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RESUMO

NANOCARREADORES LIPOSSOMAIS CONTENDO A LECTINA
BVL: INFLUENCIA DE POLIMEROS GLICOSILADOS NA
DINAMICA MOLECULAR
Autora: Marinalva Cardoso dos Santos
Orientadora: Véania Rodrigues de Lima

Co-orientador: Alexandre Dal-B6

Rio Grande, 21 /08 /2017.

Neste estudo foram investigadas e caracterizadas as interagdes de um sistema
lipossomal contendo lipidio, polimero glicosilado e proteina lectina, extraida de Bauhinia
variegata, denominada BVL, que possui propriedades farmacoldgicas. O sistema
lipossomal estudado foi constituido por fosfolipidios presentes na asolecitina de soja
(Aso), onde foi inserido o novo polimero modificado, o docosanato de B-D-glicosil-
PEGao0, cuja porcéo glicosil era constituida por glicosideos do tipo manose ou galactose,
para avaliar diferencas na interacdo da proteina com estes monossacarideos e efeito na
estabilidade do sistema. Assim, as interacdes moleculares do sistema lipossomal foram
caracterizadas pelas técnicas infravermelho com transformanda de Fourier com
reflectancia total atenuada horizontal (HATR-FTIR), calorimetria de varredura
diferencial (DSC), espectroscopia no ultravioleta visivel (UV), espalhamento dindmico
de luz (DLS), potencial zeta (), ressonancia magnética nuclear de *H (RMN de *H), e de
31p (RMN de *P). Ambos os polimeros, docosanato de B-D-Manose-PEGgqo € docosanato
de B-D-Galactose-PEGgoo a0 serem incorporados em seus distintos sistemas lipossomais
permitiram maior estabilidade. Ao inserir a BVL no lipossomo composto por tais

polimeros, respectivamente, propiciou diferentes interacoes.

Palavras chaves: lipossomos; polimeros; lectina; interagdes moleculares



ABSTRACT

LIPOSOMAL NANOCARRIERS CONTAINING THE LECTIN
BVL: THE INFLUENCE OF GLYOSILATED POLYMERS IN
MOLECULAR DYNAMICS
Author: Marinalva Cardoso dos Santos
Advisor : Prof. Dr2 Vénia Rodrigues de Lima
Co-Advisor : Prof. Dr. Alexandre Dal-Bo
Rio Grande, 21/08 /2017.

This study investigated and characterized the interactions of a liposomal system
containing lipid, glycosylated polymer and a lectin protein, called BVL, which has
pharmacological properties. The liposomal system was composed of phospholipids
present in soybean asolecithin (Aso), where the new modified polymer, B-D-glycosyl-
PEGgoo docosanate, whose glycosyl moiety was composed of glycosides of the mannose
or galactose type, was inserted. Evaluate differences in the interaction of the protein with
these sugars and effect on the stability of the system. The lectin incorporated into this
system was extracted from Bauhinia variegata. Thus, the molecular interactions of the
liposomal system containing lipid, polymer and lectin were characterized by techniques
Fourier transform infrared spectroscopy whith horizontal attenuated total reflectance
(HATR - FTIR), differential scanning calorimetry (DSC), visible ultraviolet spectroscopy
(UV), dynamic light scattering (DLS), zeta potential ({), nuclear magnetic resonance of
'H (*H NMR), and *P (*!P NMR). Both polymers, docosanate p-D-Manose-PEGgq and
docosanate [-D-Galactose-PEGgoo When incorporated in liposomal systems allowed
greater stability when inserting the BVL in the liposome composed of such polymers,

respectively, provided different interactions.

Keywords: liposomes; polymer; lectin; molecular interactions
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1. INTRODUCAO

O sistema de liberacao prolongada de substancias ativas € considerado uma forma
eficiente de baixa toxidade, pela qual o farmaco é disponibilizado no organismo
EGBARIA et al., 1991). Entretanto, o desenvolvimento e a investigacdo de novas formas
de transporte de substancias ativas no organismo, envolve a consideracdo de diversas
barreiras anatdbmicas a serem ultrapassadas. Dentre estas, cita-se a barreira
hematoencefalica, determinante para entrada de farmacos no cérebro, em funcéo de seus
tamanhos, e lipofilicidades (BARENHOLZ, 2012). Neste contexto, torna-se muito
importante a biocompatibilidade do sistema de liberacdo prolongada de farmaco (SESSA
et al., 1968; MERTINS et al., 2009). Assim sendo, nas ultimas décadas, destacam-se 0s
estudos baseados em nanocarreadores lipidicos, tais como os lipossomos (LASIC, 1993;
SANTOS et al., 2002).

Os lipossomos sao carreadores lipidicos que transportam substancias ativas a
células, tecidos ou oOrgaos-alvo. Na auséncia de uma substancia ativa encapsulada, os
lipossomos umidificam a pele, melhorando a sua elasticidade e a funcao de barreira de
tecidos (ULRICH et al., 2002).

Este sistema carreador foi estudado inicialmente por Alec Bangham e
colaboradores (BANGHAN et al., 1965; SANTOS et al., 2002). Foi estabelecido na
década de 60 e desde os anos 80, vem sendo comercializado como fonte para a entrega
de farmacos em tecidos especificos (LIS et al., 1998; EGBARIA et al, 1991; KLUPPEL
et al., 2007). Os lipossomos podem minimizar os efeitos colaterais de substancias ativas,
pois evitam que estas se desloquem a células e tecidos saudaveis, e que podem prolongar
0 tempo de acdo associado a uma dose das mesmas no organismo (BATISTA et al., 2007;
ULRICH et al., 2002). Atualmente entre os sistemas transportadores disponiveis, 0s
lipossomos, ocupam uma posi¢do de destaque. De acordo com Ghosh & Bachhawat
(1995), os lipossomos atuam como imunomoduladores, com ac¢do imunoadjuvante,
ativando macréfagos, ou atuando sobre outras células do sistema imunoldgico, tais como
os linfocitos. Podem ser administrados por via oral, intravenosa, ocular, pulmonar ou
dérmica (KLUPPEL et al., 2007).

Os lipossomos sdo carreadores lipidicos altamente versateis, podendo sua
composigdo ser manipulada em funcéo dos requisitos farmacéuticos e farmacoldgicos.
Visando-se 0 avancgo das aplicacOes terapéuticas associadas aos lipossomos, a insercao

de proteinas nos mesmos, tais como lectinas, sdo estudadas como substancias ativas e
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vetorizadores do sistema (FU et al., 2011). Lectinas possuem propriedades
farmacoldgicas tais como anti-inflamatorias, antivirais e antitumorais. Estas proteinas
podem melhorar o funcionamento do sistema imunoldgico, quando associados a sistemas
de carreadores como os lipossomos, e assim agir diretamente contra virus, inflamacdes,
ou associados no tratamento ou prevencdo de cancer (ROLLENHAGEM et al., 2001;
SHARON et al., 1993; TIMOSHENKO et al., 2001). Adicionalmente, as lectinas
possuem a capacidade de aglutinar células ou precipitar polissacarideos e glicoproteinas,
por se ligarem especifica e reversivelmente a determinados carboidratos (SHARON et
al., 1993).

Estas propriedades favorecem uma funcéo vetorizante da proteina quando inserida
em uma matriz lipossomal, ou seja, a lectina pode contribuir no sistema de entrega de
outra substancia ativa em um tecido especifico (FU et al., 2011). Assim, matrizes
lipossomais constituidas por lectinas extraidas de plantas como a Bauhinia variegata, a
BVL, séo investigadas intensamente em fungédo da sua diversidade e a sua vasta aplicagao
na area medicinal.

Um desafio relacionado as interacdes moleculares entre lectinas e lipidios,
presentes nos lipossomos, € a estabilidade do sistema e a estabilidade deste no organismo
(LIM et al., 2008). Existe a captura precoce dos lipossomos pelo sistema fagocitério
(atuacdo dos macrofagos que sdo células de grandes dimensdes do tecido conjuntivo, ricos
em lisossomos que fagocitam, ou seja, realizam a digestdo de elementos estranhos ao
corpo) bem como a forca de atracdo de Van der Walls ou eletrostatica da proteina que
pode variar em funcdo da composicéo lipossomal, fazendo com que essa ndo permaneca
em interagdo com o sistema durante o transporte no organismo (BATISTA et al., 2007;
ULRICH et al., 2002).

De forma a aumentar os sitios de reconhecimentos nos lipossomos pela lectina e
aumentar sua estabilidade, e consequentemente sua permanéncia e circulacdo no
organismo, pode-se inserir como componente do sistema, polimeros glicosilados (LIM et
al., 2008). Dal-B6 e colaboradores (2011, 2012) propuseram um polimero composto por
glicidio e um modificador covalente do tipo polietileno glicol (PEG), o docosanato de -
D-glicosil-PEGggo. O uso deste polimero, aumenta o tempo de meia-vida do lipossomo
no organismo, diminui a sua toxicidade e protege as vesiculas dos atritos ao passar pelos
poros das membranas (AWSTHI et al., 2004; BARENHOLZ, 2012; FREZARD et al.,
2005; LIM et al., 2008). Variando-se o tipo de agUcar no polimero, varia-se também as

forgas de interacdo entre a BVL e 0 polimero, influenciando assim suas atra¢6es/repulsdes
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com o sistema lipossomal. Estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa, investigaram
as interacdes de um sistema lipossomal contendo asolecitina de soja (Aso), BVL e o
polimero docosanato de N-acetil-B-D-glicosaminil-PEGgo0. A BVL interagiu com as
porcdes colina e carbonila, tendo desordenado a regido hidrofdbica lipidica e tal
comportamento foi relacionado com a estabilidade e vetorizacdo do sistema (SANTOS et
al, 2016). Com base no estudo supracitado, este trabalho foi desenvolvido para variar o
tipo de monossacarideo no polimero, e assim as forcas de interagdo entre a BVL e 0s
respectivos polimeros, para compreender e aprimorar a estabilidade e eficiéncia do

sistema lipossomal.

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral
Investigar e caracterizar as interagcdes moleculares de sistemas lipossomais
baseados em asolecitina de soja (Aso), de novos polimeros com distintas porcoes
glicosiladas, docosanato de -D-Manose-PEGgooe docosanato-p-D-Galactose-PEGgoo, Na

auséncia e na presenca de BVL extraida de Bauhinia variegata, BVL.

2.2. Objetivos especificos

Produzir lipossomos de Aso contendo:

* Polimero docosanato de B-D-Manose-PEGgoo.

* Polimero docosanato de 3-D-Galactose-PEGgoo.

* Polimero docosanato de B-D-Manose-PEGooo € BVL.

* Polimero docosanato de 3-D-Galactose-PEGgoo € BVL.

Caracterizar a localizagdo preferencial tanto dos polimeros quanto da BVL no
sistema lipossomal, bem como seus efeitos nos graus de hidratacdo e ordem da membrana
por analises de infravermelho com transformada de Fourier com reflectancia total
atenuada horizontal (FTIR- HATR), por estudo de deslocamento de frequéncia variacéo
das larguras das bandas de estiramento axial de picos lipidicos a 75% da sua altura.

Caracterizar e monitorar o efeito dos polimeros e da BVL no que tange:

* A turbidez do sistema lipossomal, através de analises de espectroscopia de
ultravioleta visivel (UV-Vis);

* O estado de fase de lipossomos, através de andlises de temperatura de transi¢ao

de fase (Tm), obtidas por calorimetria de varredura diferencial (DSC);
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* Tamanho dos lipossomos por espalhamento de luz dindmico (DLS) e
distribuicdo de cargas na membrana, através de medidas de potencial zeta ({);

* A velocidade rotacional de regides da membrana, atraves das medidas de tempo
de relaxacéo longitudinal (T,) de nucleos especificos dos lipidios, através de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (RMN tH), bem como através de medidas da anisotropia
do deslocamento quimico do grupo fosfato lipidico, obtido por RMN de fosforo (RMN
31p),

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Lipossomos
3.1.1. Definicdo e composi¢do da membrana lipossomal

Por definicdo, lipossomos sdo vesiculas esféricas, formadas por uma ou varias
bicamadas concéntricas de lipidios de natureza anfotera, sendo constituidos por uma fase
externa contendo um sistema de membranas fosfolipidicas e uma fase interna constituida
por um meio aquoso (Figura 1), onde a regido polar dos lipidios esta representada por
bola e a regido hidrofobica, por caudas) (LEHNINGER et al., 2000).

Os lipossomos podem ser aplicados como carreadores de farmacos ou substancias
ativas hidrofilicas e/ou hidrofébicas, a serem direcionadas a tecidos especificos. Os
lipossomos séo estruturados por um ou uma mistura de lipidios (s) idénticos ou similares
aos presentes na membrana celular, o que favorece sua biocompatibilidade (CAMPBELL
et al., 2009; LEHNINGER et al., 2000).

Figura 1: Representacdo esquematica de lipossomos- Adaptado
de https://pbs.twimg.com/media/DCxn99xUO0AAgnKi.jpg
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Os lipidios podem ser classificados entre dois grupos principais: (i) os que
possuem anéis aromaticos fundidos, denominado de esterdides e (ii) 0s que possuem
compostos de cadeia aberta, com regido polar e apolar, sendo denominados
triacilglicerdis, esfingolipidios, fosfolipidios e os glicolipidios (CAMPBELL et al.,
2009). Dentre estes ultimos, os fosfolipidios, principalmente as fosfatidilcolinas, s&o
responsaveis pela manutengdo da estrutura em bicamada lipidica da membrana celular
(LEHNINGER et al., 2000).

Os fosfolipidios sdo formados por uma molécula de acido fosférico, que pode
formar ligacGes ésteres com glicerol ou alcool (Figura 2). Em funcdo da sua natureza,
alguns dos lipidios que podem fazer parte na formacdo das bicamadas vesiculares
lipossomais estdo citadas no quadro abaixo (Quadro 1). Onde R: e Rz sdo alguns
exemplos de cadeias de &cidos graxo. A variagdo em numeros de atomos de carbono
presentes na cadeia de acidos graxos, determinam entre outros fatores a formacdo

(didametro e bicamadas) das vesiculas lipossomais (HOPE et al., 1986).

.
N SN

e ‘ O//F’\o/\(\o/R1

O

\R2

Figura 2: Exemplificacdo de formula estrutural de lipidio, utilizados
na preparagéo de lipossomos
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Quadro 1: Exemplo de fosfolipidios utilizados na preparagéo de lipossomos

R1, Rz

Cadeia de &cido graxo

Nomenclatura e abreviatura

CH3-(C H2)7-CH=CH-(C H2)7-(O)-

Dioleilfosfatidilcolina (DOPC)

CHs-(CH2)1-C(O)-

Dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC)

CHz3-(CH2)14-C(O)-

Dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC)

CH3-(CH2)16-C(O)-

Diestearoillfosfatidilcolina (DSPC)

Os fosfolipidios sdo compostos anfifilicos, ou seja, possuem em sua estrutura uma

regido polar hidrofilica (idnica ou ndo), e uma regido apolar, hidrofobica que em geral

sdo compostas por uma ou duas cadeias de hidrocarbonetos (que podem conter ou néo

insaturacOes). Estas caracteristicas, permeiam fosfolipidios de fontes naturais e

fosfolipidios sintéticos (CAMPBELL et al., 2009).

As fosfatidilcolinas sdo os fosfolipidios mais utilizados para a obtencdo dos

lipossomos (Figura 3 (a)). Dentre suas fontes naturais de extracdo (animal ou vegetal),

cita-se principalmente da gema de ovo, graos de soja e gérmen de trigo. Estdo também

presentes em cerca de 25% em associacOes fosfolipidicas, como a Asolecitina de soja

(Aso), juntamente com outros fosfolipidios como a fosfatidiletanolamina (Figura 3 (b)),

fosfatidilinositol fosfato (Figura 3 (c)).

() /—/

(b)
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Figura 3: Formula estrutural da fosfatidilcolina (a), fosfatidiletanolamina
(b) e fosfatidilinositol fosfato (c).

A fosfatidilcolina possui sua regido polar composta por um grupo colina
(N*(CHs)3), com carga parcialmente positiva, e por um grupo fosfato (PO2) com carga
parcialmente negativa (Figura 4, em destaque vermelho). Uma regido de interface tendo
um grupo éster (R’-COOR’’) (Figura 4, em destaque azul) e duas cadeias longas de
hidrocarbonetos (CH), na denominada regido apolar, que podem ser insaturadas ou nao

(Figura 4, em destaque verde).

Figura 4: Férmula estrutural de fosfatidilcolina. llustracéo de porcao
polar, interface e apolar do lipidio.

Por apresentar um cabega polar com uma carga positiva e outra negativa, as
fosfatidilcolinas s&o moléculas classificadas como anfOteras ou “zwitteriOnicas”
(MEYRS, 1999).

A presenca de fosfatidilcolina em uma mistura de varios lipidios como a Aso,
proporciona ao lipossomo 0 aumento da capacidade de retencdo de substancias. Suas
diferentes cadeias de hidrocarboneto, variantes em tamanho, possibilitam irregularidades
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para acomodar os farmacos ou substancias ativas que serdo acrescidos a este sistema
(ULRICH et al., 2002).

3.1.2. Organizacdo dos lipossomos

H& diversas formas dos lipidios organizarem-se nos lipossomos, ou seja,
diferentes modos de empacotamento lipidico que ocorrem de acordo com a estrutura da
molécula. A formacéo dos lipossomos da-se a partir de fosfolipidios de cadeia dupla,
associados a um solvente organico e uma pequena parcela de agua, o que propicia a
organizacdo de estruturas em bicamadas (lamelares), em qualquer concentracéo.
Entretanto, ao reduzir-se o comprimento da cadeia apolar dos fosfolipidios para nimeros
de carbono igual ou menor que doze, a formacdo de estruturas micelares, sera
predominante na suspensdo obtida a partir da mesma preparacdo citada anteriormente
(SANCHEZ et al., 2013).

As estruturas vesiculares podem variar desde de micelas (pequenos agregados),
até estruturas altamente organizadas como os lipossomos, que podem ter graus de ordem
molecular variadas. As condi¢des experimentais e 0s constituintes, determinam as fases
lipidicas, como a fase lamelar ou bicamada (Figura 5 (a)), entre outras fases como por

exemplo a micela esférica e a micela esférica invertida (Figura 5 (b) e (c)).

(a) Fase lamelar ou
bicamada lipidica

N

5

(b) Fase micela esférica (c) Fase micela esférica
invertida

Figura 5: Fases dos lipossomos- (a) fase lamelar ou bicamada, (b) micela
esférica, (c) micela esférica inversa - Adaptado de SANCHEZ et al., 2013.
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Dentre as técnicas que podem ser usada para a identificacdo das fases polimorficas

dos lipossomos, destaca-se a técnica de calorimetria de varredura diferencial (DSC), a ser
discutida posteriormente (GHOSH, 1988; SANCHEZ et al., 2013).

3.1.3. Classificacdo dos lipossomos

Os constituintes da membrana lipossomal, bem como o nimero de bicamadas

lipidicas e o diametro, influenciam as propriedades fisico-quimicas dos lipossomos
(BATISTA et al., 2007).
Dependendo das caracteristicas estruturais dos seus constituintes, os lipossomos

sdo classificados em:

i)

i)

Convencionais, contendo farmacos hidrofilicos na fase aquosa dos
lipossomos (Figura 6 (A)) ou farmacos lipofilicos adsorvidos ou inseridos
em regides especificas da bicamada lipidica (Figura 6 (B)). Séo exemplos
os lipossomos compostos por Aso, podendo esta ser associada ou ndo com
colesterol. In vivo, sdo rapidamente removidos da circulacéo, pelo sistema
fagocitario (VERMURI et al., 1995).

De longa circulacdo, contendo um polimero hidrofilico na superficie
(Figura 6 (D)), tal como o polietileno glicol (PEG) (SAGRISTA et al.,
2000; TORCHILIN et al., 2005). In vivo, os polimeros que revestem a
superficie da membrana lipossomal aumentam o tempo de circulacdo no
organismao, pois retardam o reconhecimento pelos macréfagos (células de
grandes dimensdes do tecido conjuntivo, ricos em lisossomos, que
fagocitam elementos estranhos ao corpo; os macréfagos derivam dos
monacitos do sangue e de células conjuntivas ou endoteliais). Isto porque
previne a associagdo com as opsoninas no plasma. Opsoninas sédo
moléculas que agem como facilitadoras de ligacdo no processo de
fagocitose. Revestem substancias (ou microorganismos) estranhas ao
organismo aumentam a capacidade de englobamento das mesmas por parte
dos fagécitos.

Sitio-especificos, sdo lipossomos que possuem ligantes acoplados a sua
superficie, cuja funcdo é distribuir seletivamente o farmaco no sitio
desejado (Figura 6 (E)). As vesiculas lipossomais sitio-especificas,
podem ser formadas por fosfatidiletanolamina e colesterol, ou PEG, em
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funcdo de conterem grupos hidroxilas. Estes atuam como ligantes de

reconhecimento de, por exemplo, 0s anticorpos, glicopeptideos e lectinas.

Dentro desta classe de lipossomos sitio-especificos, temos:

a) Imunolipossomos (Figura 6 (F)), que possuem ligantes como as

imunoglobulinas e seus fragmentos, que proporcionam o0 aumento do

acumulo de farmacos nas células e tecidos alvo.

b) Carreadores de proteinas e peptideos (Figura 6 (G)), cuja superficie

é formada por compostos biologicamente ativos de origem proteica

(subunidade proteica) ou peptidica, como hormonios.

c) Virossomos (Figura 6 (H)), contendo hemaglutinina na superficie, que

funciona como um direcionador. A hemaglutinina liga-se a residuos de

acido sialico na membrana das células. Este sistema lipossomal,
proporciona maior intensidade nos efeitos benéficos das vacinas
encapsuladas, com liberacdo especifica do antigeno.

Lipossomos polimorficos, que sdo lipossomos, cuja reatividade é

aumentada pela modificacdo da estrutura da membrana lipidica, quando

submetidos a variacdes de potencial hidrogenibnico (pH), temperatura ou
carga eletrostatica. Sendo assim, esta classe € subdividida, de acordo com

a sensibilidade a uma destas variagoes, em:

a) Lipossomos sensiveis ao pH, sdo sensiveis ao pH, e geralmente
compostos por fosfatidiletanolaminas insaturadas.

b) Lipossomos termo-sensiveis, sdo formados por mistura de lipideos
sintéticos, como a DPPC, que possuem uma temperatura de transicdo
de fase (Tm), alguns graus acima da temperatura fisioldgica.

c) Lipossomos catibnicos (Figura 6 (C e 1)), ou anibnicos, sao
classificados de acordo com a carga de superficie da membrana
lipidica. Os lipossomos catibnicos sdo os mais frequentemente
utilizados na terapia génica humana, visto que o é&cido
desoxirribonucleico (DNA) possui uma carga efetiva negativa, e
interage com os lipossomos catibnicos através de interacdes

eletrostaticas.
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Figura 6: Classificacdo dos lipossomos quanto as
caracteristicas estruturais de seus constituintes. Adaptado de
BATISTA et al., 2007.

Quanto ao tamanho os lipossomos podem variar entre 20 nandémetros (nm) e

dezenas de micrébmetros (um). O tamanho é definido pelo método de obtencdo dos

mesmos (HOPE et al., 1986). Quanto ao numero de bicamadas, sdo divididos em

unilamelares quando possuem uma Unica bicamada e quando apresentam mais de uma

bicamada, sdo classificados como multilamelares.

