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RESUMO

NASCIMENTO FILHO, J. M. - Avaliacdo termodinamica dilmes mistos compostos por

trans-desidrocrotonina e fosfolipidios. Dissertacdo desivhdo. Universidade Federal de
Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brasil.

A técnica de preparacdo de filmes interfaciais,odénado com filmes de Langmuir ou
monocamadas flutuantes, vem sendo utilizada pareider caracteristicas de interacéo
molecular entre lipidios e farmacos. Portanto, mitio dessa técnica € de suma importancia
para avaliacdo das caracteristicas fisico-quindeasinteracdoes entre as moléculas a serem
dispersas na interface agua-ar, o que permiteexamplo, elucidar a possivel interacdo de
Transdesidrocrotoninat{DCTN) em sistema de liberacdo controlada, com@assoma,
sistema composto por fosfolipidios.tdbCTN € uma molécula (19-nor-diterpeno) extraido
do Croton cajucaraBenth (Euphorbiaceae), uma planta nativa da regi@&ezonica conhecida
como cajucara ou sacaca. Entre as aplicacfes jplesta, os chas preparados das folhas e
cascas do caule d& cajucaratém sido comumente utilizados na medicina popigardo as
suas acOes terapéuticas, tais como, hipoglicemmrtipolipidémica, e sua potencial acao
como antitumoral, antimutagénico e antiinflamatof@ comportamento termodinamico das
monocamadas  flutuantes mistas dos  fosfolipidios tteménicos D,La-
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC, C16:0), b-dibehenoilfosfatidilcolina (DBPC, C22:0), L-
a-dioleilfosfatidilcolina (DOPC, C18:1) dransdesidrocrotonina t{DCTN) a diferentes
fracbes molares (x) do diterpenbDCTN) tem sido investigado através de isotermas de
Langmuir por meio de medidas de presséao e potetheialiperficie. Excesso de energia livre
de Gibbs da mistura tem sido calculado para difesertomposicbes da monocamada
flutuante a diversos valores de pressao de sugeri@ espalhamento das moléculas puras de
t-DCTN na interface ar-dgua resulta numa isotermatig@ condensada e uma pressao
maxima lateral igual a 15 mN/m, sendo registrada aiiferenca delV com o decorrer da
compressao lateral da monocamada. Para os sistbmasios t-DCTN/DBPC e t-
DCTN/DOPC, o maximo de estabilidade foi obtidatgactn = 0,375 e 0,500 a pressdo de
superficie de 15 mN/m, com um valor minimo&@" igual a -1,7 kd/mol. As andlises dos
parametros termodindmicos obtidos tais como, ame&»xxesso, energia livre em excesso e
energia livre da mistura confirmaram a miscibilidaibs sistemas binarios constituidos por
fosfolipidios et-DCTN. Dentre os sistemas binarios analisadosstersia binario composto
por t-DCTN/DOPC foi o que demonstrou maior estabiliddds monocamadas na interface
por apresentarem desvios negativos mais significaitie energia livre de mistutdg"). Nas
monocamadas mistas, as moléculas de fosfolipidem®@cpm exibir um alto grau de
ordenamento na orientacdo das moléculas dispeasadenface principalmente para valores
intermediarios de fracdes molares 8®CTN. As observagbes acima sugerem que as
moléculas det-DCTN exercem um efeito de condensacdo nas monalzemmistas de
fosfolipidios.

Palavras-chave: Filmes de Langmuir, trans-desidabonina, fosfolipidios, termodinamica.
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ABSTRACT
NASCIMENTO FILHO, J. M. - Thermodynamic investigati of mixed monolayers of trans-

dehydrocrotonin and phospholipids. 2010. DissemaijMaster). Universidade Federal de

Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brazil.

The preparation technique of interfacial films, ledl with Langmuir film or monolayer
floating, has been used to elucidate features ¢éentar interation between lipids and drugs.
Therefore, domain this technique is of paramourpartance to evaluating the physical-
chemical interactions between molecules dispersetia air-water interface, which allows,
for example, to elucidate the possible interactodnTrans-dehydrocrotonin (t-DCTN ) in
controlled release system, such as liposome, systemposed of phospholipids. TR®OCTN

is a terpenoid molecule (19-nor-diterpene) extihctieom Croton cajucara Benth
(Euphorbiaceae), a native plant from the Amazororegnown as cajucara or sacaca. Among
other applications of this plant, teas preparethftbeC. cajucaraleaves and stem-bark have
been commonly used in popular medicine due tohisajpeutic actions as hypoglycemiant
and hypolipidemic, and its potential as an antittahaantimutagenic and anti-inflammatory
agent. The thermodynamic behavior of mixed floatingpnolayers of zwitterionic
phospholipids D,La-dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC, C16:0), oOk-
dibehenoylphosphatidylcholine (DBPC, C22:0),atdioleylphosphatidylcholine (DOPC,
C18:1) andrans-dehydrocrotonint(DCTN) at different molar fractions (x) of the dipene
has been investigated by measuring the surfacesypeesand surface potential Langmuir
isotherms. Excess Gibbs energies of mixing have lba&ulated for different compositions
of the floating monolayer at varying surface pressualues. Spreading of puteDCTN
molecules at the air—water interface resulted soadensed-type isotherm and a maximum
lateral pressure equal to 15 mN/m, recordef¥/an the course of the lateral compression of
the monolayer. For the DCTN/DBPC andt-DCTN/DOPC binary systems, the maximum
stability was obtained at.ycty = 0.375 and 0.500 at a surface pressure of 15 miNith a
minimum AGM value equal to -1.7 kJ/mol. The analyses of theinbd thermodynamic
parameters such as excess areas, excess freeesrardifree energy of mixing confirmed the
miscibility of the phospholipids anttDCTN in the binary systems. Among the binary
systems studied, the binary system composed of tNDDOPC was demonstrated that the
greater stability of monolayers at the interface geesenting the most significant negative
deviation of free energy of mixingdG"). In these mixed monolayers, the phospholipid
molecules seemed to exhibit higher long-range tatean order for intermediary values of t-
DCTN molar fractions. As a whole, the above obsimwa suggest that the t-DCTN
molecules exert a condensing effect on the monadayaen mixed with the phospholipids.

Keywords: Langmuir films, trans-dehydrocrotoninpppholipids, thermodynamics
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1) INTRODUCAO

De modo geral, o sistema publico de saude brasigicontra-se em situacao precaria,
ou seja, com deficiéncia no atendimento, falta dgutiragcédo e de novas alternativas
terapéuticas para grande parte da populacdo gaendegssita, e por esta razao, a inovagao
em saude vem sendo discutida no decorrer das 8lildeadas. Por se tratar de um sistema
complexo, o qual necessita de investimentos a neltingo prazo, a inovacdo em saude visa
a melhoria nos servi¢os de saude através da prodigcthedicamentos inovadores e insumos
farmacéuticos (Gadelha, 2006; Queiroz & Carvalho052 Folha de S&ao Paulo, 2003;
MS/Data SUS).

Portanto, inovacdo em saude € uma questao comlexayeralmente, envolve desde
Universidades responsaveis por pesquisa e desémeolo (P&D) até a producdo dos
insumos farmacéuticos pelos grandes complexos timgissde salude. Desta forma, parcerias
publicas e privadas sado de grande importanciaglavancar a producédo de patentes e novos
medicamentos destinados ao combate de doencagememgidas e patologias que acometem
todas as regides brasileiras e doencas prevalemdsdo o mundo, tais como o diabetes e o
cancer (Gadelha, 2003).

Nos ultimos anos, um grande numero de compostagamttem sido estudado por
apresentarem inumeros efeitos terapéuticos paiasvdoencas, tais como o cancer, doencas
infecciosas, SIDA (Sindrome da Imunodeficiéncia ldna), entre outras. No entanto, ao
nivel celular a liberagdo desses compostosvivo pode ser dificultada pela natureza
hidrofilica ou hidrofébica do farmaco. Por estadi@zo desenvolvimento de lipossomas pode
trazer varias vantagens a estes compostos, taie aamento da solubilidade, controle de
liberacdo das moléculas, melhoramento da biodist@o e aumento da estabilidade dentro
do organismo (Allen & Cullis, 2004; Tan et al. 2010

Os lipossomas sao estruturas vesiculares comp@stasuma bicamada lipidica
semelhantes as membranas bioldgicas, com a fidalida carrear e controlar a liberacéo de
agentes terapéuticos, mais precisamente farmaessc(L1998). Contudo, a estabilidade dos
lipossomas é algo importante para o sucesso deabjhlilade como sistemas de carreamento
de farmaco e liberacdo prolongada. Essa € a radas puais diversos estudos vém sendo
realizados para prever a estabilidade que é adwadainteracdes fisico-quimicas entre os

constituintes, como os lipidios e as moléculasensencapsuladas.
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Assim, para um melhor entendimento e compreensa@stdhilidade dos lipossomas é
importante implementar estudos referentes as magdes interfaciais das monocamadas
flutuantes, conhecidos como filmes de Langmuir,séstemas interfaciais agua-ar. Através
dessa técnica € possivel realizar, por exemplonaisa da atividade tensoativa dos
fosfolipidios e dos filmes mistos, com o0s quais godser obtidas informacfes sobre as
interacbes presentes entre os fosfolipidios confaosacos a nivel molecular e sobre a
natureza das ligacdes intermoleculares existentes.

As analises fisico-quimicas interfaciais dos filnmastos sdo acompanhadas pela
determinacdo dos parametros termodinamicos, queenpoder mensurados de modo
quantitativo a partir das isotermas de pressaaper8cie, como, por exemplo, os célculos de
area em excesso, excesso de energia livre, eriergiae mistura dos filmes mistos (Fang et
al., 2003; Romaéao et al., 2004).

O fitofarmaco a ser utilizado nesta Dissertacéo driraido da espéci€roton
cajucaraBenth, uma planta originaria da regido Amazonicarhecida mais popularmente
como “sacaca ou cajucara”’, por sua vez, é muitizada pela populagdo local porque
apresenta vérias propriedades medicinais e cusatjMaciel et al., 2000). Os efeitos
terapéuticos desta planta sdo atribuidos aos &aéseis terpendides isolados da mesma,
sendo o constituinte majoritario desses 0leos &@lab diterpendrans-Desidrocrotoninat{
DCTN), extraido da casca do caule desta espéqguadén (Carvalhet al., 1996; Maciel et
al., 1998). Em adicéo, alguns estudos descrevenmesgge composto apresenta citoxicidade
em alguns tecidos vivos e uma elevada hidrofobigd&odriguez & Haun, 1999; Anazetti et
al., 2003).

Devido as propriedades fisico-quimicas apresentaéss t-DCTN € interessante
avaliar o possivel melhoramento das suas atividéalesacoldgicas e também diminuir a
citoxicidade através do seu encapsulamento em ackmres de liberacdo controlada de
farmacos. Neste sentido, este trabalho visa estglanteracdes entre os fosfolipidios e o
dipertenot-DCTN através da analise de filmes interfaciaisLdagmuir, com o intuito de

desenvolver formulag@es lipossomais estaveis cdotetDCTN.
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2)OBJETIVOS

Geral

» Avaliar as propriedades fisico-quimicas dos filnmggrfaciais de fosfolipidios, do
diterpenotrans-desidrocrotoninat{DCTN) e filmes mistos de fosfolipidio-diterpeno,

visando contribuir com a compreenséao dos fendmeeestabilidade de lipossomas.

Especificos

» Estudar as propriedades interfaciais de filmes &olms por moléculas biolégicas em
condi¢bes dinamicas (filmes de Langmuir);

* Obter isotermas de pressdo de superfitle ersus area por molécula (A) para
analises das propriedades tensoativas;

» Avaliar as propriedades dielétricas dos filmes puganistos através das isotermas de
potencial de superficielV);

« Realizar andlises termodinamicas dos filmes mist@s/és da area em excessay),

excesso de energia liv(gGF) e energia livre de mistu@G™).
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3.1. Membranas Bioldgicas

As membranas biolégicas possuem enorme importfiare 0s seres vivos, uma vez
que fazem parte de todas as estruturas celulaisterges nestes organismos. Elas séo
responsaveis ndo somente para definir os diveimopartimentos celulares, como também
para determinar a natureza da comunicacao intsdracelular e, desta forma, contribuir na
funcionalidade celular (Bergt al., 2004). As biomembranas sdo compostas Inasita por
lipidios, formando uma bicamada lipidica, e portgiras, as quais podem variar de 20 a 80%
do peso total das membranas. As proteinas, povejase inserem integralmente (entre as
bicamadas lipidicas) ou perifericamente, quand@oestderidas a sua superficie. Essa
descoberta ficou conhecida por muitos pesquisadwresiundo como modelo do mosaico
fluido, e foi proposta por Singer & Nicholson env24Berget al., 2004) (Figura 1).
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Figura 1 — Modelo do mosaico fluido proposto por Singer &ichidlson

(http://www.sobiologia.com.br/figuras/Citologia/ mbranaplasmatica3.jpg
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Em adicdo, de acordo com a estrutura quimicgatids que compdem as membranas
plasmaticas sédo classificados em dois tipos: apiaadberta, onde estdo inclusos os
fosfolipidios  (glicerofosfolipidios,  esfingolipidsp,  glicolipidios  (esfingolipidios,
galactolipidios) e lipidios provenientes das ardpaetérias, e; b) cadeia fechada ou ciclica,
onde estdo presentes os derivados dos esteréites,accolesterol (Lehninger, 2006).

