27 mmol em 2,7 mL de agua), o oxalato de célcio
formado foi removido por filtracdo a vacuo. Em seguida, hidréxido de tetrabutilaménio (TBAH) foi adicionado ao
filtrado até atingir pH 9. O solvente foi entdo completamente removido por evaporacao rotativa a vacuo, seguido
da secagem do intermediario em dessecador a vacuo com pentéxido de fésforo (P20s).

Posteriormente, o sal de tetrabutilaménio obtido (0,435 g, 0,63 mmol) e o reagente comercial 1 (0,150 g,
0,524 mmol) foram solubilizados em 3 mL de acetonitrila anidra e permaneceram sob agitacdo a temperatura
ambiente por 24 horas, seguido de 5 horas em refluxo. A reacdo foi acompanhada por cromatografia em camada
delgada analitica (CCDA) de silica, sendo a fase mével cloroférmio (CHzCl), metanol (MeOH) e agua (H20)
(65:24:4, viviv), e revelacao com reagente de Dragendorff, seletivo para aminas terciarias e quaternarias.

O tratamento da reacéo foi iniciado por particdo em CH;Cl, MeOH e H,0, na proporgéo 3:4:3 (v/v/iv). Em
seguida, diferentes métodos de purifica¢éo foram avaliados. Inicialmente, foi empregada cromatografia em coluna
classica (CCC) com silica como fase estacionéria. A eluicao foi realizada com aumento gradual da polaridade da
fase movel, comegando com CH;Cl e MeOH (10:1), passando por CH;CI, MeOH (65:24) e finalizando com CH,;Cl,
MeOH e H,0 (65:24:4). Como os resultados foram insatisfatérios, testou-se a mesma técnica utilizando alumina
como fase estacionaria, com CH;Cl, MeOH (50:1) como fase mével, com aumento gradual da polaridade da fase
movel.

Na tentativa seguinte, foi realizada filtragdo em coluna de silica, iniciando a eluicdo com diclorometano
(DCM) puro, seguido por DCM e MeOH nas proporcdes 9:1 e posterior aumento da polaridade. Como o composto
de interesse permaneceu retido na fase estacionéria, adotou-se, por fim, uma estratégia baseada em troca ibnica.
Para isso, a mistura de reacao foi submetida a particdo entre DCM e agua, com adicao gradual de iodeto de

potassio (KI) até que fosse observada a separa¢éo do produto e das impurezas entre as fases.

RESULTADOS E DISCUSSAO:
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Durante a reacao de insergdo da fosfocolina, ndo foi possivel monitorar a formagao do

produto por CCDA, dado que o Rresperado para o produto e do sal de fosforilcolina empregado <&

na reacdo eram semelhantes. Ainda assim, observou-se o consumo quase completo do material a
de partida tosilado (1), sugerindo a formagéo do produto e permitindo o inicio do processo de

purificacdo. Apds a remocao completa do solvente e realizacdo de uma particdo em CH3Cl, ™ /
MeOH e H:0 (3:4:3), foi possivel perceber a presenca de um composto de Rf = 0,3, 4 P_ B

possivelmente se tratando do produto 2 desejado (indicado como P na Figura 2). No
Figura 2. Andlise por

CCDA de silica das
produto e maior intensidade durante revelag&o por reagente de Dragendorff. fracbes  aquosa e
orgdnica obtidas apds
particio em  CH3Cl,
e a impureza (I) decidiu-se por empregar o método de CCC em silica para obten¢@o do MeOH e H.0 (3:4:3) da
reagdo entre 1 e 2, as

entanto, também foi identificada uma impureza majoritaria (1), de Rf superior ao suposto

Considerando a grande diferenca nos valores de Rt entre o suposto produto (P)

produto puro. Apesar de ser possivel realizar a eluicdo da impureza | de acordo com o

. C e , L. setas indicam a
esperado, o produto P jamais foi eluido, mesmo apds empregadas fases moveis com altas localizacdo da principal
concentragdes de MeOH e H2O. impureza (1), até entéo

estrutura

Hipotetizou-se que o grupo isopropilideno foi clivado durante o contato desconhecida, e do
prolongado com a silica, cujo carater acido seria responsavel pela clivagem, gerando um possivel produto (P).

derivado mais polar pela presenca de hidroxilas livres. Os grupos hidroxila formados, somados ao carater altamente
polar do grupo fosfocolina, poderiam intensificar a interacdo com os grupos silanol da fase estacionaria por meio

de ligacbes de hidrogénio, tornando sua elui¢cdo invidvel mesmo com a aplicacdo de fases moveis altamente

polares.

Como forma de impedir a suposta clivagem do grupo isopropilideno pela

silica, uma CCC com alumina neutra e fase mével de CHsCl e MeOH (50:1) foi
proposta. Andlises por CCDA das fracdes obtidas a partir da CCC de alumina
revelaram a eluicdo de um composto com Rt similar a P. No entanto, analises

posteriores por CCDA revelaram que o composto detectado era, na verdade, um

produto de degradacdo da impureza I, que surgia gradativamente em qualquer

Figura 3. Placas de CCDA das fracdes fracdo que contivesse a impureza em questéo (Figura 3). Apesar de existirem

coletadas da CCC em alumina, evidéncias na literatura que diversas reagBes podem acontecer em
reveladas com Dragendorff. As setas

indicam a localizagdo da impureza I e
de um possivel produto de €sclarecam especificamente o tipo de degradagao sofrida por I.

degradagdo D. (A) CCDAs realizadas Como alternativa & CCC em silica, a filtragdo em silica foi proposta
no momento da coleta das fragdes. (B)
CCDA realizada apds algumas horas

de repouso das fragcdes. Fase movel superficie de silica reduzido poderia significar o impedimento ou reducéo da
utilizada: CH3Cl:MeOH:H20 (65:24:4)

superficies de alumina (POSNER, 1978), ndo foram encontrados estudos que

seguindo uma légica similar, j& que o tempo de contato entre a amostra e a

suposta clivagem do isopropilideno. No entanto, os resultados foram
semelhantes a CCC em silica, com a impossibilidade de eluicao de P, mesmo em fases méveis altamente polares.

