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RESUMO

NOVOS POLIMEROS ROD-COIL-ROD: SINTESE, ENCAPSULAMENTO E
CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA EM SISTEMAS NANOESTRUTURADOS
Autora: Marinalva Cardoso dos Santos
Orientadora: Prof. Dré. VVania Rodrigues de Lima

Coorientador: Prof. Dr. Alexandre Dal-B6

As doengas, incluindo as associadas as infeccdes virais, tais como HIV, HSV e COVID-19,
propiciam a necessidade de investigar e produzir novos modelos de liberacdo prolongada de
farmacos que atendam critérios de biocompatibilidade, especificidade e de menor toxicidade.
Neste ambito, sdo relevantes os nanocarreadores de farmacos baseados em lipidios e polimeros,
tais como os lipossomos contendo polimeros supramoleculares do tipo Rod-Coil-Rod. Os
lipossomos séo vantajosos, por apresentarem os critérios acima descritos bastante estabelecidos, e
o0s polimeros por promoverem alternancia e versatilidade dos blocos tanto rigidos (Rod), quanto
flexiveis (Coil). A partir destas informacdes, este trabalho objetivou, a partir da sintese de trés
novos polimeros sintéticos do tipo Rod-Coil-Rod, o colesterol-poli (6xido etileno)-triptofano (Col-
PEO-Trip), colesterol-poli (6xido etileno)-1,2,3-triazol-galactose (Col-PEO-Gal) e o colesterol-
poli (6xido etileno)-1,2,3-triazol-n-acetilglicosamina (Col-PEO-GlicNAc), o estudo das suas
interacdes em lipossomos constituidos de asolecitina de soja (Aso), através de caracterizagdes
espectroscopicas, espectrofotométrica e termoanalitica. A sintese do Col-PEO-Trip foi proposta
neste trabalho e, gerou rendimento de 75%. O Col-PEO-Gal e Col-PEO-GlicNAc cedidos, também
foram obtidos com rendimentos proximos a 75%. Os polimeros incorporados nos lipossomos
tiveram seus efeitos monitorados pelas técnicas de: infravermelho com transformada de Fourier
com reflectancia total atenuada horizontal (HATR-FTIR), ressonancia magnética nuclear de H
(RMN de H) e de 3P (RMN de 3!P), potencial zeta ({), espalhamento de luz dindmico (DLS),
espectrofotometria no ultravioleta visivel (UV-Vis) e calorimetria de varredura diferencial (DSC).
Os dados de HATR-FTIR demonstraram que, 0 Col-PEO-Trip em lipossomos de Aso interagiu
preferencialmente com a regido de interface lipidica, provocando variagdes do nimero de
onda/largura de banda de 5,78 cm™/ 21,38 cm™ e 15,43 cm™/ 19,99 cm™?, dos estiramentos vs C=0
e vs COC, respectivamente. O Col-PEO-Gal variou o nimero de onda do vas N*(CHz)3 em 19,29
cm?e o Col-PEO-GlicNAc, em 28,93 cm™. Considerando-se o efeito das porcdes glicidicas, o
GlicNAc, constituinte do Col-PEO-GIlicNAc, gerou interagcfes mais significativas que a Gal,

porcdo do Col-PEO-Gal, do tipo dipolo-dipolo e ligacdes de hidrogénio, com a regido polar da



membrana de Aso. Os resultados de RMN de *H mostraram que, o Col-PEO-Trip aumentou o
tempo de relaxacédo longitudinal (T1), dos hidrogénios da colina lipidica (N*(CH3)s; 3,2 ppm), na
regido polar dos lipossomos em 12%, tornando-a mais movel. De outro lado, o polimero que
contém a porcdo Gal, reduziu o T1 em 5,62%, tornando-a menos fluida; enquanto o que contém a
porcdo GlicNAc, aumentou o T1em 11,23 %, deixando a regido polar mais fluida. A analise de
RMN de 3!P constatou a forma do espectro dos lipossomos, tipica de fase hexagonal (Hn), e que
ndo foi alterada pela adicdo do Col-PEO-Trip. A presenca do Col-PEO-Gal na membrana alterou
a forma do espectro, que se tornou tipica de estado de fase em bicamada (L). A insercdo do Col-
PEO-GIlicNAc no lipossomo ndo alterou a forma do espectro de RMN, mantendo a fase lipidica
como sendo Hy. A andlise da largura do pico de RMN de 3!P indicou efeito de acréscimo em
45,60% apos insercao do Col-PEO-Trip, reducdo da largura em 22,05%, provocada por Col-PEO-
Gal, e aumento da largura apds interacdo na membrana com Col-PEO-GlicNAc, em 76,41%. Os
dados de potencial { mostraram que os polimeros Col-PEO-Trip, Col-PEO-Gal e Col-PEO-
GlicNAc promoveram uma variagdo de 8,9 nm, 32,25 nm e 12,8 nm, respectivamente, neste
parametro, favorecendo a reducédo da hidrofobicidade da superficie lipossomal e, conservando os
valores de carga superficial negativa, os quais sdo recomendados para as formulacdes para
tratamento de infecgdes virais. Os valores obtidos via DLS demonstraram que a presenca dos trés
polimeros reduziu os tamanhos de lipossomos, quando comparado aos lipossomos de Aso
(controle). O Col-PEO-Trip reduziu o diametro dos lipossomos em 49,60 %, o Col-PEO-Gal em
74 %, tornando um modelo promissor nos estudos de ultrapassagem da Barreira hematoencefalica
(BHE), e 0 Col-PEO-GIlicNAc em 28,79%. Os valores de variagéo de entalpia (4H), obtidos por
DSC, indicaram que os polimeros Col-PEO-Trip, Col-PEO-Gal e Col-PEO-GlicNAc aumentaram
os valores deste parametro, em maddulo, de -0,10 J/g (controle) para -0,16 J/g, -0,13 J/g e -0,22 J/g,
respectivamente. O Col-PEO-Trip, Col-PEO-Gal e Col-PEO-GIlicNAc, aumentaram a temperatura
de transigéo de fase principal (Tm) de seus modelos correspondentes em |8,08| ° C, [6,4| ° C e |5,2]
° C, na devida ordem. Assim, promoveram alteracdes nas forcas de van der Waals, ao ordenar a
regido apolar dos lipossomos. De forma geral, os polimeros reduziram a fluidez, na ordem Col-
PEO-Gal > Col-PEO-Trip > Col-PEO-GIlicNAc e, aumentaram a estabilidade dos lipossomos de
Aso. Os novos sistemas lipossomais, demonstraram diferentes interagdes intermoleculares, como
as dipolares e ligagdes de hidrogénio e, formas de empacotamento, tanto em relagcdo ao controle,
como entre si. Tais caracteristicas 0s tornam promissores para estudos de atividades bioldgicas,

em prol do tratamento de doengas, tais como as infecgdes virais.

Palavras-chave: lipossomos; polimero; Rod-Coil-Rod; interagdes moleculares; caracterizacao.