A estrutura quimica dos fosfolipidios, classe doislios presente em maior proporcao
nas membranas plasmaticas, possui um grupo colina grupo fosfato associados a um dos
radicais da molécula de glicerol, e dois radicaissituidos por acidos graxos saturados ou

insaturados (Figura 2).

" COLINA Zwitterionico
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Figura 2 — Estrutura quimica dos fosfolipidios (http://www.t@o.org.br/arquivos/eventos/

download/Giuliana_Piovesan_Alves.pdf).

O arranjo e o ponto de fusdo destas moléculaset@ominados pela presenca ou nao
de insaturacdes nas cadeias hidrocarbonadas. Besta, quando existir a presenca de
insaturacdo em sua cadeia a temperatura de trarggctase do lipidio sera diminuida e esta
insaturacdo também influira no processo de empaested das moléculas de fosfolipidios,
que seré dificultado (Campbell, 2000).

Os lipidios sdo moléculas anfifilicas, portant@ suganizacdo em bicamadas, quando
em solucéo, ird ocorrer de acordo com a polaridgeetambém é dependente das forcas de
interacdo que estdo envolvidas no processo de etapaento de suas moléculas. Desta
forma, as partes apolares encontram-se voltadasgparterior das bicamadas constituintes
das biomembranas e, conseqlientemente, a partéiliddr(polar) fica voltada para o exterior
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da mesma. As forcas que estabilizam estas membsanaas forcas hidrofébicas (forcas que
estdo relacionadas a associacdo dos grupos naeai@am outros em solucdo aquosa e
geralmente estéo relacionadas com grupamente} €He Van der Waals (Beringer, 2006)
presentes nas caudas hidrocarbonadas, enquanés fpureas atuantes nos grupos polares sao
predominantemente repulsivas por apresentarem manerga (Campbell, 2000).

O fator de empacotamento depende do grau de sabudas lipidios que compdem as
membranas, como segue: se saturados (cadeiagatifab seu empacotamento sera rigido e
ordenado, sendo fluido e desordenado quando os @seapresentarem insaturacdo, mais
precisamente quando estiver na posicao cis, pasizeé a conformacao de cada molécula
que apresenta um maior espacamento entre um fisdiolie outro. Outro fator que pode
influenciar no empacotamento é a temperatura: quatelada, provoca o aumento do grau
de desordem na bicamada. A desordem pode ser wadtopela adicdo ou a presenca de
colesterol nas biomembranas, que confere a elagnaiwa rigidez e evita o0 movimento “flip-
flop” dos fosfolipidios por se intercalar entre @aidas hidrocarbonadas dos fosfolipidios
(Campbell, 2000).

3.2.Croton cajucaraBenth

Desde tempos imemoraveis é conhecido que divesggsies de plantas apresentam
propriedades curativas para diferentes enfermidacisfato foi melhor conhecido quando
colonizadores europeus, ap0s invadirem terras amddaexploradas, identificaram uso de
plantas com finalidade curativa por nativos dadegimazoénica, com base nas propriedades
que eram advindas de substancias fitoquimicas idagradas plantas através de chas e
infusdes (Maciel et al., 2002).

Atualmente, a utilizacdo de plantas medicinaisapar tratamento e cura de
enfermidades € muito disseminada entre as camadhaixi e média renda. Contudo, esta
cultura, repassada de geracdo em geracdo, ensentlsstribuidas em diversas regides
brasileiras, principalmente, na regido amazonicastdl regido esta presente, a Floresta
Amazobnica, a maior reserva florestal existente resiBcontendo diversas espécies de plantas
conhecidas e desconhecidas. No entanto, estatflotesmina sendo alvo de pesquisas
cientificas relacionadas, principalmente, a ide@fao de novos compostos com atividades

terapéuticas.
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A espécieCroton cajucaraBenth, pertencente a famikaforbiaceagé encontrada na
regido amazonica e popularmente conhecida com@a¢aadmu “cajucara” (Maciel et al.,
2003). Esta espécie é muito utilizada pela culpopular da regido por apresentar varias
indicagbes terapéuticas, como o combate a diamé@betes, maléria, febre, estomatites, e
também o controle de indices elevados de colesfgmga et al., 2005). As propriedades
curativas dos chas da sacaca sao devidas aos domfitt;juimicos extraidos das cascas do
caule e folhas desta planta.

As propriedades terapéuticas identificadas sainpates aos compostos fitoquimicos
clerodanos, que somam mais de 800 espécies quindicasnstituinte extraido em maior
proporcéo € o diterperteDCTN e o0s constituintes isolados em menor proosgd drans
cajucarina, sacaringkans-crotonina, cajucarina e cajucarinolideo (Maciehlet 1998).

O t-DCTN é um diterpeno da classe dos clerodanos i&i@) extraido de plantas
com 3 a 6 anos, e que possui diversos efeitos taldgicos descritos na literatura, como
seguem:

1. Atividadesin vivo

» Atividade Hipoglicemiante ficou evidente quando ampostot-DCTN apresentou
uma reducdo em torno de 50-53% da glicemia em raifesrglicémicos machos
(Farias et al., 1997);

» Atividade Hipolipidémica foi observada uma redud@&37% da taxa de triglicerideos
e diminui¢cdo dos niveis de colesterol pela admegdip de uma dose de 50mg/kg de
t-DCTN por via oral (Silva et al., 2001);

e Atividade Antiulcerogénica foi comprovada, em essidosteriores, quando te
DCTN apresentou um excelente poder preventivo derag gastricas, porque
suprimiu a secrecao gastrica acida agindo comoganista ndo competitivo dos
receptores envolvidos em tal secrecdo e tambénsayoa o funcdo de aumentar
niveis séricos de prostaglandinas (PEG2), subsigmesponsaveis pela protecdo da
mucosa gastrica (Hiruma-Lima et al. 1999);

» Atividade Antiinflamatorio foi avaliada pelo métode inducdo de edema de pata em
ratos pela administracdo subcutaneamente de saolastajuimicas, como histamina,
carragenina e dextrana, na regido sub-plantar dagsguerda enquanto que na pata
direita foi injetado solugéo salina. Contudo, oeorruma reducdo de 49% da
inflamacgé&o apods sete dias administrando 200mg/kg>d&TN (Carvalho et al., 1996).
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2. Atividadein vitro:

» Atividade Antiproliferativa: a citotoxicidade deDCTN e seu derivado Cajucarina foi
avaliada em células de carcinoma Ehrlich e sarct8faatravés do método MTT para
avaliar a viabilidade celular, demonstrando queCTN apresentou uma menor
dose-resposta em relacdo as células em estudo sugue;do foi comparavel com a
acdo de um potente anticancerigeno, 5-fluorouf@ciinberg et al., 1999).

Contudo, o uso dBDCTN demonstrou apresentar uma acao citotoxicaegmatocitos
de ratos e linhagens de células fibroblasticas \\YR8driguez & Haun, 1999), como também
um derivado diterpendide denominado de dimetilamsiotonina apresentou atividade
citotoxica em células leucémicas humanas (HL60pg&iti et al., 2003).

Apesar das diversas propriedades farmacologicasi@dassacima para BDCTN, ndo
existe nenhum relato sobre a atividade antimicrabielacionada a este composto, sabe-se
que compostos terpenodides como o linalol (monoterpeapresentou acao inibitéria em
microorganismos plancténicos (Alviano et al., 2Q0@5p acido acetilaleuritdlico (triterpeno)
apresentou inibicdo do crescimento de cepas bacssri deStaphylococcus aureus
Salmonella typhimuriurPeres et al. 1997).

As caracteristicas descritas acima para o terpgomam relevante do ponto de vista
farmacoldgico, porém ainda persiste o problemaudebsixa solubilidade em meio aquoso,
por serem Oleos volateis extraidos de plantas. Bsasea solubilidade dificulta a sua
veiculagcdo em formas farmacéuticas convencionaimslsseecessaria a utilizagdo de um
nanocarreador.

Alguns estudos sobre os fenbmenos que ocorrem parfiie destes sistemas
nanocarreadores, chamados de fendmenos interfagi&ms sendo desenvolvidos com a
finalidade de se observar o comportamento e aaigdierdos varios compostos com atividade
terapéutica em contato com os lipidios constitgiteas membranas bioldgicas (Fernandez-
Botello et al., 2008; kt-Wydro et al., 2007; Gzyl-Malcher et al., 2008).
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3.3 — Fendbmenos Interfaciais

Fendmenos interfaciais sdo aqueles que ocorremneanregiao limite entre duas ou
mais fases fisicas da matéria que co-existem enti@esta forma, as moléculas inseridas
nesta regido possuem propriedades fisico-quimimaentes a ambas as fases (Goodwin,
2004; Sinko, 2008).

Diversos tipos de interfaces podem existir em estadimensional, a depender dos
estados fisicos da matéria (sélido, liquido ou gas(Sinko, 2008), tais como:

» Interfaces sdlidasocorrem quando estéo presentes duas fases sdéildagase solida

e outra liquida ou mesmo uma fase sélida e ousasga

» Interfaces liquidasquando existe a possibilidade de estarem enasvitlias fases

liquidas ou uma fase liquida e uma gasosa,

Ambas as interfaces liquidas e sélidas apresensage pnportante no que diz respeito
ao entendimento dos fendmenos associados no dégemmo de produtos farmacéuticos.
Muito embora as interfaces sélidas apresentem gramgortancia na area farmacéutica,
porque estdo presentes nos granulos revestidopmaacdo de comprimidos multicamadas,
seus estudos ainda ndo sao tao disseminados @qsatids interfaces liquidas (Sinko, 2008).

As interfaces liquidas sdo encontradas em varistersas dispersos, como nas
emulsdes, e nos dominios vesiculares denominaggossibmas. De modo geral, na obtencdo
de dispersdes ha formagdo de uma regido limitee emtmeio disperso e o dispersante
(geralmente aquoso), 0 que vem a ser chamada rde filterfacial. A técnica capaz de
analisar os filmes interfaciais sofreu com o demode alguns séculos varias modificacdes e
avancos, e atualmente é denominada de preparacfionde de Langmuir. Através dessa
técnica é possivel analisar o comportamento eniess dases com propriedades distintas

atraves da formacédo de simples monocamadas fletiant

3.3.1-Tenséo Superficial e Interfacial

A tensao superficial € uma das propriedades magwritantes para a formacao dos
filmes interfaciais, porque esta intimamente relaada com as forcas de coesédo e adeséao que
sdo provenientes das ligagbes de hidrogénio pessesritre as moléculas de agua que
compdem a subfase ou a superficie liquida da meSpratudo, estas ligagbes quimicas sédo

responsaveis pela formacao de uma pelicula estavaterface agua-ar (Roberts, 1990).
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Na interface agua-ar, as moléculas que se encompir@sentes no seio da solucédo séo
cercadas por moléculas de mesmas forcas, de maueiyas forcas resultantes entre elas se
anulam; na superficie da subfase, porém, a forgaltamte apresenta uma componente
voltada para o interior do volume da subfase (My&899). Portanto, a tensdo superficial é
originaria das forcas resultantes provenientes ugeerficie da interface liquido-gas, que
geralmente sdo compostas por moléculas de aguagtanto, a tensao interfacial, geralmente,
ocorre quando dois liquidos imisciveis estdo emtatonmutuo. Desta forma, a tensao
interfacial é determinada através da forca existemire os dois liquidos por unidade de
comprimento da interface (Sinko, 2008).

Moléculas com caracteristicas anfifilicas apresargeopriedades tensoativas efetivas,
ou seja, quando dispersas na interface agua tead®auzir a tenséo superficial do liquido
que comple a subfase através da quebra das foecapeddo e adesdo. Devido a esta
caracteristica fisico-quimica essas moléculas s@amadas de surfactantes ou recebem o

nome de detergentes (Roberts, 1990).

3.3.2 —Energia Livre de Superficie

As forcas de coesao e adesdo séo responsavemiparém na interface agua-ar uma
energia potencial de superficie, que € sentidagpalquer molécula presente no volume da
solucdo que tente atingir a superficie liquida egido interfacial. Em adi¢do, para a
ocorréncia deste fendmeno se faz necesséario aagadi de um trabalho contra as forcas
vetoriais resultantes que sao voltadas para donia subfase (Goodwin, 2004).