Em funcédo do tamanho e nimero de bicamadas, s&o denominados de:

i)

Vesiculas multilamelares grandes (MLVs - "Multilamellar Large
Vesicles"), € o modelo mais classico apresentado nos estudos com
lipossomos, tendo producdo rapida e imediata. Seus didametros variam
entre 400 nm e 3.500 nm e possuem diversas bicamadas lipidicas. Estudos
de tempo de meia-vida com MLVs de tamanhos entre 200 e 400 nm, e
composicdes lipidicas idénticas, demonstraram que as MLVs de maiores
concentragOes lipidicas, foram removidas do sangue mais rapidamente do
que as vesiculas menores (LAVERMAN et al., 1999). Vesiculas MLVs
em geral, sdo utilizadas como modelos para estudos relacionados a
propriedades estruturais e termodindmicas das membranas ou como
carreadores para aplicacOes topicas.

Vesiculas oligolamelares (OLVs - “Oligolamellar Vesicles”);
apresentam tamanhos entre 100 e 500 nm, com 2 ou 6 bicamadas lipidicas.

Sendo assim, podem ser subdivididas em vesiculas oligolamelares
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i)

pequenas (SOVs, Small Oligolamellar Vesicles) com didametros entre 20
nm e 50 nm, vesiculas oligolamelares grandes (LOVs, large oligolamellar
vesicles) e vesiculas oligolamelares gigantes (GOVs, giant oligolamellar
vesicles),

Vesiculas unilamelares grandes (LUVs - "Large Unilamellar
Vesicles"). As LUVs possuem tamanhos iguais ou superiores a 100 nm.
As vesiculas de diametro entre 100 e 200 nm, atravessam 0s poros das
membranas, e por isso tem sido um dos modelos mais utilizados como
carreador (BARENHOLZ, 2012). Permite carrear o0 maximo de
substancia ativa para ser liberada gradualmente no tecido especifico,
reduzindo o tempo de administracdo do farmaco, melhorando assim a
biodistribuicao.

Vesiculas unilamelares pequenas (SUVs- “Small Unilamellar
Vesicles”), a semelhanca das SOVs, com didmetro de 20 a 50 nm,
diferenciando-se no nimero de lamelas, contém uma Unica bicamada. As
SUVs sdo usadas para estudos de superficie, porém sdo
termodinamicamente instaveis (sujeitas a processos de agregacdo e
fusdo).

Vesiculas unilamelares gigantes (GUVs - “Giant Unilamellar
Vesicles ) com dimensdes superiores a 1000 nm, pode chegar a dezenas
de um (LAOUINI et al., 2012; TYRRELL et al., 1976). Este tamanho ¢
comparavel a de uma célula eucariota (entre 10 a 100 pm de diametro).
As GUVs sé@o modelos membranares que por conter propriedades que
podem ser observadas por microscopia éptica, sdo usados para estudos

referentes a elasticidade de membrana, por exemplo.

3.1.4. Interagbes moleculares e dinamica lipossomal

As bicamadas fosfolipidicas das membranas sdo mantidas por interacdes de Van

der Waals tais como as interaces dipolo-dipolo, e por interacbes hidrofdbicas. Tais
interacdes refletem em diferentes movimentos da membrana lipossomal, em nivel
vibracional, rotacional e translacional. Tal dinamica é afetada pela presenca de

substancias exdgenas ao lipossomo, e pode ser monitorada por diferentes técnicas
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instrumentais. Neste item, cada movimento da dinamica molecular sera discutido seguido

de explanacao sobre a técnica instrumental que pode ser usada para monitoré-lo.

3.1.4.1. Interacdes com agua

As moléculas de dgua que estdo disponiveis para fazer interacdes com os lipidios
presentes na vesicula lipossomal, encontram-se de quatro (4) formas; livres, aprisionadas,
fracamente ligadas, e as que estdo firmemente ligadas ocupando a camada de hidratacdo
principal ou ocupando a camada de hidratacdo interna (TEXTER, 2001).

O efeito hidrofobico dos metilenos, durante 0 método de preparo lipossomal em
solvente aquoso, resulta no aumento de entropia (S) dos lipidios, o que permite que haja
um processo espontaneo de formacdo das vesiculas. Quando um sistema sofre uma
mudanca de estado (entalpia (H), temperatura (T) e S), a energia livre de Gibbs (G) se
altera (equagdo 1).

Assim, a influéncia do efeito hidrofébico durante a preparacdo de lipossomos,
como um processo termodinamico, ocorre de forma a diminuir G. As moléculas se
arranjam de forma a minimizar o contato da cadeia apolar com a agua. Este processo de
agregacdo lipidica espontanea, permite maior mobilidade ao movimento das moléculas,
originando agregados termodinamicamente mais estdveis (ATKINS et al., 2008;
MOURITSEN et al., 1994).

G=H-TS (equagéo 1)

A equacdo 1 descreve informacBes importantes da reagdo quimica e da
temperatura de transicdo de fase (Tm) (ATKINS et al., 2008), que ocorre no sistema

lipidico e discutida mais a adiante.

3.1.4.2. Movimentos vibracionais lipidicos: estudos na dindmica molecular
da membrana fosfolipidica, por infravermelho com transformanda de

Fourier com reflectancia total atenuada horizontal (HATR-FTIR).

As moléculas tais como os lipidios, vibram constantemente de diferentes formas.
Dentre estas, destacam-se 0s estiramentos axiais (v) ou angulares (8). Os estiramentos

envolvem uma variagdo continua na distancia interatdmica ao longo do eixo da ligagéo
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entre dois atomos. Ja, as vibracdes de deformacdo sdo caracteristicas de variacdes do
angulo entre duas ligagdes, tais como as deformacdes angulares do tipo: balancgo no plano,
tesoura no plano, sacudida fora do plano e tor¢éo fora do plano (SKOOG et al., 1998).

A partir de uma curva de energia potencial caracteristica de uma molécula
diatbmica, é possivel observar no minimo da curva, onde a energia potencial pode ser
préxima de uma parabola, ou seja, proximo do comprimento da ligagdo no equilibrio (Re)
(Figura 7) (ATKINS et al., 2011).

Parabola

Energia potencial molecular

Separagao internuclear

Figura 7: Representacdo da curva da energia potencial de uma
molécula e de uma parabola. Adaptado de ATKINS et al., 2011.

Com base nesta informacdo, tem-se a equacdes 2 e 3 que fornece a energia
potencial da molécula em relacdo a constante de forca de ligacdo (K). Quanto mais rigida
for a ligacdo, maior sera a constante da forca, pois mais inclinadas estardo as paredes da
curva de potencial (ATKINS et al., 2011).

V= lKXZ equacao 2
2
Onde,
X=R-R, equacéo 3

Utilizando a seérie de Taylor (suporte matematico), para ver a relacdo citada
anteriormente, entre a forma da curva de energia potencial da molécula e o valor de K é
permissivel expandir a energia potencial em torno do ponto de minimo da curva (equagao
4).
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Vo, pode ser igualado a zero. A primeira derivada de V é zero no ponto de minimo.
O primeiro termo diferente de zero é proporcional ao quadrado do deslocamento e assim
pequenos deslocamentos podem ter todos os termos de ordem superior ignorados
(Equacéo 5) (ATKINS et al., 2011).

_ av d?v\ o equacéo 4
V(X) = V(0) + (5 )oX + % (55)oX
1, (d?v equacao 5
V09 =5+ (G )o X e

Sendo assim, a curva de energia potencial da molécula ¢ a de um potencial
parabolico (equacdo 6) (ATKINS et al., 2011).

K = % + (%)0 equagio 6

A K serd, portanto, grande quando a curva de energia potencial for muito aguda
(fechada) nas vizinhangas do minimo, e K sera pequena quando for aberta nas vizinhancas
do minimo.

As restricdes na ligagdo molecular sdo refletidas nos modos vibracionais das
ligagdes (ATKINS et al., 2011). Os grupos lipidicos fosfato e colina, presentes nas regides
polares, bem como o grupo carbonila presente na interface, podem interagir com o meio
aquoso por interagOes eletrostaticas e/ou por ligagdes de hidrogénio, o que define o grau
de hidratacdo nas respectivas regides. O grau de hidratacdo influencia os modos
vibracionais moleculares. Outro fator que influencia as vibracdes moleculares lipidicas é
a isomerizacdo trans-gauche, ocorrente nas cadeias hidrocarboneto dos lipidios
(MORENO et al., 2009). As variacdes nas quantidades destes conférmeros, influéncia na
liberdade de movimento vibracional ou tor¢do das cadeias acil lipidicas (CASAL et
al.,1980).

As vibragBes sdo responsaveis pela absor¢do na regido do infravermelho do
espectro eletromagnético (ATKINS et al., 2011), sendo assim as interacbes moleculares
em uma membrana lipossomal, podem ser estudadas a nivel vibracional, através da
técnica de HATR-FTIR, discutida a seguir.
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Estudos de modos vibracionais lipidicos por HATR-FTIR, a técnica de
espetroscopia de infravermelho permite a identificacdo estrutural e o estudo de dindmica
molecular de diversos compostos e complexos, sejam estes organicos ou inorganicos.
Esta técnica permite investigar a composicdo de uma amostra, atraveés de uma variacao
no momento dipolar de suas ligacbes. Uma amostra em contato com a radiacdo
eletromagnética na regido do infravermelho, sofrera interferéncia nas rotacées e vibracoes
das ligacbes covalentes aumentando a sua amplitude (BARBOSA et al.,, 2008;
SILVERSTEIN et al., 2012).

A teoria ondulatdria e a teoria corpuscular complementam-se para descrever a
natureza da radiacao eletromagnética. A radiacao eletromagnética possui propriedades de
particulas e de ondas, e assim podem ser descritas por sua frequéncia (v) e por seu
comprimento de onda (1) (BARBOSA et al., 2008; SILVERSTEIN et al., 2012). A teoria
ondulatoéria descreve a formacdo da radiacdo eletromagnética a partir de um campo
elétrico perpendicular a um campo magnético, onde ambos oscilam e se propagam. A
velocidade desta oscilacdo no vacuo corresponde a velocidade da luz (c), correspondente
a2,997925 x108 m s,

A frequéncia € correspondente ao nimero de ciclos ou nimero de onda por
segundo. O numero de onda é uma grandeza fisica inversamente proporcional ao
comprimento de onda (1 = 2,5-16,7 um) (VOLLHARDT & SCHORE, 2013) e pode ser

definido por:

b =c/A (equacdo 7)

A guantidade de numero de onda (v) é uma medida do nimero de ciclos ou nimero
de ondas que passa a cada segundo em um determinado ponto, ou seja, a frequéncia da
radiagcdo. Como n&o é conveniente trabalhar com valores numéricos de ordem de grandeza
em ciclos por segundo, ficou definido uma quantidade denominada nimero de onda que
é proporcional a frequéncia e a energia, sendo, portanto, um valor reciproco e a unidade
é dada em cm™ (VOLLHARDT & SCHORE, 2013).

=1/ (equacao 8)
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As mudangas de energia associadas as absor¢des variam entre 10 Kcal mol™ a 42
KJ mol ™.,

A teoria corpuscular descreve a radiagdo eletromagnética como sendo formada
por fétons ou quanta. De acordo com Planck, Bohr e Einstein (BARBOSA et al., 2008),
a energia associada a uma radiacdo eletromagnética (E) é proporcional a sua frequéncia.

A constante de Planck (h) corresponde ao valor de 6,6242x10°%" J/s.

E=hv (equacdo 9)

Combinando as equacdes de ambas as teorias (Equacdo 7 e 9), tem-se a Equagéo
10.

E=hc/A (equacdo 10)

Cada modo vibracional de energia para um determinado grupo funcional é
relacionado a um pico de absor¢do ou transmitancia em determinada frequéncia no
espectro de IV.

O espectro de infravermelho é comumente dividido em regifes de acordo com a
faixa de nimero de onda, onde a radiacdo eletromagnética sera absorvida pelos grupos
funcionais da molécula. A regido do espectro denominada de infravermelho médio
compreende o nimero de ondas entre 4000 a 400 cm™ e é amplamente utilizada pelos
quimicos organicos. Apresenta bandas de absorcéo porque para cada mudanca de nivel
vibracional, ocorre uma série de transicdes rotacionais que vao depender da geometria
molecular, das massas dos atomos, além da forma da superficie de energia potencial da
molécula (SILVERSTEIN et al., 2012). Tal caracteristica, permitird identificar grupos
funcionais especificos de uma molécula, bem como compreender a sua dinamica, visto
que esta é influenciada por movimentos rotacionais, translacionais e referentes a colisdes
no seu ambiente (LEE & CHAPMAN, 1986).

Para que ocorra mudancas de estado vibracional ocorrida em funcéo da absorcéo
ou emissédo de radiagdo, o0 momento de dipolo elétrico da molécula tem que sofrer uma
variacdo quando os atomos forem deslocados uns em reacdo aos outros, sendo ativas,
portanto no infravermelho. As vibracGes inativas no infravermelho, sdo referentes as
moléculas que suas vibra¢es ndo afetam o momento de dipolo da molécula, como por

exemplo, 0 movimento de estiramento de uma molécula diatbmica homonuclear, com
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excecdo para 0 N2, que possui pelo menos um modo de vibra¢do que provoca alteragéo
no momento de dipolo (ATKINS et al., 2011)

A Figura 8, representa um modelo de ligagdes entre dois atomos, com massas
desiguais em uma mola que oscila (“vibra”) com uma certa frequéncia. A frequéncia das
vibracbes de dois atomos, depende das forcas das ligaches entre eles e seus pesos
atémicos. Esta forca é a denominada Lei de Hooke. Como as ligages se comportam como
molas, é possivel aplicar esta Lei, para determinar a frequéncia das vibragcdes (BARBOSA
et al., 2008).

.‘-'"l' I|i“l‘“dl‘ll .i‘lfln‘.ll"'-.u".l‘i‘ﬂ I'q'.'.'.. 2
A s » B
Frequéncia

Figura 8: Esquema representativo para a excitacdo vibracional de uma
ligacdo. Molécula formada por dois atomos distintos de massa
desiguais em uma mola que oscila. Adaptado de VOLLHARDT &
SCHORE, 2013

A Lei de Hooke é descrita conforme a equacdo 11, onde o € a frequéncia, ¢ € a
velocidade da luz, K é uma constante que indica a tenacidade da mola e m1 e m; € uma
funcdo de massa dos dois atomos envolvidos na ligacdo (VOLLHARDT & SCHORE,
2013).

(my +my)
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~

mym, (equacgdo 11)

Esta equacdo sugere que cada ligagdo de uma molécula tem uma absorcéo
especifica no espectro de infravermelho, porém a interpretacdo deste tipo de espectro, é
um pouco mais complexa, visto que as moléculas que absorvem luz infravermelha nédo
sofrem apenas deformacdes axiais, mas também deformacdes angulares, bem como as
combinacgOes delas. As vibracGes angulares possuem em geral intensidade mais fraca,
superpdem-se a outras absorgcdes e podem produzir padrdes mais complicados. As
vibracdes de ligagdes polares fornecem bandas fortes de absor¢do no infravermelho,
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enguanto que as absorc¢des associadas com ligacOes apolares, podem ser fracas ou estar
ausentes (VOLLHARDT & SCHORE, 2013).

O espectro de infrevermelho pode ser obtido por modos de FTIR como a HATR.
Este modo destaca-se por ser ndo-invasivo, por apresentar maior precisdo nas medidas de
niimeros de ondas (= 2 cm™), com resolucdo de até 4 cm™, e por demandar menores
quantidades de amostra nas analises. A HATR possibilita também o aumento da razéo
sinal /ruido (BARBOSA et al., 2008). Por este modo, a amostra é depositada em um
cristal altamente polido, com um alto indice de refracdo como o seleneto de zinco (ZnSe).
Um feixe de radiacdo de infravermelho € incidido neste cristal, de forma que a luz seja
refletida internamente no mesmo (Figura 9), e parte desta luz € transmitida, e denominada
onda evanescente. Esta onda evolui para além do cristal, de modo a interagir com a
amostra sem danifica-la. Quando a amostra absorve determinado comprimento de onda
evanescente, ocorre uma atenuacdo do feixe cujo comprimento de onda corresponde as
bandas de absorcéo no infravermelho. As posicdes de absorcéo, associadas a excitacao
vibracional dos &tomos em torno de suas ligac6es, dependem do tipo de grupo funcional,

e 0 espectro de infravermelho exibe um padrdo Unico para cada substancia

Uk evanescenle
|/.
. b . i

Z S

Figura 9: llustracdo do cristal de ZnSe. Adaptado de
http://rtilab.com/techniques/ftir-analysis/

Como dito anteriormente, a técnica de HATR- FTIR permite o monitoramento das
interacGes moleculares em uma membrana lipossomal, em nivel vibracional. Através da
analise dos espectros de HATR-FTIR, pode-se obter parametros como o grau de
hidratagdo e ordem molecular de grupos funcionais de regides especificas lipidicas, tais
como a regido polar (hidrofilica) de interface e regido apolar (hidrofébica) (MANTSCH
etal., 1991).

Para se obter informacgdes quanto o grau de hidratacdo e mobilidade de grupos
funcionais presentes na membrana lipidica, em funcdo da presenca de uma substancia

exogena, deve-se observar a variagdo do numero de onda e a variacdo de largura a 75%
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da altura dos picos de absorcéo referente aos estiramentos axiais dos grupos funcionais,
tais como o estiramento assimétrico do grupo colina (vas N*(CH3)3) na faixa de absor¢édo
préxima a 970 — 974 cm™%; o estiramento assimétrico do grupo fosfato (vas PO2 "), na faixa
de absorcio de 1260 — 1220 cm; o estiramento do grupo carbonila (v C=0), na faixa de
absorcdo de 1725 — 1740 cm; o estiramento simétrico do grupo metileno (vs CH2),
préximo a faixa de absorcdo 2850 cm™; e o estiramento assimétrico do grupo metileno
(vas CH2), proximo a faixa de absorcdo de 2920 cm™ (MORENO et al., 2010).

Quanto ao deslocamento de nimero de onda referente ao vas N*(CHz)s, este pode
refletir as comunicagdes intermoleculares com o grupo fosfato (vas PO2") do lipidio mais
proximo (lipidio vizinho), ou com interagdes dipolo-dipolo com moléculas de dgua. O vas
N*(CHs)3 também pode ser influenciado pela interagdo da membrana com substancias
exogenas (MORENO et al., 2009).

O grupo fosfato lipidico assim como o grupo carbonila, interage com a dgua ou
com uma substancia ativa por interacdes eletrostaticas e/ou ligacbes de hidrogénio. O
aumento do seu grau de hidratagdo pode ser indicado pelo deslocamento do nimero de
onda do vas PO2™ para menores valores e vice-versa (CHEN et al., 2008; MORENO et al.,
2010; KORKMAZ et al., 2005; SEVERCAN et al., 2005).

Para a analise do comportamento da cadeia de hidrocarbonetos (regido apolar)
lipidica, sabe-se que o numero de onda de vs CHz e vas CH> estdo associados a presenca
de ligacdes trans e gauche, e consequentemente ao estado de fase lipidico (LEE et al.,
1986). Quando os lipidios estdo em uma fase mais ordenada, de menor mobilidade
molecular, e ocorrendo maior presenca de ligagbes hidrocarbonetos em conformacao
trans, as bandas dos estiramentos dos metilenos ocorrem em valores de nimero de onda
menores (LEWIS et al., 1998). As cadeias acilo estdo organizadas entre si de uma forma
paralela, e sdo estabilizadas por interagdes de Van der Waals (NAGLE 1980). Quando 0s
metilenos da cadeia hidrofobica lipidica sofrem transicdo para um estado mais fluido, ha
um aumento da presenca de ligagdes hidrocarboneto do tipo gauche. Ocorre a diminuigéo
das interacdes de Van der Waals, o que origina um aumento da distancia entre os lipidios
e umadiminuicdo da organizacéo das cadeias acilo (NAGLE 1980). Os valores de niUmero
de onda das bandas de estiramento dos metilenos aumentam (MANNOCK et al., 2010).

O aumento da largura da banda de estiramento de um grupo especifico presente
no lipidio, reflete um aumento da dindmica molecular, e vice-versa (TOYRAN et al.,
2003).
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As informac6es providas por analises de HATR-FTIR permitem a obtencédo de
dados importantes tais como, a localizacdo da substéncia ativa na membrana lipossomal,
0 grau de hidratacdo e mobilidade molecular, que podem influenciar em outros

parametros do sistema como a cinética de liberacao.

3.1.4.3. Movimentos rotacionais lipidicos: estudos na dindmica molecular
da membrana fosfolipidica, por ressonancia magnética nuclear (RMN 'H
e RMN 31P)

A dindmica rotacional de uma molécula lipidica esta representada na Figura 10,
apontando a rotagéo sobre o eixo (Du), a rotacdo restrita do eixo (wobble) e reorientagéo
interna (KLAUDA et al., 2008). Esta ultima pode ser exemplificada através da
reorientacdo do fosfato tetraédrico com respeito as moléculas presentes no glicerol
(DUFOURC et al., 1992).

Figura 10: Modelo para representar a dinamica de lipidio ao longo do eixo
(rotacdo do eixo), descrito por DII: rotagdo restrita ao longo do eixo (wobble) e
D-L a reorientacdo interna. B, é o angulo médio entre o vetor de interesse (em
verde escuro) e o eixo longo (DII) do lipidio. A bicamada normal ¢ mostrada em
marrom. A extensdo media de ondulagéo lipidica e reorientacéo interna do vetor
é representada pelo disco maior, em verde e azul, respectivamente. Uma
trajetdria hipotetica é projetada no disco maior para ilustrar o bamboleio.
Adaptado de KLAUDA et al., 2008.

O tempo de correlagdo (t) é definido como o tempo necessério que o nucleo de

hidrogénio leva para girar em um radiano em torno do proprio eixo. Reflete 0 movimento
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rotacional molecular e quando aplicado a estudos de dindmica de membranas, é
influenciado pela estrutura lipidica e pelo empacotamento do meio. No caso dos grupos
lipidicos, o valor t € influenciado por interacdes dipolares do grupo com hidrogénios
vizinhos; para o grupo fosfato, interagdes com hidrogénios presentes no grupo glicerol e
com o grupo colina, bem como pela anisotropia de deslocamento quimico (CSA, do inglés
chemical shift anisotropy) sdo também fatores determinantes (KLAUDA et al., 2008).
Em estudos de dinamica molecular de membranas, estudos de relaxacéo e CSA fornecem
informagdes importantes sobre regides especificas dos lipidios e podem ser monitorados
por ressonancia magnética nuclear de H e de 3!P, discutidas a seguir.

Espectroscopia de ressonancia magnéetica nuclear - A espectroscopia de RMN
H, foi desenvolvida para estudar as propriedades de nlcleos atdbmicos na década de 40,
mas foi em 1951 que esta técnica foi implementada para estudos de compostos organicos.
Isto foi possivel por os compostos organicos apresentarem nucleos com estados de spin
de + 1/2 e -1/2. Os nucleos de hidrogénios foram os primeiros a serem estudados, dai, a
designacio de “RMN”-— ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 1H).
Surgiram mais tarde estudos relacionados a outros nlcleos magnéticos, como por
exemplo a espectdmetria de RMN 3!P (SEELIG, 1978).