ABSTRACT

NEW ROD-COIL-ROD POLYMERS: SYNTHESIS, ENCAPSULATION AND
PHYSICAL-CHEMICAL CHARACTERIZATION IN NANOSTRUCTURED SYSTEMS
Author: Marinalva Cardoso dos Santos
Advisor: Prof. Dré. Vania Cardoso dos Santos
Co-Advisor: Prof. Dr. Alexandre Dal-Bé

Diseases, including those associated with viral infections, such as HIV, HSV and COVID-19,
provide the need to investigate and produce new models of prolonged release of drugs that meet
the criteria of biocompatibility, specificity and less toxicity. In this context, drug nanocarriers
based on lipids and polymers are relevant, such as liposomes containing supramolecular polymers
of the Rod-Coil-Rod type. Liposomes are versatile phospholipids, used, among others, as a
controlled release system for drugs or biologically active substances. Liposomes are advantageous
for presenting the criteria described above quite established, and polymers for promoting
alternation and versatility of both rigid (Rod) and flexible (Coil) blocks. From this information,
this work aimed, from the synthesis of three new synthetic polymers of the Rod-Coil-Rod type,
cholesterol-poly (ethylene oxide) -tryptophan (Col-PEO-Trip), cholesterol-poly (ethylene oxide )
-1,2,3-triazole-galactose (Col-PEO-Gal) and cholesterol-poly (ethylene oxide) -1,2,3-triazole-n-
acetylglycosamine (Col-PEO-GIlicNACc), the study of interactions in liposomes consisting of soy
asolecithin ~ (Aso), through spectroscopic, spectrophotometric and thermoanalytical
characterizations. The synthesis of Col-PEO-Trip was proposed in this work and generated a yield
of 75%. The Col-PEO-Gal and Col-PEO-GIlicNAc ceded were also obtained with yields close to
75%. When the polymers were incorporated in the liposomes, were monitored by the techniques
of: Fourier transform infrared spectroscopy with horizontal attenuated total reflectance (HATR-
FTIR), nuclear magnetic resonance of *H (*H NMR), and 3P (*!P NMR), zeta potential (0),
dynamic light scattering (DLS), visible ultraviolet spectrophotometric (UV-Vis) e differential
scanning calorimetry (DSC). The HATR-FTIR data demonstrated that the Col-PEO-Trip in Aso
liposomes interacted, preferentially, with the lipid interface region, there were variations of vs C =
O and vs COC in the wavenumber / bandwidth of 5.78 cm™ / 21.38 cm™ and 15.43 cm™ / 19.99
cm?, respectively. Col-PEO-Gal varied the wave number of vas N*(CHs)s by 19.29 cm™* and Col-
PEO- GlicNAc by 28.93 cm, from the point of view of the effect of the glycidic portions, the
GlicNAc constituent of the Col-PEO-GlicNAc, generated more significant interactions than the
Gal portion of the Col-PEO-Gal, of the dipole-dipole type and hydrogen bonds, with the polar



region of the membrane (from Aso). The results of *H NMR showed that the Col-PEO-Trip
increased the longitudinal relaxation time (T1), of the hydrogens of the lipid choline (N*(CHa)s3;
3.2 ppm), in the polar region of the liposomes by 12 %, making it more mobile. On the other hand,
the polymer containing the Gal portion, reduced T1 by 5.62%, making it less fluid; while the one
containing the GlicNAc portion, increased T1 by 11.23%, making the polar region more fluid. The
3P NMR analysis found the shape of the Aso liposome spectrum, a shoulder in a high field and
an intense peak in a low field, typical of the Hy phase of anisotropic lipid movement, which was
not altered by the addition of Col-PEO- Trip. The opposite effect exhibited Col-PEO-Gal in the
membrane, which presented the shape of typical lines of the L phase state. The Col-PEO-GIlicNAc
did not alter the shape of the liposomal spectrum. The increase in the width of the peak of lipid
phosphates, reflects in the reduction of the mobility of the region and, the effect was observed in
the membrane that contained the Col-PEO-Trip, the width of the peak was increased in 45.60%;
while the one containing Col-PEO-Gal, the width was reduced by 22.05%; the Col-PEO-GlicNAc,
increased the width by 76.41%. The { potential data showed that the polymers Col-PEO-Trip, Col-
PEO-Gal and Col-PEO-GlicNAc, promoted a variation of 8.9 nm, 32.25 nm and 12.8 nm,
respectively, favored the reduction of the hydrophobicity of the liposomal surface and, preserved
values of negative surface charge that are preferable in formulations for the treatment of viral
infections. The DLS values of the liposomal models with polymers, showed reduced sizes,
compared to the Aso liposomes (control). Col-PEO-Trip reduced the vesicles by 49.60%, Col-
PEO-Gal by 74%, making the model relevant in studies of overcoming the Blood-brain barrier
(BHE), and Col-PEO-GIlicNAc by 28.79%. The DSC values of enthalpy variation (4H) of Aso
liposomes was -0.10 J/g, and for the control containing the polymers Col-PEO-Trip, Col-PEO-Gal
and Col-PEO-GIlicNAc of - 0.16 J/ g, -0.13 J/g and -0.22 J/g, respectively. Col-PEO-Trip, Col-
PEO-Gal and Col-PEO-GIlicNAc, increased the main phase transition temperature (Tm) of their
corresponding models by |8.08] ° C, |6.4| ° C and |5.2| ° C, in proper order. They promoted
alteration in the van der Waals forces, when ordering the non-polar region. In general, the polymers
reduced the fluidity, in the order Col-PEO-Gal> Col-PEO-Trip> Col-PEO-GlicNAc and, increased
the stability of Aso liposomes. The new liposomal systems demonstrated different intermolecular
interactions, such as dipolar and hydrogen bonds, and forms of packaging, both in relation to
control, and between themselves. Such characteristics make them promising for studies of

biological activities, in favor of the treatment of diseases, such as viral infections.

Keywords: liposomes; polymer; Rod-Coil-Rod; molecular interactions; characterization.
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1. INTRODUCAO

Os sistemas de liberacdo prolongada de farmacos baseados em nanocarreadores lipidicos,
tais como os lipossomos, sdo bastante aplicados no tratamento de doencas e em pesquisas
relacionadas as mesmas (Batista et al., 2007; Egbaria & Weiner 1991; Edwards & Baeumner 2006;
Lis et al., 1998). Dentre as doencas, estdo incluidas as infecciosas como a HIV (sigla do inglés
“human immunodeficiency virus”), HSV (sigla do inglés “Herpes Simplex Viru’’) (Pinnapireddy
etal., 2019) e covid-19 (Liu et al., 2020; Zheng et al., 2020).

Os lipossomos, através de modificacBes em seus constituintes estruturais, podem interagir
com diversos sistemas bioldgicos em nivel molecular podendo estimular, vetorizar e interagir com
as células-alvo e tecidos (Gregoriadis et al.,1999; Mertins et al., 2009; Ulrich et al., 2002). Os
lipossomos sdo versateis no que se refere as formas de obtencédo (Sanchez et al., 2013; Hope et al.,
1986), assim como as suas aplicacdes (Gregoriadis et al.,1999; Ulrich et al., 2002). Os métodos de
preparo propiciam lipossomos com diferentes pardmetros de empacotamento lipidico, sendo
também o reflexo da estrutura da molécula. Tais parametros também podem definir as formas de
administracdo mais viaveis, tais como topicas, nasal, oral, etc. Embora os lipossomos sejam
carreadores promissores, ainda existem desafios relacionados a estabilidade do sistema tanto para
0 seu periodo de estocagem, quanto para a sua vetorizagcdo a um tecido alvo no organismo
(Masserini, 2013).

Quando aplicados em formulacGes, uma maneira de atribuir ao sistema lipossomal
caracteristicas funcionais para aumentar sua eficiéncia contra doencas, tais como as infecciosas,
assim como a sua estabilidade, é inserir nestes sistemas copolimeros anfifilicos
supramoleculares (Pinnapireddy et al., 2019). Entretanto, ainda que importantes, os estudos
descritos na literatura sobre tal aplicacdo sdo limitados (Schaffazick et al., 2003).

Vale ressaltar que a sintese de copolimeros anfifilicos, supramoleculares, permite distintas
possibilidades de automontagem molecular como a descrita para os polimeros Rod-Coil (Mai &
Eisenberg 2012). O processo de automontagem referente a estes polimeros é também uma
estratégia de funcionalizacdo molecular que se destaca em diversas areas da nanociéncia e
nanotecnologia (Giacomelli et al., 2010, Kuo et al., 2008; Xu et al., 2019). Dentre tais areas, sao
amplamente descritas as aplicaces em sistemas farmacoldgicos, como em sistemas lipossomais
(Dékany et al., 2001; Dos Santos et al., 2016; Michelleto et al., 2015; Takeuchi., et al., 2001).

Neste contexto, é possivel combinar a biocompatibilidade dos lipossomos (Mertins et al., 2009)
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as vantagens da versatilidade e robustez quimica de copolimeros, para funcionalizar e
estabilizar as membranas (Peyret et al., 2018). O sistema lipossomo-polimero pode, por exemplo,
possuir um longo tempo de circulagdo no corpo e, consequentemente, proporcionar a reducdo da
administracdo de substancia ativa no organismo (Masserini, 2013; Ramos-Cabrer & Campos
2013).