A estrutura de | foi ento investigada. Considerando os reagentes utilizados, postulou-se que se tratava do
sal de tosila do tetrabutilaménio (TBATS), formado pela combinacdo do cation de tetrabutilamdnio (TBA*) com o
grupo tosilato liberado do material de partida (1). A fim de averiguar a hipétese, foi realizado um teste empregando
reagentes comerciais, o cloreto de tetrabutilaménio (TBACI) foi particionado em &agua e diclorometano (DCM),
seguida pela adicdo de acido p-toluenossulfénico para promover a troca do ion e formar o TBATs. Analises por
CCDA das fases organica e aquosa confirmaram que o produto gerado apresentava R e coloragcdo em reagente

de Dragendorff similares a |, como pode ser observado na Figura 4. Adicionalmente, a partir do isolamento de | e
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posterior analise por ressonancia magnética nuclear de prétons (H! RMN), foi possivel identificar que a impureza

se tratava de um derivado de TBA.

Figura 4. Placas de CCDA de silica reveladas em Dragendorff. Fase mével:
CHsCl:MeOH:Hz20 (65:24:4). (A) Placa de CCDA das fragbes aquosa e
orgdnica de particdo do sal TBATs gerado. (B) Placa de CCDA das fragbes
aquosa e orgdnica durante partigdo do bruto reacional

Para superar as limitag6es de purificacdo enfrentadas até entdo, foi proposta uma nova
estratégia baseada na troca i6nica entre o cation TBA* e ions iodeto, com base em um trabalho
publicado por Fox e Qiu (2020). O TBAI, formado in situ, permanece preferencialmente na fase
organica em particdes entre diclorometano e 4gua (Figura 5), enquanto compostos mais polares, como
o produto (P), permaneceriam na fase aquosa, viabilizando seu isolamento.

Dessa forma, a proposta de purificacdo consistiu na manutencdo da primeira etapa de

tratamento, com particdo em CHCIz, MeOH e agua (3:4:3), seguida da evaporagao da fase
A . . . . . ; Figura 5. Andlise por
organica. Em seguida, o solido resultante foi submetido a uma segunda particao entre agua  ~~p de silica das fracdes

e DCM, com adicdo progressiva de pequenas quantidades de iodeto de potassio (KI), aquosa (Ag) e orgdnica

. . ~ A . (O) do sal TBAI comercial.
almejando a completa migracé@o de | para a fase organica, enquanto P permaneceria na

Revelagdo em
fase aquosa. Dragendorff. Fase mdvel:
A estratégia de troca i6nica com Kl revelou-se ineficaz na préatica. Apos a adigéo (C:;EZAZTOH"HZO

de Kl e realizacdo da nova particdo, a mancha anteriormente atribuida ao produto (P)
deixou de ser visualizada, como exposto na Figura 6. Esse desaparecimento pode indicar a degradacdo ou
alteracao estrutural do composto, mas também evidencia uma limitacéo critica: ainda ndo se sabe com certeza se

a mancha inicialmente atribuida a P corresponde, de fato, ao produto da reacdo. Dada essa incerteza, torna-se

invidvel prever com seguranga como o composto se comportard frente a presenca de iodeto.

=

Figura 6. Andlise por CCDA de silica das fragdes aquosa (Aq) e orgénica (O)
da partigéo em H20 e DCM adicionado de KI, revelando o desaparecimento
de P. Revelagdo em Dragendorff. Fase movel: CH3Cl:MeOH:H20 (65:24:4).

CONCLUSOES:

A padronizacdo de uma rota sintética para insercéo do grupo fosfocolina em glicerofosfolipidios mostrou-
se particularmente desafiadora nas etapas de purificacdo do intermediario (2). Apesar da evidéncia indireta da
formacdo do composto-alvo, as tentativas de isolamento por cromatografia em silica e alumina foram
comprometidas por degradacdo ou retencdo excessiva dos compostos de interesse. A identificacdo da impureza
majoritaria como o sal de tetrabutilamdnio com tosilato (TBATS) permitiu o delineamento de uma estratégia racional

de purificagdo baseada em troca ibnica com iodeto. No entanto, essa abordagem néo resultou na recuperacéo do
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produto, evidenciando limitagdes associadas a incerteza estrutural do intermediario formado. Ainda assim, os
resultados obtidos indicam a viabilidade da reacdo de insercao e fornecem uma base sélida para futuras
otimizag6es nas etapas de separacao e caracteriza¢do. A continuidade do trabalho sera direcionada a confirmagao
estrutural do intermediario através de novos protocolos de reagdo, como o emprego de éteres de coroa na sintese,

visando subsequente purificacdo para conclusédo da sintese da DPPC.
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