Quase todos os elementos quimicos possuem um is6topo com um nudcleo atdbmico
que possui um momento magnético (M), quando submetido a um campo magnético
externo, o nlcleo é excitado na sua frequéncia de precessdo (o), a frequéncia que define
a quantidade de giros do nucleo por segundo; e 0 mesmo sera desviado do seu estado de
equilibrio (MILHAUD, 2004; SILVERSTEIN et al., 1991). O nucleo gira e tende a
alinhar-se a favor ou contra o campo de maior magnetismo. Mais energia € entdo
necessaria, para um préton alinhar-se contra o campo, do que a favor dele. Prétons que
se alinham a favor do campo magnetico, estao no estado de spin o de menor energia, e 0s
que se alinham contra o campo, estdo em estado de spin S de maior energia. Um numero,
maior de ndcleos encontram-se no estado de spin «, do que spin . Esta diferenca de
populacdes € o0 que permite que a ressonancia nuclear propicie os espectros de RMN.

A radiacdo requerida estd na regido de radiofrequéncia (rf) do espectro
eletromagnético e é denominada radiacao rf.

A energia necessaria para a transi¢do que ocorre dos spins é pequena (“excita¢do”
dos spins). Quando os nucleos relaxam, ou seja, retornam ao seu estado fundamental,
emitem sinais eletromagnéticos, cuja frequéncia depende da diferenca de energia (4E)

entre os estados de spins « e f. O espectrometro de RMN detecta esses sinais e 0s
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apresenta como um registro de frequéncia do sinal versus sua intensidade. Isto € possivel,
por os nucleos estarem em ressonancia com a radiacéo de rf. A ressonancia refere-se ao
giro do nucleo entre os estados de spin « e  em resposta a radiacdo de rf.

A constante de Planck, é a constante de proporcionalidade que relaciona AE e v.
A equacdo 12 exprime a diferenca de energia entre os estados de spins (4E), que depende
da frequéncia de operacdo do espectrometro, o qual depende da forca de Bo medida em
tesla (T) e de razdo giromagnética (y). A razdo giromagnética é uma constante que
depende do momento magnético (tipo de nucleo particular). O préton (H) por exemplo,
tem um valor de y de 2,675 x 108 T-%s™,

y
AE = hv = hﬁ B, (equacéo 12)

Cancelando a constante de Planck em ambos os lados da equacdo, temos que

y B N
o Do (equacao 13)

Os espectros de RMN permitem ajustes de diferentes fontes de radiacdo em
diferentes frequéncias, para que outros espectros de RMN de diferentes tipos de nucleos
sejam averiguados, como 0 RMN 3P,

Nos Espectrémetros de pulso com transformada de Fourier (FT), o campo
magnético € mantido constante e um pulso curto de duracéo de rf, excita os spins (estado
de ressonancia) de todos os prétons simultaneamente. ApoOs estar em contato com o
campo magnético externo, seréo incididos e absorvidos no ndcleo numerosos pulsos de
radiacdo de rf. No intervalo entre os pulsos, os elétrons retornam ao equilibrio (em um
processo denominado relaxacdo), produzindo um sinal de decaimento da inducdo livre
(FID, do inglés Free Induction Decay), em uma frequéncia correspondente a AE. A
intensidade do sinal cai a medida que os nucleos perdem energia que ganharam do pulso
de rf (SILVERSTEIN et al., 1991; SKOOG et al., 1998). O espectro de RMN ¢ entéo
obtido pela coleta de informac6es do computador (por meio de opera¢cdes matematicas,
FT), que converte o sinal de FID (resultante das relaxacGes) de intensidade versus

frequéncia, que pode ser convertida em valores de deslocamento quimico.
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Os processos de relaxacdo podem ser do tipo spin-rede (ou longitudinal, Ry) e
relaxacdo spin-spin (ou transversal, R2). O processo de relaxacao spin-rede, esta associada
ao retorno do ndcleo para seu estado fundamental, apds a transferéncia da energia por
toda a rede molecular, enquanto que a relaxacdo spin-spin, o retorno ocorre via
transferéncia de energia entre spins. A partir de R1 e Rz, pode-se calcular os tempos de
relaxagdo longitudinal (T1) e transversal (T2), respectivamente (SILVERSTEIN et al.,
2005).

Ao analisar sistemas como o0s lipossomos, averigua-se a mobilidade das
membranas fosfolipidicas, através das medidas de Ti associados com o tempo de
correlagdo, visto que ambos refletem movimentos rotacionais influenciados por
interagBes dipolo-dipolo com ndcleos vizinhos (LASIC, 1998). Quando se emite pulsos
de rf no RMN em diferentes intervalos de tempo, esse nicleo muda de eixo de rotacdo, e
guando cessam essas emissdes de rf, 0 nlcleo tende a relaxar. Este tempo que ele leva
para relaxar € denominado de T1 (SKOOG et al., 1998; SILVERSTEIN et al., 2005).

O T, varia segundo o ambiente quimico do nucleo em analise. Por isto, em um
experimento para determinacdo do T1, 0s tempos de intervalos entre pulsos sdo variados,
para garantir que se obtenha a relaxacdo completa do nacleo. A este experimento chama-
se, sequéncia de pulsos com recuperacao da inverséo.

Na regido polar lipidica é possivel estudar a mobilidade dos hidrogénios presentes
no grupo colina, enquanto que na regido apolar, a mobilidade € indicada pela analise dos
hidrogénios da cadeia de hidrocarbonetos, por estudos de RMN *H (LEPORE et al.,
1992).

Estudos que correlacionam T e t, esté descrito no grafico representado na Figura
11, onde se percebe um ponto de minimo que separa duas regides. Em uma delas o T1 é
inversamente proporcional ao t, sendo tipico dos sistemas de baixa mobilidade, tal como
MLVs . Assim, se uma substancia exdgena produz a reducédo do valor de T1 de um nucleo
presente no lipossomo, isto € um indicativo de que a mesma provocou um aumento da
sua mobilidade e vice-versa. Na segunda regido, existe proporcionalidade entre T1 e T,

tipico de sistemas de alta mobilidade, como SUVs e micelas (DE LIMA et al., 2007).
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Figura 11: Gréfico de Medidas de T1 em funcdo do tempo (),
para sistemas lipossomais de alta mobilidade e baixa mobilidade

Enquanto os ensaios de RMN *H podem fornecer informag@es sobre a relaxagio
do grupo colina, os ensaios de RMN 3P fornecem informagcdes quanto CSA da regido do
fosfato dos fosfolipidios que constituem a membrana lipossomal (GHOSH, 1988;
SANCHEZ et al., 2013). Uma vez que os lipidios em membranas biolégicas s&o
predominantemente fosfolipidos, a RMN 3!P é uma ferramenta usada para estudar o
movimento e a orientacdo média do grupo fosfato (SEELIG, 1978).

As medidas de CSA, fornecem parametros sobre a ordem e mobilidade do grupo
fosfato nas membranas fosfolipidicas. As formas dos espectros de RMN 3!P, sdo
indicadores do estado da fase da membrana lipossomal (SANCHEZ et al., 2013). Assim,
a forma da linha do espectro esté associada aos fatores relacionados com 0s movimentos
rotacionais, sendo influenciada pela CSA dos nlcleos de fésforo (Figura 12 (a)), assim
como interaces com outros ndcleos, por exemplo, interacBes dipolares entre o
hidrogénio (moléculas de agua) e o fésforo (Figura 12 (b)) (GHOSH, 1988).
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(b)

Figura 12: Representacio esquematica de espectro de RMN 3P, quanto
a anisotropia do deslocamento quimico dos nucleos de fésforo. (a)
nucleo de fosforo e (b) nicleos de fosforo com interagdes com
moléculas de dgua. Adaptado de GHOSH, 1988.

A fim de compreender e interpretar os diferentes espectros obtidos, usa-se como
referéncia 0os modelos propostos por Pfeiffer (PFEIFFER et al., 2012), a partir dos
espectros de RMN 3P dos lipossomos. Um pico tipico de 3'P de um fosfato presente em
uma bicamada lipidica é largo com um ombro em campo baixo e um pico em campo alto
(Figura 13 (a)). Quando os lipidios estdo em fase micelar ou indicam um estado fluido
liquido cristalino (SEELIG, 1978), resultam em um espectro simétrico (Figura 13 (b)).
Na bicamada o movimento das moléculas lipidicas é anisotrépico enquanto que as

estruturas micelares mostram um comportamento isotropico (SANCHEZ et al., 2013).
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Figura 13: Modelos espectrais de movimentos anisotropicos (a) tipico
de bicamada lipidica ou de fase lamelar e movimentos isotrdpicos (b),
tipico de micelas ou estado fluido de liquido cristalino. Adaptado de
PFEIFFER et al., 2012.

Ao incorporar uma substancia ativa em um sistema lipossomal, pode haver
mudangas na forma do espectro como ilustrado na Figura 14. A Figura 14 (a) representa
o limite de rede rigida em que o grupo fosfato estd completamente restrito. A adi¢do de
pequenas quantidades de agua, induz um movimento lento de reorientacdo (tumbling) do
segmento fosfato, que conduz aos espectros correspondentes as Figura 14 (b) e (c). As
mudancas espectrais de um grupo fosfato lipidico dependem ndo apenas da taxa de
reorientagdo, ao inserir-se uma substancia exogena por exemplo, na membrana, mas
também dos detalhes do processo de reorientacdo (difusdo, mecanismo “de salto”). As
membranas quando em estado fluido, apresentam rotacéo rapida das moléculas lipidicas
em torno de um eixo perpendicular (SEELIG, 1978). Isto reduz os valores de CSA,
quando comparado a membranas em estado de fase mais ordenado. A CSA é refletida na
largura do pico de RMN, quanto mais fino menor a CSA e por consequéncia, mais movel
o grupo fosfato. O oposto ¢é valido para grupos fosfatos lipidicos com movimentagdo

rotacional restrita, onde os picos de RMN 3P apresentar-se-30 mais largos.
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Figura 14: Movimento anisotrépico do deslocamento quimico da regido do fosfato
dos fosfolipidios (118,5 MHz) de lipossomos de 1,2 dipalmitoloil-sn-glicero-3-
fosfocolina a 15 °C: (a) rigido, sem adi¢do de H20, (b) e (c) perda da rigidez, adicéo
de 6% e 7% de H20O, respectivamente. Adaptado de SEELIG, 1978.

3.1.4.4. Movimentos vibracionais e rotacionais lipidicos

Na Espectroscopia de Ultravioleta-visivel (UV-Vis) as faixas de energias
envolvidas nas regides do ultravioleta e do visivel, estdo relacionadas a diferenca entre 0s
estados vibracionais e rotacionais que as moléculas podem apresentar (PAIVA et al.,
2010; SKOOG et al., 1998). A regido do ultravioleta visivel ocorre na faixa de A de 400
nm a 800 nm, com energia correspondente em torno de 72 kcal.mol™* a 36 kcal.mol™,
respectivamente. A regido do ultravioleta do espectro é na faixa de 200 nm a 400 nm com
energias correspondentes de 150 kcal.mol™ a 72 kcal.mol, respectivamente.

Os ensaios de UV-Vis podem ser usados para medidas a absorbancia (turbidez)
de amostras. Valores maiores de absorbancia sugerem um ordenamento do
empacotamento molecular da amostra, sendo maiores, portanto, 0s seus valores de
turbidez. Valores menores de absorbancia, sugerem um desordenamento quanto ao
empacotamento molecular da amostra, tende a um estado mais fluido. Menores serdo
entdo, os valores de turbidez (SOUSA et al., 2013).

A absorcao da radiacdo ultravioleta ou visivel excita os elétrons da molécula,
dando origem as chamadas transicdes eletronicas. A energia de transigdo eletrdnica
envolvida entre os estados eletrénicos de energia ocorre na faixa de 200 a 400 nm, como
mencionado anteriormente. Nestas transi¢cdes os elétrons de valéncia sdo promovidos de

seu estado fundamental (estado normal) para estados de mais alta energia (estado
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excitado). De maneira geral, o tempo no estado excitado é da ordem de 108 s sendo que
em seguida, o0 excesso de energia € emitido na forma radiativa (luminescéncia,
fosforescéncia) ou na forma néo-radiativa (sem reemissao de luz) (PAIVA et al., 2010;
SKOOG et al., 1998).

A absor¢do pelos compostos organicos e inorganicos € relacionada com uma
deficiéncia de elétrons na molécula. Nos inorganicos o comprimento de onda de absorcéao
das transi¢des “d-d” depende do metal envolvido, do nimero de grupos coordenados, da
basicidade, dos atomos doadores e da geometria dos grupos coordenados (SKOOG et al.,
1998).

Nos compostos organicos os que possuem dupla ligacdo absorvem fortemente no
ultravioleta remoto. Os compostos que possuem ligacGes simples e duplas
alternadamente, chamadas de liga¢Ges conjugadas, produzem absorcdo em comprimentos
de ondas maiores. Quanto mais extenso for o sistema conjugado, mais longos serdo os
comprimentos de onda absorvidos, podendo chegar a regido do visivel.

Os valores de turbidez indicam, portanto, a fluidez da membrana lipossomal
(HOPE et al., 1986) e também pode averiguar o tamanho e estabilidade dos lipossomos
(MAZA et al., 1994; MAZA et al., 1996).

3.1.4.5. Parametros translacionais: temperatura de transicdo de fase (Tm)
dos lipossomos e seus efeitos na membrana fosfolipidica — Estudos por

calorimetria de varredura diferencial (DSC)

A viscosidade da membrana lipidica é descrita pela sua fluidez. Se a temperatura
da membrana for mantida em torno de 37 °C, alguns lipidios estardo em um estado fluido.
Se diminuir-se gradualmente a temperatura, as bicamadas dos mesmos sofrerdo uma
mudanca. Os lipidios sdo convertidos desta forma de um estado liquido para o gel. Ocorre
assim uma transicao de uma fase em funcéo de um gradiente de temperatura (Figura 15)
(LASIC, 1993; NEW, 1990). A temperatura de transi¢do de fase, Tm (do inglés main
transition temperature) é definida como a temperatura em que ha presenca de 50% de
lipidio em estado gel e 50% em estado fluido (DE LIMA et al., 2010). A Tm dos
fosfolipidios que compdem os lipossomos depende da natureza do seu grupo polar, bem
como do comprimento e grau de insaturacao das suas cadeias aciclicas. A Tm é, portanto,
especifica para cada lipidio. Geralmente a Tm aumenta com o aumento do tamanho das

cadeias apolares e diminui com o grau de insaturacdo (NEW, 1990). Para misturas de
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fosfolipidios, presentes em membranas de composicdo homogénea, o valor de Tm,
compreende um intervalo de temperaturas. Por exemplo, em misturas de fosfatidilcolinas,
as Tm podem variar de valores negativos a valores superiores a 60°C. Este valor delimita
a temperatura minima necessaria para que a agua se insira nos lipidios para formar os
lipossomos. A presenca de substancias exogenas, pode alterar a Tm do (s) lipidio (s)
componentes dos lipossomos (ATKINS et al., 2008).

A transicdo da fase gel para a fase fluida, € um processo endotérmico,
acompanhado por uma variacao de entalpia (4H), requerida para quebra de ligacdes de
Van der Waals.

Acima da Tm, as moléculas de lipidios e suas caudas hidrofobicas estdo livres
para mover-se em certas direcdes, mantendo uma certa ordem. Abaixo da temperatura de
transicdo de fase, 0 movimento das moléculas € bastante restrito, e toda a bicamada pode
ser descrita como gel cristalino.

Para um designo dos lipossomos a serem usados em uma terapia, € apropriado
escolher lipidios que apresentem uma Tm superior a temperatura fisiol6gica, para que
qguando administrado no organismo, mantenha uma cinética de liberacdo do farmaco
reduzida, pois estardo mais ordenados (fase gel), visto que as amplitudes dos movimentos

lipidicos de rotacdo séo reduzidas.

Figura 15: Representacdo esquematica das variacdes de
transicédo de fase

As analises relacionadas as transi¢des de fase nos lipossomos, séo frequentemente
estudadas por Calorimetria de varredura diferencial (DSC), como “fusao” do estado
gel, para o estado cristal liquido.

Estudo da temperatura de transicao de fase por DSC (do inglés differential
scanning calorimetry, DSC), constitui uma técnica térmica e analitica que fornece

informagdes detalhadas sobre as propriedades fisicas e energéticas de uma substancia.
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Analises realizadas atraves de DSC tém sido amplamente descritas no estudo das
interagBes intermoleculares entre fArmacos e adjuvantes, sendo de grande utilidade em
estudos de pré-formulacdo (HOHNE et al., 1996S; CHAFFZICK et al., 2003). Séo
aplicados, também na elucidacdo da forma de associacdo/organizacdo de substancias
ativas e componentes integrados a carreadores lipidicos como polimeros e proteinas
(CASTELLI et al., 1997).

Os parametros termodinamicos da transi¢do principal de fase em membranas
lipidicas, podem ser analisados pela variacdo de energia na transi¢do de fase gel para
fluida, a partir da relacéo entre um gradiente de temperatura e o fluxo de calor em fungéo
do tempo (CASTELLI et al., 1997). Para tal, a diferenca entre o fluxo de calor da amostra
e a de um material de referéncia, é detectada usando-se células de aluminio, submetidos
a um gradiente de temperatura (McELHANEY et al., 1982; BILTONEN et al., 1993).

Em aparelhos de DSC por fluxo de calor, as células de aluminio sdo aquecidas por
uma Unica fonte de calor (Figura 16). Se a amostra sofrer algum tipo de modificacdo em
sua estrutura, o sinal correspondente a média de variacdo de temperatura (47), é obtido
como uma diferenca de potencial elétrico (Watts, W) (MCELHANEY et al., 1982). Este
procedimento, portanto, utiliza o recurso termoelétrico para medir a A7, entre 0s

recipientes de referéncia e amostra.
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Aquecimento |
Gas

Figura 16: Representacdo esquematica do método
experimental para analises de DSC

Inicialmente, a AT entre a referéncia e a amostra é nula. A amostra e a referéncia
sdo aquecidas a uma taxa de aquecimento fixa. Quando ocorre uma transi¢édo de fase ou

um rearranjo molecular na amostra, a A7 tera valor diferente de zero, em fungéo de uma
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variacdo na distribuicdo do estado energético da mesma (Figura 16), gerando 0s picos no
espectro de DSC. Os picos podem ser exotérmicos ou endotérmicos. Os eventos
exotérmicos ocorrem quando a amostra liberar energia na forma de calor durante algum
processo termodinamico. A amostra estard em um estado mais energético e transitara para
um estado mais estavel, ou de menor energia. Os eventos endotérmicos serdo gerados
quando a amostra absorver calor para vencer a barreira de energia, para sofrer a transicéo,
sendo tipicos dos processos de transicdo de fase principal, onde pode-se obter a Tm
(HOHNE et al.,1996). Deste modo, torna-se possivel analisar a influéncia de uma
substancia exdgena, como uma substancia ativa na ordem da parte hidrofobica (visto que
a Tm é influenciada pelo numero de carbonos e grau de insaturacfes das cadeias de
hidrocarbonetos lipidicas, como dito anteriormente) de um sistema lipossomal.

No DSC é adotada a convencao termodindmica na qual os eventos endotérmicos
tém variacdo positiva de entalpia, 4H > 0; enquanto que eventos exotérmicos tém
variacdo de entalpia negativa, 4H < 0. A AH é obtida através da integracéo da area sob o
pico. As analises de AH, através de DSC, incluem monitorar quanto de energia é
necessaria para que ocorra a transicao principal de fase. O aumento do valor do 4H de
um lipidio, apos interacdo com uma substancia exdgena, pode indicar um estado de fase
mais ordenado, enquanto o valor que a reducdo de 4H pode indicar um sistema mais
desordenado (MARS et al., 1977).

3.1.4.6. Distribuicdo de cargas superficiais do lipossomo: Estudo da

distribuicéo de cargas na membrana por analises de Potencial Zeta ({)

A maioria das particulas em suspensdo possui uma carga de superficie, por
apresentarem grupos ionizaveis ou por adsorcdo de espécies carregadas. Quando
apresentam grupos ionizaveis, contra-ions criam uma camada ao redor da particula,
chamada camada de Stern. Com o0 movimento Browniano, essa camada se move como
parte da particula. Na fronteira entre a camada de Stern ha uma segunda camada de contra-
ions, chamada difusa, existe o plano de cisalhamento (Figura 17). E o potencial que existe
neste limite, é conhecido como o potencial zeta, uma medida indireta do potencial de
superficie da particula, discutido a seguir (MALVERN, 2012). No caso dos fosfolipidios,
o potencial de carga de superficie e o potencial de dipolo, sdo constituidos pela
organizacdo dos residuos positivos e/ou negativos das moléculas e a orientacdo dos

dipolos com a 4gua (CEVC, 1991; CLARKE, 2001). A organizagdo dos grupos positivos
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e/ou negativos de um fosfolipidio, esta relacionada a sua orienta¢do para cima ou para
baixo do plano da membrana, que pode ser influenciada pela interagdo com substéncias
exogenas (DISALVO & BOUCHET, 2014).

O potencial de superficie das particulas € influenciado por substancias exogenas,
e assim pode fornecer informacgbes sobre interacGes da sua interface com o meio
dispersante, em razdo da dissociacdo de grupos funcionais na superficie da particula, ou
da adsorcdo de espécies ibnicas presentes no meio aquoso de dispersdo, bem como da
orientacdo dos grupos funcionais carregados de uma molécula (SCHAFFAZICK et al.,
2003).

n—o: Dupla camada
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!
' ' Camada difusa
U
100+ !
) : Potencial na superficie
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Distancia a pamr da super'ﬁcie
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Figura 17: Representacdo das condi¢cGes em uma particula negativa com
uma camada de ions positivos adsorvidos na camada adjacente, denominada camada
de Stern. No plano de cisalhamento, pode ser medido potencial zeta. Adaptado de
MALVERN, 2012.

O potencial zeta consiste no potencial elétrico no plano hidrodindmico de
cisalhamento. Depende ndo somente da superficie da particula, mas do dispersante. Pode
ser afetado pelo pH ou forcga i6nica do meio. Os fosfolipideos (como fosfatidilcolinas),
polimeros e proteinas, quando sdo componentes presentes no sistema lipossomal, s&o
capazes de influenciar o potencial zeta. Os fosfolipidios de origem natural fornecem um
potencial negativo a interface (SCHAFFAZICK et al., 2003). Em lipossomos

multicomponentes, os valores de potencial zeta podem ser mais positivos em fungéo da
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presenca de um lipidio positivamente carregado, como por exemplo, a estearilamina ou
1,2 dioleoil-3-trimetilamdnio-propano (DOTAP, lipidio catibnico) ou ainda um lipidio ou
polimero que apresente carga positiva orientada em direcdo a superficie da membrana
(SOPPIMATH et al., 2001).

Os valores de potencial zeta sdo também um indicativo da estabilidade de um
lipossomo. Em mdédulo um valor de potencial zeta relativamente alto é importante para
uma boa estabilidade fisico-quimica do sistema, pois grandes forcas repulsivas tendem a
evitar a agregacdo em funcdo das colisbes ocasionais de nanoparticulas adjacentes
(MALVERN, 2012).

As caracteristicas de superficie das particulas, também podem alterar a resposta
bioldgica do farmaco associado. Sendo assim, pode-se modificar a carga de superficie do
lipossomo, para que estes ndo sejam removidos rapidamente da circulacdo sanguinea pelo
sistema fagocitario. Isto pode ser realizado a partir da reducdo da hidrofobicidade da
superficie das particulas através da adsorcdo fisica de um polimero hidrofilico,
constituido de PEG, por exemplo (CALVO et al., 2001). Calvo e colaboradores (1987)
prepararam nanoemulsfes e nanocépsulas de poli-g-caprolactona (PCL), contendo
quitosana (um polissacarideo catidnico). A presenca da quitosana aumentou o potencial
de superficie positivo das particulas, proporcionando um aumento da interacdo destas
com as membranas fosfolipidicas celulares, negativamente carregadas. A quitosana
também promoveu maior estabilizacdo do sistema, devido a adsorcdo de céations e
proteinas catidnicas presentes nos fluidos biolégicos (SCHAFFAZICK et al., 2003).