Portanto, quanto maior for a area superficial dpitio, maior sera o numero de
moléculas da interface dgua-ar que apresenta gessse de energia potencial adicional e,
consequentemente, esta correlacdo entre a enartgiaci@al com a érea nos leva a concluir
que existe uma energia livre de superficie que pedaleterminada no estado estacionario
pela expressao:

Y = (0GIOA)T, P, 1)

onde,y representa a tensao interfacial ou superfiéi@l,a energia livre de superficieA a

area da superficie liquid@,a temperatura absoluta em KelvinB a pressédo atmosférica
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3.3.3 — Filmes de Langmuir

Por definicho as monocamadas flutuantes sao fasnaéla dispersédo de agentes
tensoativos (compostos que alteram a tensao stipbrfcomo os fosfolipidios (lipidios com
cabecas polares e cadeia hidrocarbonada) em usréagde agua-ar, de modo a obter uma
simples camada delgada de espessura a nivel nmaslerghnizada sobre uma superficie de

um liquido, também conhecido como subfase (Feretigh, 2005).

3.3.3.1 — Historico

Para chegar ao nivel de complexidade e aprimorantgré encontramos atualmente,
no estudo dos filmes preparados sob a forma de caamedas foi bastante Gtil a contribuicdo
de varios pesquisadores, como Benjamin Franklind LRayleigh, Agnes Pockels, Irving
Langmuir e Katharine-Blodgett (Roberts, 1990; Ggjii®66a).

Em 1757, Benjamin Franklin ao viajar em navios piglaterra observou que as
ondas formadas pelo deslocamento do navio nas @guaar eram diminuidas ou acalmadas,
em decorréncia do derramamento de dejetos oriwt@leszinha dos navios. Essa observacéo
veio a ser ressaltada em anos subsequentes quandkssbriu que 0os materiais oleosos
provenientes dos navios eram responsaveis porireauforcas de coesdo entre as moléculas
de 4gua, consequentemente, reduzindo as maroték® (2008).

Por volta de 1899, Rayleigh contribuiu para o deskimento desta técnica, quando
publicou alguns resultados de uma jovem e descatdheentista chamada Agnes Pockels
(1862-1935) (Derrick, 1982). Ela foi um dos pesgd@es que mais contribuiram para a base
da ciéncia da matéria condensada, ao estudar asiqol@des interfaciais de substancias
oleosas (6leos, acidos graxos) dispersas sobresupgficie aquosa. Apds ter construido um
aparato de metal com estrutura retangular de est&dckels realizou as primeiras medidas
de tensao superficial de liquidos (Roberts, 198kd 2008). Com isso, foi possivel realizar
as primeiras medidas de tensao superficial e, goesgemente, obter os primeiros graficos
de tensdo superficigersusarea ocupada por cada molécula (Gaines,1966a).

Por sua vez, Irving Langmuir (1881-1957) € até hembrado devido as numerosas
publicacbes e também pelo aprimoramento do equip@needa técnica de estudo de filmes
interfaciais, que foi denominada de filmes de LamgmEle sugeriu que moléculas
espalhadas na superficie liquida formariam monodamaflutuantes, observando e
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constatando que a orientacdo de compostos comtexdsticas anfifilicas na superficie dos
liquidos é tal que os grupos polares se encontma@nsbs na agua enquanto que as cadeias
nao polares ficariam voltadas para o ar (Robe@8D)l Os experimentos eram realizados
num equipamento contendo um reservatério o quatemaberto por material hidrofébico,
que é até hoje denominado de cuba de Langmuir ¢6al®66a; Roberts, 1990).

Langmuir também orientou a engenheira e pesquigad@tharine Blodgett no
desenvolvimento da técnica de deposicdo dos fililnésantes em substratos solidos, uma
vez que até entdo eles somente eram estudadogenfica liquida sem que fossem obtidos
informacdes sobre as disposi¢cdes, composicdo ssmspgHughes et al., 2008). A técnica de
deposicdo de monocamadas flutuantes em substditdgssficou conhecida como filmes de
Langmuir-Blodgett (LB). A partir de entdo, foi poss analisar e estudar a morfologia dos
filmes interfaciais através de técnicas, tais camdifracdo de raios-X, espectroscopia na

regido do infravermelho (FTIR) e microscopia defoatdmica (Gaines, 1966a).

3.3.3.2 — Tipos de Monocamadas

As monocamadas flutuantes podem ser classificaglasaldo com a solubilidade dos
adsorvatos (agentes tensoativos) na subfase liqudsalmente, esta classificacdo €
determinada pela quantidade de atomos de carb@senies nas cadeias hidrocarbonadas.
Desta forma, compostos anfifilicos contendo cadeid®fobicas com um nimero de atomos
de carbono entre 5 e 12 unidades (C5 - C12) forfilamas “soluveis” (Jasper & Houseman,
1963). Ja os compostos anfipaticos contendo um miohke atomos de carbono na cadeia
hidrocarbonada superior a 12 unidades (> C12) farrm@nocamadas “insoluveis” (Chattoraj
& Birdi, 1984). Um exemplo cladssico de monocamadakiveis é o alcool amilico, um
composto contendo cinco atomos de carbono (5C)aaauda hidrocarbonada, enquanto que
o alcool cetilico apresenta 16C nesta cadeia hadbonada, conferindo formacao de

monocamada insoluvel na superficie aquosa (Sirdg)2
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3.3.3.3 — Monocamadas Insoluveis

Os lipidios utilizados para formacdo de filmes dandgmuir s&o substancias
gordurosas, com caracteristicas anfifilicas e qgeralmente, formam monocamadas
insoltveis (Berget al., 2004). A caracteristica anfifilica dessadétulas se deve a presenca
de uma dupla polaridade existente na mesma moléctdmtudo, esta propriedade
influenciaréd na disposi¢éo dos fosfolipidios, comabeca polar voltada para interface aquosa
e a apolar voltada para interface ar, formando onmoaocamada na regido interfacial agua-ar
(Figura 3).

Gas / Ar/ Oleo
Agua

Figura 3 — Disposicao dos fosfolipidios em um sistema iat@dl agua-ar, agua-gas ou agua-

Oleo.

Esta disposicao ja havia sido descrito por Langnoaima vez que as moléculas quando
empacotadas sob compressao lateral ficam disppstpendicularmente a interface agua-ar,
ou seja, as cadeias hidrofébicas formam um angeil®0d com a subfase, fazendo com que
seja gerado um momento de dipolo perpendicularn@ail966a; Roberts, 1990; Myers,
1999).

3.3.3.4 — Presséo de Superficie

E possivel utilizar diversos métodos para quaatifectenso superficial ou interfacial
(Sinko, 2008; Goodwin, 2004), como seguem:

» Método por ascensdao capilar, que se baseia nasd@iscda liquido através de um tubo
capilar ocasionado pela pressédo atmosférica, cempisdera ser determinado a tensao
superficial do liquido através da altura e do dmgld contato formado com a parede
do tubo;
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» Método do anel de DuNoly, que se baseia na forcassaria para desprender um
anel de platina imerso na interface liquida, queegistrado uma vez que o anel
encontra-se acoplado a um tensiémetro;

* Método da placa de Wilhelmy, que permite mediresgéo de superficie pelas forcas

de coesao que atuam na superficie da placa, reeatra presa a um tensiometro.

Quando os agentes ativos sao dispersos na integfageorrer a compressado da
monocamada através de barreiras mecénicas, é gosmnsurar as pressées de superficie
(/7) por area molecula] através de isotermas. A pressdo de superficetetndinada pela
diferenca de tensado superficial do liquido purcodiquido recobertol{ = vy, - y) (Gaines,
1966a). As isotermaf-A, que registram a variagdo de presséo de supectinie funcéo da
area livre da interface, mostram as varias fasesgdegacdo das moléculas dispersas numa

subfase, simulando os diferentes estados fisicosatéria (Figura 4).
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Figura 4 — Isoterma de pressao de superficie versus arem@lécula (7-A) mostrando as
vérias fases de agregacao obtidas durante uma essdpra velocidade constante (Ferreira et
al., 2005).

Na Figura 4 podemos visualizar as varias fasesgdegacédo (Ferreira et al., 2005;
Sinko, 2008; Gobernado-Mitre et al., 1995). A piiragfase (regido |) é denominada de
gasosa (G), uma vez que as moléculas estao dispdesdoriamente sem que ocorra nenhum

tipo de interacdo. A partir da compresséo lateoafildhe havera uma mudanca na fase de
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agregacdo das moléculas dispersas da fase gasQs®a(& liquido-expandida (LE)
representada pela regido Il, quando ocorre umandigéo da area ocupada por cada
molécula. Nesta fase é observado o inicio da @gdot das moléculas em relacdo a subfase,
quando também comecgam a existir forgas intermaees] mesmo que ainda pequenas. Com
o decorrer da compressao, o filme se reorganizsapde da fase LE (regido Il) para a regiao
[l correspondente a fase liquido-condensada (INM&sta fase, as forcas intermoleculares
entre as moléculas sdo bem maiores quando compa@a as existentes nas fases
anteriores e o material disperso encontra-se dispoem a parte hidrofilica adsorvida a
superficie liquida, enquanto que a hidrofébica Viedicalmente voltada para interface ar.

Com uma compressdo ainda maior, surge uma novafdamorganizacdo do filme
(regido 1V), a fase sélida (S), na qual as cadeidsocarbonadas dos lipidios encontram-se
empacotadas ao maximo, até que se atinja uma press&uperficie limite (regido V),
denominada de pressao colapsf)((Ferreira et al., 2005), depois da qual a moneckm
observada em apenas duas dimensbes (2D) é destadesssumindo entdo a forma
tridimensional (3D) pela sobreposicdo de monocanoadaxpulsédo de moléculas da regido
interfacial (Lee, 2008).

3.3.3.5 — Potencial de Superficie

As monocamadas de Langmuir conferem a interface piopriedade elétrica, que
esta associada ao grau de orientagcdo das molaralagerface (Quinn e Wolf, 2009) e,
consequentemente, a alteracdo do momento de dipelwariara com a compresséo lateral,
gerando uma diferenca de potencial (DDP). Esta QPR na interface um potencial de
superficie fV) que € medido pela diferenca de potencial entteudo recoberto pela
monocamada e o liquido purd\( = V - \,), sendo possivel tal mensuracdo através do
método de placa vibrante (Gaines, 1966a; Termiaasaraga, 1979).

Neste método, a superficie da subfase funciona eon@odas placas de um capacitor,
enquanto que a segunda placa se encontra vibrasid@m ala subfase. Os movimentos
vibracionais ocasionam uma variagdo da capacit@aamo conseqiéncia, tem-se a geracao
de uma voltagem que é amplificada e medida por etectbr (Gaines, 1966a).

Portanto, o4V pode ser medido pelo modelo de Helmholtz (Hidalgale 2004;

Hiemenz, 198Hnos quais os lipidios das monocamadas, ho madangua compressao, sao
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considerados como um conjunto de momentos de dipgé&iricos presentes na interface, o

que € descrito em:

AV = il g, )

ondeuL é a componente normal do momento de diplé,a permissividade do vacu®\e a
area molecular média.

O entendimento microscopico dessa propriedadeicgléfdvinda do potencial de
superficie se baseia na teoria da dupla camad&alét de Gouy-Chapman, que envolve um
termo de polarizacaal{p), dependente do momento de dipolo perpendicular adécolas
dispersas @ma contribuicao elétrica proveniente da cargadaydo filme em contato com a
fase aquosay,) (Oliveira Jr., 1990; Andrade et al., 2005).

Esta dupla camada elétrica € composta por uma dzarrderna, contra-ibnica,
chamada de camada de Stern, onde as cargas s&tecantss pontuais e de cargas contrarias
as cabecas polares. Outra camada, conhecida cdosa diom densidades de cargas se
esmaecendo de acordo com a distancia da intesacencontra aderida a camada de Stern
(Oliveira Jr., 1990; Andrade et al., 2005; Gairl&%6a; Myers, 1999).

3.3.3.6 — Andlises Termodinamicas

As analises termodinamicas dos filmes mistos sawsuradas através dos parametros
de area em excessdAF), energia livie em excessd@F) e energia livre de misturaG")
tomando como base as isotermas de pressao deisigpeefsus area molecular médizA)
(Andrade et al.,, 2006). Estes parametros sao reapers por fornecer informacdes
importantes, tais como a miscibilidade entre ospmmentes que compde a monocamada, a
forca de interacdo entre eles e a estabilidadendascamadas mistas.