No que diz respeito aos componentes dos copolimeros anfifilicos, o colesterol e poli 6xido
etileno (PEO), séo inseridos frequentemente em formulagdes lipossomais, pois contribuem na
estabilidade e tendem a diminuir a permeabilidade da bicamada lipidica (Masserini, 2013; Mai &
Eisenberg 2012). Estruturas de copolimero anfifilico que contém o heterociclo 1,2,3-triazol,
propiciaram também uma variedade de moléculas relevantes (Dal-B6 et al., 2011) no
desenvolvimento de novos sistemas farmacolégicos (Melo et al., 2006), o que incluiu sua insercéo
em lipossomos (Dos Santos et al., 2016; Micheletto et al., 2015). Carreadores lipidicos contendo
polimeros glicosilados ou com aminoacidos (aas), podem reduzir a toxicidade e favorecer a
estabilizacdo do sistema (Jain et al., 2012, Metselaar et al., 2003; Romberg et al., 2007). A porcao
glicosilada polimérica, quando inserida em lipossomos, pode favorecer o perfil farmacocinético
do sistema como ligante de superficie (Jain et al., 2012). Por outro lado, polimeros contendo
determinados aas, como o triptofano (Trip), conferem ao lipossomo propriedades anti-
inflamatdrias, atuantes no sistema nervoso central e também eletroluminescente (Rizzo et al.,
1986).

Lipossomos constituidos por copolimeros anfifilicos, supramoleculares, podem mimetizar
sistemas de envelopes virais artificiais que sao relevantes nas investigacdes de doencas infecciosas
(Pinnapireddy et al., 2019), causadas por microrganismos patogénicos, tais como 0s Virus,
bactérias, fungos e parasitas, e que sao responsaveis por aproximadamente um terco das causas de
mortalidade no mundo (Guido et al., 2010; OMS, 2020). No Brasil, houve um declinio da
morbimortalidade relacionada a doencas infecciosas na década de 1960 (Sousa et al., 2020), que €
a relacdo entre a morbilidade (presenca de um determinado tipo de doenca em uma populacéo), e
a mortalidade (estatistica sobre as mortes em uma populagdo), em outras palavras, doengas
causadas de morte em determinadas populagOes, espacos e tempos. Entretanto, atualmente, um
fator de ordem global, infectocontagioso, causado pelo virus Sar-CoV-2 da familia coronavirus,
colocou o Brasil entre os mais afetados da América Latina e o 14° mais afetado no mundo pela
doengca COVID-19 (Chahrour et al., 2020; Marson & Ortega 2020; OMS, 2020). Assim, as

pesquisas, investigacdes e caracterizagdes para contribuir no controle de doencas infecciosas
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tornam-se cada vez mais relevantes (Liu et al., 2020; Nobre et al., 2014; Zheng et al., 2020). Desta
forma, é importante sintetizar novos polimeros do tipo Rod-Coil e inseri-los em lipossomos, para
contribuir com o desenvolvimento de novos sistemas, com potencial para colaborar no combate
as doengas infecciosas (Dos Santos et al., 2021; Pinnapireddy et al., 2019).

A adicdo de um polimero Rod-Coil € capaz de influenciar os movimentos moleculares dos
lipossomos em nivel vibracional, rotacional e translacional, o que reflete nas propriedades do
sistema. Tais movimentos moleculares podem ser monitorados por diferentes técnicas
espectroscopicas, espectrofotométricas e calorimétricas. Assim, € importante realizar as
caracterizacdes fisico-quimicas dos sistemas lipossomos-polimeros Rod-Coil e obter
parametros como ordem, mobilidade, carga superficial da membrana, tamanho e possivel
localizacdo do polimero na membrana lipossomal, que podem vir a refletir na cinética de
vetorizagdo de uma substancia ativa.

Neste contexto, 0 presente trabalho visou a sintese e caracterizacao de trés novos polimeros
do tipo Rod-Coil-Rod para serem inseridos em lipossomos de asolecitina de soja (Aso) e,
portanto, a formacdo de trés novos sistemas lipossomais-poliméricos que foram caracterizados
por técnicas espectroscopicas, espectrofotométrica e termoanalitica. Os polimeros referidos
foram o 1) colesterol-poli (6xido etileno) triptofano (Col-PEO-Trip), 2) colesterol-poli (6xido
etileno) -1,2,3-triazol-galactose (Col-PEO-Gal) e 0 3) colesterol-poli (6xido etileno) -1,2,3-triazol-
n-acetilglicosamina (Col-PEO-GIlicNAc). O Col-PEO-Trip foi composto pelo colesterol, PEO1000
e um aminoécido (aa), o Trip, enquanto que o Col-PEO-Gal e Col-PEO-GlicNAc foram
constituidos de colesterol, PEO1000, um heterociclo, o 1,2,3-triazol, e uma por¢do glicidica
constituida de galactose (Gal) e de n-acetiglicosamina (GlicNac), respectivamente. Os resultados
obtidos neste trabalho irdo contribuir com o desenvolvimento de novos sistemas para diagnostico

e tratamento de doengas, como as associadas as infecgdes virais.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Lipossomos

Os lipossomos fazem parte da primeira geracéo de nanosistemas de liberagdo de farmacos
(Budai & Szogyi 2001). Desenvolvidos nos anos 60 e farmacologicamente consolidados nos anos
80, os lipossomos tornaram-se o primeiro sistema de liberacdo controlada de farmaco (Masserini,
2013). Vérios estudos tém sido responsaveis pelo aprimoramento dos lipossomos (Deo et al., 2004;
Spuch & Navarro 2011), que originam sistemas farmacéuticos atualmente aprovados pelo “Food
and Drug Administration” (FDA), incluindo aqueles a base de doxorrubicina (para tratamento de
canceres de ovario e mama), anfotericina B (para tratamento de infec¢Ges flngicas) e morfina
(para tratamento de meningite neoplasica e tratamento de dor poés-cirurgica) (Edwards &
Baeumner 2006).

Lipossomos sdo vesiculas microscopicas esféricas, compostas por uma ou mais bicamadas
lipidicas concéntricas, que delimitam um meio aquoso (Masserini, 2013) (Figura 1). A bicamada
lipossomal é composta por lipidios biocompativeis e biodegradaveis, com propriedades estruturais
semelhantes a de organelas bioldgicas (Masserini, 2013). Isto contribui para que sejam atdxicos,

ndo imunogénicos e altamente versateis (Edwards & Baeumner 2006).

Figura 1: Lipossomos.

Fonte: Adaptado de < http://www.integratedhealth.com/supplements/liposomes.html > Acesso em: 26 set.
2020.
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Os lipidios que compdem os lipossomos sdo capazes de conter uma ou duas cadeias de
acidos graxos na sua regido hidrofobica (cauda apolar), os quais podem ser ou nao insaturados,
conectadas a uma regido hidrofilica (cabeca polar) que pode ser iénica ou ndo, e possibilita incluir
grupos fosfato e alcoois esterificados entre si (Hope et al., 1986). Com estas caracteristicas
anfipaticas, os lipossomos podem encapsular substancias hidrofilicas e/ou hidrofébicas (Edwards
& Baeumner 2006; Mertins et al., 2009) que seréo direcionadas a tecidos especificos no organismo.

Os lipossomos mais estudados e aplicados séo constituidos por fosfolipidios carregados ou
zwitterionicos, tais como as fosfatidilcolinas (Figura 2) (Meyrs, 1999).

Figura 2: Exemplo de férmula estrutural de fosfatidilcolina.
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As fosfatidilcolinas, podem ser obtidas por vias sintéticas ou extraidas de fontes naturais,
sendo estas Ultimas preferiveis, por fornecer lipidios de maior biocompatibilidade. As
fosfatidilcolinas extraidas de fontes naturais podem ser isoladas por processos de purificacéo de
Oleos vegetais (tal como o Oleo de soja), ou podem ser obtidas na forma de associagOes
fosfolipidicas, como a asolecitina de soja (Aso). As associagdes fosfolipidicas obtidas da soja
com alto grau de pureza, incluem fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina e fosfatidilinositol como
componentes. Dentre estes, a fosfatidilcolina é geralmente o constituinte majoritario (Hoogevest
& Wendel 2014).