A estabilidade da suspensédo de particulas, é indicada por um valor de potencial
zeta maior do que - 30 mV ou + 30 mV, em mddulo (MALVERN, 2012). O indice de
polidispersidade obtido em medidas de potencial zeta, reflete a formacéo de sistemas
mono ou polidispersos. Sistemas monodispersos sdo indicados por indices menores que
0,3 (CALVO et al., 1987).

3.1.4.7. Analise de tamanho do lipossomo por espalhamento de luz
dindmico (DLS)

O DLS e uma técnica ndo invasiva que permite medir o tamanho de particulas em
sistemas como os lipossomais. A partir destas medidas, pode-se também avaliar possiveis
agregacoes e fusdes entre lipossomos, causados por instabilidade das vesiculas em fungédo

dos constituintes de membranas, incluindo uma substancia ativa encapsulada
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(KOMATSU et al., 1999; SCHAFFZICK et al., 2003). A técnica de DLS caracteriza
particulas, emulsdes ou moléculas, dispersas ou dissolvidas num liquido, em fungéo do
movimento browniano de particulas que faz com que um laser seja espalhado em
diferentes intensidades. O movimento Browniano das particulas é decorrente da sua
colisdo aleatoria com as moléculas do liquido que as rodeiam. Neste meio, a intensidade
da luz espalhada pelas particulas, em um angulo fixo, forma um padrdo de movimento
que caracteriza o tamanho de uma particula. As particulas maiores se movem mais
lentamente que as pequenas, de forma que a taxa de flutuacédo da luz espalhada por elas,
também é mais lenta.

A homogeneidade ou heterogeneidade da distribuicdo dos tamanhos, assim como
o controle destes, é medida pelo indice de Poli dispersdo (PDI), ja que este indica o perfil
das nanoparticulas (tamanho e distribui¢do). Desta forma o PDI é utilizado para estudos
da estabilidade fisica das suspensdes (MULLER-GOYMANN, 2004) e mostra quanto o
tamanho da particula desviou da média. Quanto menor o PDI (< 0,3) mais uniforme é a
suspenséo, indicando a formacéo de sistemas monodisperso (ELSAYED et al., 2011).

3.1.4.8. Influéncia do tamanho lipossomal na eficiéncia terapéutica

O tamanho e uniformidade dos lipossomos definem sua interagdo com organelas
do organismo e eficacia em funcdo da sua forma de administracdo, sendo determinante
para o tempo de meia vida de circulacéo e percentual de encapsulacdo de uma substancia
ativa. Por exemplo, o tamanho de lipossomos, negativamente carregados, referente a faixa
de 500 a 1000 nm, liberam a substancia ativa encapsulada de forma mais eficiente
(ALLEN et al., 1991). O tamanho dos lipossomos influéncia na eficiéncia de captura
destes pelos macréofagos. Os lipossomos pequenos (menores que 100 nm) sdo facilmente
eliminados do organismo, quando comparados aos maiores (proximo de 100 nm). Isto
permite que a vesicula lipossomal, permaneca mais tempo na circulacdo sanguinea,
proporcionando uma liberacdo mais prolongada (FREZARD et al., 2005; BATISTA et
al., 2007).

Assim sendo, torna-se necessario o controle do tamanho lipossomal e sua
uniformidade, esta Ultima para garantir a dosagem apropriada para ser determinado em
tratamento medicamentoso. Existem diferentes métodos de preparos de lipossomos que
garantem a obtencdo de MLVs, LUVs e SUVs de tamanhos uniformes (AKBARDAZEH
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et al., 2013), bem como técnicas de avaliacdo e monitoramento dos mesmos. Uma destas

é o0 espalhamento de luz dindmico, como descrito anteriormente.

3.1.4.9. Processos de entrega no organismo da substancia ativa, mediados

por vesiculas lipossomais

Os componentes da membrana lipossomal, permitem que as substancias
hidrofobicas ou hidrofilicas (Figura 18) sejam inseridas neste sistema estruturado para
serem transferidas posteriormente no organismo para membranas celulares (MERTINS
et al., 2009).

Figura 18: Representacdo esquematica de lipossomos com substancias
hidrofobicas e hidrofilicas inseridas em lipossomos

A substancia ativa é carreada pelos lipossomos até as células, 6rgdos ou tecidos
alvo, onde pode ocorrer a absorcao por fagocitose/endocitose, fusdo, troca de lipidio
(intercdmbio) ou por adsor¢do do sistema (LAMPRECHT et al.,1999). A eficiéncia do
transporte e a entrega do farmaco encapsulado é determinada pela especificidade do
material com o qual foi desenvolvido o carreador, e a forma como a célula alvo recebe
este lipossomo. A interacdo entre a célula-alvo e os lipossomos, pode ocorrer de quatro
modos distintos (LASIC, 1993; NEW, 1990) (Figura 19).

1) Por fagocitose/endocitose, processo pelo qual as células fagocitam os
lipossomos em um pH entre 5,0 e 5,5 ocorrendo a incorporacdo dos
mesmos em organelas da membrana plasmatica, denominadas de
lisossomas e endossomas. Nos lisossomas ocorre a digestdo celular, e os
endossomas sdo fundidos com os lisossomas formando um lisossoma
secundario que posteriormente é degradado em pH préximo a 4,5.
Durante o processo de ruptura dos lipossomos no lisossoma secundario, a
substancia ativa anteriormente encapsulada permanece no lisossoma até

que sofra a exocitose ou se desprenda no contetdo celular (liberagdo para
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i)

0 citoplasma). A fagocitose e pinocitose formam juntos processos
endociticos, pelos quais a membrana se modifica para incorporar a
substancia, e processos exociticos, que expulsam as substancias da célula
A fusdo ocorre devido a aproximagdo da membrana celular e dos
lipossomos. Os lipossomos rompem e fusionam-se na célula alvo, o que
resulta em mistura completa dos lipidios das membranas lipossomais e a
celula em consequente liberagéo da substancia ativa para o citoplasma.
A transferéncia dos componentes lipidicos ocorre por transferéncia
intermembranar. E possivel ocorrer esta transferéncia sem danos a
membrana lipossomal e sem a transferéncia do contetdo do
compartimento aquoso. Durante a troca de lipidios, os lipossomos que
contém substancias ativas lipofilicas, podem ser transferidos para as
lipoproteinas do plasma.

A adsorgdo de lipossomos na membrana celular, ocorre quando este
apresenta moléculas vetorizadoras em sua superficie, ou quando sua carga
é contraria a da célula alvo (que normalmente é negativa). Esta adsorcao
ocorre como resultado de forcas fisicas atrativas ou da ligacdo de
moléculas da membrana dos lipossomos a receptores especificos da
célula. O contato entre lipossomos e lisossomos, aumenta a
permeabilidade da membrana lipossomal, permitindo a liberacdo dos

solutos hidrossoltveis que podem assim ser absorvidos pela célula.

Fagocitose/Endocitose

Degradagio no

= lisossomos ji/)

Adsorg3o Intercambio lipidico

Figura 19: Representacdo esquematica de membrana celular
e as interagdes com as vesiculas lipossomais
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Um dos fatores que contribui para a entrega do farmaco no tecido especifico é o
pH. A presenca de tumores, por exemplo, altera o pH intracelular, tornando-o mais &cido,
devido ao aumento da taxa de glicolise aerébia e ao aumento da hipoxia (baixo teor de
oxigénio) nas células vizinhas ao tumor. Tal fato, propicia a protonacédo dos farmacos que
normalmente sdo bases fracas, com 7,4< pKa <8,2 (SANFORD et al., 1993).

Um modelo de Sanford e colaboladores (1993), propde que lipossomos carregados
de agentes quimioterapicos, difundam-se em um gradiente de concentracdo na célula
alvo. Os lipossomos séo transportados para fora do citosol. Assim, ocorrem mudangas no
pH intracelular alterando a particdo transmembranar ou sequestro intracelular de
farmacos. Desta forma a membrana lipossomal é protonada no citosol e o farmaco na sua
forma idnica se liga a seus alvos, tais como DNA. Se as células tumorais estdo
comprometidas em sua capacidade de regular o pH, elas podem ser mais suscetiveis do
que células saudaveis as abordagens farmacoldgicas que modificam a regulagéo do pH.
Sendo assim, lipossomos podem potencializar agentes quimioterapicos na entrega de

farmacos.

3.1.4.10. Aplicacéo de lipossomos como modelo de membranas celulares.

Os lipossomos sdo um modelo (Figura 20 (a)) que pode ser aplicado aos estudos
de efeitos e fenbmenos em membranas celulares, por apresentarem similaridade em sua
constituicdo (MERTINS et al., 2009). As membranas celulares s&o formadas por uma
bicamada lipidica contendo proteinas, sacarideos e outras organelas (figura 20 (b))
(CAMPBELL et al., 2009; LEHNINGER et al., 2000). Mais especificamente, pode-se

descrever tais componentes como:

)] Bicamada lipidica (ou fosfolipidica) (Figura 20-b (A)), formada por
fosfolipidios, sdo moléculas que tem a porcdo hidrofébica apolar dirigida
para o centro da membrana, e com a porcao hidrofilica polar (cabega com
terminal fosfato) direcionada para o exterior ou interior da célula. As
moléculas de fosfolipidios que integram a membrana celular
(LEHNINGER et al., 2000) podem se mover livremente, mantendo-se em
constante reorganizacdo (caracteristica fluida), evitando rupturas na

membrana e possuindo alta capacidade de regeneracéo.
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Figura 20:(a) representacdo de membrana lipossomal; (b) modelo
mosaico fluido- Semelhanca estrutural entre ambas

i) Colesterol (Figura 20-b (B)), reduz ou aumenta a fluidez da membrana
de acordo com a temperatura.

iii) Proteina transmembranar (intrinseca ou integrais) (Figura 20-b (C))
sdo firmemente aderidas aos lipidios da membrana, e formam canais de
transporte de substancias. Sdo também receptores especificos de
hormonios.

iv) Proteina extrinseca (Figura 20-b (D)) liga-se & membrana por interacdo
com a regido polar dos lipidios (por atracdo eletrostatica) ou por interacdo
com as proteinas transmembranares.

V) Glicoproteina (Figura 20-b (E)) descrita como uma associa¢do entre
carboidratos e proteinas de membrana.

Vi) Glicolipidios (Figura 20-b (F)) descritos como uma associagdo entre
carboidratos e lipidios.

vii)  Glicocélice (ou Glicocalix) (Figura 20-b (G)), definido como a unido
entre glicoproteinas e glicolipidios. E através do glicocalix, que as células
se reconhecem e se unem umas as outras, para formar os tecidos.

A natureza do sistema membranar consiste em igualar concentragdes (intra e
extracelular) dos componentes celulares. Sendo assim, a troca entre a célula e o meio
externo pode ocorre por: transporte passivo, transporte ativo e processos mediados por
vesiculas. O transporte passivo ocorre sem o gasto de energia. No processo passivo temos
a difusdo a favor de um gradiente de concentracdo, difusdo facilitada e a osmose. J& o
transporte ativo, ocorre com gasto de energia na forma de adenosina trifosfato (ATP).

63



3.2. Lectinas

Lectinas referem-se as proteinas ou glicoproteinas (Figura 21) que reconhecem e
se ligam a residuos de carboidratos com certa especificidade. De acordo com Goldstein
(1980) as lectinas sdo definidas como proteinas que se ligam, de um modo estavel, a
hidratos de carbono (carboidratos ou glicidios) de origem ndo imunoldgica, capazes de
aglutinar células ou precipitar complexos de hidratos de carbono. Tais proteinas
complexam-se reversivelmente a glicoproteinas expostas na superficie de células
(SHARON et al., 1993).

Figura 21: Representacdo esquemaética da lectina de
Bauhinia variegata (BVL)

3.2.1. Lectinas e suas aplicacdes

As lectinas sdo encontradas na maioria dos organismos, tais como os de virus,
bactérias, animais e plantas.

Lectinas foram extraidas pela primeira em 1888 por Peter Hermann Stillmark a
partir de mamonas (Ricinus communis L.) (BOROWSKI et al., 2012). Pertencem a
familia de proteinas distintas, que apesar de apresentarem sequéncias e caracteristicas
estruturais semelhantes, variam amplamente em tamanho, estrutura, organizagdo
molecular e sitios de interacdes (CAMPBELL et al., 2009).

A lectina pode ser encontrada em qualquer planta, em quantidades variadas, sendo
que esta mais concentrada nos 6rgéos de reservas (VAN, 1988). Tais plantas apresentam
o ciclo de vida perene, sdo encontradas em areas tropicais, subtropicais e equatoriais
(CRUZ, 1985; CARIBE et al., 1991), tendo se adaptado principalmente no Sul e Sudeste

do Brasil.
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O uso de proteinas extraidas de plantas, tem se mostrado efetivo para aplicacfes
imunolodgicas como anti-inflamatdria, antiviral e antitumoral (LIS et al., 1986; SHARON
et al., 1993) bem como para reconhecimento da porcéao glicidica de moléculas presentes
na superficie de células, como principalmente as neurais (ROLLENHAGEM et al., 2001).
Em geral, estas superficies de células sdo compostas por glicoproteinas, glicolipidios e
proteoglicanos, que proporcionam rigidez a matriz, podem formar géis que atuam como
um filtro para regular a passagem de moléculas através do meio extracelular, e ainda
podem bloquear, ativar ou guiar a migracdo celular através da matriz (LEHNINGER et
al., 2000).

Desta forma, as lectinas sdo foco de estudos pertinentes devido a sua atuagéo
determinante no reconhecimento de carboidratos em diversos processos bioldgicos, além
de suas propriedades farmacolodgicas (LIS et al., 1986; SHARON et al., 1993).

3.2.2. Origem da BVL: género e espécie.

Lectinas podem ser obtidas através de métodos de extracdo, bem como por
técnicas de DNA recombinante (LIS et al., 1998). As lectinas extraida de plantas como a
conhecida popularmente por pata de vaca, pertence ao género Bauhinia, cujo nome
homenageia o botanico Gaspar Bauhin, s&o extensivamente caracterizadas (IRIMURA et
al., 1972; COELHO et al., 2000; SILVA et al., 2001; PINTO et al., 2005; PINTO et al.,
2008; SILVA et al., 2011; SILVA et al., 2012.). Pertencem a familia das leguminosas
(Fabales: subfamilia Caesalpinaceae) (SHARON et al., 1990), compreendendo cerca de
300 espécies (LEWIS, 1987) das quais aproximadamente 64 podem ser encontradas no
Brasil (Figura 22).
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Figura 22: Pata de vaca

A lectina extraida do género e espécie Bauhinia variegata é denominada BVL,
esta representada na (Figura 21). A BVL ainda ndo tem uma estrutura determinada na
literatura, e sim uma previsao de sua provavel estrutura, a partir do uso de programas, tais
como o Bhageerath-H (método de algoritmos baseados em homologia, nos quais 0s
modelos 3D s&o calculados usando uma estrutura existente, altamente idéntica, do Protein
Data Bank (PDB)) (JAYARAM et al., 2012; BANGHAM et al., 1965). Este tipo de
método consiste em usar parametros comparativos com modelos em 3D de estruturas
existentes e ja determinadas. A aproximacdo deste modelo em 3D pode ser calculada
guando a identidade da sequéncia é maior que 50%, embora seja utilizada uma faixa entre
30% e 50%.

3.2.3. Principais constituintes da Bauhinia variegata

Os principais constituintes lipidicos da Bauhinia variegata sdo o acido palmitico
(19,69%) (Figura 23 (a)), acido linoleico (56,98%) (Figura 23 (b)), acido estearico
(13,98%) (Figura 23 (c)) e o &cido eicosandico (1,08%) (Figuras 23 (d)) (PINTO et al.,
2005). Nesta planta ha em torno de 16,41% de lipideos totais. Quando comparados a
outras plantas como a Bauhinia forficata (lipideos, 5,89% e proteina, 19,69%) (BRAGA,
1960), o teor de proteinas e lipidios provindos da Bauhinia variegata sdo superiores
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(PINTO et al., 2005). As lectinas de Bauhinia variegata (BVL) (Figura 21) séo proteinas
de cadeia Unica especificas para D-lactose (1,15 mM), D-galactose (2,3 mM) e D-GalNAc
(0,58 mM) de PM de 32 817 Da (PINTO et al.,2008). Quanto aos teores de proteinas que

constitui a BVL, estes representam 29,29%.
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Figura 23: (a) &cido palmitico, (b) acido linoleico,
(c) &cido estearico e (d) acido eicosanoico

As sementes de Bauhinia variegata apresentam ainda em sua constituicdo uma
porcentagem em relacdo aos seus teores de umidade de 3,71%, carboidratos sollveis
totais de 13,38%, acUcares redutores de 4,46 %, amido, um total de 19,08%, e
carboidratos insoluveis (fibra bruta) de 9,26% (PINTO et al., 2005).

3.2.4. Ponto isoelétrico e aminoécidos da BVL: determinacdo da carga

total na macromolécula

O ponto isoelétrico (PI) € definido como o valor de potencial hidrogenionico (pH)
para o qual a carga total do aminoacido (aa) é nula (CHANG, 2010).

Os aa possuem um grupo amina e um grupo carboxilico, ambos ionizaveis, ou
seja, podem sofrer protonagdo/desprotonacdo. Entretanto, nas cadeias laterais de varios
aa € possivel encontrar outros grupos adicionais ionizaveis. A proteina pode, portanto,
apresentar carga total positiva, negativa ou neutra, em fungcdo dos aa que compdes a
macromolécula (CHANG, 2010; CAREY, 2011).
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Dentre as variedades de aa que compdem a BVL, tem-se o0s principais aa

catidnicos apresentados na Figura 24 e na Figura 25, estdo apresentados os principais aa

anionicos.
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HZN)LNH/\/\‘)kC)H
NH,

(c)

\Y
N

OH

(b)

N

</ | [ oH

HN

(d)

Figura 24: Formula estrutural de aminoécidos cati6nicos presentes na
BVL, lisina (a), prolina (b), arginina (c) e histidina (d).
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NH,

(c)

OH

NH,
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Figura 25: Formula estrutural de aminoécidos aniénicos presentes na
BVL, triptofano (a), fenilalanina (b), isoleucina (c) e vanila (d).
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A composi¢do quimica do aa ou da molécula onde o aa esta inserido, como no
caso da BVL, o pH da solucdo e a composicdo quimica do sistema onde a BVL esta
inserida, sdo fatores que irdo influenciar a carga do aa que compdem a BVL. A presenca
de determinados atomos e/ou grupos funcionais numa molécula, altera a distribuicdo da
nuvem eletrdnica, tornando algumas ligac6es covalentes mais fortes e outras mais fracas,
além de poder haver interagdes eletroestaticas entre os aa e 0s componentes do sistema
(FATOUROS &ANTIMISIARIS, 2002). O grupo funcional que compdem o0 aa vai
apresentar um estado de protonacéo que é influenciado pelo pH do meio, ou seja, se 0 pH
for inferior ao seu pKa, o grupo funcional tende a estar protonado, e se for superior ao
pKa, tende a estar desprotonado (CHANG, 2010). Neste contexto, quando a BVL que
possui um Pl de 6,31, é colocada numa solucgéo, por exemplo com um pH inferior ao seu
Pl, adquire carga positiva, pois 0s grupos funcionais tendem a estar protonados. Se o pH
for superior ao PI, a carga total é negativa, pois 0s grupos funcionais tendem a estar

predominantemente desprotonados.

3.2.5. Similaridade entre as estruturas primarias de lectinas

A similaridade da lectina com outras lectinas da mesma subfamilia, permitiu um
sequenciamento de multiplos clones de BVL. Isto foi realizado como o auxilio de
programas computacionais, que utilizou uma sequéncia de aminoacidos de espécies ja
estabelecidas como pardmetro. Este estudo revelou, que a lectina é provavelmente
codificada por uma familia de genes. Duas isoformas diferentes de lectinas foram
identificadas e denominadas BVL | e BVL Il (PINTO et al.,2008). As sequéncias de
nucleotideos de outras lectinas, como por exemplo as de Bauhinia purpurea e Bauhinia
ungulata, foram utilizadas para os estudos dos fragmentos. Apresentaram identidade com
o correspondente fragmento de BVL | em 99% (Bauhinia purpurea) e 90% (Bauhinia
ungulata). Para BVL Il a identidade foi de 94% respectivamente.

O alinhamento das sequéncias de aa de BVL | e BVL Il é apresentado na Figura
26, onde a sequéncia de consenso € apresentada em italico; os espacos em branco
representam as alteracGes de aa ndo compativeis entre as sequéncias. O sinal de adicdo
(+) indica alteragcBes em aa quimicamente semelhantes. Em negrito esta o péptido-sinal
(N-terminal, constituido de 20 a 30 residuos de aa). As caixas cinzentas indicam os locais
provaveis de glicosilacdo. Adaptado de PINTO et al., 2008. A sequéncia de aa pro-

proteina totaliza 291 aa em ambas as isoformas. A BVL | possui cinco (5) locais de
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glicosilacao putativos, enquanto que a BVL I, possui dois provaveis sitios de glicosilagdo
putativos (PINTO et al.,2008).

Este estudo pdde comprovar a alta similaridade das sequéncias primarias presente

nesta familia, e que a estrutura genética foi mantida ao longo dos anos.

3VLII I  MLLYNSKPYVIQLILITLLLTQLNKVRESTSSTLTSFTFPDRW

MLLYNSKSYVIQLIFITLLLTQLNKVEKST

MLLYNSK Y VK

Figura 26: Descreve a semelhangas entre as sequéncias de aminoacidos; BVL | e BVL Il.

Adaptado de PINTO et al., 2008.

As estruturas tridimensionais (3D) da BVL-l e BVL-Il ndo foram resolvidas

experimentalmente, pois sdo dificeis de cristalizar, possivelmente devido a presenca de

diferentes estados de oligomerizacdo, ap6s a purificacdo. Desta forma, suas estruturas

terciarias e quaternérias, foram estudadas com o auxilio de programas computacionais,
como o Bhageerath-H (JAYARAM et al., 2012; BANGHAM et al., 1965).
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FTFPDFWSNSQENGTKIIFLGGATYTPGALRLTRIAKDGFPMKSNAGQ
ASYSHPVFLWDSTGHVASFYTSFSFIVRNCDVPKITADGFAFFLAPVDS
SVKGFGGCLGLFTYGTAADPSKNQVVAVEFDTWPNTQWSDLSYRHI
GIDVNSIVSVATRRWENDDAYGNKIGTAHITYDATSKHTVLLTYDNG
RHYQLSHVVDLPKILPKWVRIGFSAATGYNETQYILSWSFTSTLDST

Figura 27: Sequéncia de aminoacido da BVL | de
Bauhinia variegata

A estrutura resultante da BVL 1 ¢é relacionada quanto a presenca das folhas (3
(Figura 27), onde a folha dianteira esta destacada em vermelha, a folha traseira em
amarela e a folha pequena, chamada de folha-S em azul (GUSTAVO et al., 2013). A
posicdo de aa terminais esta indicado pelas setas. Por esta analise detectou-se 1.26% de
o—hélice, e 44.96% de folha estendida.

3.2.6. Lectinas e suas intera¢des com carboidratos

Como ja mencionado, as lectinas se ligam reversivelmente a monossacarideos e
oligossacarideos com alta especificidade. As lectinas sdo desprovidas de atividade
catalitica, e em contraste com 0s anticorpos, ndo sao produtos de uma resposta imune
(LIS et al., 1998).