A area em excessaA") é determinada pela diferenca entre a area malem#dia
experimental dos filmes mistos {A e a area molecular ideal ¢ representada por (Gaines,
1966):

AAF= Agz— Ag = Aa— (AL + X2 A), )
onde % e % correspondem as fragcdes molares dos constituintes,pA e A, correspondem a

area molecular média dos respectivos constitupiess.
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Desta forma, se a &rea em excesso for z&#6=0) a monocamada mista formada sera
considerada ideal, ou seja, os dois componentes cgugpde esta monocamada sao
completamente imisciveis, e o graficoAle em funcdo de&; a uma dada presséo superficie
sera uma linha reta. Assim, qualquer desvio déstaridade indicaria comportamento nao
ideal e que os componentes seriam misciveis enfvalsres dedAF > 0 indicam interacdes
fracas edA® < 0 indicam interacdes fortes entre os componedesmistura quando
comparado com os filmes puros.

A energia de interacdo entre os constituintesnt@socamadas mistas é determinada
pela energia livre em excesstXF), advinda da area molecular em excesso e detetenjmar
(Chou & Chang, 2000):

AGE=[AAEdN, (1)
ondel é a pressdo de superficie. Valod&® < 0 indicam uma interacdo mutua entre as
moléculas constituintes das monocamadas mistas l@esade AGF > 0 indicam a
predominéncia de interacfes repulsivas entre agomials que compde as monocamadas
mistas.

Para observar a estabilidade das monocamadasamtise as medidas quantitativas
de energia livre de misturd@"), obtida por (Kodama et al., 2004; Chou & Char@)®

AGM = AGE + 4GP,  (5)
AG"P = RT (xalnx; + %aInxy), (6)

ondedGP corresponde a energia ideal, R a constante des gasversal e T temperatura em
Kelvin. Os valoresAG™ < o implicam em monocamadas mistas mais estaveis que a
monocamadas compostas pelos componentes individndisando interacdes atrativas), o
inverso ocorre para os valoresAg" > 0, indicando interacées repulsivas.

Deste modo, com base nas informacdes obtidastia gas analises fisico-quimicas
de interface e analises termodinamicas, podemokaia\a interacdo entre o terpeno e
fosfolipidios para obtencéo de relevantes inforreagiara o desenvolvimento de sistemas de

liberacdo controlada (SLC).
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3.4 — Sistemas de liberacéo controlada de medicantes

Os SLC sdo nano ou micro sistemas terapéuticosnddss, principalmente, a
melhoria ou controle da liberacdo de um determingtnaco ou agente terapéutico
Portanto, uma das principais e mais importante &n€ manter constante a liberacdo do
farmaco (Figura 5), evitando que flutuacdes nardig@ possam vir a ocorrer, ou seja, a

liberagé@o do farmaco no organismo deve ser estabtialentre o nivel plasmético efetivo e a

méaxima concentragdo tolerada (Aulton, 2005; Berin2@06).

Mecanismo de Liberagdo de Farmacos
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Figura 5 — Representacéo esquematica dos mecanismos aedibale farmacos. A) Sistema

convencional de liberacdo e B) Sistema de liberagatrolada.

Dentre os SLC podemos destacar os lipossomas quesséturas compostas por uma

bicamada lipidica e um compartimento aquoso no istrior, sendo obtido em escala
nanometrica ou micrométrica (Figura 6). Podemogersar que 0s mesmos mimetizam

estruturas biolégicas, mais precisamente as membraasmaticas (Lasic, 1989).
Em 1960, os lipossomas foram descobertos pelo mestpn Alec Bangham e,

posteriormente, em 1971 o pesquisador Gregory @Gezty® descreveu sua importancia

quanto a utilizacdo no carreamento de farmacospdguaomparado com o0s sistemas

farmacoldgicos convencionais (Santos & Castanh@2R0
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Lipossoma

Figura 6 — Representacao estrutural do lipossoma (httpwWyoexnallivre.com.br/161559/ o-

sao-lipossomas.html).

Portanto, o lipossoma € um produto nanotecnolégidndo da interdisciplinaridade
de diversas areas do conhecimento, tais como as das ciéncias biolégicas/saude, quimica,
fisica e engenharia (Poole & Owens, 2003). Em adliedte sistema apresenta um elevado
potencial na aplicagdo tecnoldgica, principalmentas areas das ciéncias médicas e
farmacéuticas, uma vez que sdo bastante utilizadasarreamento de farmacos ou agentes
terapéuticos, sejam eles hidrofilicos ou hidrofébi€Torchilin, 2007).

Os lipossomas possuem grande importancia para apéigica porque visam o0
melhoramento das condi¢cdes de vida de paciente$agaen uso cronico de medicamentos
através da reducdo das doses diarias administegoel® prolongamento do tempo requerido
para uma nova administracdo (Aulton, 2005; SinkaQ82 Beringer, 2006), uma vez que
ambos os fatores estédo correlacionados com acandi liberacdo, ou seja, sdo responsaveis
por manter as concentracfes do farmaco constaetaste a faixa terapéutica. Desta forma, €
possivel minimizar os efeitos toxicos indesejaawsorganismo ocasionado pelos sistemas
terapéuticos convencionais (Ravi Kumar, 2000; Bl et al., 2002). Além disso, 0s
lipossomas visam favorecer o melhoramento na lrduiscdo de farmacos (Aulton, 2005;
Sinko, 2008; Beringer, 2006), principalmente pagmfacos hidrofébicos cuja etapa
biofarmacéutica é importante no processo de absaigdarmaco e apresenta a caracteristica

de protecéo do farmaco contra processos degradativo
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Contudo, apesar destas vantagens, os lipossomdsastamte sensiveis a alteracdes
fisicas pela acédo da luz e temperatura, alteragb@sicas através de reacdes de hidrdlise,
oxido-reducdo e alteracdes microbiolégicas (Mosdisal., 2003). Estas alteracdes fisicas,
quimicas e microbiologicas contribuem para a dagesacdo dos dominios vesiculares, ou
seja, contribuem para perda da estabilidade dasufacdes lipossomais.

Esta estabilidade encontra-se intimamente reladeor@m algumas propriedades
fisico-quimicas (Kirby et al., 1980; Hernandez-Qlaseet al., 1993; Sutkowski et al., 2005),
tais como os processos de fabricacdo e compondatdsrmulacéo (Brasil, 2005). Mais
precisamente, a estabilidade dos lipossomas degeddeomposicdo da bicamada lipidica e,
consequentemente, das modificacdes ocorridas nerfgip dos mesmos. Contudo, na
superficie dos lipossomas atuam numerosas forcastetacao fisicas que contribuem para
interacdo das bicamadas lipidicas e para sua kztghb, principalmente, as forcas atrativas
de van der Waals, forcas atrativas de interacamfidbicas, forcas repulsivas eletrostaticas,
forcas repulsivas devido a estabilizacéo estédicags, 1995).

Desta forma, a contribuicdo das forcas classicaatdgdo de van der Waals e de
repulsdo eletrostética presente em todas as gasgticaloidais é observada através da teoria
de estabilidade coloidal, denominada como teoria @BVO, desenvolvida pelos
pesquisadore®erjaguin-Landau Verwey-OverbedPark et al., 2010; Ise & Sogami, 2005;
Myers, 1990). Esta teoria leva em consideracaoeagen de interacdo entre as particulas
coloidais que esté diretamente dependente da digténtre elas, ou seja, quanto menor a
distancia entre as particulas maior sera a endoggh do sistema em estudo. As forcas
estéricas repulsivas provenientes da modificac@miqas da superficie dos fosfolipidios pela
adicado de polimeros hidrofilicos podem contribambém para o processo de estabilizacdo
das particulas coloidais.

Portanto, as forcas de interacdo que conferertabikdade aos lipossomas podem ser
mensuradas atraves de estudos baseados no moaetmdeamadas flutuantes, denominadas
de filmes de Langmuir. Neste sentido, esta diss&otgermitiu a obtencdo de informacdes
fisico-quimicas dos componentes puros e sobre aibiidade dos mesmos através dos
filmes mistos, resultando em dados imprescindiselise a estabilidade dessas monocamadas

e a energia de interacao intermolecular entre esteponentes.
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4) METODOLOGIA

4.1 - Materiais

A solucdo tampéo de citrato-fosfato (pH 7.4) foeparada com agua obtida por
osmose reversa num sistema de agua ultrapura (NANCBarnstead). A resistividade
especifica da agua foi de 18,20Mm (pH 5,6 em equilibrio com o diéxido de carbono
atmosférico) e o valor tipico de tensdo superfitdal72,2 mN/m a 20°C. Os fosfolipidios
(Figura 7), D,Le-dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC, C16:0), k-dibehenoilfosfatidilcolina
(DBPC, C22:0) e la-dioleilfosfatidilcolina (DOPC, C18:1) com pureza ®9% foram
obtidos da Sigma-Aldrich (Saint Louis, Estados dsida América). Cloroférmio e metanol
foram fornecidos pela Merck (Darmstadt, Germany)Ditrpeno,t-DCTN, foi extraido e
purificado das cascas daroton cajucaraBenth (Poersch et al., 2007) pela Proflaria

Aparecida Maciel.
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Figura 7 — Estruturas moleculares dos fosfolipididsas-Desidrocrotoninat{DCTN).
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4.2 — Métodos
4.2.1 - Medidas de pressao de superficie e potedeiauperficie

As medidas das isotermas de pressao de supelfigige(sus area moleculah) das
monocamadas puras e mistas contedAd@TN/Fosfolipidios (DPPC, DBPC e DOPC) foram
realizadas a uma taxa de compressédo de 10 mm/ma auba de filmes de Langmuir (KSV
5000, Finlandia), com a area total de 85@@)05 cni. O sistema é equipado com a placa de
Wilhelmy, de modo que a presséao de superficie mida com uma precisao fi€,1 mN/m.
Inicialmente, enquanto ¢DCTN foi dissolvido em cloroférmio a uma concegtia da
solucéo estoque igual a 6 mM, 0,1mM das solu¢cdesETN, DPPC, DBPC e DOPC
(todos os casos ~ 1,7 x*¥@noléculagiL) foram preparadas a uma proporcéo de 9:1 (v/v) de
cloroformio e metanol. Entéo, as solu¢cbes mistasRETN/fosfolipidios a diferentes taxas
de fracbes molares doDCTN (x = {0,250; 0,375; 0,500; 0,675; 0,750; BB foram
preparadas, usando adequadas aliquotas das sopugéassdo diterpeno e dos fosfolipidios.
Tanto no caso das monocamadas puras quanto nas,niiSOuL das solugbes organicas
foram espalhadas na superficie da solugéo tampéird®-fosfato (pH 7,4; IOM de forca
iGnica) a uma temperatura de29,2°C.

Utilizando o método de placa vibrante (Terminassaaaga, 1979) a uma frequéncia
(v) de 300 Hz, o potencial de superficigV] das monocamadas puras e mistast-de
DCTN/Fosfolipidio foi mensurado com um aparelhd@&V método de Kelvin com preciséo
de+ 10 mV. Os dados foram coletados utilizando o smféKSV, e nas isotermas A e
AV-A obtidas sdo apresentados os valores médios dmédislas independentes, sendo que

todos os valores dos desvios das areas de supddiam menores quel A%

4.2.2 - Analises termodinamicas

A partir das isotermag/-A € possivel realizar andlises termodinamicas (Ateded al.,
2006; Gaines, 1966), a partir do que podem sedabiinformacdes sobre o excesso de area
(4AF), excesso de energia livteGF) e energia livre de mistu(@G™).
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5) RESULTADOSE DISCUSSOES

Em todos os casos examinados, as isoterfhAsforam registradas sob compressao
lateral na interface agua-ar numa solucdo tampagitdso-fosfato até atingir um valor
maximo de pressao laterdl{,y suportada pelos filmes de Langmuir. Nota-se q&anao
necessariamente corresponde a pressao de coldpsitoé flmes de Langmuir, uma vez que
em varios casos este valor maximo € atingido, ndasha indicio de ser identificada uma
iminente transicdo de estrutura 2D para 3D da namada flutuante. A formacdo de
estruturas tridimensionais, tanto pelo crescimento subfase ou pelo dobramento e
sobreposicdo de mais de uma monocamada flutuanteéndicacdo de um colapso do filme
de Langmuir (Ybertet al, 2002; Lee, 2008). Os experimentos com 0s sistenmasids t-
DCTN/fosfolipidios foram realizados em pH 7,4, ualor intencionalmente escolhido para
aumentar a possibilidade de aplicar os estudositgaslenente, no desenvolvimento de
sistemas de liberacdo de farmacos.

A compressao lateral das moléculag-@CTN espalhadas na interface agua-ar resulta
numa isoterma do tipo fase condensada (Figura &otdrma/7-A dot-DCTN nao apresenta
uma presséo de colapso até o final do ciclo de oessfo, contudo apresentou uma pressao
méxima igual a 15 mN/m em uma &rea molecular méaiam) de 0,31 nfn No perfil de
compressadlV—-A correspondente (detalhe da Figura 8), pode-seayse existéncia de uma
variacdo do potencial de superficidVf mesmo quando a monocamada esta em estado
relativamente expandido (por exemplo, para amm @enagpressao da superficie comecga a se
elevar, o potencial de superficie ja atingiu vaquedximos de 125 mV).