Relevante na produgdo dos lipossomos, a fosfatidilcolina é usada em varios tipos de

formulagOes, para quaisquer das vias de administracdo (Hoogevest & Wendel 2014), pois sdo
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estruturalmente semelhantes a membranas celulares. Nas vias metabdlicas, 5% da fosfatidilcolina
é excretada na bile, 55% é utilizada em tecidos e 40% retorna ao figado para regulacdo dos niveis
de colina (Al-Humadi et al., 2012).

As estruturas vesiculares baseadas em fosfolipidios podem variar desde micelas, pequenos
agregados, a estruturas altamente organizadas, como os lipossomos. A formacédo dos lipossomos
ocorre através de diferentes modos de empacotamento lipidico. Os métodos de obtencdo dos
mesmos, bem como os seus constituintes, irdo definir o estado de fase lipidica em micela esférica,
lamelar ou bicamadas (L), hexagonal (H,), entre outras (Pfeiffer et al., 2012; Sanchez et al., 2013),
assim como o didmetro do sistema.

O tamanho e uniformidade dos lipossomos definem a sua interacdo com organelas do
organismo e eficacia (Frézard et al., 2005; Batista et al., 2007). Devido a diversidade dos
lipossomos em relacdo a seu diametro e nimero de bicamadas, na literatura destacam-se as
vesiculas multilamelares grandes (MLVs - "Multilamellar Large Vesicles"), vesiculas
unilamelares grandes (LUVs - "Large Unilamellar Vesicles") e vesiculas unilamelares pequenas
(SUVs- “Small Unilamellar Vesicles”). As MLVs sdo modelos classicos de lipossomos. Seus
diametros variam entre 400 e 3.500 nanémetros (nm) e possuem diversas bicamadas lipidicas. Em
geral, sdo utilizadas como carreadores para aplicacdes topicas (Laverman et al., 1999). As LUVs
possuem didmetros iguais ou superiores a 100 nm e uma Unica bicamada. As LUVs sdo as que
mais se destacam no uso como carreador para via oral, parenteral e intravenosa, pois as vesiculas
com diametro entre 100 e 200 nm atravessam 0s poros das membranas, além de carrearem o
maximo de substancias ativas, que sdo direcionadas a tecidos especificos (Barenholz, 2012). As
SUVs apresentam diametro de 20 a 50 nm, e contém, assim como as LUVs, uma Unica bicamada.
As SUVs sdo usadas para estudos de superficie (sujeitas a processos de agregacao e fusdo) (Batista
et al., 2007).

Vale salientar, como mencionado anteriormente, que o diametro e os nimeros de bicamadas
dos lipossomos, também podem ser definidos pelo método de obtencdo dos mesmos (Hope et al.,
1986). Por exemplo, as LUVs podem ser obtidas pelo método de preparacdo de evaporacao
por fase reversa (Szoka & Papahadjopoulos, 1978; Mertins et al., 2005). No processo de formagao
das LUVs, um organogel é hidratado por solvente aquoso para gerar as vesiculas lipossomais.
Nesta etapa do método, o efeito hidrofébico dos metilenos resulta no aumento de entropia (S) dos
fosfolipidios, que gera um processo espontaneo de formacao das vesiculas. Do ponto de vista

termodinamico, a formacao de vesiculas é determinada pela energia livre do sistema, expressa por
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AG =AH-TAS, onde AG, AH e AS séo, respectivamente, as variacoes (4) de energia livre de Gibbs
(G), entalpia (H) e entropia (S) no processo de organizacdo das vesiculas e a temperatura (T).
Quando ha alteragdes nestes pardmetros termodinamicos, a energia livre de Gibbs se modifica
(Apolinério et al., 2017; Atkins et al., 2008). No processo espontaneo de formagdo das vesiculas
lipidicas, em solvente aquoso, ocorre a diminuicao de G, pois hd um aumento da S dos lipidios,
gerado pelo efeito hidrofobico dos metilenos, que se organizam de modo a minimizar o contato
das cadeias hidrofébicas entre si e com o solvente aquoso. O processo espontaneo de formacéao
das vesiculas, permite maior mobilidade das moléculas e agregados termodinamicamente mais
estaveis (ATKINS et al., 2008). Estas alteracfes, juntamente a composicdo fosfolipidica dos
lipossomos, influenciam parametros importantes como a temperatura de transigéo de fase principal
(Tm) (do inglés “main transition temperature”, ou também pode ser encontrado como “melting
temperature”) do sistema (Atkins et al., 2008). A Tm é definida como a temperatura em que ha
presenca de 50% de lipidios em estado gel-sélido ou LB e 50% em estado cristal-liquido ou La
(Qie et al., 2012) no sistema. Assim podemos analisar a ordem dos lipossomos ap0s a insercéo de
polimeros no modelo lipidico (esta serd abordada na se¢do 2.2.7).

As bicamadas fosfolipidicas apresentam movimentos em nivel vibracional, rotacional e
translacional. A adicdo de compostos nos lipossomos é capaz de influenciar tais movimentos, que

podem ser monitorados por diferentes técnicas instrumentais, como as descritas a seguir.

2.2 Técnicas instrumentais aplicadas para caracterizacdo da dinamica molecular dos

lipossomos

Dentre as técnicas instrumentais que podem ser usadas para monitorar a dindmica

lipossomal ao ser inserido um composto no sistema, podem ser citadas:

v Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier com refletancia total

atenuada horizontal (HATR-FTIR);

v Anélises de ressonancia magnética nuclear de H e de 3P (RMN de 'H e de *!P);
v Potencial zeta (0);
v Espalhamento de luz dindmico (DLS);

v Espectrofotometria de absor¢éo na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis).
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v Calorimetria de varredura diferencial (DSC);

Estas técnicas estdo detalhadas a seguir.

2.2.1 HATR-FTIR

A técnica de espectroscopia de infravermelho (IV) permite a identificacdo estrutural de
compostos organicos ou inorganicos, bem como estudos de movimentos moleculares. A técnica
fornece importantes informac6es para a identificacdo de grupos funcionais da amostra, de acordo
com a sua natureza (Casal & Mantsch 1984; Severcan & Kazanci 2005; Haris et al., 1986). Assim,
os sistemas lipossomais podem ser caracterizados quando submetidos a radiacdo infravermelha.
Os raios IV possuem comprimento de onda (A) entre 700 nm e 50 000 nm. Visto que o0 A é
inversamente proporcional a energia, esse tipo de radiacao é relativamente, baixa e, suficiente para
modificar as vibracGes e rotacdes de grupos moleculares e ligagdes quimicas. As transicdes
rotacionais vao depender da geometria molecular, das massas dos atomos, além da forma da
superficie de energia potencial da molécula (Smith, 1999). A absorcdo de radiacdo IV provoca,
portanto, aumento da amplitude das vibrac6es moleculares (Lopes & Facio 2004).

A espectroscopia na regido do 1V produz espectros de absor¢do e/ou transmissdo. Um feixe
de luz na regido do IV é incidido sobre a amostra e, apds a radiacdo eletromagnética incidente (1V)
ser absorvida (e/ou transmitida), o processo é quantizado e expresso em A ou frequéncia referente
a absorcdo/transmissao de cada grupo funcional presente. Cada banda caracteristica no espectro
de IV é oriunda de mudanca de nivel de energia vibracional, correspondente a uma série de
mudancas de niveis de energia rotacional. As posi¢fes das bandas no espectro podem ser
apresentadas em niimero de ondas, utilizando a unidade centimetro inverso (4000- 400 cm™) ou
em micrometros (2,5 - 16 um) (Leite & Prado 2012).

Cada molécula possui suas vibragdes, absorvendo ondas eletromagnéticas de nimero de
onda especifico e, gerando um espectro de absor¢do caracteristico (Leite & Prado 2012; Mantsch
& McElhaney 1991). Considerando-se as interacfes que poderdo ou nao ocorrer ao adicionar um
composto aos lipossomos, é possivel analisar no espectro de IV, as variagcbes ocorridas nas
vibracgdes dos grupos especificos das bandas que constituem os lipossomos, como por exemplo 0s
estiramentos axiais (v) e deformacgdes angulares (3), que sdo duas formas de vibracGes

fundamentais. Os estiramentos envolvem uma variagdo continua na distancia interatdbmica ao
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longo do eixo da ligacdo entre dois atomos. Quanto a vibracdo de deformacdo angular, esta é
caracteristica de variacdes do angulo entre duas ligacGes (Silverstein, 1991).