As lectinas se ligam a carboidratos por diversos tipos de ligagdes, com destaque
para a interacdo com as ligacOes glicosidicas (combinacdo da hidroxila de um carbono
anomérico de um monossacarideo com a hidroxila de um alcool ou com a hidroxila de
qualquer carbono de outro monossacarideo, produzindo agua). As lectinas se ligam a
extremidade redutora presente no monossacarideo (OH presente no C1), formando a
ligagdo glicosidica com a eliminagdo de uma molécula de 4gua (QUIOCHO, 1986).
Podem se ligar também a sacarideos ndo redutores, onde nao ha hidrolise na formacao
desta ligacdo glicosidica (LEHNINGER et al., 2000; LIS et al.,, 1989). Qutras
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possibilidades sdo as interagdes hidrofébicas, das quais muitas sdo criadas pelas
hidroxilas estéricas dispostas nas proteinas. O posicionamento das hidroxilas, fazem com
que as regibes hidrofébicas da proteina se encontre com as regifes hidrofobicas da
superficie do sacarideo (RINI, 1999).

O arranjo tridimensional das interacfes moleculares entre lectina-glicidio, podem
favorecer a ligagdes entre lectina e a porcéo sacaridica de um polimero glicosilado em
um sistema lipossomal, por exemplo. Estudos relacionados a sitios de ligacdo entre a

lectina e glicidios, conduzem ao aumento de substancias na afinidade.

3.2.7. Lectinas e o reconhecimento de glicidios (carboidratos) em

polimeros e superficies celulares.

As lectinas podem interagir com a membrana lipidica e com os glicidios presentes
no polimero que constitui este sistema lipossomal, assim como também podem
reconhecer os carboidratos, que constituem as superficies celulares. Cada subunidade de
lectina possui pelo menos um dominio que permite a interacdo (modelo chave e
fechadura) entre sacarideos localizados na superficie de células adjacentes (LIS et
al.,1986).

A investigacdo das lectinas e o seu papel no reconhecimento celular, bem como a
aplicacdo dessas proteinas para o estudo de carboidratos em solucdo e em superficies
celulares, vem contribuindo de forma significante para o avanco da glicobiologia
(DWEK, 1996).

Tais descricdes reforcam a hip6tese de que lectinas como a BVL, podem
reconhecer polimeros glicosilados na superficie das vesiculas lipossomais, bem como o
reconhecimento de substratos, e assim direcionador a um sitio especifico (GABIUS,
1994). O desenvolvimento e a caracterizagdo de uma matriz lipossomos-polimero-lectina,
é promissora para sistemas de liberacdo prolongada de farmacos (DOS SANTOS et al.,
2016; MAKHLOF et al., 2011; MEYER et al., 1994). As ligagdes que séo predominantes
para a estabilizacdo deste sistema (lipossomos, polimero e BVL)), sdo ligacbes de
hidrogénio e as forcas de Van der Waals (WEIS et al., 1996).
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3.3. Polimeros

3.3.1. Conceitos e Historico

A palavra polimero tem origem grega polumeres, que quer dizer “muitas partes”.
Os polimeros sdo macromoléculas, constituidas por repeticdo de unidades estruturais
simples e menores, denominado de monémeros (do grego “mono” — um), dando origem
a dimeros, trimeros, tetrameros...ou polimeros.

Os mondmeros sdo moléculas de baixa massa molecular que a partir de reacGes
de polimerizacdo, geram uma macromolécula polimérica. O processo de polimerizacdo
foi descoberto por Hermann Staudinger, quimico alemao pioneiro no estudo da quimica
dos polimeros, e ganhador do Prémio Nobel da Quimica em 1953. As unidades
repetitivas, chamadas de mero, presentes na estrutura do monémero é chamado grau de
polimerizacdo (CAREY, 2011).

Os polimeros possuem origem natural como por exemplo a celulose (plantas),
caseina (proteina do leite), dentre outros, ou origem sintética como o docosanato de -D-
glicosil-PEGgo (DAL-BO et al., 2011; DAL-BO et al., 2012), um polimero baseado em

polietileno glicol (PEG) com uma porcéo glicidica.

3.3.2. Polimeros docosanato de pB-D-glicosil-PEGgoo inseridos em

lipossomos

Com os avancos nos estudos dos carreadores lipidicos, o uso de polimeros neste
tipo de matriz é cada vez mais assiduo. O desenvolvimento de novas moléculas
poliméricas tornou-se util e essencial, pois os polimeros permitem estabilidade as
vesiculas lipossomais e favorecem a sua farmacocinética. Neste contexto, Dal-Bo e
colaboradores (2011, 2012, 2015) desenvolveram o polimero docosanato de f-D-glicosil-
PEGgoo. Tal polimero é composto por monossacarideo, heterociclo 1,2,3-triazol,
modificador covalente do tipo polietileno glicol (PEG) e uma cadeia de hidrocarboneto
que contam de 22 atomos de carbono. As Figuras 28 e 29 apresentam as formulas
estruturais do docosanato de -D-glicosil-PEGgoo baseados em monossacarideos do tipo

manose ou galactose.
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Figura 28: Formula estrutural do docosanato de B-D-glicosil-PEGagoo,
ou seja, docosanato de 3-D-manose-PEGgoo (C22PEGgooManose).
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Figura 29: Férmula estrutural do docosanato de B-D-glicosil-PEGagoo,
ou seja, docosanato de B-D-Galactose-PEGgoo (C22PEGgooGalactose).

Vérias composicdes sdo estudadas para ser utilizada no preparo de novos sistemas
de liberacdo prolongada de farmacos, seja por via intramuscular, subcutanea,
intraperitoneal ou intravenosa. Neste contexto, é importante a aplicacdo de polimeros
como o docosanato de B-D-glicosil-PEGgo em lipossomos que encapsulem a lectina
extraida de Bauhinia variegata, a BVL como farmaco ou vetorizadoras do sistema
(Figuras 28 e 29) (DAL-BO et al., 2011; DAL-BO et al., 2012). Estes polimeros
peguilados contém uma porcao glicidica, que pode variar entre glicosamina, manose ou
galactose, cujo objetivo € ampliar o reconhecimento e a estabilidade entre a BVL e 0s
lipossomos e direcionar a tecidos especificos.

Os monossacarideos possuem quatro ou mais carbonos que em solucéo formam
estruturas ciclicas (CAMPBELL et al., 2009; LEHNINGER et al., 2000). Sendo assim,
0S monossacarideos manose e a galactose formam hemiacetais internos (por reacdes
intramoleculares entre o grupo alcool e o grupo carbonila). O grupo aldeido C1 liga-se ao

grupo hidroxil C5 da mesma molécula, formando uma estrutura ciclica, em solucéo
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aquosa (Esquema 1). O carbono anomérico pode assumir uma de duas configuragdes, o

ou B (LEHNINGER et al., 2000).

CH,OH
1 (a) ?
CHO 'cHo
——o0
2 2
HO—C——H H——C——OH X OH
3| OH
3
HO—C——H —Cc——
| HO—C H HOH,C——CH OH / OH OH
4
H—C——0OH  HO—C—H CH—CH 0 OH
5 5 \ //
H—C——OH H—C——OH HO /CH—C\ CH,OH
6 \
CH,OH ® CH,OH HO H OHl __o OH
OH
D-Manose D-Galactose
(b)
OH

Esquema 1: Representacédo da ciclizacdo dos glicidios
(a) B-D-Manose e (b) B-D-Galactose.

A manose e a galactose sdo epimeros, desta forma se diferem na rotacdo de um
carbono quiral. Na forma de anel, o epimero é chamado de anémero.

Os PEGs sdo obtidos por reacdo de condensacédo, onde dois mondmeros (6xido de
etileno) irdo condensar para formar um dimero (dois do mesmo mon6émero unidos) em
presenca de um iniciador (que pode ser etileno glicol, alcool ou agua). A reagédo &
catalisada por acidos ou bases. Dependendo do catalisador, o mecanismo da
polimerizacdo pode ser do tipo catiébnico ou aniénico. O mecanismo anidnico é mais
preferivel porque permite a obtencdo de PEG com baixa polidispersividade.

Estes modificadores covalentes que sdo obtidos pela polimerizacdo de 6xido de
etileno, sdo nomeados de acordo com o seu peso molecular, cuja faixa varia entre 200 a
10.000 Daltons (Da). O peso molecular e a temperatura ambiente definem seus estados
fisicos. Os polimeros de baixo peso (600 Da) possuem geralmente a forma de um liquido
transparente. Os gque se encontram na faixa de 600 a 800 Da, possuem a consisténcia de
graxa ou cera, € 0S que possuem peso molecular maior que 800 Da, sdo sélidos
esbranquicados. O nome polietileno glicol est& associado ao peso molecular de até 20.000
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Da. Podem assumir diversas formas como discos, cilindros, vesiculas, entre outros,
determinadas por seu meio de solvatacdo, concentracdo e interacbes moleculares
(GIACOMELLI et al., 2010; LIM et al., 2009).

O PEG possui numero relativamente reduzido de repeticdo de unidades de
mondmero, embora um maior nimero de unidades repetidas também seja possivel,
permitindo que o etileno glicol seja usado em diferentes produtos, dentre os quais
destacam-se os farmacos. A utilidade deste polimero como material de partida para a
producdo de farmacos esta relacionada ao fato deles degradarem antes de entrarem em
ebulicdo (NAG et al., 2013). Sobrevivem no corpo humano quando este sofre uma
variagdo para temperaturas elevadas, como as que proporcionam estado de febre.

Considerado um dos melhores polimeros biocompativeis, o0 PEG é aprovado pelo
Food and Drug Administration (FDA). Possui um conjunto de propriedades dentre os
quais destacam-se a ampla gama de solubilidades em meios organicos e aguosos
(POWELL, 1980), falta de toxicidade, imunogenicidade e facilidade de excrecdo de
organismos vivos (YAMAOKA et al., 1994).

Como dito anteriormente, 0 PEG é geralmente utilizado como um modificador
covalente de uma variedade de substratos. E também usado como transportador de
farmacos a sitios ativos de reconhecimento especificos por receptores (DAL-BO et al.,
2011). Lipossomos constituidos por PEGs, sdo denominados por lipossomos peguilados,
furtivos ou estabilizados.

A porcdo PEG do polimero modifica a superficie destas vesiculas lipossomais,
definindo a farmacocinética, estabilidade e tempo de meia vidado sistema.

Lipossomos com polimeros peguilados diminuem o atrito ao passar pelos poros
de membranas, como as barreiras hematoencefalicas. No organismo, reduz a velocidade
de captagdo dos lipossomos furtivos, estabelecendo uma barreira estérica, que atrasa o
seu reconhecimento e depuracdo da corrente sanguinea pelos macrofagos dos 6rgaos do
sistema fagocitico mononuclear (figado, baco, medula dssea). Isto diminui, portanto, o
nivel de opsonizacdo (processo pelo qual os microorganismos ou particulas s&o
recobertos por anticorpos e complementos ou outros fatores, para a atuacdo das células
fagociticas) dos lipossomos (BATISTA et al., 2007, ULRICH et al., 2002). O PEG
associado ao lipossomo, permite maior estabilidade ao sistema e sua circulagédo

prolongada no plasma sanguineo (AWSTHI et al., 2004).
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A meia-vida plasmética dos lipossomos, contendo um polimero peguilado,
depende de varios fatores, como o peso molecular que deve ter um valor proximo de 2000
Da e o didmetro médio de vesiculas na faixa de 150 a 200 nm (WOODLE et al., 1992).

Para desenvolver carreadores lipidicos com tal capacidade melhorada de
vetorizacdo dirigida ao local, é necessario compreender as propriedades fisico-quimicas
moleculares e os efeitos que podem influencia-la, tais como ordem, mobilidade, estado
de fase, tamanho, potencial de carga entre outros (CHAKRABORTY et al., 2012).

Estudos realizados por Micheletto e colaboradores (2015) analisaram um sistema
nanoestruturado composto por lipossomos de Asolecitina de soja (Aso) e o polimero
docosanato de N-acetilglicosamina PEGgoo (C22PEGa00GICNAC) (Figura 30). O polimero
C2PEGooGICNAc, possui a mesma estrutura do Cx2PEGgoManose e
C22PEGoooGalactose, porém diferenciam-se na porgdo sacaridica. Enquanto que o
C22PEGgooManose possui uma porcdo sacaridica do tipo manose e 0 C22PEGggGalactose
do tipo galactose o docosanato de N-acetilglicosaminaPEGgoo possui a por¢do sacaridica
do tipo glicosamina. O C22PEGgoGIcNAC mostrou estar inserido no lipossomo atraves
da inclusdo da sua regido apolar (cadeia hidrofobica, com 22 d&tomos de carbonos), de
modo que a porcdo glicosamina ficasse na superficie do lipossomo. As analises
concluiram que este novo polimero interagiu com toda a membrana, sendo mais evidentes

suas interacdes na interface, indicando um efeito de desordem induzido pelo polimero.

NHAc

N
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Figura 30: Formula estrutural do docosanato de p-D-glicosil-PEGagoo,
ou seja, docosanato de N-acetilglicosaminaPEGagoo
(C22PEGgpGICcNAC).
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3.3.3. Formacéo do heterociclo 1,2,3-triazol, via reacdo de ciclo adicédo 1,3

dipolar ao gerar a molécula de docosanato de p-D-glicosil-PEGgoo.

O 1,2,3-triazol é um heterociclo de origem exclusivamente sintética. Os 1,2,3-
triazdis com trés &tomos de nitrogénio vicinais, apresentam seis elétrons 7.

Um dos métodos utilizados para sua obtencdo é a reagdo de cicloadi¢do 1,3-
dipolar envolvendo azidas organicas e alcinos terminais. O heterociclico (1,2,3-triaz6is),
possui um vasto campo de aplicacdes, com destaque para o desenvolvimento de novos
farmacos (SHARPLES et al., 2001), que a partir da reacéo “Click Chemistry” ao formar
0 1,2,3 triazol, pode propiciar uma biblioteca de variedades de descobertas de inimeras
moléculas com fun¢es variadas. E é por meio desta, que ocorre a inclusdo do glicidio na
molécula polimérica (docosanato de B-D-glicosil-PEGgo).

Originalmente observada por Michael em 1893, e desenvolvida por Huisgen em
1967, a Reagdo de Huisgen (reacdo de cicloadi¢do 1,3-dipolar) segue um esquema
particular, em que a reacdo de cicloadigéo, a partir de 1,3-dipolos com alcenos ou alcinos,
envolve quatro elétrons = do 1,3-dipolo (dipolo) e dois elétrons © do alceno ou alcino
(dipolarofilo) (HOUK et al., 1995; BROCKSOM et al., 2010). Este mecanismo é
concertado, mas ndo necessariamente sincronizado. H&a formacgdo de um estado de
transicdo de seis elétrons, formando um ciclo-aducto. Quanto a geometria do estado de
transicdo, o dipolo e o dipolaréfilo estdo dispostos em planos paralelos, deixando os
orbitais perpendiculares em posicdo favoravel a formacdo das novas ligacdes sigmas
(MELO et al., 2006).

A velocidade da reacdo depende da concentragcdo dos componentes e a entropia
da reagdo é fortemente negativa. A reacdo apresenta baixos rendimentos e ha formagéo
de uma mistura de regioisdmeros triazélicos 1,4 e 1,5-dissubstituidos, quando alcinos
assimétricos estdo envolvidos (Esquema 2), onde Rz € igual ou diferente de H e R2 é
diferente de H.
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Esquema 2: Representacdo esquematica da Reagdo de Huisgen
(reacdo de cicloadicao 1,3-dipolar): formacéo de heterociclo
triazolicol,4 e 1,5-dissubstituidos, respectivamente.

Os problemas desta reacdo como o baixo rendimento, a formacdes de subprodutos
como por exemplo o triazolo-triazois e a necessidade de longos tempos reacionais e de
altas temperaturas, dentre outros fatores, foram contornados por Sharpless (2001). Ao
utilizarem Cu (I) ou pela formag&o deste in situ, a reagdo aumentou a taxa de velocidade
na ordem de 7 vezes e obtiveram maiores rendimentos.

O método classico de cicloadicdo 1,3-dipolar de Huisgen, apés adicdo de cobre
como catalisador, resultou em uma reacdo rapida comumente chamada de Reacdo “Click
Chemistry”. A reacgdo nestas condigdes leva a formacao exclusiva do regioisdbmero 1,4-

dissubstituido (Esquema 3).

2 Ry
N yd
. + ~
N==N"=N——R: J N
—— 3 N
(' -> K,CO4 =
Ry———H
R2

Esquema 3: Representacdo esquematica da Reacdo “Click
Chemistry ”. Formacé&o de heterociclo triazélico 1,4-dissubstituido.
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3.3.4. Variacgado do sacarideo, via Reacdo “Click Chemistry”, na molécula

de docosanatode B-D-glicosil-PEGogoo

A variacdo da porg¢do sacaridica no polimero docosanato de -D-glicosil-PEGagoo,
foi obtida tendo por base a reacédo de cicloadicdo 1,3-dipolar; Reacao “Click Chemistry .

Segundo Sharpless (2001), a reagdo Click € uma reacdo rapida,
termodinamicamente favoravel e estereoespecifica. Esta reacdo tende a gerar altos
rendimentos e co-produtos inofensivos. A reagdo 1,3-dipolar entre um alcino terminal e
uma azida organica € em geral catalisada por cobre, com formacéo regioespecifica de
1,2,3-triazdis-1,4-dissubstituidos (SHARPLESS et al., 2001). Levando em consideragdo
0 Esquema 3, R1 é composta pelo polietileno glicol e a cadeia hidrofébica, enquanto que
R.> é composta pela cadeia sacaridica que consta do alcino terminal, resultando no

Esquema 4.

CuS0,, CgH,NaO,

OH N
N\l
N
OH
o o S, o) o
o)
HO H
190
19

Esquema 4: Representacdo esquematica da Reagdo “Click
Chemistry”, para a introdugdo da porcdo sacaridica na cadeia
polimérica.

l THF/H,0 (1:1) v/v
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4. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
4.1. Reagentes e solventes utilizados

A asolecitina de soja (Aso) e a &gua deuterada (D20) foram obtidas da empresa
Sigma-Aldrich Ltda (Brasil). O cloroférmio foi obtido da SYNTH (S&o Paulo, Brasil).
Todos os reagentes usados no trabalho apresentam alto grau de pureza (PA).

A lectina Bauhinia variegata, BVL foi cedida gentilmente pelo Prof. Dr. Luciano
Pinto, da Universidade Federal de Pelotas (UFPel).

Os polimeros docosanato de B-D-Galactose-PEGgoo € 0 docosanato de B-D-
Manose-PEGgoo, foram cedidos gentilmente pelo Prof. Dr. Alexandre Dal-B6, da
Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC).

4.2. Método de preparacdo de lipossomos por evaporacao por fase reversa.

Os lipossomos contendo Aso possuiram concentragdo de 5 mg/mL; em
lipossomos contendo docosanato de B-D-manose-PEGgoo (AsS0C22PEGgooManose) e
lipossomos de docosanato de 3-D-galactose-PEGgoo (AS0C22PEGgnoGalactose), possuem
concentracdo de 7,5 mg/mL (5 mg/mL de Aso e 2,5 mg/mL de polimero), enquanto que
na presenca de BVL, apresentaram concentracdo total 10 mg/mL, sendo a razao entre 0s
componentes 2:1:1 (m/m, ou seja, 5 mg/mL de Aso, 2,5 mg/mL de polimero e 2,5 mg/mL
de BVL).

Para a preparacdo dos lipossomos, primeiramente foi obtido o lipossomo de Aso
(controle). A Aso foi solubilizada em 1 mL de CHCIz (cloroférmio) e 20 uL de &gua
destilada, dentro de um bal&o de fundo redondo (volume de 25 mL). O baldo foi levado
ao banho de ultrassom por 3 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, o sistema
foi submetido a rotaevaporacao e temperatura do banho ndo superior a 30 ° C, sob vacuo
de aproximadamente 450 mmHg, para evaporacdo do solvente. O filme lipidico formado
foi entdo ressuspendido em 1 mL de &gua destilada.

Para a obtencdo dos sistemas lipossomais poliméricos (C22PEGgooManose e
C22PEGanoGalactose), cada polimero foi adicionado na etapa de solubiliza¢éo do lipidio
em cloroférmio. E as etapas seguiram conforme descrito anteriormente, obtendo-se 0s
dois sistemas lipossomais poliméricos (Esquema 5).

Para a obtencdo dos sistemas lipossomais poliméricos (C22PEGgooManose e

C22PEGonoGalactose) incorporados de BVL, cada polimero foi adicionado na etapa de
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solubilizacdo do lipidio em cloroférmio, enquanto que a BVL foi previamente
solubilizada em 1 mL de &gua destilada, e este incorporada durante a etapa de hidratacéo
do filme lipidico (Esquema 5). As etapas seguiram conforme descrito para a obtencao

dos lipossomos de Aso, obtendo-se os dois sistemas lipossomais poliméricos

incorporados da BVL.
Ultrassom Hidratacdo do .
, .
L ¥ .
L] Rotaevaporador organogel

Esquema 5: Representacdo esquematica do método de preparacao de lipossomos
por Evaporacgdo por Fase Reversa. (a) Solubilizacdo do lipidio, (b) formacéao do
filme lipidico e (c) suspens&o lipossomal.

4.3. Extracao e purificacdo da BVL

As sementes de Bauhinia variegata foram descascadas, trituradas e peneiradas.
Em seguida foi adicionado a estas hexano, para retirar por afinidade de polaridade os
componentes hidrofébicos, como por exemplo gorduras. O solvente foi rotaevaporado, e
foram entédo adicionados 0,1 M de Tris-HCl a pH 7,4 (em baixa temperatura, para evitar
a degradacdo da proteina) e 0,15M de cloreto de sddio (NaCl) (para evitar o rompimento
das hemécias). A solucdo com a BVL foi levada para a cAmera fria, de forma a ocorrer a
precipitacdo méxima das proteinas e em seguida foi centrifugada e filtrada. Para a
purificacdo da BVL, utilizou-se uma coluna de agarose- lactose, onde a BVL foi eluida
com 100 mM de lactose em tampéo, até que o efluente da coluna ficasse com absorbancia
inferior a 0,05. A eluicéo foi monitorada a 280 nm. As fragdes foram reunidas, passaram
extensivamente por dialise em agua destilada e foram liofilizadas (PINTO et al., 2005;

PINTO et al., 2008). Um esquema desta extracdo esta demonstrado no Esquema 6.
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Esquema 6: Representacdo esquematica de método de extracdo e purificacdo da BVL.
(a) trituracdo das sementes de BVL; (b) 1°- adicdo de hexano e evaporagédo deste por
rotaevaporador, (c) 2°- adi¢do de tamp&oTris-HCI (pH 7,6) e NaCl 0,15 M e Camera fria;
(d) Centrifugacéo, 30 min; (e) filtracdo; (f) Coluna de agarose-lactose, BVL eluidas com
tampdo- Proteinas dializadas e armazenadas (30°C).

(@ ® ®

4.4. Sintese dos polimeros

Os polimeros C22PEGgoManose e C22PEGgnGalactose foram sintetizados sob
supervisdo do Prof. Dr. Alexandre Dal-B6, na Universidade do Extremo Sul Catarinense
(UNESC). Pode-se dividir a sintese do polimero docosanato de p-D-glicosil-PEGgo em
quatro partes: (i) obtencdo do PEGeooNs3; (ii) obtencdo do docosanato de PEGgooNz e (iii)
funcionalizacdo do sacarideo com uma cadeia lateral, que possui um alcino terminal

e (iv) inclusdo do sacarideo no polimero (glicosilacdo) (Dal-Bo et al, 2011, 2012).