Para se obter mais informacdes sobre a estabilidasdipossomas compostos por
misturast-DCTN/fosfolipidios, foram realizados experimentsando sistemas binarios com
diferentes fragbes molares dos respectivos compem€Rigura 9). Inicialmente, notou-se,
em termos gerais, as isoterm@sA do DBPC puro (amm = 0,54 Am/7c = 60,0 mN/m),
DPPC (amm = 0,56 ni/7c = 57,7 mN/m) e DOPC (amm = 0,83 fini’c = 42,1 mN/m)
apresentados na Figura 9a-c estdo em concordamialados da literatura (Andrade et al.,
2005; Gambinossi et al., 2002). Os filmes de DBPORPC puros mostraram um perfil
condensado, ao contrario do DOPC que exibiu uma ligsido-expandida (LE) ou fluida

sem evidéncia da transicéo de fase liquido-exparnuhda liquido-condensado (LE-LC) até o
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ponto maximo de pressdo lateral da monocamada, ngste caso corresponde a um

verdadeiro colapso do filme.
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Figura 8 — Isoterma/7-A da monocamada flutuante @BCTN (Detalhe: isotermaV-A).

De especial interesse para nossa discussdo postédou evidente que este
comportamento de transicdo de fase é caracterigtiso monocamadas de DPPC puro
analisadas na interface &gua-ar (Mccolongue & Vdicde 1997) e os dominios
morfologicos na regido de coexisténcia de fased@gaxpandido e liquido-condensado (LC)
se mostraram sensiveis a natureza dos constitugdes monocamadas em condi¢cOes
experimentais (Gehlert & Vollhardt, 1997). Em pautar, a variedade de formas dos
dominios LC em toda a regido de coexisténcia faoi,parte, atribuida ao antagonismo entre
uma tensado linear unidimensional da coexisténcidades e a repulsdo eletrostatica dos
dipolos resultantes da orientacdo molecular e dpaeotamento dentro dos dominios
condensados (Benvegnu & Mcconnell, 1992).

Para os sistemas binaric©CTN/DBPC, pdde observar a existéncia de um perfil
condensado para Oxpcrn< 0,375 e isotermas expandidas ®mcry> 0,500 (Figura 9a).
Enquanto, as isoterm##A do DPPC puro apresentam uma regido bem definidedsicao
de liquido-expandido para liquido-condensado nummmade 0,70 nf (Figura 9b), o
aumento da fracdo molar deDCTN nos filmes binarios contribui para um progres
desaparecimento das nitidas caracteristicas dessdcBio e uma pronunciada reducdo dos

valores da amm associada/d@.. Na Figura 9c, mostra as isoternia#\ det-DCTN/DOPC
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onde, semelhante aos dois casos anteriores, o tunden fracdo molar dd-DCTN

corresponde a uma reducado do valor da amm a unagpdesisdo maxima.
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Figura 9 — Isotermas/7-A dos filmes mistos contendt-DCTN/Fosfo a diferentes

concentracoes: (a) Fosfo=DBPC, (b) Fosfo=DPPC Edsjo=DOPC.

Para um melhor entendimento do grau de miscibiéddms componentes constituintes
dos filmes binarios, lembramos que uma isotermarda monocamada constituida por dois
componentes imisciveis irdo apresentar duas pres#eolapso distintas (correspondente
aos componentes puros) que séo independentes dgosigio (Gaines, 1966;
Terminassiansaraga, 1979; Maget-Dana, 1999; Wu &isther, 1969), de acordo com a regra
de fase (Terminassiansaraga, 1979), enquanto qaainiva pressédo de colapso, dependente
da composicédo da mistura, sera observada se ostgionass das monocamadas mistas forem
misciveis. Na Figura 9 é visto, claramente, quevalsres correspondentes das pressfes

maximas das monocamadas mistas variam»ean.
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Para melhor explorar a questdo da miscibilidade-B&€TN com os fosfolipidios
escolhidos, estao representados os valores congdspies dd7,a.x versus a fragcdo molar do
diterpendide para os trés sistemas binarios irgaats (Figura 10). Como pode ser visto, em
ambos os casos do DBPC e DOPC, as propriedadefsames das misturas binarias parecem
ser controlados pelos fosfolipidios até a fracatanae 50% de-DCTN, e a mistura comeca
a ocorrer somente em concentracdes elevadas dpetiede, quando a pressédo de colapso
varia de forma mais linear com a concentracdoivalatos dois componentes. Embora um
perfil similar com dois regimes também ocorre nstesha binariot-DCTN/DPPC, foi
possivel identificar a influéncia do diterpendida monocamada mesmo a baixas
concentracdes. Isso é consistente com a idéiaiftala capacidade especial dos terpenos em
deformar a interface lipidio-agua (Turina et alD0@), que no caso dos filmes mistvs
DCTN/DPPC (Figura 9b) pode ser favorecida pelaaataristicas mais expandida da matriz

lipidica hospedeira.
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Figura 10 — Variacdo da/7nax dos sistemas binarios compostos p&TCN/Fosfo versus

concentracao relativa do terpemxopcry)-
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E conhecido que o potencial de superficie de manadas de fosfolipidios é sensivel
a orientacdo das cadeias de hidrocarbonetos eadipagéo das cabecas polares na interface
agua-ar. Em adicdo, a agregacdo das moléculadlieasifresulta na formacdo de bolsdes
locais com uma polaridade muito diferente da swébfasiginal, onde as moléculas
hidrofobicas podem ser acomodadas (Turina et @62 Como um terpendideDCTN &
um composto lipofilico, cuja interacdo com a pdnigrofébica dos lipidios deve contribuir
para efeitos visiveis tanto na organizacdo estltanisotropica quanto na organizacao
dipolar das monocamadas flutuantes (Bard et a88;1%urina & Perillo, 2003). Na Figura
11, estdo presentes as curvas das isotermas decaamrde potencial de superficie das
monocamadas mistasDCTN/fosfolipidios sob compressédo. Para cada fpséto, por
comparacdo das diferentes isotermas AM\éxA obtidas com o aumento relativo da
concentracdo do diterpeno, foi possivel atribuimaslancas observadas no perfil a existéncia
de fases distintas de associacdo das duas espéciesulares presentes na monocamada
flutuante.

Geralmente, essas interacdes moleculares sdoatkteqior medidas de potencial na
superficie em um estagio de compressao anterianfagnacdes que podem ser obtidas a
partir das isotermas de pressdo de superficieexmplo, os filmes mistasDCTN/DBPC
(Figura 11a) mostram um aumento perceptivel nong@kde superficie numa amm de 1,1
nn?.

Ha especial interesse na subita elevacdo do patemeisuperficie em relacdo aos
primeiros estagios de compressao dos filmes do DR Epecialmente, para os filmes mistos
do DOPC. Neste ultimo caso, mesmo a fracdes moliedsDCTN relativamente baixas
ocorre um notavel aumento no potencial de supertlevido ao assentamento de moléculas
de terpeno nos bolsdes disponiveis na distribuidedccadeias hidrocarbonadas insaturados do
fosfolipidio. Mesmo a baixas pressdes lateraisygarizacdo mesoscoépica dos lipidios no
regime de coexisténcia G/LE, se assemelha a foomdedum anélogo bidimensional de
espuma fluida/gas (Losche et al., 1983), o qu#tkéaalo pela progressiva condensacao lateral
das moléculas-DCTN. Em escala molecular, a organizacdo dos gryatares dos lipidios
e/ou a sua associagcdo com as moléculas de agussed E também € significativamente

alterada pela adsorcao do farmaco na interface.
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Figura 11 — Isotermas4V-A dos filmes mistos compostos peDCTN/Fosfo a diferentes

concentracdes relativas: (a) Fosfo=DBPC, (b) Fd3RRC e (c) Fosfo=DOPC.

Verificou-se um decréscimo ddVna, Ou seja, o valor maximo da medida do
potencial de superficie (huma amm correspondent@a9, com o aumento da fragdo molar
det-DCTN nas monocamadas mistas do siste&TN/DBPC. Um comportamento similar
também foi observado para os filmestd@CTN/DPPC (Figura 11b), para os quais ocorre
uma reducdo dedVmax de 610 mV X.octa= 0,250) para 478 mVX{pcrn= 0,875).
Inversamente, nas monocamadas misa€TN/DPPC et-DCTN/DOPC foram observados
apenas poucas alteracdesMbhax Mais informacdes quantitativas podem ser obtadpartir

das isotermas ddV-A ao focarmos nos resultados do momento de dipolanodécula,u;



NASCIMENTO FILHO, J. M. - Avaliacdo termodindmica dilmes mistos compostos por trans-
Desidrocrotonina e fosfolipidios

29

obtidas das medidas do potencial de superficiensiega modelo de Helmholtz (Hidalgo et

al., 2004), na qual as moléculas séo consideramas am conjunto de dipolos, de modo que

o= AV A, (7)

onde & € a permissividade do vacuo e a constante dedétfietiva assumida foi 1 para as
monocamadas (uma discussdo a respeito do valor cdastantes dielétricas para
monocamadas de Langmuir pode ser encontrada eraif@liet al., 1992). Para um filme de
Langmuir puro, a uma dada pressdo de compress&alags dedV (e, portanto, de:,)
refletem a atual orientacdo dos dipolos molecularas monocamadas lipidicas, como
resultado da sua mutua interacdo lateral e daéinéia da subfase. Quando um farmaco é
incorporado na monocamada lipidica flutuante, wafatores podem contribuir para uma
mudanca nos valores d® e U e pode-se esperar que ambas as mudangas nantacéor
das moléculas lipidicas disposta ha monocamadavergual reorganizacao da hidratacao de
moléculas de agua devem afetar no valor medidootenpial de superficie. Tal modificacéo
pode ser devido a insercao de moléculas lipofikragiominios hidrofébicos, como resultado
da auto-agregacao das moléculas anfifilicas na oaonada flutuante.

Hidalgo e colaboradores (2004) ja haviam salientpgda incorporagdo dos farmacos
em monocamadas de fosfolipidios poderia afetarméo somente pela reducdo da carga de
superficie efetiva das monocamadas de fosfolipidiosno também alterar a componente
normal do momento dipolo da monocamada pela paatjéio direta da polaridade do farmaco
e modificando a contribuicdo dipolar das molécuties fosfolipidios, devido a sua
reorientacdo causada pela interacdo de espéc@n-irtroduzidas. Considerando a estrutura
molecular dat-DCTN, deve-se esperar que as duas primeiras bomgbes sejam
insignificantes. A Figura 12 mostra uma forma caneete para representar como 0s valores
medido deus nos filmes mistos variam de acordo com a compres&wesentando as
mudancas d@//umn, ondel; e ump sao os momentos de dipolo perpendicular aparemte po
molécula de monocamadas de fosfolipidios mistore, pespectivamente. Em cada caso, 0s
dados na Figura 12 foram tomados a uma amm quespamde a uma pressao lateral de 15
mN/m, que € o valor d&/yax para o filme puro deDCTN. Portanto, o efeito mais importante
da incorporagcdo deDCTN esté na alteracdo da componente vertical dmento de dipolo
do anico fosfolipidio insaturado (DOPC).
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Figura 12 — Variacdo normalizada do momento de dipolo médis sistemas binarit-
DTCN/Fosfo em filmes de Langmuir com a variacadrdgdo molar do terperneDTCN (.

pctn). Para as monocamadas de fosfolipidios puesry correspondem a 0,0.

Para uma melhor analise do comportamento fisicovgoi dos filmes mistod-
DCTN/fosfolipidio, foram utilizadas as isotermidsA correspondentes para determinacéo dos
parametros termodinamicos relevantes, tais conmeaein excessaAF), excesso de energia
livie (4GF) e energia livre de misturd@). O comportamento interfacial das monocamadas
mistast-DCTN/fosfolipidios pode ser analisado com baseregaa da aditividade de area
(Rosilio et al., 1996), através da equacéao

A.{E = 4{13 —,\‘1441 —,\‘34{3 , (8)
que relaciona a area molecular e concentracadveeld® cada componente da mistura a uma
dada pressao, onde e A; significa a area molecular de cada sistema deciespguras 1 e 2,
respectivamentdy; » € a amm observada para a sua mistuxaee, correspondem as fracoes
molares dos compostos 1 e 2, respectivamente. @sta, se uma monocamada mista ideal
é formada (isto €, os dois componentes sao compdata imisciveis), a area em excesso sera
zero e o grafico dé&; , em funcdo de; a uma dada pressao superficie sera uma linha reta.
Assim, qualquer desvio desta linearidade indic@oanportamento nao ideal e que os
componentes sao misciveis entre si.