A obtencéo de um espectro de IV pode ocorrer via espectrometro que aplica a transformada
de Fourier. Tal espectroscopia de 1V é chamada de espectroscopia de IV com transformada de
Fourier (FTIR). A FTIR ocorrente no modo refletancia total atenuada horizontal (HATR -FTIR)
destaca-se por ser ndo-invasiva, apresentar maior precisdo nas medidas de numeros de ondas
(aproximadamente, 2 cm™), com resolucéo de até 4 cm™ e, por demandar menores quantidades de
amostra nas analises. Neste modo, a amostra é depositada em cristal de seleneto de zinco (ZnSe),
com alto indice de refracdo. Um feixe de radiacao de 1V € incidido neste cristal, promovendo ondas
evanescentes. Estas ondas interagem com a amostra, sem danifica-la (Silverstein et al., 2000).

A técnica de HATR-FTIR pode ser usada para monitorar as intera¢cbes moleculares em uma
membrana lipossomal, em nivel vibracional, rotacional e translacional de grupos funcionais de
regibes caracteristicas dos lipidios em membranas (regides polar, de interface e a apolar). Também
é util para monitorar o efeito e localizacdo de qualquer substancia adicionada ao sistema (Mantsch
& McElhaney 1991).

Analisando as variagdes de nimero de onda, e a largura a 75% da altura de picos referentes
aos v dos grupos presentes em regides especificas dos lipidios, pode-se obter indicios importantes
sobre a mobilidade de grupos funcionais presentes na membrana lipidica e o grau de hidratacao
(Moreno et al., 2010). A largura a 75% da altura de picos pode ser obtida conforme a Figura 3. Se
5,5 cm™ corresponde a 100 % que é toda a altura do pico, ou seja, da linha base tracada (vermelha)
até a extremidade do pico, entdo 75% corresponde a altura em questdo (x em cm™). E é nesta altura
X, a 75%, que se obtém a largura do pico em cm™. Em um espectro de 1V, as principais bandas
referentes a regides lipidicas de sistema lipossomal, analisadas, sdo: o estiramento axial
assimétrico (vas) do grupo metileno (CH2), préximo ao niimero de onda de 2920 cm; o estiramento
axial simétrico (vs) do grupo metileno (CH.), préximo a faixa do nimero de onda de 2850 cm™; o
v do grupo carbonila (C=0), na faixa de 1725 - 1740 cm™; o v da ligagdo C-O-C na faixa de 1078
- 1081 cm®; o vas do grupo fosfato (PO, "), na faixa do nimero de onda de 1260 - 1220 cm™ e 0 vas
do grupo colina (N*(CHs)s) proximo ao nimero de onda de 970 cm™ (Mantsch & McElhaney
1991; Moreno et al., 2010) (Figura 3).
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Figura 3: Espectro de HATR-FTIR de membrana lipidica e exemplificagdo de medida de nimero de onda, e a largura
a 75% da altura de picos referentes aos v dos principais grupos que compde regides especificas dos lipidios.

100 s -E_T
95 s~
90~ 1 vsCH: —=
= vC-O-C
85 E
Vas CHZ - F-%
1* Altura do pico (100%) =
80 2* Largura do pico a 75 % da altura =
] " T T T S T T T T T
3000 2500 2000 1500 1000

Numero de onda (cm™)

Fonte: Proprio autor.

Na regido apolar, os nimeros de onda do vs CH> e vas CH2 das cadeias de hidrocarboneto,
estdo associados a presenca de ligacdes trans e gauche e, consequentemente ao estado de fase
lipidico (Lee & Chapman 1986). Quando os lipidios estdo em uma fase mais ordenada, as cadeias
dos metilenos estdo majoritariamente em conformagdo trans, organizadas entre si de forma
paralela e estabilizadas por interacdes de van der Waals (Nagle, 1980). As bandas destes
estiramentos (vs CHz e vas CH2) ocorrem em valores de nimero de onda menores, 0 que indica a
restricdo de mobilidade das cadeias hidrofdbicas (Lewis e McElhaney 1998). Quando os metilenos
mudam o estado de fase, para uma fase mais desordenada, as cadeias dos metilenos estdo
majoritariamente em conformacéo gauche, desorganizadas entre si e ocorre uma diminuic¢ao das
interagdes de van der Waals. As bandas destes estiramentos (vs CH2 e vas CH2), quando ocorrem

em valores de numero de onda maiores, indicam que o sistema lipossomal apresenta maior
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quantidade de ligacdes gauche e esta na fase cristal-liquido, adquirindo assim uma maior
mobilidade das cadeias hidrofobicas (Mannock et al., 2010).

O grupo carbonila, na regido de interface, e o grupo fosfato, na regido polar lipidica, podem
interagir com moléculas de dgua (Mantsch & McElhaney 1991) ou com um composto exdgeno
por interacOes eletrostaticas e/ou ligacbes de hidrogénio. O aumento do grau de hidratacdo destes
grupos, pode ser indicado pelo deslocamento do nimero de onda das suas bandas de estiramento
(vas C=0 e vas PO2") para menores valores, e vice-versa (Chen et al., 2008; Korkmaz et al., 2005;
Moreno et al., 2010; Servecan et al., 2005).

A variagio quanto ao deslocamento de nimero de onda do vas N*(CHas)s, presente na regido
polar de membranas lipossomais, pode indicar interacOes intermoleculares do N*(CHs)s com o
PO do lipidio mais proximo (lipidio vizinho), ou intera¢fes dipolo-dipolo com moléculas de
agua. O vas N"(CHzs)3 também pode ser influenciado por interagdo da membrana com substancias
exogenas (Popova & Hincha 2011; Moreno et al., 2009).

A largura das bandas tem influéncia dos efeitos translacionais, rotacionais e/ou colisdes na
auséncia ou presenca de uma substancia exégena, em regides especificas da membrana. O aumento
da largura da banda caracteristica de um lipidio, indica um aumento da velocidade do movimento

molecular e vice-versa (Mantsch & McElhaney 1991; Toyran & Severcan 2003).

2.2.2 RMN de 'H

Quando se trata de investigacOes espectroscopicas de movimentos rotacionais moleculares
em compostos, a RMN de *H tem notoriedade por causa da longa escala espectroscopica de analise
de tempo, decorrente das fracas interacfes dependentes de spin, que influenciam o espectro de
RMN de 'H (Bloom & Thewalt, 1994).

A RMN pode fornecer informagGes importantes sobre a ordem e interagdes moleculares de
determinada regido na membrana, assim como a amplitude e escala de tempo dos movimentos (De
Lima et al., 2007; Dufourc et al., 1992).

A espectrometria de RMN envolve o uso da radiagdo eletromagnética que ocorre na faixa
de energia de radio frequéncia (RF). Quando se emite pulsos de RF (pulsos 180° e 90°, por
exemplo) intermitentes com intervalos de tempo, durante estes intervalos é emitido um sinal de
decaimento da inducédo livre (FID, do inglés “Free Induction Decay”). O FID ¢ provindo do

processo de relaxacdo nuclear (liberagdo de energia para retornar ao estado de equilibrio). A
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relaxacdo que envolve a transferéncia de energia para a rede molecular é chamada relaxacao spin-
rede (ou longitudinal-R1), e o tempo em que ocorre € denominado de T (Silverstein et al., 2005;
Skoog et al., 1998; Milhaud, 2004). Na técnica de RMN, ao aplicar um pulso de 180° em um
determinado nucleo, a magnetizacdo longitudinal é invertida, e durante o intervalo de tempo
(tempo de correlagdo, tc), a magnetizacdo evolui para o processo de relaxacdo longitudinal
(Milhaud, 2004; Silverstein et al., 1991).