4.4.1. Metodo experimental de obtencdo do monoazida de polietileno
glicol (PEGgooNa)

Para obtencdo do monoazida de polietileno glicol (PEGgooN3), 0 Tosilato de PEG
(PEGTS) (7,6 g) sob refluxo, em banho de 6leo, foi solubilizado em tetrahidrofurano
(THF) (40 mL). Quando foi alcancada a temperatura de 55°C, foi adicionada a azida
sodica (NaNs) (2,12g). Apos 24 horas de refluxo, a reacdo foi filtrada e foram efetuadas
sucessivas lavagens em diclorometano (CH2Cl2). O CH:ClI: foi rotaevaporado (a 50°C).
Os cristais formaram precipitados ao serem adicionados CHCIs e acetona (CsHeO) (20:10,

vIv).
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4.4.2. Meétodo experimental de obtencéo do docosanato de monoazida de
polietileno glicol (C22PEGgooN3)

O PEGoooNs obtido a partir do procedimento descrito anteriormente, foi
solubilizado em 40 mL de CH.Cl>. O solvente foi rotaevaporado e a massa obtida pesada
(3,449).

A PEGowNs (3,44g) adicionou-se CH:Cl, (40mL), 4-dimetilaminopiridina
(DMPA) (0,089) e o acido docosanodico (C22H4402) (2,4g). O sistema foi mantido por
agitacdo constante durante 24 horas.

Em seguida, sucessivas lavagens com diclorometano foram realizadas. O solvente
foi rotaevaporado a 45°C. A massa obtida desta reacdo, foram adicionados CHCI3 e
C3HsO (20:10, v/v) para a precipitacdo do produto. Este produto, C22PEGgooN3, foi
purificado em coluna de cromatografia flash (fase mével, metanol (CH3OH) e CH.Cl.
1:9, v/v).

4.4.3. Funcionalizacéo do glicidio para inser¢do no polimero

Os glicidios manose e galactose foram primeiramente acetilados, para proteger as
hidroxilas que sdo suscetiveis a reacdes que possam a Vir ocorrer no meio. Para a
acetilacdo, os glicidios foram adicionados em seu respectivo baldo (cada um, pesados em
50), cada um contendo acetato de sédio (C2HzNaO-) (4g) e o anidrido acético (CsHeO3)
(25 mL), mantidos sob aquecimento de 70°C, por 24 horas.

A extracdo foi realizada em CH:Clz, agua destilada e bicarbonato de sodio
(NaHCO3) (pH = 7). Foi adicionado em seguida sulfato de sodio (Na2SO4, como agente
dessecante), seguido de filtragdo. Esta reacdo proporcionou 11,64 g de glicidios
acetilados. A esta massa, foram adicionados alcool propargilico (CsH40O) (1,6 mL) e
trifluoreto de boro (BF3) (5,13 mL), e a solucdo ficou sob agitacdo por uma hora. Em
seguida foram adicionados carbonato de potéssio (K2COz) (10,5g) e NaHCO3 para
neutralizacdo, em seguida a solugéo foi filtrada e concentrada (16,18g). A desacetilacdo
na estrutura glicidica resultante, foi efetuada ao adicionar CH3OH (100mL) e metoxido
de sédio 1M (MeONa,) (1 mL). Depois de 24 horas a solucéo esteve em contato por 10

minutos com uma resina ativada (com 2,3 g de sddio metalico em metanol), em seguida
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foi filtrada e concentrada (14,17g), seguida de purificacdo em coluna de cromatografia
flash (fase mével, CH2Cl, / CH30H, 8:2 v/v) e rotaevaporada.

4.4.4. Inclusdo do glicidio no polimero

Em um baldo de fundo redondo contendo os solventes THF (25 mL) e agua
destilada (25 mL), foi adicionado o produto obtido a partir do procedimento anterior
(glicidio funcionalizado) (0,05 g) e a solucéo foi agitada até solubilizacdo completa dos
reagentes. Apos, foi adicionado o ascorbato de s6dio (CsH7NaOs) (0,03g) para prevenir
a formacdao de subprodutos e adi¢ao de sulfato de cobre (CuSOs) (0,02g) com a geragéo
de Cu (I) in situ. Estes foram agitados até completa solubilizacdo e levados
posteriormente ao refluxo por 48 horas, a 40 °C. A purificacdo do polimero glicosilado
foi realizada por cromatografia flash (fase movel, CH2Cl, / CH3OH, 8:2 v/v), seguido de

rotaevaporacao.

4.5. Medidas de FTIR- HATR

Os espectros de FTIR dos sistemas lipossomais (Aso, AsoC22PEGgManose e
AsoC2PEGgoGalactose e AsoC22PEGgaoManoseBVL e AsoC2PEGgyeGalactoseBVL)
foram obtidos em espectrofotdbmetro Shimadzu-IR Prestige-21 (disponivel na FURG),
com cristal de Reflexdo Total Atenuada Horizontal (HATR). As analises foram realizadas
depositando-se 1 mL da amostra em cristal de Seleneto de Zinco. Os interferogramas
foram obtidos através de 45 varreduras com resolucdo de 2 cm™. As leituras foram
realizadas na regifo de 4000 a 400 cm™ (CHEN et al., 2000). Pelos espectros de FTIR
analisou-se a variacdo das frequéncias e largura (a 75% da altura do pico) das bandas
referentes aos estiramentos axiais dos principais grupos lipidicos, causadas pela presenca
dos polimeros glicosilados (manose ou galactose) na auséncia e presenca de lectina
(CHEN et al., 2000; MORENO et al., 2009).

4.6. Medidas de DSC

Os ensaios de DSC para os sistemas lipossomais foram realizados na Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC). As transi¢des de fase foram analisadas através de um
equipamento DSC-50 Shimadzu, com uma taxa de aquecimento de 2,5 °C / min. A faixa
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de temperatura usada foi de -50 ° a 60 ° C. O Indio foi usado para calibragio do aparelho
e 0 nitrogénio (N2) como géas de purga, a um fluxo de 50/50 mL.min . Assim, como nos
ensaios de FTIR foram realizadas medidas em lipossomos de Aso (controle), de
AsoC2PEGgoManose e AsoC22PEGgenGalactose (associacdo de lipidio com polimero
glicosilado), bem como de AsoC22PEGgoManoseBVL e AsoC22PEGgnGalactoseBVL
(associacao de lipidio, polimero e BVL).

4.7. Medidas de turbidez

As medidas de turbidez dos lipossomos em estudo (Aso, AsoC22PEGgpManose e
AsoC2PEGgoGalactose, AsoC22PEGgeeManoseBVL e AsoC2PEGgGalactoseBVL)
foram obtidas por espectrofotometria de UV-Vis., em aparelho Shimadzu UV-2550
(disponivel na FURG). Os valores de absorbancia das amostras foram medidos em
comprimentos de onda (A) de 400nm (SKOOG et al., 1998). Foram utilizadas células de

quartzo, com caminho optico de 1 cm.

4.8. Medidas de DLS e potencial zeta ()

As medidas do didmetro e de potencial zeta (£) dos sistemas lipossomais foram
realizadas na Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), sob superviséo do Prof.
Dr. Alexandre Luis Parize. Foi utilizado um equipamento Zetasizer-Malvern UK- Nano
ZS a 25 °C, com dispersante agua miliQ, caminho éptico de 1 cm e angulo fixo de 173
°C. Um volume de 25 pL de cada suspensdo (amostra) foi adicionado em 1 mL de &gua

miliQ. Apos homogeneizagdo foram realizadas as respectivas analises.

4.9. Medidas de RMN *H e 3P

Os lipossomos foram analisados por RMN com referéncia interna H20:D,0
(80:20, v/v), em equipamento Bruker 400 MHz (disponivel na FURG). As medidas de T
de *H do grupo colina lipidico (N*(CHs)s, 5=3,2 ppm) foram obtidas a 400 MHz através
da sequéncia de pulsos de recuperacdo da inversdao (DE LIMA et al., 2007).

As medidas de anisotropia de deslocamento quimico de *!P foram realizadas a 161

MHz em temperatura de 25 °C.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAQ

As analises foram realizadas inicialmente de forma a caracterizar os efeitos dos
polimeros glicosilados (C22PEGaosManose e C2oPEGggoGalactose) no lipossomo de Aso.
Assim, comparou-se 0s valores obtidos por diversas técnicas instrumentais (descritas a
seguir), para lipossomos de Aso e de AsoC2:PEGgoManose e C2PEGgoGalactose.
Posteriormente, foi caracterizado o efeito da BVL nos lipossomos de
As0C2PEGgoManose e CxPEGgooGalactose, ou  seja, lipossomos  de
As0C2PEGgoManoseBVL e CxPEGgeGalactoseBVL, pelas mesmas técnicas

instrumentais supracitadas.

5.1. Medidas de HATR-FTIR

Para obter informacdes sobre a localizacdo de C2PEGgoManose,
C2PEGgooGalactose e BVL em membranas de Asolecitina de soja (Aso), assim como as
alteracOes induzidas por esses, tais como na ordem e grau de hidratacdo do lipidio, foram
realizados ensaios de HATR-FTIR.

Os espectros de HATR-FTIR dos lipossomos de Aso, AsoC22PEGgManose
constam na Figura 31. Com base nestes espectros, foram calculadas as variacGes das
frequéncias e larguras dos principais picos referentes aos estiramentos axiais (v) dos
grupos lipidicos que o polimero interagiu: colina, vas N*(CHz3)3 (estiramento assimétrico);
éster, v C-O e carbonila, v C=0. As atribuicdes referentes a estes grupos, bem como os
valores das variacbes citadas anteriormente, estdo citadas na Tabela 1 e 2

respectivamente.
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Figura 31: Espectro de HATR-FTIR de lipossomos
de Aso e lipossomo de AsoC2:PEGgpManose

Tabela 1: Variacdo da frequéncia de bandas de grupos especificos, presentes nos

lipossomos de Aso e lipossomos de Aso contendo o polimero Cz2 PEGgoo Manose (AsoCo2
PEGgooManose), em cm't

Grupo funcional Aso (cm™) AsoC2PEGgnManose A (em™)
(cm™)
v C-0 1070,49 1076,28 5,79
vas N*(CHa)3 977,91 974,05 3,86

Tabela 2: Variacdo de largura de bandas de grupos especificos, presentes nos lipossomos
de Aso e lipossomos de Aso contendo o polimero C2PEGgooManose
(AsoC22PEGgoManose), em cm™,

Grupo funcional Aso (cm™) AsoC22PEGgoManose A
(cm™) (cm™)
v C=0 12,5 4,16 8,34
v C-0 41,66 45,83 4,17

88



A variagdo da frequéncia ocorrida no vas N*(CHa)s, (Figura 32) referente a colina
localizada na regido polar do lipossomo, demonstrou que o polimero C22PEGgoManose
promove mudancas conformacionais no grupo em relacdo a moléculas de agua ou ainda
altera interacGes do tipo dipolo-dipolo que ocorrem entre este grupo e o grupo fosfato
(PO2) do lipidio mais proximo (Esquema 7 (a) e (b), respectivamente) (MORENO et al.,
2009; POPOVA et al., 2011).
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Figura 32: Ampliacdo da regido de absorcdo de numero de onda do vas
N*(CHs3)3 do espectro de HATR-FTIR de lipossomos de Aso e
lipossomo de AsoC22PEGgooManose
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Esquema 7: Representacdo esquematica de (a) interacdo com molécula

de 4gua ou (b) com o grupo fosfato do lipidio proximo.

Em relacdo ao efeito do polimero C2PEGgeoManose na interface lipidica,

monitorada nas analises do pico referente ao v C-O (Figura 33, (a)), observou-se o

deslocamento do pico para maiores valores de frequéncia, assim como um aumento da

largura de sua banda inicial (esta ultima, referente & uma variagio de 4,17 cm™). Isto

indicou que o polimero influenciou fortemente a regido de interface lipidica.

mobilidade.
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A andlise de v C=0 lipidico demonstrou um maior efeito do polimero nesta regiéo,

visto que reduziu a largura do pico em 8,34 cm™ (Figura 33, (b)), restringindo sua

—Aso — Aso

— AsoC, PEG, Manose 1,212 4 — AsoC, PEG, Manose

1,211

1,210

Transmitancia (%)

1,209

1,208

T
1125

T T T T T T T T
1080 1035 1740 1736 1732 1728

Frequéncia (cm™) Frequéncia (cm™)

Figura 33: Ampliacdo da regido de absorcao de nimero de onda em (a) dov C-O e (b) do v
C=0 do espectro de HATR-FTIR de lipossomos de Aso e lipossomo de

AS0C22PEGgpManose
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Considerando o efeito do polimero C22PEGgooGalactose nos lipossomos de Aso,
estes constam nos espectros de FTIR apresentados na Figura 34. Assim como para
AsoC2PEGgManose, 0 C2PEGgGalactose afetou os mesmos grupos de Aso: colina,
vas N*(CH3)s (estiramento assimétrico); éster, v C-O e carbonila, v C=0. As atribuicGes
referentes a estes grupos, bem como os valores das variagdes em frequéncia e largura das

bandas de FTIR apds insercdo do polimero, estdo descritas na Tabela 3 e 4,
respectivamente.
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Figura 34: Espectro de HATR-FTIR de lipossomos de
Aso e lipossomo de AsoC2PEGgooGalactose.

Tabela 3: Variacdo de frequéncia de bandas de grupos especificos, presentes nos

lipossomos de Aso e lipossomos de Aso contendo o polimero Cz2 PEGgooGalactose
(AsoC2 PEGgpoGalactose), em cm™

Grupo funcional Aso (cm™) AsoC22PEGgnGalactose A frequéncia
(cm™) (cm™)

vC-0 1070,49 1087,85 17,36

vas N*(CHa)3 977,91 974,05 3,86
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Tabela 4: Variacao de largura de bandas de grupos especificos, presentes nos lipossomos
de Aso e lipossomos de Aso contendo o polimero C2PEGgGalactose (AsoCo:
PEGgooGalactose), em cm™.

Grupo funcional Aso (cm™) AsoC2PEGgnGalactose A Ig. bandas
(cm™) (cm™)

v C=0 12,5 4,16 8,34

vC-O 41,66 58,33 16,67

O polimero C2PEGgenoGalactose afetou o grupo colina da membrana lipidica
(Figura 35), de forma semelhante ao C22PEGgpsManose, indicando o mesmo tipo de
interacdo com a agua ou com o grupo fosfato do lipidio vizinho (Esquema 8 (a) e (b),
respectivamente) (MORENO et al., 2009; POPOVA et al., 2011). Esta comunicag&o pode
atuar no dipolo elétrico do grupo da cabeca do lipidio, desta forma a cabeca do lipidio
pode inclinar-se devido a atracdo que o fosfato exerce sobre o grupo colina. A técnica de
Potencial Zeta ({), que fornece informagGes sobre a carga superficial da membrana, pode
esclarecer sobre o0 quanto estas interages influenciaram na carga superficial da
membrana lipossomal. As técnicas usadas para avaliar o comportamento da regido polar
da membrana lipossomal (colina e fosfato), como potencial zeta e RMN *H e !P serfo
discutidas a seguir.
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Figura 35: Ampliacéo da regido de absorcdo de numero de onda do vas
N*(CHa)3z do espectro de HATR-FTIR de lipossomos de Aso e
lipossomo de AsoC22PEGgnoGalactose
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Esquema 8: Representacdo esquematica de interacdo com molécula de
agua ou com o grupo fosfato do lipidio préximo.

O polimero influenciou significativamente a regido de interface (v C-O) (Figura
36 (a)), deslocando a faixa de frequéncia de absor¢édo da banda desta vibra¢do em 17,36
cmt. Em comparagéo a interacio do C22PEGgooManose nesta regido do lipossomo, a
interacdo do C22PEGgoeGalactose é quatro (4) vezes maior na interface da membrana
lipidica. Entretanto, a mesma extensdo de ordenamento do grupo carbonila lipidico,
detectada nos estudos com C22PEGgooManose (variagdo da largura de pico de v C=0 em
8,34 cm™), foi observada no grupo da carbonila apds interacdo lipidica do
C22PEGgooGalactose (Figura 36 (b)).
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Figura 36: Ampliacdo da regido de absorcao de nimero de ondaem (a) dov C-O e (b) do v

C=0 do espectro de HATR-FTIR de lipossomos de Aso e lipossomo de
AsoC22PEGgysGalactose

Sendo assim a diferenca observada pode ser em funcdo, ou devido a diferenca de
posicdo do grupamento OH no carbono C4 e C2 (Figura 37).
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Figura 37: Formula estrutural do (a) C22PEGgooManose e (b)
C22PEGgooGalactose
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Estudos realizados por Micheletto e colaboradores (2015) analisaram um sistema
nanoestruturado composto por lipossomos de Aso e o polimero docosanato de N-
acetilglicosaminaPEGgos ~ (C22PEGenoGIcNAC)  (Figura  38). O  polimero
C22PEGo0oGIcNAC diferencia-se dos polimeros analisados neste trabalho, na porgéo

sacaridica.

N
OH N\,
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o) o ’\f \/Q o)
HO
o
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Figura 38: Formula estrutural do docosanato de N-
acetilglicosaminaPEGgoo (C22PEGgooGICNAC)

O C22PEGgooGIcNAC interagiu fortemente com a interface, mas também, com as
outras regides (polar e hidrofébica) da membrana. Este polimero, em lipossomos de Aso,
aumentou o grau de hidratacdo de v C=0, demonstrando-se sensivel as condigdes de
hidratagdo, ao contrario de C2PEGgenManose e C2PEGgsGalactose. Isto pode ser
influéncia do grupo amino na formacdo de ligacGes hidrogénio com o grupo lipidico
carbonila. Na auséncia deste grupo, as interacdes dos polimeros em estudo nesta
dissertacdo, demonstraram as mesmas interacfes dipolo-dipolo que possivelmente
ocorrem entre os grupos hidroxila dos sacarideos e a regido colina (MICHELETTO et al.,
2015) (da mesma forma para ambos os polimeros). Na regido proxima ao glicerol,
entretanto, a orientacdo do grupo hidroxila da galactose parece afetar mais esta porc¢ao do
que a orientacdo da hidroxila da manose, e assim 0 C22PEGgpGalactose provoca uma
maior variagdo em v C-O, entretanto os resultados de ambos os polimeros em seus

respectivos sistemas lipossomais influenciam nas mesmas regides (Figura 39).
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Interac6es com moléculas de agua ou interac6es com o fosfato do
lipidio mais proximo, ou ainda, entre as hidroxilas dos sacarideos
presente no polimero.

Figura 39: Resumo das interacdes moleculares do C22PEGgaoo Manose e
C22PEGgnoGalactose.

Os resultados a seguir descrevem os efeitos da BVL na membrana de
AsoC2PEGgManose, monitorados por HATR-FTIR.

Os espectros de HATR-FTIR dos lipossomos de AsoC2PEGgpManose e
AsoC2PEGgManose na presenca da BVL (AsoC2PEGgoManoseBVL) constam na
Figura 40. Os estiramentos axiais dos grupos lipidicos presentes no sistema lipossomal
influenciados pela BVL foram: vas PO2", v C-O e v C=0. As atribuicdes referentes a estes
grupos, bem como os valores das variagOes citadas anteriormente, estdo na Tabela 5 e 6,
respectivamente.
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Figura 40: Espectro de HATR-FTIR de lipossomos Aso, na presenca
do polimero C22PEGgoManose e incorporado a BVL
(AsoC22PEGgManoseBVL)

96



Tabela 5: Variacdo de frequéncia de bandas de grupos especificos, presentes nos
lipossomos de Aso contendo o polimero C22PEGgooManose (AsoCz2 PEGgoManose) e
lipossomos de Aso contendo o polimero C2PEGgeoManose e a BVL (AsoCa
PEGgooManoseBVL), em cm™,

Grupo As0C22PEGgoManose  AsoC2PEGgooManose A frequéncia
funcional (cm™) BVL (cm™) (cm™)
v C=0 1732,08 1734,01 1,93

Tabela 6: Variacdo de largura de bandas de grupos especificos, presentes nos lipossomos
de Aso contendo o polimero C22PEGgoManose (AsoC2 PEGgoManose) e lipossomos de
Aso contendo o0 polimero C2PEGgoManose e a proteina BVL (AsoCz
PEGgooManoseBVL), em cm™,

Grupo As0C»PEGgoManose  AsoC2PEGgooManose A lg. bandas
funcional (cm™) BVL (cm™) (cm™)
VasPO2 9,16 6,72 2,44
v C-0-C 45,83 42,01 3,82

A BVL foi responsavel pelo ordenamento da regido polar do sistema lipossomal.
Tal fato foi demonstrado pela reducgdo da largura v PO; de 2,44 cm™ (Figura 41). Este
resultado pode estar relacionado ao fato de que os grupos fosfato poderem interagir com
grupos hidroxilos presentes nos aminoacidos (aa) da BVL (no caso, prolina e lisina)
formando ésteres de fosfato. A ligagdo covalente de um grupo fosfato a um ou mais aa da
cadeia lateral de uma proteina é comum. A carga negativa do grupo fosfato atrai os aa de
cadeia lateral positiva (LEHNINGER et al., 2000).
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Figura 41: Ampliac&o da regido de absorcdo de nimero de onda do vasPO> do espectro de
HATR-FTIR de lipossomos de AsoC22.PEGgoManose e lipossomo de
AsoC22PEGgoManoseBVL

O aumento do ordenamento também foi observado na regido de interface no
estiramento C-O (reduc&o de 3.82 cm™ da largura de banda) (Figura 42).
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Figura 42: Ampliacdo da regido de absorc¢do de nimero de ondaem (a) dov C-O e
(b) do v C=0 do espectro de HATR-FTIR de lipossomos de AsoC22,PEGgoManose
e lipossomo de AsoC22.PEGgManoseBVL
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A BVL quando inserida no sistema lipossomal de Aso C2PEGgoManose,
propiciou um efeito discreto no v C=0, referente a reducdo na quantidade de ligacao de
hidrogénios.

Os espectros de HATR-FTIR dos lipossomos de AsoC:PEGgooGalactose e
AsoC2PEGgoGalactoseBVL, séo apresentados na Figura 43. Neste sistema, a BVL
influenciou os estiramentos axiais dos grupos lipidicos: v PO2’,v C-O e v C=0. As
atribuicOes referentes a estes grupos, bem como os valores das variacOes citadas
anteriormente, estdo na Tabela 7 e 8, respectivamente.
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Figura 43: Espectro de HATR-FTIR de lipossomos Aso, na presenca
do polimero C22PEGgoeGalactose e incorporado a BVL
(AsoC22PEGgoGalactoseBVL)

Tabela 7: Variacdo de frequéncia de grupos especificos, presentes nos lipossomos de Aso
contendo o polimero C22PEGgooGalactose (AsoC22PEGgooGalactose) e lipossomos de Aso
contendo 0 polimero C22PEGgooGalactose e a proteina BVL
(AsoC22PEGggoGalactoseBVL), em cm?