Uma vez que as relagbes ndo-lineares entre a &ilegutar e a fracdo molar foram

observadas para as monocamadas mistas examinadéssfalipidios e a-DCTN foram
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considerados misciveis, formando monocamadas méisida interface (Figura 13). Em cada
caso, a area em excesso em funcdo da composic@eeajmu desvios positivos que
aumentaram em fungdo dos valores de fragdo molarDdOTN, especialmente para altas
pressbes de superficie. Desta forma, para estésmais binarios constituidos padr
DCTN/fosfolipidios, os valores ddA® foram positivos para o DBPC, DPPC e DOPC com
maximo nas seguintespctnde 0,875, 0,675 e 0,875, respectivamente, a elsyadasdes de
superficie. O fato de que o desvio observado écipaimente positivo sugere que as
interacOes entre os fosfolipidios €-BDCTN foram mais fracas do que as forcas existentes
entre as moléculas dos filmes puros e que, portastéilmes mistos apresentam um grau de
desordem relativamente elevado.
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Figura 13 — Representacdo da area em exceg¥d)(dos filmes mistos de Langmuir
compostos pot-DCTN/Fosfo em funcéo da fragdao molar ddCTN: (a) Fosfo=DBPC, (b)
Fosfo=DPPC e (c) Fosfo=DOPC.
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Ambos os desvios da aditividade das areas obsexvad&igura 13 e as variacoes de
[Tc em funcdo da composicdo das monocamadas obsermad&gura 9 representam a
miscibilidade dos fosfolipidios eDCTN na interface agua-ar. Além disso, a magnitlae
interacbes entre os fosfolipidios et-®CTN na interface modificam-se de acordo com
variacdes da pressdo de superficie (Figura 13ja@eno caso de DOPC (Figura 13c) alguns
valores dedAF foram ligeiramente negativos a baixas presséesugerficie paracocrn =
0,250. Dessa forma, a valores menores de fracd@rnud t-DCTN ha um efeito de
condensacao causado pelas forcas intermolecularesivas resulta da acomodacéo
geométrica forcada. Além disso, esses desvios imegate 4AT ndo sdo vistos em elevadas
pressdes de superficie, uma situacdo nas quai®lésulas de fosfolipidios insaturados séo
forcadas a ocuparem volumes menores. Aparentemeerdepmodacdo deDCTN entre a
dupla cadeia de fosfolipidios a elevadas presséesuperficie (especialmente para elevadas
fracbes molares d&DCTN) perturba o empacotamento das moléculas &&lipidios
resultando em desvios positivos AkF.

Esta idéia é corroborada pela observacao de quaesanca do-DCTN, o inicio da
transicdo de fase de liquido-expandido e liquidudensado (LE-LC) nas monocamadas de
DPPC é atrasada até pressfes de superficie maelateserem alcancadas; também, os
componentes puros expandidos sofrem uma condenssgda maior por causa desta
mudanca de fase. Na monocamada mista, a interag@ s componentes e a estabilidade
termodinamica relativa aos filmes dos componentessppodem ser investigados a partir da
avaliacdo da energia livre em excesso das mistuf3ls, ou energia livre de misturdG"
(Pagano & Gershfeld, 1972). Para um processo damaisnde duas monocamadas puras
formam uma monocamada mista a uma dada pressaapdefisie e sob temperatura

constante, a expressd6© é dada como (Andrade et al., 2006)

AGE = [ AdFdT] ©)

onde /7 é a pressdo de superficie. Valores negativog@fe (Eqg. 9) indicam uma atracdo
mutua entre os componentes das monocamadas n@ssanto que os valores positivos
caracterizam a existéncia de repulséo.

Na Figura 14 sdo observados valores positivasGfepara o sistemeDCTN/DBPC

a baixos valores d&.pctn. Para o sistemaDCTN/DPPC, valores positivos séo visualizados
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em toda a faixa de concentracoestd2CTN (exceto para os casos BOCTN/DPPC a
/7=2,5 mN/m), o que indica que as forcas de interagdiee 0s constituintes dos filmes mistos
sdo menos atrativas do que aqueles presentesimes fndividuais (Chou & Chang, 2000).
Inversamente, observaram-se as interacbfes molesulrativas existentes entre os dois
componentes dos filmes mistos tdl@CTN/DBPC e t-DCTN/DOPC. Além disso, os valores
de AGF tornaram-se mais negativos quando as presséesupkrfisie lateral foram
aumentadas, o que implica que o grau de interagdecmiar foi reforcado com o rearranjo
das moléculas na interface. Valoragnimosde AGF de -0,354 e -0,275 foram identificados
para os filmes mistosDCTN/DBPC et-DCTN/DOPC, ax.pctn = 0,375 e 0,500, ou seja,
uma fracdo molar que deve corresponder & composigi® estavel dos filmes mistos de

DCTN/fosfolipidios.
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Figura 14 — Energia livie em excessdG") em funcdo da fracdo molar ¢&CTN: (a)

Fosfo=DBPC, (b) Fosfo=DPPC e (c) Fosfo=DOPC.
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Em adicdo, também é conhecido (Kodama et al., 280drade et al., 2006) que

AGM = AGF + AGPP (10)

eA(_}ID = RT(x) Inx) +x21Inx;) (11)

ondeR é a constante universal dos gasek & a temperatura absoluta. A Eq. 10 fornece
informacgdes sobre a interacdo e estabilidade datumas dos componentes, ou seja, na
auséncia de qualquer interacdo especifica entreoogponentes temodG igual a zero.
Desvios do comportamento ideal resultam #®"<0 (interacbes atrativas) AG">0
(interacdes repulsivas). Assim, um sinal negatieopgova de que uma interacdo particular €
energeticamente favorecida quando comparado a uisaran ideal, onde ndo existem
interacdes intermoleculares.

Andlises termodinamicas ddG" dos fosfolipidios purost-DCTN e os sistemas
binarios sdo mostrados na Figura 15. Para os gstdnnariost-DCTN/DBPC e t-
DCTN/DOPC, a maxima estabilidade foi obtida partores dex.pctn = 0,375 e 0,500,
respectivamente, a uma pressdo de superficie deNIf com valores maximos d#G" = -

1,7 kJ/mol. Inversamente, foram observados valp@stivos em altas pressfes para o
sistemat-DCTN/DPPC. Baseado na andlise 48", a estabilidade dos sistemas binatios
DCTN/fosfolipidios parece depender da interacadoofddica dot-DCTN com as cadeias
hidrocarbonadas dos fosfolipidios. As diferencaseens valores déiG™ das monocamadas
mistas podem ser correlacionados com a estrutucne@primento das longas cadeias
hidrocarbonadas dos fosfolipidios. O DOPC é umolgstliio com cadeia hidrocarbonada
insaturada que apresenta uma isotefib& com um perfil expandido. No caso do DOPC,
quando misturado aBDCTN, os valores calculados d&\F e deAGF foram relativamente
pequenos quando comparados com as mistur& @I N com os outros dois fosfolipidios.
Como mencionado previamente, foi encontrado unr\especialmente baixo para\GF a x..
oern = 0,500. Podemos salientar que os valored@é mostraram que o DOPC e-®CTN
possuem boa miscibilidade.

A mistura det-DCTN/DPPC foi o uUnico sistema binario em que umteracao
desfavoravel foi observada. Todos os calculos fdeitos na faixa de pressédo de superficie
abaixo ou perto da transi¢do de LE-LC do DPPC, regiio da isoterma onde o estado fisico
da monocamada né&o foi bem definido e, portantog @hdresenca de molécuta®CTN foi

mais susceptivel a causar perturbacdo da organizsg@acial da monocamada (Bard et al.,



NASCIMENTO FILHO, J. M. - Avaliacdo termodindmica dilmes mistos compostos por trans-
Desidrocrotonina e fosfolipidios

35

1988) e de sua estrutura dipolar (Turina & Peri2003). No entanto, &=15 mN/m, a
transicdo estrutural da monocamada de DPPC finalezaegregacdo de dominios isolados de
DPPC et-DCTN aparentemente comecam a ocorrer. Previamalgens autores (Turina et
al., 2006), estudando a solubilidade de terpengsréraram um comportamento de auto-
agregacdo desta classe de moléculas. Além dissa, aumo-associacdo de farmacos
hidrofdbicos pode ser explicada como estruturasilbagas, crescendo através de um
mecanismo de associacado de forma continua (Mukdi§g@) ou estruturas tubulares em trés

dimensdes (Caetano et al., 2002).
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Figura 15 — Energia livre de misturadG") dos filmes mistos de Langmuir contentio
DCTN/Fosfo em funcédo da fracdo molarte®CTN: (a) Fosfo=DBPC, (b) Fosfo=DPPC e (c)
Fosfo=DOPC.
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A partir dos valores dgGF, é evidente que mistura 6®CTN/DOPC foi aquela mais
favoravel, uma vez que estes valores foram negaipava todas as fragcbes molarest-de
DCTN. A presséo de superficie compensou os deposgivos na area molecular, sendo
confirmado pelos valores deG". No caso dot-DCTN/DOPC, devido & natureza da
insaturacdo das cadeias hidrocarbonadas dos fodiob, os flmes mistos resultantes foram
mais fluidos, resultando numa melhor reorganizags moléculast-DCTN nestas
monocamadas flutuantes. Portanto, este sistemaidifth o que apresentou uma elevada
estabilidade, associado aos valores mais negatds". A expansdo das monocamadas, tal
como se observa nos valores 4&°, especialmente, para elevadas fragdes molards de
DCTN, sugeriram que as moléculas ¢®CTN ndo misturam idealmente com o0s
fosfolipidios, ou seja, os componentes das mistbnadrias sdo misciveis entre si, porém

exibem uma tendéncia de interagirem entre si edoem grupos isolados ou aglomerados.
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6) CONCLUSAO

e Os componentes puros das monocamadas mistas t-DETN/fosfolipidios
apresentaram maior ordem na orientacdo das modecoda interface para valores
intermediarios de fracdo molar 4®CTN.

 Ha um efeito de condensacédo quandeDECTN esta presente nas monocamadas de
fosfolipidios.

 As isotermas de pressdo de superfiofé-4) para todos os sistemas binarios
demonstraram miscibilidade entre os componente$ildess mistos.

» Os grupos polares dos fosfolipidios nédo afetargmifstativamente o empacotamento
das cadeias hidrocarbonadas quando misturados cobBCIN e os efeitos hidrofébicos
prevaleceram sobre as forgas atrativas associptesanca de grupos polares.

* As andlises termodindmicas confirmam a existén@a nuscibilidade devido a
presenca de desvios negativos em relacéo ao camnponto ideal.

« Os parametros de area em excesddindicaram a existéncia de interacdes
intermoleculares fracas entre os componentes ngstasdo comparado com os puros devido
a desvios positivos.

« A energia livre em excessal&F) e de mistura4G") indicaram que as interacées
formadas sao do tipo atrativas e que as monocammaidéss foram estaveis devido aos seus
valores negativos.

* Dentre os sistemas analisados, o sistema binanpasto port-DCTN/DOPC foi 0
gue demonstrou maior estabilidade das monocamadagarface por apresentarem desvios

negativos mais significativos de energia livre dstara AG™).



NASCIMENTO FILHO, J. M. - Avaliacdo termodindmica dilmes mistos compostos por trans-
Desidrocrotonina e fosfolipidios

38

7) PERSPECTIVAS

As perspectivas deste trabalho € a obtencdo darsistde liberacdo controlada de
farmacos (lipossomas) levando em consideracaoaises fisico-quimicas dos filmes mistos
entre os fosfolipidios e o diterpetrans-Desidrocrotoninat{DCTN).

No entanto, devera ser realizada a andlise dosegalte cargas de superficie dos
lipossomas através de medidas de potencial zetamdise do diametro médio por
espalhamento de luz para caracterizar os liposseoraendo o fitofarmaco. Tais analises
devem ser corroboradas por uma andlise morfoldgita através do uso das técnicas de
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Micropia Eletronica de Transmissao
(MET).