A Figura 4 demonstra uma relacéo entre valores de T1ao tempo de correlagdo (tc) Gtil na
anélise dos movimentos de membranas. Um ponto de minimo separa duas regides, na qual uma
refere-se a um sistema tipico de baixa mobilidade, como as MLVs e LUVs, por exemplo (a direita),
onde T ¢ inversamente proporcional ao t¢, enquanto a outra regiao refere-se a um sistema de maior
mobilidade, como as micelas, por exemplo (a esquerda), onde T1 ¢ diretamente proporcional ao 1c
(De Lima et al., 2007). No ponto minimo da curva, determina-se os regimes de alta e baixa
mobilidade, onde a frequéncia da banda de ressonancia do tc € igual a 1. A Equacéo (1) exprime a
tal frequéncia em mega-hertz (MHz), cuja razéo giromagnética do nucleo € y, o campo aplicado €

Bo e a constante de blindagem € .

f= % B,(1—0)= MHz (Equagdo 1)

Figura 4: Medidas de T; em fungdo do tempo de correlagdo tc (S), para sistemas lipossomais de alta mobilidade e

baixa mobilidade.
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Fonte: Adaptado de Brown, 1979.
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O 1¢ é definido como o tempo médio que uma molécula leva para girar um (1,0) radiano
em torno do proprio eixo, sendo um parametro usado para estudar mudancas nos movimentos
moleculares rotacionais da membrana, influenciados por intera¢fes dipolo-dipolo com ndcleos
vizinhos (Lasic, 1998). Abaixo do minimo da curva, a reducdo de valores de T indica um sistema
de maior mobilidade, enquanto que o seu aumento indica um sistema de mobilidade reduzida (De
Lima et al., 2007).

O Ti1 de H presentes em regides especificas de lipidios em bicamadas, é um indicador
sensivel a adi¢do de compostos, quanto do préprio ambiente circundante da membrana (Klauda et
al, 2008). Sendo assim, as regides apolares e polares lipidica, via analise de ntcleos de *H presentes
nos metilenos e colina, respectivamente, podem ser investigados (Lepore et al., 1992). Ainda na
regido polar, é possivel investigar os movimentos do grupo fosfato, através do ajuste de frequéncia
da técnica para analise do ntcleo de 3P (RMN de 3'P).

2.2.3 RMN de 3P

Uma vez que os lipidios nas membranas bioldgicas sdo predominantemente fosfolipidios,
a RMN de 3P torna-se uma ferramenta também importante para avaliar o movimento rotacional
da regido polar das membranas lipossomais. A partir desta analise, é possivel obter informac6es
quanto ao estado de fase das membranas lipidicas, o “Efeito Overhauser Nuclear ” (NOE), a ordem
e a orientacdo média da regido polar (Noggle & Schirmer 1971; Seelig, 1978). As investigacoes
sdo feitas pela medida da anisotropia de deslocamento quimico (CSA, do inglés “chemical shift
anisotropy”). A CSA é refletida pela forma e largura da banda demonstrada nos espectros de RMN
de 3P. Em lipossomos compostos por fosfolipidios, a CSA é determinada pelos elementos
principais do tensor (o) de blindagem e pela orientacdo das moléculas de fosfolipidios em relagédo
ao campo magnético aplicado (Dubinnyi et al., 2006) (Figura 5). O ¢ ¢ afetado pela velocidade
média do movimento molecular e intramolecular. Nas bicamadas liquido-cristalinas, as moléculas
de fosfolipidios passam por uma rotagdo rapida (na escala de tempo RMN de 3'P) em torno da
bicamada normal. Geralmente, o o tem os dois componentes principais diferentes, 0 ¢ axialmente
simétrico, cuja blindagem do ndcleo !P, degenera por esta rotagio, e 0 o resultante que, por sua
vez, tem dois valores principais: o paralelo (c,) e o perpendicular (c+). Como resultado, um
espectro de RMN de 3!P exibe uma forma de banda caracteristica, como por exemplo, com um

pico em campo alto e um ombro em campo baixo, de movimentos anisotrépicos de fase em
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bicamada (L, Figura 5 (a)) (Dubinnyi, 2006; Sanchez et al., 2013). A CSA corresponde a diferenca
entre o, € ox. A contribuicdo adicional para a forma de banda surge da orientacdo parcial das
bicamadas lipidicas no campo magnético. Sendo assim, pode haver a deformacéo de lipossomos
esféricos em elipsoides prolatos (Figura 5 (b)) que é, portanto, resultante da anisotropia da
susceptibilidade magnética das moléculas de fosfolipidios que é negativa. Logo, existe uma
tendéncia a se orientar em seu eixo longo, perpendicular ao campo magnético. A extensdo da
deformacéo é descrita pela razéo c/a, onde c € o eixo principal e a € o eixo elipsoide (Figura 5 (a)
e (b)). A deformacdo depende das propriedades elasticas de curvatura da membrana, da anisotropia
diamagnética (caracteristica de cada tipo de fosfolipidio) e da intensidade do campo magnético
aplicado. Vale ressaltar que o campo magnético é aplicado ao longo do eixo ¢ do elipséide
(Dubinnyi, 2006).

Figura 5: Espectros tedricos de RMN de 3P de lipossomos esféricos (a) e lipossomos elipsoidais (b). As linhas sélidas
e tracejadas sdo partes de absorcdo e dispersdo dos espectros (calculados pela convolugdo de uma funcdo de
alargamento I (v) com uma fungéo de probabilidade P (v) por programas matematicos); componentes do tensor de
anisotropia de deslocamento quimico estdo representados como o, componentes paralelos e o+, componentes
perpendiculares; eixos do elipsoide: ¢, eixo maior e a, eixo menor.

c c/a c c/a

Fonte: Adaptado de Dubinnyi, 2006.

As formas dos espectros de RMN de 3P, designam o estado de fase da membrana
lipossomal, tais como em L (Figura 6 (a)) ou hexagonal invertida (H,) (Figura 6 (b)) (Pfeiffer et

al., 2012; Sanchez et al., 2013). O espectro de fase em L tipico, conforme ja descrito acima, é
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largo, com um ombro em campo baixo e um pico em campo alto. Na fase H,,, 0 espectro apresenta
a formas reversa em relagéo ao espectro de bicamada. As mudancas espectrais de um grupo fosfato

lipidico depende tanto da taxa, como do processo de reorientacdo dos spins (Ghosh, 1988).

Figura 6: Modelos espectrais de movimentos anisotropicos tipico de bicamada lipidica, L (a) e hexagonal, H,, (b).

(@) (b)

ppm o — | ——

Fonte: Adaptado de Ghosh, 1988.

As medidas da intensidade do sinal do 3P no espectro permitem avaliar as possiveis
interacdes do grupo fosfato com o ambiente circundante (Noggle & Schirmer 1971; Seelig, 1978).
Este efeito de aumento de intensidade de pico de RMN de 3!P ¢ denominado NOE. Em geral, 0
NOE é a mudanca na intensidade de absorcdo da RMN integrada, quando a absor¢do de outra
rotacdo é saturada (Noggle & Schirmer 1971). Um mecanismo de relaxamento cruzado ocorre para
acoplar o 3'P com *H por fortes interacdes dipolar fosforo-hidrogénio, que podem ser de natureza
intramolecular e / ou intermolecular. Esta estabelecido na literatura que essas interagdes levardo a
um NOE intenso de 2,4 para vesiculas de tamanho de aproximadamente 300 nm (Seelig, 1978). A
diminuicdo na intensidade do pico, gerada por adi¢cdo eventual de um composto ao sistema, sugere
que ndo hé interacbes do nacleo de fésforo com os hidrogénios presentes no meio, ou mesmo com
um composto; e vice-versa (Noggle & Schirmer 1971; Seelig, 1978).

A variagio de CSA refletida através de mudancas na largura do pico de RMN de 3P, indica
modificagBes induzidas por substincias exdgenas. A liberdade de movimento do 3P nos
fosfolipidios, pode refletir dois tipos espectros, um com banda estreita ou com banda larga. O
espectro com largura de banda estreita (pico fino), descreve que o grupo fosfato possui maior
movimentacao rotacional e menor valor de CSA; em contra partida, o espectro com forma de linha
larga (pico largo), descreve que o grupo fosfato possui movimento rotacional restrito e maior valor
de CSA (Ghosh, 1988; Seelig, 1978).
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2.2.4 Potencial {

O potencial ¢ reflete o potencial de superficie das particulas, o qual é influenciado pelas
mudangas na interface com o meio dispersante, em razdo da dissociacdo de grupos funcionais na
superficie da particula, ou da adsorcdo de espécies idnicas presentes no meio aquoso de dispersao.
O parametro € determinado utilizando-se técnicas de eletroforese (Disalvo & Bouchet 2014,
Schaffazick et al., 2003).