Grupo AsoC2PEGGalactose ~ AsoC2:PEGoeGalactose A4 frequéncia
funcional (cm) BVL (cm™) (cm?)
v C=0 1732,08 1734,01 1,93
vC-0 1087,85 1076,29 11,56
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Tabela 8: Variacdo de largura de bandas de grupos especificos, presentes nos lipossomos
de Aso contendo o polimero C22PEGgnoGalactose (AsoC22PEGgooGalactose) e lipossomos
de Aso contendo o polimero CxPEGgGalactose e a proteina BVL (AsoCa
PEGgooGalactoseBVL), em cm™™,

Grupo As0C2PEGgenoGalactose  AsoC2PEGgogoGalactose A lg.
funcional (cm?) BVL (cm™) bandas
(cm™)
POy 8,33 6,66 1,67
vC-O 58,33 41,66 16,67

Na regido polar, o ordenamento foi considerado em virtude de uma discreta
reducdo da variagdo de largura da banda do grupo fosfato (PO2) de 8,33cm™ para 6,66
cm™ (Figura 44).
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Figura 44: Ampliacdo da regido de absorcao de nimero de onda do vasPO2" do espectro
de HATR-FTIR de lipossomos de AsoC22:PEGgooGalactose e lipossomo de
AsoC22PEGgyeGalactoseBVL

A adicdo da BVL no sistema lipossomal de Aso composto por
C2PEGgooGalactose, influenciou a regido de interface do sistema, tanto para o v C-O
quanto para o v C=0. No v C-O foi verificado uma variacdo de frequéncia de 11,56 cm-
! para maiores faixas de absorcdo e uma reducdo na variagdo da largura de 16,67 cm™
induzida pela proteina (Figura 45 (a)). Os resultados indicaram um aumento discreto do

valor de frequéncia do v C=0 (1,93 cm™) (Figura 45 (b)), proporcionando uma discreta
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Transmitancia (%)

reducdo do grau de hidratacdo do grupo carbonila lipidico, promovido pela presenca da
BVL no sistema.
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Figura 45: Ampliacdo da regido de absorc¢éo de numero de onda em (a) do v C-O e (b) do v
C=0 do espectro de HATR-FTIR de lipossomos de AsoC2PEGgoGalactose e lipossomo
de AsoC22PEGgooGalactoseBVL.

Os estudos dos espectros de HATR- FTIR dos respectivos sistemas lipossomais
constituidos dos lipidios e os respectivos polimeros glicosilados, demonstraram que a
BVL interage principalmente na regido de interface da membrana de Aso contendo ambos
os polimeros, sendo que as interacdes sdo mais fortes, quando o polimero € composto pela
porcdo sacaridica galactose. A BVL influéncia também a regido polar de ambos sistemas

lipossomai (Figura 46).
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Figura 46: Resumo das interagdes moleculares do lipossomo de
As0C22PEGgoo ManoseBVL e AsoC2PEGgoGalactoseBVL.
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Os polimeros C22PEGgManose, C2PEGopGalactose e a proteina BVL,
apresentam grupos metilénicos em sua estrutura, da mesma forma que a membrana

lipidica de Aso (Figura 47) (Figura 48, ampliacdo da regido dos metilenos).
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Figura 47: Espectro de HATR-FTIR lipossomo de Aso, polimero
C2PEGgoManose, polimero C22PEGgpGalactose e BVL.
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Figura 48: Ampliacéo da regido de absorcdo dos metilenos: espectro de

HATR-FTIR de lipossomos de Aso, polimero C22PEGgsoManose, polimero
C22PEGgnoGalactose e BVL.
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Quando os compostos (polimero e proteina) foram submetidos ao mesmo sistema
lipossomal, houve sobreposicdo destas bandas no espectro de FTIR (v CHz), o que
influéncia a obtencdo dos dados da regido apolar. Por isto, ndo foram avaliados 0s
estiramentos de vas CH2 e vs CH>. Sendo assim, esta regido foi caracterizada pelas técnicas
de DSC.

5.2. Medidas de Potencial Zeta - Estudo da distribuigcdo de cargas na membrana

(C)-

A técnica de potencial zeta permitiu monitorar alteracbes provocadas pela
insercdo dos polimeros e/ou BVL na membrana, na carga superficial dos lipossomos de

Aso. Os resultados estdo descritos na Tabela 9.

Tabela 9: Influéncia dos polimeros e da BVL, quanto a distribuicao
de cargas na superficie de lipossomos de Aso.

Lipossomos Potencial 4 (mV)
Zeta (mV)
Aso -68,2
As0+C22PEGgooManose -56,8 | 11,4 |
Aso+C22PEGgoGalactose -53,9 | 14,3 |
Aso+C2PEGgeoManoselectina -32,5 | 24,3 |
Aso+C2PEGgooGalactoselectina  -45,4 | 8,5 |

A Aso apresenta naturalmente um potencial negativo na superficie das membranas
lipidicas, devido a presenca de 5% de &cido fosfatidico e fosfatidilinositol fosfato em sua
composicdo (SCHAFFAZICK et al., 2003; FATOUROS et al., 2002; MERTINS et al.,
2010). E valido ressaltar que a estabilidade de uma suspensdo é indicada pelas particulas
que apresentam potencial zeta maior do que -30 mV ou + 30 mV, em mddulo
(MALVERN, 2012).

Os resultados apresentados na Tabela 9 demonstram que todos o0s sistemas

analisados foram estaveis, devido a repulsdo eletrostatica entre particulas.
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Ao adicionar o polimero C22PEGgoManose no sistema lipossomal contendo Aso,
houve uma reducdo do valor absoluto do potencial zeta em 11,4 mV. J4 o
C22PEGgnoGalactose, reduziu o valor absoluto em 14,3 mV (2.9 mV a mais que o polimero
glicosilado por Manose). O aumento desta carga superficial, indica que a por¢éo glicidica
do polimero, esté inserido funcionalizando a interface e a regido polar da membrana. Estas
variacBes indicaram que tais polimeros, influenciaram na orientacdo do grupo colina
(N*(CHs3)3), direcionando-o mais para a superficie da membrana (Figura 49, destaque em
preto, valores positivos), visto que os valores de potencial zeta do lipossomo de
AsoC2PEGgoManose e C2PEGgooGalactose tornaram-se mais positivos. O aumento da
carga superficial, permite aos lipossomos maior estabilidade, para que os carreadores
lipidicos permanecam mais tempo na corrente sanguinea, além de aumentar os sitios de
reconhecimento para a incorporacao da BVL (AWSTHI et al., 2004; SHARON et al.,
1993; ULRICH et al., 2002).

§ Grupo colina
POSITIVOS i NEGATIVOS

. Plano da
bicamada

Figura 49: Representacédo da orientacdo do grupo colina (N*(CHa)s), destaque em
preto, acima do plano da bicamada lipidica e em destaque amarelo, abaixo do
plano da bicamada lipidica. Adaptado de CHENG et al., 2015

Os resultados de FTIR indicaram que ambos os polimeros influenciaram da

mesma forma as interagdes dipolo-dipolo do grupo colina lipidico. O maior valor de

104



potencial zeta demonstrado para a presenga do C22PEGgooGalactose pode ser um efeito
das posi¢éo do grupo hidroxila (em C4) do monossacarideo na orientacdo mais acentuada
do grupo colina em direcdo a superficie da membrana (acima do plano da bicamada

lipidica), ou da conformacéo das hidroxilas do monossacarideo (Figura 50 (a)).

19

(a)

(b)

Figura 50: Formula estrutural (a) do C22PEGgooGalactose e
(b) C22PEGggoManose.

Um maior efeito na colina também pode justificar a maior influencia do polimero
na regido glicerol lipidica, tendo deixado estes dois grupos mais proximos entre si (visto
que houve maior efeito na banda de FTIR de v C-O), quando comparado ao sistema com
C22PEGgooManose.

A presenca dos polimeros ao reduzirem a carga superficial negativa da membrana,
pode promover mudancas nas propriedades fisico-quimicas e nas caracteristicas da
superficie destas particulas, reduzindo a hidrofobicidade da superficie destas particulas.
Além da influéncia da porc¢éo glicosidica, vale ressaltar que possiveis interagdes com o
polimero hidrofilico de PEG, pode aumentar a permanéncia do lipossomo na corrente
sanguinea (ULRICH et al., 2002).

A BVL quando inserida no sistema AsoC2PEGgooManose, aumentou
consideravelmente o potencial zeta em 24,3 mV. Este potencial zeta mais positivo, pode
estar sendo determinado por uma maior reorientacdo em direcdo a superficie da

membrana do grupo colina lipidico, mas também pode estar associado ao fato de ter
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ocorrido interacdes eletroestaticas entre a proteina e o polimero (FATOUROS &
ANTIMISIARIS, 2002).

O efeito mais positivo de superficie de membrana no lipossomo, ndo esta
relacionado a presenca de aa catidnicos (como por exemplo a lisina, prolina, arginina e
histidina) que estdo presentes na BVL, visto que deve-se levar em consideracdo o
potencial isoelétrico (PI). A suspensdo lipossomal possui um pH proximo de 7,4 e a BVL
possui um Pl de 6,31, desta forma uma solugdo com o pH maior que o PI, proporciona
um potencial de superficie de carga total negativa, enquanto que uma solugdo com o pH
menor que o PI, proporciona um potencial de superficie de carga total positiva (CHANG,
2010). A contribuicdo da BVL para um potencial zeta mais positivo, a partir da insercao
da proteina em lipossomos de AsoC2,PEGgoGalactose, foi menor (8,5 mV), em relagéo
ao sistema As0C2PEGopoManose. Isto pode estar relacionado ao maior efeito na
reorientacio da colina que o polimero promove. E entdo provavel que a BVL tenha maior
efeito na reorientacdo do grupo colina presente no sistema de AsoC2PEGgpManose do
que no AsoC22PEGgooGalactose.

O potencial de superficie de carga total mais positiva, adquirida pelos lipossomos
e seus respectivos polimeros com ou sem a adi¢cdo da BVL, permite maior estabilidade ao
retardar a atuacdo de captura destes sistemas (AsoC2PEGgooManose,
As0C22PEGgooManoseBVL, AsoC22PEGgGalactose e AsoC22PEGgnGalactoseBVL)
pelos macrofagos (BATISTA et al., 2007) e assim aumenta o tempo de meia-vida do
lipossomo no organismo, além de diminuir a sua toxicidade e proteger as vesiculas dos
atritos ao passar pelos poros das membranas (AWSTHI et al., 2004; BARENHOLZ,
2012; FREZARD et al., 2005; LIM et al., 2008).

Mais informacdes sobre o efeito dos polimeros e da BVL no grupo colina, bem
como fosfato lipidicos, foram obtidas por ensaios de RMN de *H e 3! P, respectivamente

e estdo descritas a seguir.

5.3. Medidas de RMN H

De forma a complementar a investigacéo relacionada a influéncia dos polimeros
C2PEGgooManose e C2PEGgpGalactose, bem como a da BVL na regido polar do
lipossomo de Aso, foi investigado por RMN de H seus efeitos no tempo de relaxagéo do
tipo spin-rede, ou longitudinal da colina lipidica (N*(CHzs)s). As curvas de recuperagao

do sinal de FID, respectivas aos hidrogénios presentes no grupo colina lipidico (Vas
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N*(CHsa)s, pico a 3,2 ppm), estdo apresentadas nas Figuras 51, 52 (a) e (b). As variagdes
dos valores de Ti foram calculadas a partir destas curvas (SKOOG et al., 1998;
SILVERSTEIN et al., 2005) e estdo descritas na Tabela 10.
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Figura 51: Recuperacdo dos sinais de RMN de 'H (de FID) da colina em
lipossomo de: Aso, AsoC22PEGgooManose e AsoC22PEGggoGalactose.

Tabela 10: Valores de T1 dos protons da colina presentes nos lipossomos de:
Aso, As0C2,PEGgooManose e AsoC2PEGgpeGalactose,
As0C22PEGgoManoseBVL e AsoC22PEGgoGalactoseBVL.

Lipossomos T1(s) A T (S)
Aso 0,184
Aso+C2PEGgpManose 0,25 0,066
Aso+C22PEGgnGalactose 0,183 0,001
Aso+C22PEGgoManoselLectina 0,2 0,05
Aso+C22PEGgnGalactoseLectina 0,3 0,12

A partir dos valores de Ty, foi possivel obter informacdo sobre a dinamica de
regides especificas dos lipidios que constituem a membrana lipossomal de Aso (DE
LIMA et al., 2007). Para os estudos que refletem a velocidade de rotacéo da regido polar,

foram investigados os hidrogénios do grupo colina dos lipossomos de Aso, cujo valor de
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Intensidade do sinal

T, foi de 0,184 s. Ao inserir neste lipossomo o C2:PEGgoManose, os valores de T;
aumentaram para 0,25 s (Figura 51; Tabela 10). Este acréscimo no tempo de relaxagéo
sugere uma reducéo discreta da mobilidade, induzida por este polimero na regido polar
dos lipossomos de Aso.

Né&o foram obtidos resultados relevantes, quanto a variacdo dos valores de T1 no

sistema lipossomal de AsoC22PEGgnoGalactose, pois a variagdo de T foi de 0,8%.

1,0x10° o 1,0x10° o

5,0x10° o 5,0x10" o

0,0 0,0 4
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Figura 52: Recuperacao dos sinais de RMN de H (de FID) da colina, em lipossomo de:
(@) AsoC22PEGgooManoseBVL e AsoC22PEGgnManose e (b) AsoC22PEGgesGalactose BVL
e AsoC22PEGgpGalactose

Quando a BVL foi incorporada no lipossomo de AsoC2.PEGgioManose (Figura
52 (a)), reduziu o valor de T do lipidio em 0,5 s (T1 variou de 0,25 s para 0,20 s),
aumentando discretamente a mobilidade do grupo colina. A integracdo da BVL no
sistema de AsoC2PEGgoeGalactose aumentou o valor de T1 dos hidrogénios presentes na
colina lipidica duas vezes mais do que a proteina inserida em AsoC22PEGgosManose
(variacdo de 0,12 s nos valores de Ti). Assim, a BVL inserida na vesicula de
AsoC2,PEGgGalactose reduziu a mobilidade do grupo colina. E possivel que o maior
efeito na reorientacdo por parte da BVL no grupo colina em sistemas compostos por
AsoC2PEGgManose, observados por potencial zeta, deva-se a este efeito de
desordenamento discreto no grupo polar.

Nos Quadros 2 e 3 estdo representados, as analises das técnicas apresentadas até

o momento (HATR-FTIR, RMN !H e PZ), referente as interagdes moleculares dos
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sistemas lipossomais de Aso e seus respectivos polimeros, bem como a influéncia da BVL

nestes, respectivamente.

Quadro 2: Resumo da dindmica molecular das analises dos lipossomos de AsoC22PEGgpManose e
As0C2,PEGgGalactose por técnicas de: HATR-FTIR, RMN H e PZ

@ HATR-FTIR

Lipossomos de C,,PEG,,, Manose

Interage

A T -Ordena
[ o, —
Q.IJ _'h\—::—J—:— — [ \

® Reducdo da mobilidade

® RMN *H

PZ, menos negativo (-)

Lipossomos de C,,PEG,;, Galactose

~ Interage
/2
l'::“-'_\l_"\_.\ j ) T I{'\.IIOrdena

Quadro 3: Resumo da dinamica

molecular das

analises dos lipossomos de

As0C2,PEGgoManoseBVC e AsoC22PEGgGalactoseBVL por técnicas de: HATR-FTIR, RMN H

e PZ

@ HATR-FTIR

PZ, menos negativo (-)

—. Interage
/II\\

I| = ~
e

® Aumento da mobilidade

® RMN *H

Ordena Interage
W™ A
| 11 .' '.
P

f' I,
S
N

W

r1 n

@ Reducéo da mobilidade

5.4. Medidas de RMN 31p

A espectroscopia de RMN 3P representa uma técnica vidvel para estudos
referente ao ambiente eletrénico do atomo 3P (GHOSH, 1988; SANCHEZ et al., 2013).
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As formas lineares obtidas dos espectros permitiram avaliar o efeito que os
polimeros e a BVL causaram na anisotropia do deslocamento quimico (CSA) da regido
do fosfato dos fosfolipidios que constituem a membrana, bem como as restricdes na
liberdade de movimento do nticleo. A partir dos espectros de RMN de 3P (Figura 53 (a),
54 (b) e (c) e 55 (d), (e)), foram calculadas, as variacdes das larguras dos picos a 75% de
sua altura (Tabela 11).

Um pico isotropico, em campo alto, caracteristico de lipossomos de
fosfatidilcolina em estado de fase liquido-cristalino, aparece em torno de 0,20 ppm.
Adicionalmente, um pico anisotrépico com um ombro de intensidade reduzida, ocorre em
campo baixo préximo de 0,30 ppm, Fig. 53 (a). Um segundo pico isotrépico, é observado
proximo a 1,7 ppm. A presenca destes dois picos nos lipossomos de Aso resulta de duas

orientagdes magneticamente ndo-equivalentes de fosfatidilcolina.

a) Aso

Lagura: 1,675 ppm

4,0x10°

2,0x10°

Intensidade do sinal

Wmnwww il Fig. 53 (2) Ampliagao dos picos

5 5 isotropicos
Deslocamento (ppm)

Figura 53: Espectro de RMN 3! P- anisotropia do deslocamento quimico da regio do fosfato

dos fosfolipidios de lipossomos de (a) asolecitina de soja (Aso).
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Intensidade do sinal

Intensidade do sinal

4,0x10°

2,0x10°

—— (b) Aso C5)PEGggoManose—

Largura: 6,833 ppm

0,0

5

4,0x10°

2,0x10°

0,0

A Wil

Deslocamento (ppm)

Intensidade do sinal

4,0x10°

2,0x10°

0,0 _wfk”\ ot M;\/\\WAM{\M
5

—(c) AsoC»,PEGggpGalactose—

Largura 0,241 ppm

W daus st tes M Ml
0 -5

Deslocamento (ppm)

Figura 54: Espectros de RMN 3'P- anisotropia do deslocamento quimico da
regido do fosfato dos fosfolipidios de lipossomos de: (b)
AsoC22PEGgoManose e (c) AsoC22PEGgooGalactose.

—{ (d) ASOCQQPEGgooManOSGBVL}—

0,564 ppm

Db o st AR Ad LA s e
5 0 5
Deslocamento (ppm)

Intensidade do sinal

4,0x10° 4

2,0x10° 4

0,0

ﬂ (e) AsoC,,PEG,,GalactoseBVL ﬁ

1,120 ppm

AW\MWM

: M\J\hmw it Amm{\f\h IA

Deslocamento(ppm)

5 5

Figura 55: Espectros de RMN 3!P- anisotropia do deslocamento quimico da regido
do fosfato dos fosfolipidios de lipossomos de: (d) AsoC22PEGeManoseBVL e (e)
AsoC22PEGgoGalactoseBVL.
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Tabela 11: Valores das larguras dos picos referente a anisotropia do deslocamento quimico
presentes nos lipossomos de: Aso, AsSoC22PEGgnManose e AsoC22PEGgsGalactose,
As0C22PEGgooManoseBVL e AsoC22PEGgnGalactoseBVL, em ppm.

Lipossomos Largura dos A de Largura dos

deslocamentos quimicos  deslocamentos quimicos

(regido PO2") (ppm) (regido PO2") (ppm)
Aso 1,67
Aso+C22PEGgpoManose 6,83 5,16
Aso+C2,PEGgpGalactose 0,24 1,43
Aso+C22PEGgooManoseBVL 0,56 6,27
Aso+C2PEGgnGalactoseBVL 1,12 0,88

O C22PEGgooManose no lipossomo de Aso modificou o perfil do pico (Figura 54
(b); Tabela 11), tornando-o mais largo em 5,16 ppm, ordenando assim a regido do
fosfato. A liberdade de movimento do grupo fosfato foi entdo reduzida.

A adicgdo do polimero C22PEGgenoGalactose no lipossomo de Aso, reduziu a largura
do pico do fésforo de 1,67 ppm para 0,24 ppm (Figura 53 (a) e 54 (c); respectivamente,
Tabela 11), o que indicou a alteragcdo da mobilidade da regido do fosforo para mais fluido.

A reducdo da largura do pico de 6,83 ppm para 0,56 ppm no RMN 3P, dos
lipossomos de AsoC2:PEGgoManose, foi observada apds a adigdo da BVL no sistema, 0
que permitiu maior liberdade de movimento para grupo fosfato (Figura 54 (b) e 55 (d),
respectivamente; Tabela 11).

A BVL, quando inserida no sistema liposomal AsoC22PEGgoGalactose, reduziu
a liberdade de movimento do grupo fosfato em 0,88 ppm (Figura 54 (c) e 55 (e),
respectivamente; Tabela 11). Este efeito discreto pode estar relacionado a uma
consequéncia da redugdo da mobilidade do grupo colina (observado pela técnica de RMN
de H), causada pela inser¢io desta mesma proteina.

A BVL interagiu de forma diferente com o nucleo de fésforo nos sistemas
lipossomais de AsoC22PEGgooManose e AsoC22PEGgGalactose, ao aumentar e reduzir
a sua mobilidade, respectivamente. O mesmo comportamento foi observado nas analises

de RMN de 'H. Quando a BVL foi incorporada no lipossomo de AsoC2,PEGggManose,
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reduziu o valor de T1 (RMN *H) dos hidrogénios presentes na colina lipidica em 0,5 s,
indicando o aumento da mobilidade neste grupo e reduziu a largura do pico do fosfato
(RMN 3!P) em 6,27 ppm, indicando o aumentando da mobilidade do grupo fosfato. A
fluidez do grupo colina (regido polar), pode estar relacionado com o potencial de
superficie da membrana lipossomal menos negativo. A integracdo da BVL no sistema de
AsoC2,PEGgpGalactose aumentou o valor de T1 (RMN tH) dos hidrogénios presentes na
colina lipidica em 0,12 s, reduzindo a mobilidade do grupo colina e aumentou a largura
do pico do fosfato (RMN *'P) em 0,88 ppm, indicando a redugdo da mobilidade do grupo
fosfato. Desta forma o potencial de superficie da membrana lipossomal menos negativa
pode estar relacionado a neutralizagdo das cargas por interacdes eletrostaticas.

Tal fato, pode estar relacionado a posicdo das hidroxilas nos sacarideos, como
também pode estar relacionado a disposicao espacial do anél glicidico (LIS et al., 1998;
WEIS et al., 1996). Estas diferencas de interacfes que podem ocorrer quanto ao arranjo
espacial do glicidio, podem causar distintas interacGes moleculares no sistema lipossomo-
polimero-proteina, e consequentemente na sua mobilidade (SHARON et al.,1998; WEIS
et al.,1996).

Nos Quadros 4 e 5 estdo representados, as analises das técnicas apresentadas até
o momento (HATR-FTIR, RMN H, RMN 3!P e PZ), referente as interacdes moleculares
dos sistemas lipossomais de Aso e seus respectivos polimeros, bem como a influéncia da

BVL nestes, respectivamente.

Quadro 4: Resumo da dinamica molecular das analises dos lipossomos de AsoC22PEGgooManose e
AsoC2PEGagoGalactose por técnicas de: HATR-FTIR, RMN 'H, RMN 3'P e PZ

@ HATR-FTIR ® RMN H
@ RMN 31p PZ, menos negativo (-)
Lipossomos de C,,PEG,,, Manose Lipossomos de C,,PEG,,, Galactose
- Interage Interage
/-I-E'\ . .G
! AN .Ordena | o) w
[ oH,— = ~Ordena
\“\l\_\—4——|—l—u \ " ‘i_\‘— 4-J-|- e
.L:WM u ”1 N\/\./\/\/\/\M
A ANAAAAAAAA
W =0 \,;
® ® Redugdo da mobilidade ® Aumento da mobilidade
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Quadro 5: Resumo da dindmica molecular das anélises dos lipossomos de AsoC22PEGgoManoseBVL
e AsoC2,PEGgysGalactoseBVL por técnicas de: HATR-FTIR, RMN *H, RMN 3!P e PZ.