Em adicdo, pretendemos realizar testes de atividati@flamatodria através do edema
de pata utilizando o farmacb@CTN) livre e encapsulado nos lipossomas.
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The thermodynamic behavior of mixed floating monolayers of zwitterionic phospholipids and trans-
dehydrocrotonin (t-DCTN) at different molar fractions (x) of the diterpene has been investigated by
measuring the surface pressure and surface potential Langmuir isotherms. Excess Gibbs energies of mix-
ing have been calculated for different compositions of the floating monolayer at varying surface pressure
values. Spreading of pure t-DCTN molecules at the air-water interface resulted in a compressed-type
isotherm. For the t-DCTN/DBPC and t-DCTN/DOPC binary systems, the maximum stability was obtained
at X.pcry=0.375 and 0.500 at a surface pressure of 15mN/m, with a minimum AGY value equal to
—1.7kJ/mol. The analyses of the obtained thermodynamic parameters such as excess areas, excess free
energies and free energy of mixing confirmed the miscibility of the phospholipids and t-DCTN in the binary
systems. In these mixed monolayers, the phospholipid molecules seemed to exhibit higher long-range
orientation order for intermediary values of t-DCTN molar fractions. As a whole, the above observations
suggest that the t-DCTN molecules exert a condensing effect on the monolayers when mixed with the
phospholipids.
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1. Introduction

Trans-dehydrocrotonin (t-DCTN) is a terpenoid molecule
(19-nor-diterpene) extracted from Croton cajucara Benth (Euphor-
biaceae), a native plant from the Amazon region known as cajucara
or sacaca [1,2]. Among other applications of this plant, teas
prepared from the C. cajucara leaves and stem-bark have been com-
monly used in popular medicine due to its therapeutic actions as
hypoglycemiant [3] and hypophospholipidemic [4], and its poten-
tial as an antitumoral [5], antimutagenic [6] and anti-inflammatory
agent [7].

It has been established, however, that chronic patients treated
with C. cajucara bark tea suffered some toxic effects [8], with a low
bioavailability of t-DCTN found in their biological fluids [9,10], a
fact attributed to the highly hydrophobic characteristics of the t-
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DCTN molecule. Therefore, the study of the interfacial properties
of this diterpene and the determination of its physical-chemical
characteristics appear as timely complementary information in the
evaluation of the encapsulation of t-DCTN in drug delivery sys-
tems, such as liposomes. As carrier systems for controlled drug
release, when applied in the optimization of administration of
drugs liposomes can lead to a beneficial improvement in both the
bioavailability and toxicity reduction of the corresponding active
agents [11].

In this paper, we have carried out Langmuir isotherm mea-
surements to examine the molecular interactions that prevail
in mixed floating films of phospholipids (such as those typi-
cally used as liposome constituents) at different molar fractions
of the t-DCTN molecule. Initially, the qualitative aspects of the
interactions between zwitterionic phospholipids (PLD) and the
chosen diterpene were derived by comparing the surface pressure
(IT-A) and surface potential versus area (AV-A) isotherm curves
[12] corresponding to pure and mixed monolayers. Since ther-
modynamic studies have been shown to be convenient tools for
investigation of interfacial properties of floating monolayers and
to assess the miscibility of its constituents [13], we have calculated
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excess areas (AAE), excess free energies (AGE) and free energy of
mixing (AGM) as a manner of evaluating the prevalent interac-
tions [14,15] in the mixed t-DCTN/phospholipid monolayers. The
behavior of floating monolayers of many of such (hydrophobic
molecules)/phospholipid mixtures has been previously investi-
gated [16,17] as a function of the mixing ratios of their constituents.

2. Methodology
2.1. Materials

Buffer solutions of citrate (sodium citrate)-phosphate (pH
7.4) were prepared with water obtained by osmosis from
an ultrapure water system (NANOpure-Barnstead). The spe-
cific resistivity of the water was 18.2MQcm (pH 5.6 in
equilibrium with atmospheric carbon dioxide) and the typical
20°C value of its surface tension was 72.2mN/m. The phos-
pholipids (Fig. 1) bp,L-a-dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC,
C16:0), L-a-dibehenoylphosphatidylcholine (DBPC, C22:0) and L-
a-dioleylphosphatidylcholine (DOPC, C18:1) with 99% purity were
purchased from Sigma-Aldrich (Saint Louis, United States of Amer-
ica). Chloroform and methanol were supplied by Merck (Darmstadt,
Germany). The diterpene used was trans-dehydrocrotonin (t-
DCTN) (Fig. 1), which was extracted and purified from the bark of
C. cajucara [18] by one of the authors (MAMM).

2.2. Surface pressure and surface potential measurements

The measurements of surface pressure (/1) versus molecular
area (A) isotherms of pure and mixed t-DCTN/phospholipid mono-
layers were performed at a compression rate of 10.0 mm/min in an
autorecording Langmuir-type film trough (KSV 5000, Finland), with
a total area of 850.00 + 0.05 cm?. The system was equipped with a
Wilhelmy plate, and the surface pressure was measured with an

accuracy of +£0.1 mN/m. Initially, while t-DCTN was dissolved in
chloroform to result in a 6 mM stock solution, 0.1 mM solutions of
t-DCTN, DPPC, DBPC and DOPC (i.e. ~1.7 x 10'> molecules/pL in
all cases) were prepared in a 9:1 (v/v) mixture of chloroform and
methanol. Then mixed solutions of t-DCTN/phospholipid with dif-
ferent molar ratio (x = {0.250, 0.375, 0.500, 0.675,0.750 and 0.875})
of t-DCTN were prepared using adequate aliquots of pure solutions
of the diterpene and the phospholipids. Both for the case of pure and
mixed monolayers, 100 L of the organic solution were carefully
spread at the surface of a buffer citrate-phosphate bulk solution
(pH 7.4; 102 M ionic strength) at a temperature of 25.0 +£0.2°C.

Using the vibrating plate method [17] (v=300Hz), the surface
potential (AV) of pure and mixed t-DCTN/phospholipid monolay-
ers was measured with a KSV Kelvin apparatus with the probe
electrode located at approximately 2-3 mm above the water sur-
face, and the surface potential was determined with an accuracy
of £10 mV. Data were collected using the KSV software, and while
IT and AV isotherms are presented by taking the average value
of at least three independent measurements, all deviations of the
surface area values were smaller than +1 A2,

3. Results and discussion

In all cases examined, the surface pressure-area isotherms were
recorded during the lateral compression of the air interface of
a buffer citrate-phosphate bulk solution until a maximum value
ITnax of the lateral pressure supported by the Langmuir films was
attained. Note that /7,4« does not necessarily correspond to a col-
lapse pressure of the Langmuir film, since in several instances this
maximum value is reached but no hint of an imminent 2D-3D tran-
sition in the structure of the floating monolayer can be identified.
The formation of three-dimensional structures, either by growth
into the subphase, or by folding of double layers atop the float-
ing monolayer, is a hallmark of a “true” collapsed Langmuir film
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DOPC
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Fig. 1. Molecular structure of phospholipids used in this work and of t-DCTN.
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Fig. 2. Pure t-DCTN floating monolayer: IT-A isotherm (inset: AV-A isotherm).

[19,20]. Experiments with the t-DCTN/phospholipid binary systems
were performed at pH 7.4, a value intentionally chosen to enlarge
the possibility of using the knowledge eventually acquired in the
development of new drug delivery systems.

The lateral compression of pure t-DCTN molecules spread at
air-water interface follows a compressed-type isotherm (Fig. 2)
but no true collapse pressure is observed at the end of the com-
pression cycle, where a mean molecular area (mma) of 0.31 nm?
was attained at the maximum pressure equal to 15 mN/m. In the
corresponding AV-A compression profile (inset of Fig. 2), one can
see that a noticeable surface potential can be measured even when
the monolayer is at a relatively expanded state (e.g., at the mma for
which the surface pressure begins to lift-off, the surface potential
has already reached values close to 125 mV). As usual, the value of
the mma at a given surface pressure is obtained by the intersection
of the tangent line to the isotherm curve with the horizontal axis.

To obtain further information about the stability of liposomes
composed by t-DCTN/phospholipid mixtures, we performed exper-
iments using binary systems with different molar fractions of the
components (Fig. 3). First, we note that in general terms the I7-A
isotherms of pure DBPC (mma=0.54 nm?, I7c=60.0 mN/m), DPPC
(mma=0.56nm2, [Tc=57.7mN/m) and DOPC (mma=0.83 nm?,
IT1c=42.1 mN/m) also shown in Fig. 3a-c are in close agreement
with those of the literature [21,22]. The pure DBPC and DPPC films
showed a condensed profile, contrarily to DOPC which exhibited a
fluid or liquid-expanded (LE) phase with no evidence of a liquid-
expanded-liquid-condensed (LE-LC) phase transition up to the
point of maximum lateral pressure of the monolayer, which in this
case corresponds to a true collapse of the film. Of special interest
to our later discussion, this very interesting phase behavior of the
pure DPPC monolayers at the air-water interface has been previ-
ously examined [23] and the morphology of the domains in the
coexistence region of the liquid-expanded and liquid-condensed
(LC) phases was found to be very sensitive to the monolayer con-
stituents and actual experimental conditions [24]. In particular,
the variety of shapes of LC domains throughout the coexistence
region was at least in part attributed to the competition between
the one-dimensional line tension of the coexisting phases and the
electrostatic repulsion of the dipoles arising from the molecular
orientation and packing inside the condensed domain [25].

For t-DCTN/DBPC binary systems, we can observe (Fig. 3a) the
existence of a condensed profile for 0<x.pcry<0.375 and of an
expanded isotherm at x . pcry >0.500. While the I7-A isotherms
of pure DPPC (Fig. 3b) present a well defined region of transition of
expanded liquid to condensed liquid at a mma of ca. 0.70 nm?2, the
increase of the t-DCTN molar fraction in the binary films of this lipid
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Fig. 3. I1-Aisotherms of t-DCTN/PLD mixed Langmuir at different relative concen-
trations: (a) PLD = DBPC, (b) PLD = DPPC and (c) PLD = DOPC.

contribute to a gradual disappearance of the sharp characteristics of
this transition and to a more pronounced reduction of the values of
the mma associated to I7 . In Fig. 3c we show the t-DCTN/DOPC
IT1-A isotherm, where in a manner similar to the two previous
cases the increase in the t-DCTN molar fraction corresponds to a
reduction of the mma value at the maximum pressure.

One could better understand the degree of miscibility of the two
components of the binary floating films by recalling that while the
isotherm of a monolayer consisting of two immiscible components
will show two distinct collapse pressures (corresponding to those
of the pure components) that are independent of the composition
[16,17,26,27], according to the phase rule [17] single collapse pres-
sures which are dependent on the mixture composition will be
observed if the mixed monolayer constituents are miscible. It is
clearly seen from Fig. 3 that the values of the maximum pressures
of the corresponding mixed monolayers varied with xpcrn.
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Fig. 4. Variation of IT,4 of binary t-DTCN/phospholipid Langmuir films with the
relative terpene concentration X.pcrn.

To better explore the question of the miscibility of the t-DCTN
with the chosen phospholipids, we have plotted in Fig. 4 the corre-
sponding values of the [T« versus the diterpenoid molar fraction
for the three binary systems investigated. As it can be seen, both in
the DBPC and DOPC cases, up to a t-DCTN molar fraction of 50% the
interfacial properties of the binary mixtures seem to be controlled
by the phospholipids, and only for a larger concentration of the
diterpenoid mixing begins to occur, as the collapse pressure varies
in a more linear manner with the relative concentration of the two
components. As for the t-DCTN/DPPC binary system, although a
similar two-regime profile can be identified, the influence of the
diterpenoid is manifest even at low concentrations. This is con-
sistent with the idea of attributing a particular ability of terpenes
in deforming the lipid-water interface [28], that in the case of t-
DCTN/DPPC mixed films (as shown in Fig. 3b) can be favored by the
more expanded characteristics of the lipid host matrix.

It is well known that the surface potential of phospholipid
monolayers is sensitive to the orientation of the hydrocarbon
chains and to the organization of the polar head groups at the
interface. Also the aggregation of amphiphilic molecules results in
the formation of local pockets with a polarity markedly different
from that of the original subphase, where hydrophobic molecules
can be accommodated [28]. As a terpenoid, t-DCTN is a lipophilic
compound whose interaction with the hydrophobic part of the
lipids must contribute to noticeable effects both on the structural
anisotropy and dipolar organization of the floating monolayers
[29,30]. In Fig. 5 we present the isotherm curves of variation of the
surface potential as the mixed t-DCTN/phospholipid monolayers
are compressed. For each phospholipid, by comparing the differ-
ent AV x A obtained as the relative concentration of the diterpene
is increased, we can attribute the observed changes in the profile
to existence of distinct stages of association of the two molecular
species present in the floating monolayer. As usual, these molecular
interactions are detected by surface potential measurements at a
much earlier compression stage than the information that could be
derived from pressure isotherms. For instance, the t-DCTN/DBPC
mixed films (Fig. 5a) show a perceptible increase in the surface
potential already for a mma close to 1.1 nm?2.

Of special interest is the sudden upraise of the surface potential
at relative early stages of compression in the DPPC - and specially
DOPC - mixed films. In the latter case, even at low relative molar
fraction of t-DCTN a noticeable increase in the surface potential
occurs due to the nesting of the terpene molecule into the available
pockets in the distribution of the unsaturated hydrocarbon chains
of the phospholipid. Even at low lateral pressures, the mesoscopic
organization of the lipid in the G/LE coexistence regime, which
resembles the formation of a two-dimensional analog of a fluid/gas
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Fig. 5. AV-A isotherms of t-DCTN/PLD mixed Langmuir at different relative con-
centrations: (a) PLD =DBPC, (b) PLD =DPPC and (c) PLD = DOPC.

foam [31], is altered by the progressive lateral condensation of the
t-DCTN molecules. On a molecular scale, the organization of the
lipid head groups and/or their association with water molecules in
the LE phase is also significantly changed by adsorption of the drug.