Os fosfolipideos, tais como as fosfatidilcolinas, copolimeros triblocos (poloxameros) e 0s
polimeros constituintes das nanoparticulas, sdo 0s principais componentes presentes em sistema
ou formulacdes capazes de influenciar os valores de potencial ¢ (Schaffazick et al., 2003).

Os fosfolipidios em geral, fornecem um potencial negativo a interface (Wissing & Muller,
2002), enquanto que os copolimeros triblocos tendem a reduzir o valor absoluto deste parametro
(Legrand et al., 1999).

O potencial de superficie da membrana nao pode ser medido diretamente. A Figura 7 sugere
um modelo de lipossomo de bicamada lipidica, cuja superficie e a regido de interface, na fase
aquosa, podem ser modeladas como uma camada elétrica dupla. Ainda na Figura 7, uma superficie
de bicamada contendo fosfolipidios aniénicos, constitui uma superficie plana (cinza), com cargas
negativas uniformemente distribuidas, onde um campo elétrico se origina (sombreado vermelho).
A distribuicdo de eletrolitos da solucdo é para contra-ions (cations em azul, e &nions em vermelho).
Dentro da camada de Stern os contra-ions estdo firmemente ligados a superficie da bicamada.
Dentro da camada de Gouy-Chapman os ions da solucdo sdo mais dispersos, refletindo um
equilibrio entre a atrag&o e repulsdo coulombiana e 0 movimento térmico. O potencial elétrico ()
assume uma magnitude maxima na superficie da interface (yo), € atenua a medida que se distancia
desta superficie em direcdo a solugdo (y «wu”), de uma maneira que é dependente das
caracteristicas idnicas do solvente, potencial hidrogenionico (pH) ou forga idnica do meio. O
potencial elétrico no plano de cisalhamento que existe neste limite ¢ denominado potencial {, o

parametro pelo qual € medido a carga de superficie da membrana (Sathappa & Alder 2016).
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Figura 7: Representacéo de lipossomos com a camada de ions positivos adsorvidos na camada de “Stern ”; relagéo
potencial elétrico (mV) x plano de cisalhamento.
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Fonte: Adaptado de Sathappa & Alder 2016.

A expressao para 0 modelo de Stern é dada pela Equacédo 2 (Shaw, 1975):

E (wo-wsy) / Ist + om [ 1+ (Nav/No.Vin) exp (z.e. wsi+ ¢ IK.T) -V8.n. E.K.T .senh (zeews) [ 2K.T=0
(Equacéo 2)

Onde, onde ¢" ¢ permissividade da camada de Stern; yo e yst € 0 potencial na superficie e
no plano de Stern, respectivamente; dst € a espessura da camada de Stern; Nay € 0 nimero de
Avogrado; no, a concentragdo inicial dos ions; om, é a densidade de carga correspondente a uma
monocamada; Vm, € 0 volume molar do solvente; ¢, é 0 termo do componente de van der Waals
na energia de adsorgéo e k a constante.

O potencial elétrico no plano de Stern € bastante complexo, visto que se faz necessario o

conhecimento de inimeros parametros conforme demonstra a Equacéo 2. Assim sendo, sao feitas
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medidas de potencial no plano de cisalhamento da dupla camada, denominado de potencial {,
obtido por fendmenos eletrocinéticos, na parte mével da dupla camada elétrica (Shaw, 1975).

Para particulas lipidicas zwitteridnicas, como as fosfatidilcolinas, seria esperado que a
carga superficial fosse proxima ou zero. No entanto, estudos consideram que a extremidade
positiva de grupos colina, por exemplo, € deslocada em direcdo a um plano da membrana interna,
deixando a extremidade negativa do grupo fosfato mais exposta a agua (Disalvo & Bouchet 2014).

Diferentes estratégias sao propostas para modificar a carga de superficie de lipossomos de
fosfolipidios. Como ja mencionado, o seu potencial de superficie é naturalmente negativo e, por
esta razdo, os lipossomos séo rapidamente reconhecidos pelo sistema fagocitario mononuclear, o
gue ndo favorece a estabilidade lipossomal no organismo. Contudo, é possivel reduzir a
hidrofobicidade da superficie dos lipossomos, através da adsorcdo fisica (ou fisissorcdo) de
polimeros baseados em PEO, por exemplo, e deste modo, fazer o sistema lipossomal permanecer
por mais tempo no organismo (Calvo et al., 2001; Soppimath et al., 2001).

Na Figura 8 estdo representadas duas possiveis orientacdes da cabeca polar lipidica, que
reflete nos valores de potencial . Quando o grupo colina encontra-se acima do plano da bicamada
lipidica, valores positivos sdo atribuidos ao potencial {; porém se o grupo colina estiver abaixo do
plano, valores negativos séo atribuidos ao potencial { (Disalvo & Bouchet 2014; Fatouros &
Antimisiaris 2002).
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Figura 8: OrientacOes de grupos colina, acima da bicamada lipidica (a) e abaixo da bicamada lipidica (b), a partir de
férmulas estruturais de fosfatidilcolinas.
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Fonte: O préprio autor do trabalho.

Um valor de potencial ¢ relativamente alto, maior do que - 30 milivolts (mV) ou + 30 mV,
¢ importante para manter a estabilidade fisico-quimica da suspensdo coloidal, pois forcas
repulsivas tendem a evitar a agregacdo em funcdo das colisdes ocasionais de nanoparticulas
adjacentes (Muller-Goymann 2004; Schaffazick et al., 2003). Caso a suspenséo coloidal contenha
tensoativos ou surfactantes, como polimeros anfifilicos, a estabilidade das suspensdes vesiculares,
podem ser da ordem proxima aos - 20 mV (Mishra et al., 2009).

Esta analise fornece, portanto, parametros quanto a natureza hidrofébica e a carga do
sistema lipossomal, que sdo fatores importantes para sua permeabilidade através da membrana
celular, além da capacidade de ligagcdo de hidrogénio e/ou ligacéo eletroestatica entre compostos

e a membrana (Naoi et al., 1977).
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2.2.5DLS

O DLS é uma técnica ndo invasiva usada para medir o tamanho e a homogeneidade de
particulas submicroscépicas e também nanoscopicas, entre estas as lipossomais (Muller-
Goymann, 2004). A partir destas medidas, pode-se também, avaliar possiveis agregacoes e fusdes
entre as vesiculas lipossomais, causados por instabilidade das mesmas em fungéo dos constituintes
de membranas (Komatsu et al., 1999; Schaffzick et al., 2003). Entretanto, em particular, bicamadas
lipidicas zwitteridnicas de Aso, fosfatidilcolinas e fosfatidiletanolaminas, que possuem grupos da
regido polar altamente hidratados, previnem de forma mediana que suas bicamadas nao irdo aderir
ou agregar fortemente entre si, e ndo irdo se fundir, mesmo sob condi¢fes onde ndo ha forca
eletrostatica repulsiva. Forcas de hidratacdo repulsivas entre duas bicamadas lipossomais, surgem
sempre em que hé grupos de superficie hidratados (hidrofilicos). A medida que as duas superficies
se aproximam, a agua entre estas superficies é removida em direcdo ao meio que € energeticamente
desfavoravel e comportam-se como forcas de hidratacdo repulsivas entre elas (Komatsu & Okada,
1995).