@ HATR-FTIR @ RMN H
® RMN3p PZ, menos negativo (-)
Lipossomos de C,,PEG,;, ManoseBVL Lipossomos de C,,PEG,,, GalactoseBVL
Ordena Interage
/,;?\ Interage / ~ \ A
[ 14 a H 1
CH,—N' | —
|.. . .|37\—3—J‘—:—l—" o '-\I\I l+\_4+J_|_F 1 o
\ ¥/ | LA AAAAAANAA . :W/\/\f\
L AN e
® ® Aumento da mobilidade ® ® Reducdo da mobilidade

5.5. Caracterizacdo dos parametros termodinamicos dos sistemas, analisados

por Calorimetria de Varredura Diferencial (DSC)

Devido a possiveis sobreposicdes das bandas de FTIR referentes ao estiramento
dos grupos metilénicos lipidicos, conforme mencionado anteriormente, a técnica de DSC
permitiu obter maiores informacfes sobre o grau de ordem nesta regido, ja que as
alteragBes de transigdo de fase sdo atribuidas ao ndcleo hidrofébico da membrana e ndo
as demais regides de interface e polar (ZHAO et al., 2007).

Os eventos térmicos das amostras de lipossomo de Aso, e lipossomo de Aso
contendo o polimero C22PEGgooManose, assim como o contendo o C22PEGgooGalactose,
estdo representados na Figura 56. Os eventos térmicos dos respectivos lipossomos em
presenca da BVL estdo representados na Figura 57. As curvas demonstram picos
endotérmicos (HOHNE et al., 1996) referentes a transicdo de fase do &cido oleico
presente na fosfatidilcolina, que esta contida em Aso. Através destes eventos térmicos,
foi possivel observar a contribuicdo de cada constituinte da membrana, na sua regiao
hidrofdbica.

As variagdes das temperaturas de transicdo de fase (Tm), calculadas a partir das
curvas do DSC (Figuras 56 e 57) estdo listadas na Tabela 12.
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Fluxo de calor (W /g)
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Figura 56: Curva de DSC referente aos lipossomos de: (a) Aso, (b)
AsoC2PEGgManose e (¢) AsoC2PEGgGalactose.

115



Fluxo de calor (W /g)
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Figura 57: Curva de DSC referente aos lipossomos de: (d)
AsoC22PEGgeManoseBVL e (e) AsoC22PEGggGalactoseBVL.

Tabela 12: Tabela de variacdo de temperatura de transicdo de fase
(Tm,°C) dos sistemas Aso, As0C2PEGgopManose e
AsoC22PEGgas0Galactose, AsoC2,PEGgoManoseBVL e
AsoC22PEGgo0GalactoseBVL.

Lipossomos Aso Tm (°C) A, Tm(°C)
Aso 133,67|
As0+C22PEGgManose |10,46] |23,18|
Aso+C22PEGgnGalactose |17,91] |15,76]
Aso+C22PEGgeManoseBVL 139,32] |28,86|
Aso+C2PEGgnGalactoseBVL 117,42 |0,49|

O polimero C2PEGgwManose, quando incorporado nas vesiculas de Aso,
provocou reducdo da Tm, em modulo de 33,67 °C para 10,46 °C. O polimero promoveu
assim um rearranjo da bicamada lipidica de Aso para um estado mais desordenado,
indicando maior fluidez na regido apolar da membrana.

O polimero C22PEGgooGalactose, quando inserido no lipossomos de Aso, reduziu

a Tm em 15,76 °C, promovendo também um estado mais desordenado da regido
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hidrofobica lipidica, porém aumentando a mobilidade de Aso em uma menor proporcao
que 0 C22PEGgooManose.

Quando a BVL foi adicionada no sistema AsoC22PEGggoManose, elevou a Tm de
10,46 °C para 39,32 °C. A integracdo da proteina no sistema favoreceu um ordenamento
da regido hidrofébica lipidica. O efeito da BVL na membrana, parece ter se sobreposto
ao efeito de fluidificacdo de C22PEGgooManose.

A presenca da BVL no sistema AsoC22PEGgegoGalactose, ndo propiciou alteragdes
na regido hidrofobica tdo consideraveis como em AsoC2:PEGgoManose. A presenca da
proteina tornou discretamente mais fluida a regido hidrofébica da membrana, visto que
reduziu em 0,49°C a Tm do sistema lipossomal. O efeito da BVL no sistema
AsoC2PEGgooGalactose, foi préximo ao observado em trabalhos prévios com lipossomos
de Aso contendo docosanato de N-acetilglucosamina-PEGgoo(C22PEGeooGICNAC), na
qual a proteina reduziu em 0,15 °C a Tm das vesiculas, desordenando discretamente sua
regido apolar. Tal resultado foi atribuido a sua localizacdo na interface e regido polar do
lipossomo (DOS SANTOS et al., 2016).

A partir dos resultados de caracteriza¢do das propriedades fisico-quimicas dos
lipossomos de Aso na auséncia e presenca dos polimeros C2PEGgooManose e
C2PEGgooGalactose, bem como a destes sistemas na ausencia e presenca da lectina, pode-
se constatar que:

- O polimero C22PEGgnoManose afeta mais a regido polar (colina e fosfato) e a regido
hidrofobica (cadeia metilénica) dos fosfolipidios de Aso, quando comparado ao efeito de
C22PEGgoGalactose. Apds a insercdo da BVL no sistema lipossomal costituida pelo
polimero C22PEGgooManose, a proteina desordena a regido do fosfato e ordena a cadeia
hidrofébica. A presenca da proteina parece orientar mais o grupo colina para a superficie
da membrana quando inserida em AsoC22PEGgoManose, talvez em fungéo do efeito de
desordenamento deste grupo e do grupo fosfato. Na carbonila (interface) foi observado
efeito de ordenamento pela presenca do polimero AsoC22PEGgooManose nos lipossomos
de Aso.

- A BVL propiciou igualmente o grau de hidratagdo dos sistemas C22PEGgooGalactose e
C22PEGgooManose e reduziu discretamente a sua mobilidade.

- O polimero C22PEGgooGalactose parece afetar mais a regido glicerol do fosfolipidio de
Aso, quando comparado ao C22PEGggoManose. O efeito da BVL também ocorre de forma

mais intensa nesta regido. C22PEGggoGalactose fluidifica a regido apolar de lipossomos
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de Aso, entretanto a BVL tem pouco efeito fluidificante no sistema
AsoC22PEGgoGalactose.

A BVL apresenta 36,9% de frequéncia de aa hidrofébicos, que incluem alanina,
isoleucina, leucina, fenilalanina, valina e triptofano. E possivel que pelo maior efeito de
fluidificagdo do CxPEGgeoManose na membrana de Aso (em relagdo ao
C2PEGonoGalactose), a BVL tenha se inserido mais facilmente em direcdo a regido
hidrofébica da membrana e houve maior interacdo com os aa hidrofébicos da proteina,
ordenando o sistema.

A disposicdo espacial dos glicidios, bem como a posic¢do das hidroxilas, podem
influenciar na aproximacao e nas interagdes entre a por¢éo glicidica do polimero e a BVL
(LIS et al., 1998; WEIS et al., 1996).

Nos Quadros 6 e 7 estdo representados, as analises das técnicas apresentadas até
o momento (HATR-FTIR, RMN 'H, RMN 3!P, DSC e PZ), referente as interacoes
moleculares dos sistemas lipossomais de Aso e seus respectivos polimeros, bem como a

influéncia da BVL nestes, respectivamente.

Quadro 6: Resumo da dindmica molecular das analises dos lipossomos de AsoC22PEGgeeManose e
As0C2,PEGggGalactose por técnicas de: HATR-FTIR, RMN *H, RMN 3P, DSC e PZ

@ HATR-FTIR ® RMN H
® RMN P ® DSC
PZ, menos negativo (-)
Lipossomos de C,,PEG,,; Manose Lipossomos de C,,PEG,,, Galactose
Interage Interage
[ I\\ Ord N
{ o A rdena . _ H ~ Ordena :
( I“ _*\_ l_ﬂ fo\ Fluido CHy }_\\_ 4_ _|_u l_ﬂ I“: . Fluido
A\ ==
® @ Reducio da mobilidade ® Aumento da mobilidade
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Quadro 7: Resumo da dinamica molecular das analises dos lipossomos de AsoC2.PEGgwManoseBVL
e AsoC2PEGggoGalactoseBVL por técnicas de: HATR-FTIR, RMN tH, RMN 3P, DSC e PZ.

@ HATR-FTIR ® RMN H
® RMN 3'p ® DSC

¢ PZ, menos negativo (-)
Lipossomos de C,,PEG,,, ManoseBVL Lipossomos de C,,PEG,,, GalactoseBVL

Interage

® ® Aumento da mobilidade ® ® @ Redugdo da mobilidade

5.6. Medidas de Turbidez: Espectrofotometria de Ultravioleta Visivel (UV-Vis)

Os resultados obtidos, com base nas absorbancias a 400 nm dos sistemas

lipossomais estdo representados na Figura 58 e descritos na Tabela 13.
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PeoMan PegGalac PegManBVL PegGalacBVL

Figura 58: Grafico de absorbancia de lipossomos de Aso na presenca de:
C2PEGgpManose, C2PEGgoGalactose, C22PEGgeooManoseBVL e
C22PEGgnoGactoseBVL.
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Os calculos referentes a variacdo de turbidez, ou seja, valores de absorbancia
foram feitos com base na média dos valores de turbidez, que foram realizadas em
triplicata (Tabela 13).

A presenca do polimero constituido do agucar manose elevou os valores de
turbidez do sistema de Aso em cerca de 37,43%, enquanto que O sistema
AsoC2PEGgoGalactose elevou 29,33%. Entretanto, a BVL quando foi integrada ao
sistema composto por AsoC22PEGaosManose elevou a turbidez de 0,171 par 0,233, ja no
sistema lipossomal de AsoC22PEGgooGalactose, a BVL variou a sua turbidez em cerca de
0,186 quando comparado ao sistema lipossomal de AsoC22PEGgooGalactose.

O aumento dos valores de absorbancia, conforme os dados na Tabela 13, mostram
uma influéncia com relacéo a estabilidade dos sistemas (CHORILLI et al., 2007). Neste
contexto, € importante ressaltar que o aumento dos valores de turbidez pode estar
relacionado ao didmetro dos lipossomos (SOUSA et al., 1990), ou seja, ao aumento do
seu tamanho ou aglomeracdo (MAZA et al., 1994; MAZA et al., 1996).
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Tabela 13: Valores de turbidez dos lipossomos de Aso na presenca: do C2PEGgeoManose, C22PEGgoGalactose,

C»PEGannManoseBVL e C»PEGannGactoseBVL

Lipossomos Valores de turbidez Desvio padrdo A4 dos valores % de turbidez
X de turbidez
Aso 0,103; 0,101; 0,113 0,106 + 0,0064
Aso+C22PEGgooManose 0,167; 0,164; 0,183 0,171 + 0,011 0,065 37,43
Aso+C2PEGgiGalactose 0,148; 0,139; 0,162 0,150 + 0,012 0,044 29,33
Aso+C2PEGgoManoseBVL  0,235; 0,205; 0,258 0,233 + 0,027 0,062 26,61
Aso+C2PEGggGalactoseBVL  0,330; 0,314; 0,363 0,336 + 0,025 0,186 55,36
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A partir dos dados descritos, € possivel afirmar que a galactose presente no
AsoC2PEGgooGalactose, indica estar localizada mais na superficie do sistema
lipossomal, promovendo maiores interagdes com a BVL aproximando e aglomerando os
lipossomos. E provavel que esta aglomeragao seja resultado de interagdes de denominada
de JI-JI stacking (empilhamento apolares) entre a face A do anel glicidico (anémero)
galactose do polimero C2PEGgoGalactose e o anel triptofano (Figura 59) (ou
felilalanina), presente na BVL, superpondo-se (LIS etal., 1998; WEIS et al., 1996). Por
vezes, estes estdo um pouco deslocados desta posicdo pararlela (WEIS et al., 1996). O
empilhamento apolar, ratifica a preferencia de interacdo da BVL com o monossacarideo
galactose, o que justifica o maior valor de tubidez do lipossomo de
AsoC22PEGgoGalactoseBVL.

Triptofano
”. Galactose

e | &_51
C vy TJ&?
I e | /
A -‘gi]

r Face A “ I Face B
> '\HF:; .

o+ | h

o o

@ 7 (b)

ar,
=3

Figura 59: Formula estrutural de triptofano (a) componente
da BVL e galactose (b) componente do polimero, constituinte
do lipossomo. Adaptado de WEIS et al., 1996.

Para averiguar o efeito dos polimeros e insercdo da BVL nos lipossomos e tentar

uma correlagédo entre os dados, foram realizadas medidas de Espalhamento de Luz.

5.7. Medidas de Espalhamento de Luz Dinadmico (DLS)
As medidas de DLS permitiram averiguar as inser¢es dos polimeros e da BVL

na membrana lipidica. De acordo com os resultados obtidos, os pardmetros foram
avaliados e mostraram alteracGes significativas por influéncia da composicdo dos
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sistemas avaliados (Tabela 14). Tanto a presenca dos polimeros quanto a da BVL,
aumentaram o tamanho dos lipossomos, demonstrando que foram encapsulados.

No lipossomo de AsoC22PEGgooManose a fluidez na regido apolar, bem como a
interacdo do polimero com a membra na regido polar e interface podem ser responsaveis
pelo aumento do diametro dos lipossomos.

O lipossomo de AsoC2PEGgGalactose com interagdes mais fortes, quando
comparado ao lipossomo de AsoC22PEGgooManose proporcionou uma dinamica mais
empacotada reduzindo o didmetro do sistema.

A presenca da BVL aumentou o tamanho dos lipossomos compostos por
AsoC2PEGgoGalactose em cerca de 200 nm, em relacdo ao aumento provocado pela
proteina em AsoC2:PEGgnoManose. Este aumento de tamanho pode estar relacionado ao
comportamento observado nos ensaios de turbidez, sugerindo a localizacdo da BVL na
superficie lipossomal composta por AsoC22PEGgooGalactose, que pode facilitar a
aglomeracdo deste sistema. Este polimero indica estar na regido de interface e regiao
polar.

A BVL quando foi integrada nos lipossomos compostos —por
AsoC2PEGgoManose, interagiu entre as cadeias de hidrocarbonetos lipidica (conforme
as analises de DSC, que indicou ordenamento na regido apolar). O polimero em questao
viabilizou a expanséo da proteina, para mais internamente na membrana. Desta forma, o
lipossomo de AsoC22PEGgeoManose aumentou consideravelmente o didmetro.

A BVL ao integrar a membrana lipidica composta pelo AsoC2,PEGgpoGalactose,
propiciou ordenamento da regifo polar (grupo colina, N*(CHs)s, e fosfato, PO4?). Tal
ordenamento foi responsavel pelo aumento expressivo das vesiculas, a partir da
possibilidade de interacdo entre a BVL com o monossacarideo (galactose) (ULRICH et
al., 2002) que comp&em o polimero no sistema lipossomal.

Os valores de PDI (Tabela 14) indicaram a homogeneidade das vesiculas do tipo
LUVs, ou seja, quanto o diametro dos lipossomos, desviaram da média (ELSAYED et
al., 2011).
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Tabela 14: Influéncia dos polimeros e da proteina no diametro das vesiculas lipossomais de Aso, em nm.

Lipossomos Diametro (nm) _ Desvio padréo PDI Desvio A diametro
X (diametro) X padrédo (PDI) (nm)
Aso 587,9; 649,4; 601,2 612,8 + 32,36 0,787; 0,554; 0,818 0,720 + 0,144
Aso+C22PEGgooManose 603,8; 692;2 666,6 654,2 + 45,49 0,832; 0,584; 0,566 0,658 + 0,143 41,4
Aso+C22PEGgnGalactose 462,2; 408,2; 510,2 460,2 + 51,03 0,968; 0,842; 0,762 0,857 + 0,104 152,6
Aso+C22PEGgooManoseBVL 1403; 909,5; 936,5 1083 + 2775 0,874; 0,689; 0,708 0,757 + 0,102 428,8
Aso+C2PEGepGalactoseBVL  1319; 980,5; 975,3 1092 + 196,8 0,841; 0,925; 0,764 0,843 + 0,843 631,8
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Nos Quadros 8 e 9 estdo representados, as anélises das técnicas realizadas nesta
dissertacio (HATR-FTIR, RMN H, RMN 3P, DSC e PZ), referente as interacoes
moleculares dos sistemas lipossomais de Aso e seus respectivos polimeros, bem como a

influéncia da BVL nestes, respectivamente.

Quadro 8: Resumo da dindmica molecular das analises dos lipossomos de AsoC22PEGgpManose e
AsoC22PEGgGalactose por técnicas de: HATR-FTIR, RMN *H, RMN *P, DSC e PZ

® HATR-FTIR ® RVIN 1
@ RMN 3P ® DSC
{ PZ, menos negativo (-)
Lipossomos de C,,PEG,,, Manose Lipossomos de C,,PEG,,; Galactose
- Interage Interage
A o | o
| CH,—H gy | Uraena . CH, —N (9 4 | ~Ordena .
\4;/'_]\*'”"]"‘:_1_" A Fluido .|J_\—<=4-'J'-|-=—l—" fo\ Fluido
- -__“!;. “l—:r e ) '._!..' ||l—:r o
|-.l—:- ] |,J_f. ;
AV =0

® ® Redugdo da mobilidade ® Aumento da mobilidade

Quadro 9: Resumo da dindmica molecular das analises dos lipossomos de AsoC22PEGgoeManoseBVL
e AsoC22PEGgooGalactoseBVL por técnicas de: HATR-FTIR, RMN *H, RMN 3P, DSC e PZ.

@ HATR-FTIR ® RMN *H
® RMN 31p ® DSC
{ PZ, menos negativo (-)
Lipossomos de C,,PEG,,, ManoseBVL Lipossomos de C,,PEG,,, GalactoseBVL
3 Ordena

» Interage

® ® Aumento da mobilidade @ ® @ Redugdo da mobilidade
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6. CONCLUSAO

O anfifilico C22PEGgaManose interagiu com a membrana lipidica de Aso. Na
regido polar, permitiu interagdes entre o grupo colina e o grupo fosfato (PO2") do lipidio
mais proximo. Pelos dados de RMN *H e 3P, esta interagdo causou a redugdo da
mobilidade da regido polar; na interface lipidica, também foi constatado o ordenamento
da mesma em funcédo da adi¢do deste polimero; observou-se também o aumento discreto
da mobilidade na cadeia de hidrocarbonetos (regido hidrofobica) lipidica. A fluidez na
regido de apolar, bem como a interacdo do polimero na regido polar e interface podem
ser responsdveis pelo aumento do didmetro dos lipossomos. Portanto, o
C22PEGgoManose, estd localizado preferencialmente na regido de interface e regido
polar. Esta preferéncia pode influenciar em tornar mais positiva a carga superficial da
membrana, considerando uma reorientacdo do grupo colina. Tal funcionalizacédo, permite
aos lipossomos maior estabilidade, para que os carreadores lipidicos permanecam mais
tempo na corrente sanguinea, além de aumentar os sitios de reconhecimento para a
incorporacdo da BVL (AWSTHI et al., 2004; SHARON et al., 1993; ULRICH et al.,
2002).

O anfifilico C22PEGggoGalactose ordenou a regido de interface de lipossomos de
Aso, como também observado nos estudos com lipossomos contendo
AsoC2PEGgoManose, porém suas interages foram mais fortes, permitindo assim um
empacotamento mais efetivo e reduzindo o didmetro do sistema. O aumento do potencial
de superficie da membrana, assim como observado para o polimero C22PEGgManose
no lipossomo de Aso, permite maior estabilidade ao retardar a atuacdo de captura deste
sistema vetorizador (AsoC22PEGgoeGalactose) pelos macréfagos (BATISTA et al., 2007;
ULRICH etal., 2002). Além de aumentar os sitios de reconhecimento para a incorporagao
da BVL.

A BVL quando foi integrada nos lipossomos compostos —por
AsoC2PEGgoManose, interagiu com a interface e ordenou regido apolar lipidicas. O
polimero em questdo viabilizou a expansdo da proteina, para mais internamente na
membrana, de forma, que o lipossomo de AsoC22PEGgpManose aumentou
consideravelmente o diametro das LUVs e potencial de superficie da membrana.

A BVL ao integrar a membrana lipidica composta pelo AsoC2.PEGgoeGalactose,
propiciou ordenamento da regido polar (grupo colina, N*(CHs)s, e fosfato, PO42). Tal

ordenamento foi responsavel pelo aumento expressivo das vesiculas LUVs, a partir da
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possibilidade de interacdo entre a BVL com este sistema lipossomal. A proteina aumentou
discretamente o potencial de superficie do sistema lipossomal de
AsoC2PEGgooGalactose, quando comparado a incorporacdo desta mesma proteina nos
lipossomos Aso associados de C22PEGgooManose.

Apesar da similaridade das estruturas e das caracteristicas fisico-quimicas, 0s
glicidios manose e galactose que constituem os respectivos polimeros possuem a
capacidade de reconhecer e interagir com a BVL de formas distintas. Enquanto que a
BVL interage em lipossomos de AsoC22PEGgnManose na regido de interface e na regiéo
de hidrocarbonetos, no lipossomo contendo AsoC22PEGgooGalactose, a BVL interage na
regido polar e interface lipidicas. Deste modo, a BVL quando em um sistema lipossomal
de AsoC22PEGgooManose, pode ser utilizada como um farmaco com maior tempo de meia
vida dentro do lipossomo. Ao aumentar a carga superficial da membrana, a BVL também
aumenta a probabilidade do lipossomo ficar por um maior periodo de tempo na circulagdo
sanguinea. Ao aumentar o potencial deste sistema para valores mais positivos, a lectina
pode atuar de forma eficiente em células mais negativamente carregadas, tais como as
tumorais. A proteina ao esta localizada mais internamente, em uma regido empacotada
(regido apolar) do lipossomo, pode permanecer na membrana lipossomal até a chegada
deste sistema a celula alvo.

Quando a BVL compbe um lipossomo de AsoC2:PEGgooGalactose, a proteina
aumenta a carga superficial da membrana, e assim também aumenta a probabilidade deste
ficar por um maior periodo de tempo na circulacdo sanguinea. Localizada mais na
superficie da membrana (AsoC22PEGgooGalactoseBVL), a proteina pode reconhecer mais
facilmente glicoproteinas presentes em tecidos-alvo do organismo, quando comparado ao
sistema lipossomal de AsoC2PEGooManoseBVL. Desta forma, o lipossomo de
AsoC2PEGgoGalactoseBVL pode ser usado como um sistema vetorizador, e carrear um
outro farmaco, que esteja localizado na regido hidrofobica, ou no compartimento aquoso
do lipossomo.

Assim sendo, os resultados obtidos contribuem para a escolha adequada de
materiais de forma a aumentar a eficiencia do sistema composto por lipidio, polimero
glicosilado e BVL, seja como agente terapeutico (BVL como um farmaco) ou como um
sistema vetorizador para carrear farmacos antitumorais. O uso destes polimeros,
aumentam o tempo de meia-vida do lipossomo no organismo, diminui a sua toxicidade e
protege as vesiculas dos atritos ao passar pelos poros das membranas (AWSTHI et al.,
2004; BARENHOLZ, 2012; FREZARD et al., 2005; LIM et al., 2008). Este trabalho
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sugere perspectivas no ambito de averiguar a atividade antitumoral de sistemas
compostos por AsoC22PEGeneGlicidioBVL, bem como a de tais sistemas associados a um
segundo farmaco antitumoral de forma a detectar possivel efeito sinergistico.
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