We note that a large decrease in AVpqx, the maximum value of
the potential measured (at a mma corresponding to I71yax), With
increasing molar fraction of t-DCTN in the t-DCTN/DBPC mixed
monolayer was observed. A similar behavior is also seen for the t-
DCTN/DPPC mixed films (Fig. 5b), for which AVy;4x decreases from
610mV (Xr.pcry =0.250) to 478 mV (X.pcry =0.875). Conversely,
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for t-DCTN/DPPC and t-DCTN/DOPC mixed monolayers only slight
changes in AVpqx were observed. More quantitative information
can be gathered from the AV-Aisotherms by focusing on the results
of the surface potential moment per molecule, 1, which may be
obtained from the measured surface potential by assuming the
Helmholtz model [32] in which the molecules are considered as
an array of dipoles, so that

/JLLZAVAE(), (1)

where ¢gg is the vacuum permittivity and the monolayer was
assumed to have an effective dielectric constant of 1 (a discussion
concerning the value of dielectric constants for Langmuir mono-
layers can be found in Ref. [33]). For a pure Langmuir film, at a
given compression pressure the AV (and hence the w ) values
reflect the current orientation of the molecular dipoles in the lipid
monolayer as a result of their mutual lateral interaction and of the
influence of the subphase. When a drug is incorporated in the float-
ing lipid monolayer, several factors can contribute to a change in
the value of AV and i, and intuitively one can expect that both
changes in the conformation of the lipid molecules disposed on
the monolayer and the eventual reorganization of the hydrating
water molecules should affect the measured value of the surface
potential, as it should also be the case of lipophilic molecules being
nested in hydrophobic domains as a result of the self-aggregation
of amphiphilic molecules in the floating monolayer.

Hidalgo et al. [32] had already stressed that the incorporation
of drugs on phospholipids monolayers could affect «; not only by
reducing the effective surface charge of the phospholipid mono-
layer and by changing the normal component of the monolayer
dipole moment by the direct contribution from the polarity of drug
itself, but also by altering the dipole contribution from the phos-
pholipid molecules due to their reorientation caused by the binding
of the newly introduced species. Considering the molecular struc-
ture of t-DCTN, one must expect the first two contributions to be
negligible. In Fig. 6, we show a convenient manner to represent
how the measured value of it in the mixed films varies with com-
pression, by representing the change of i, /14, o, where ;t; and g
are the apparent perpendicular dipole moments per molecule for
the mixed and pure phospholipid monolayers, respectively. In each
case, the data in Fig. 6 were taken at a mma that correspond to a
lateral pressure of 15 mN/m, which is the value of I ¢ for the pure
t-DCTN film. Therefore, the most important effect from the incorpo-
ration of t-DCTN is in altering the vertical component of the dipole
moment of the single unsaturated phospholipid (DOPC).

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
Xt.DCcTN

Fig. 6. Normalized variation of the average dipole moment of binary t-
DTCN/phospholipid Langmuir films with the relative terpene concentration x.pcrn.
Data for x¢pcry =0.0 correspond to the pure phospholipid monolayers.

To better analyze the physical-chemical behavior of the t-
DCTN/phospholipid mixed films, we have used the corresponding
IT-A isotherms to determine relevant thermodynamic param-
eters, such as excess areas (AAE), excess free energies (AGE)
and free energy of mixing (AGM). The interfacial behavior of t-
DCTN/phospholipid mixed monolayers can be analyzed based on
additivity relationship [34]

AAE = A]z — X1A1 —X2A2 (2)

between the molecular area and the relative concentration of each
mixture component at a given pressure, where A; and A, denote
the mean molecular area of each pure system of species 1 and
2, respectively, A, is the observed mma for their mixture, and
x1 and x, correspond to the molar fractions of the compounds 1
and 2, respectively. In this manner, if an ideal mixed monolayer
is formed (i.e., the two components are completely immiscible)
the excess area will be zero and a plot of A; as a function of x;
at a given surface pressure would be a straight line. Any devia-
tions from the straight line would merely indicate miscibility and
nonideality.

Since nonlinear relationships between the molecular area and
the molar fraction were found for the mixed monolayers exam-
ined, the phospholipids considered and t-DCTN were miscible and
must form non-ideal monolayers at the interface (Fig. 7). In each
case, the excess area as a function of composition has shown pos-
itive deviations that increase with the value of the t-DCTN molar
fraction considered, especially for higher surface pressures. In fact,
for these t-DCTN/phospholipid binary systems, the values of AAE
were positive for DBPC, DPPC and DOPC with the maxima appear-
ing at higher surface pressures at x;_pcry of 0.875, 0.675 and 0.875,
respectively. The fact that the observed deviation is mainly positive
suggests that the interactions between phospholipids and t-DCTN
were weaker than those prevailing between the molecules in the
pure films and that, therefore, the mixed films exhibit a relatively
higher degree of disorder.

Both the deviations from the simple additivity of the areas
observed in Fig. 7 and the variations of the collapse pressure
with composition observed in Fig. 3 would account for the mis-
cibility of phospholipids and t-DCTN at the air/water interface.
Moreover, the magnitude of interactions between phospholipids
and t-DCTN at the interface seem to change with variations on
the surface pressure, as one can see in Fig. 7. In fact, in the case
of DOPC (Fig. 7c) some values of AAF were slightly negative at
lower surface pressures for x;.pcry =0.250. Thus, at lower t-DCTN
molar ratios a condensing effect caused by attractive intermolecu-
lar forces resulting from the forced geometric accommodation may
arise in the mixed monolayer. Furthermore, this negative devia-
tion in AAE is not seen at higher surface pressures, a situation
in which the unsaturated phospholipid molecules are forced to
occupy a lower volume. Apparently, the accommodation of t-DCTN
between the phospholipid double chains at higher surface pres-
sures (especially at higher t-DCTN molar fractions) disturbs the
packing of the phospholipid molecules, resulting in positive devia-
tions in AAE.

This idea is corroborated by the observation that in the pres-
ence of t-DCTN the onset of the liquid-expanded-liquid condensed
(LE-LC) phase transition in DPPC monolayer is delayed until higher
surface pressures are attained; also, the pure expanded compo-
nent undergoes an even greater condensation because of this phase
change. In a mixed monolayer, both the interaction between the
components and the thermodynamic stability relative to the float-
ing films of the pure components can be investigated from the
evaluation of excess free energy of mixing, AGE, or free energy of
mixing, AGM [35]. For a mixing process where two pure mono-
layers form a mixed monolayer at a constant surface pressure and
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Fig. 7. AAE of t-DCTN/PLD mixed Langmuir films as a function of t-~-DCTN molar
fraction: (a) PLD = DBPC, (b) PLD = DPPC and (c) PLD = DOPC.

temperature, the expression for AGE is given as [15]
n

AGE =/ AAEdTT, (3)
0

where I7 is the surface pressure. Negative values of AGE (Eq. (3))
indicate an attraction between the components of the mixed mono-
layer, while positive values characterize the existence of repulsion.

In Fig. 8 we observe positive values of AGE for the t-DCTN/DBPC
system at low X;pcy, and for t-DCTN/DPPC, in the entire range
of t-DCTN concentrations (except for the t-DCTN/DPPC case at
IT=2.5mN/m), which would indicate that the interaction forces
between the constituents of mixed films are less attractive than
those present in single components films [36]. Conversely, attrac-
tive molecular interactions existed between the two components
in the t-DCTN/DBPC and t-DCTN/DOPC mixed films. Furthermore,
the values of AGE became more negative when the lateral sur-
face pressure was increased, and this implies that the extent of the
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Fig. 8. AGF as a function of t-DCTN molar fraction: (a) PLD =DBPC, (b) PLD = DPPC
and (c) PLD =DOPC.

molecular interaction was enhanced with the rearrangement of the
molecules at the interface. A minimum AGE value of —0.354 and
—0.275 was identified for t-DCTN/DBPC and ¢t-DCTN/DOPC mixed
films, at x;.pcry =0.375 and 0.500, a molar fraction that should cor-
respond to the composition of the most stable t-DCTN/phospholipid
mixed film.

It is also known [14,15] that

AGM — AGE + AGP, )
and
AGP = RT(x1 In X1 +x2 Inxy), )

where Ris the universal gas constant and T'is absolute temperature.
Eq. (4) provides information on the interaction and stability of the
mixture of components, i.e., in the absence of any specific interac-
tion between components, AGequals zero. Deviations from anideal
behavior result in AGM <0 (attractive interactions) and in AGM >0
(repulsive interactions). So a negative sign is the evidence that a
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Fig. 9. AGM of t-DCTN/PLD mixed Langmuir films as a function of t-DCTN molar
fraction: (a) PLD = DBPC, (b) PLD = DPPC and (c) PLD = DOPC.

particular interaction is energetically favored when compared to
an ideal mixture, where no intermolecular interactions exist.
Thermodynamics analyses of the free energy mixing for pure
phospholipids, t-DCTN and binary systems are shown in Fig. 9. For
the t-DCTN/DBPC and t-DCTN/DOPC binary systems, the maximum
stability was obtained at xt-pcyy =0.375 and 0.500, respectively,
at a surface pressure of 15mN/m, with a maximum value of
AGM approximately of —1.7 k]/mol. Conversely for t~-DCTN/DPPC,
positive values were observed at high pressures. Based on this
AGM analysis, the stability of the t-DCTN/phospholipid binary sys-
tems seem to depend upon the interaction of the hydrophobic
t-DCTN with the phospholipid hydrocarbon chains. The differ-
ences between the values of AGM of the mixed monolayers
can be correlated to the structure and length of the phospho-
lipid hydrocarbon chains. DOPC, a phospholipid with unsaturated
hydrocarbon chains, presented a /7-A isotherm with a expanded

profile. When it was mixed to t-DCTN, the calculated AAE and AGE
values were relatively small, when compared to t-DCTN mixtures
with the two other phospholipids. As already mentioned, there
was one particularly low value for AGE at x,pcry=0.500. AGM
values showed that all in all, DOPC and t-DCTN mixed well. The
t-DCTN/DPPC mixture was the only one for which an unfavorable
interaction was observed. It should be noted that all calculations
were made in the surface pressure range below or close to the
DPPC LE-LC transition, in a region of the isotherm where the
physical state of the monolayer was not well defined and, hence,
where the presence of the DCTN molecules was most likely to dis-
turb the spatial organization of the monolayer system [29] and its
dipolar structure [30]. At 15 mN/m, however, the structural transi-
tion of the DPPC monolayer was over and segregation of isolated
DPPC and t-DCTN domains apparently begins to occur. Previously,
some authors [28] studying the solubility of terpenes found a
self-aggregate behavior of this class of molecules. In addition, a
self-association of hydrophobic drugs can be explained as piled
structures growing through a mechanism of continued association
[37] or tubular three-dimensional structures [38].

It was obvious from the AGE values that the --DCTN/DOPC mix-
ture was the most favorable since they were negative at all DCTN
molar fractions. The surface pressure compensated the positive
deviation in molecular area. The AGM values of course confirmed
it. In the case of t-DCTN/DOPC, due to the unsaturated nature of
the hydrocarbon chain of the phospholipid, the resulting mixed
films were more fluid, resulting in a better reorganization of the
t-DCTN molecules in these floating monolayers. Therefore, it was
this binary system that presented the higher stability, associated to
more negative values of AGM. The expansion of the monolayers as
deduced from the AAE values at high t-DCTN molar fractions espe-
cially, suggested that t-DCTN molecules did not mix ideally with the
phospholipids and that they exhibit a tendency to interact among
themselves to form isolated clusters.

4. Conclusions

The thermodynamic analysis indicated the existence of a
good miscibility of the components in the evaluated t-DCTN/
phospholipid binary systems, with negative deviations from the
ideal behavior. As a general rule, we observed that the polar group
of the phospholipids did not significantly affect the hydrocarbon
chain packing when in mixtures with t-DCTN, and that hydrophobic
effects prevailed over the attractive forces associated to the pres-
ence of the polar groups. Conversely, the pure components in the
t-DCTN/phospholipid mixed monolayers exhibited higher orienta-
tional order at intermediate values of the t-DCTN molar fraction.
These observations suggest that there is a condensing effect when
t-DCTN mixed with phospholipids. Such results could be useful in
analyzing how phospholipid bilayers in aqueous solutions could
form vesicular domains with t-DCTN molecules inserted in the
hydrophobic regions of the phospholipids. The present work con-
tributes to a better understanding of the relative stability of more
complex mixtures as those related to site-specific drug delivery
systems where t-DCTN is incorporated into liposomes.
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