O tamanho das vesiculas lipossomais sdo determinadas em fungdo do movimento
Browniano, decorrente de colisdo aleatdria entre as proprias, dispersas em solucdo. A luz laser é
incidida sobre estas vesiculas e espalhada em diferentes intensidades, em um angulo fixo. Forma-
se, entdo, um padrdo de movimento que determina o seu tamanho. As particulas maiores se movem
mais lentamente que as menores, consequentemente, a taxa de flutuacdo da luz espalhada pelas
vesiculas também € mais lenta (Figura 9). Espalhando um padrdo de intensidade, estdo
correlacionados com eles mesmos (auto - correlacdo) apos intervalos de atraso, curtos de tempo

para monitorar a deterioracdo continua da correlacéo (Falke & Betzel 2019).
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Figura 9: llustracdo generalizada da intensidade dependente do tempo da luz espalhada por particulas, que esta
flutuando devido ao movimento browniano.
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Fonte: Adaptado de Falke & Betzel 2019.

Dependendo da velocidade de difusdo das particulas, as constantes de tempo de decaimento
da correlagdo, que sdo derivadas da funcdo de autocorrelacdo exponencial (FAE), sdo
individualmente diferentes. As constantes de tempo de decaimento de pequenas particulas séo
mais curtas de acordo com a dependéncia da velocidade de difusdo na massa da particula. Portanto,
dependendo do tamanho da vesicula, a velocidade de difuséo e a escala de tempo do declinio do
coeficiente de correlagdo, varia. Sendo assim, as fungdes de autocorrelagdo (g (1)) para uma

espécie de vesiculas menores e maiores variam (Figura 10).

Figura 10: llustracdo esquematica da autocorrelagdo. A esquerda o grafico das flutuacdes da intensidade da luz
espalhada devido a variacéo na densidade de particulas no volume de observacdo, em um intervalo de tempo (t) de t,
(tempo inicial) a t, (tempo final). A esquerda o grafico das duas fun¢des de autocorrelagdo (g (t)) para uma espécie
de particula pequena, em verde e uma maior, em azul.
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Fonte: De Falke & Betzel 2019.
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A FAE de luz espalhada no tempo t, dependendo do atraso do tc, € gerado durante a analise
de DLS (Falke & Betzel 2019).

O FAE pode ser avaliado pelo algoritmo CONTIN (Provencher, 1982), que permite ajustar
até mesmo um decaimento complexo de correlacdo em solugdes polidispersas para calcular as
respectivas constantes de difusdo translacional (D) e processar os dados. Como para a maioria das
medicdes a temperatura (T) é mantida constante e a viscosidade (n) da solucdo de amostra é
conhecida, ou D pode ser usada para determinar o raio hidrodindmico (r») de uma particula esférica
correspondente, de acordo com a equacdo de Stokes (Equacdo 3), onde Kg é a Constante de
Boltzmann 1,380648 x 102 J K™,

D=k.B.T Equacao (3)
6. n.m

A luz espalhada normalmente sobre as particulas ndo é coerente, ja que as ondas esféricas
interferem umas nas outras. E a intensidade da luz espalhada | depende de outros parametros de
configura¢do, como o comprimento de onda A, o angulo de espalhamento ¢, a distancia de
espalhamento da particula s, o indice de refracdo n do meio e o raio da particula r, conforme a
Equacdo (4) (Falke & Betzel 2019).

I=1lol67*1+cos?@|n*—1|2%r® Equagio (4)

4 252 |n2+2

A secdo transversal de espalhamento é obtida pelo valor médio de I, sobre todos os angulos
de espalhamento. A | é inversa proporcional a quarta poténcia do A do laser, o que torna o A mais
curto, favoravel para a deteccdo de moléculas que se espalham discretamente. A intensidade de
dispersdo da luz € diretamente proporcional a sexta poténcia do didmetro da particula.
Consequentemente, as vesiculas maiores contribuem mais para a intensidade de espalhamento,
tornando a anlise de DLS, particularmente, sensivel para vesiculas maiores, em comparagdo com
as menores (Falke & Betzel 2019).

A homogeneidade (refletida pelo tamanho particular e distribuicdo do mesmo no sistema)
da suspensao ¢ obtida pelo indice de polidispersédo (PDI). O PDI indica a formacao de sistemas

mono ou polidispersos, a estabilidade fisica das suspensdes (Muller-Goymann, 2004) e mostra o
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quanto o diametro das vesiculas desviou-se da média. Sistemas monodispersos sao indicados por
valores de PDI menores que 0,3 (Mishra et al., 2009).

A anélise é efetuada em uma ampla faixa de raios hidrodindmicos, de abaixo de 1 nm até
alguns pm, ou seja, uma faixa de peso molecular de 10 kDa a varios MDa (Falke & Betzel 2019).
Os lipossomos possuem didmetros que variam entre 20 nm e dezenas de micrometros (um). Neste
contexto, como exemplos, caso o tamanho varie entre 100 nm e 200 nm, podera ser aplicado via
parenteral, haver4& um aumento das concentracBes destes no cérebro, aléem de atrasar o
reconhecimento e depuracdo da corrente sanguinea dos lipossomos pelos macréfagos (sistema
fagociticos mononuclear), gerando maior tempo de circulacdo prolongada no organismo (Batista
et al., 2007, Ulrich et al., 2002). Diametros de vesiculas entre 200 e 400 nm administrados via
parenteral, sdo removidas mais rapidamente do sangue, pelos macr6fagos do que as vesiculas
menores. Em geral, sdo utilizadas como modelos para estudos das propriedades estruturais e
termodinamicas das membranas ou como carreadores para aplicacdes topicas (Laverman et al.,
1999). A analise de DLS fornece, portanto, informacdes relevantes sobre o tamanho e estabilidade
de lipossomos livres e o efeito da insercdo de um composto no didmetro destes (Calvo et al., 2001;
Soppimath et al., 2001).

2.2.6 UV-Vis - Turbidez

As energias relacionadas as variacdes entre os estados de vibracdo e rotacdo que as
moléculas podem apresentar, ocorre na faixa de comprimento de onda (1) de 200 nm a 400 nm do
espectro na regido do ultravioleta, e na regido do visivel no A de 400 nm a 800 nm.

Na espectrofotometria de UV-Vis a amostra absorve uma parte da radiacao ultravioleta, ou
visivel incidida na mesma. Cada composto absorve em um A especifico que gera um espectro,
picos de absorcdo que estdo correlacionados com a ligacdo intramolecular e intermolecular
existente na amostra, propiciando distintos modos vibracionais e rotacionais (Skoog et al., 1998).
Esta luz excita os elétrons da molécula, dando origem as chamadas transigdes eletronicas. Nestas
transicOes os elétrons de valéncia passam de seu estado fundamental para estados de mais alta
energia (estado excitado). Ao retornar para o estado fundamental, o excesso de energia é emitido
na forma radiativa (luminescéncia, fosforescéncia) ou na forma néo-radiativa (sem reemissdo de
luz) (Paiva et al., 2010; Skoog et al., 1998).
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Em geral, o féton quando encontra uma vesicula pode passar sem interagir (ser
transmitido), ser absorvido (por exemplo, por um fluoréforo) ou espalhar por fora da vesicula sem
alterar seu A (Wang,et al., 2019). Quando um foton passa por uma amostra, existem quantidades
analogas que descrevem o efeito de toda a amostra na luz. A extincéo €, refere-se a atenuagéo dos
fotons & medida que passam por uma amostra e consiste na atenuacdo devido a absorcao
(absorbancia, A) e na atenuagdo devido ao espalhamento (te). Embora os espectrofotémetros
relatem A, como a quantidade que € realmente medida, quantidade de luz que ndo passa através da
amostra em direcdo a um detector situado em frente a fonte de luz (€). Sendo assim, lp € a
intensidade da luz incidente, | € a intensidade da luz que entra no detector e 7" é a extin¢ao devido
ao espalhamento, na A de um espectrofotémetro tipico (equacéo 5) (Wang, et al., 2019; Skoog et
al., 1998).

Abs=-logio(I/l))==A=T (Equacéo 5)

Para amostras com dispersdo de luz insignificante (t = 0), a quantidade medida € € igual a
uma A verdadeira, e a concentracdo de uma amostra pode ser determinada usando A = éac |,
também conhecida como lei de Beer-Lambert. Onde, &a € 0 coeficiente de absor¢do molar, ¢ é a
concentracdo da molécula absorvente e | € o comprimento do caminho (geralmente através de uma
cubeta, | aproximadamente 1 cm). Ao descrever amostras ndo absorventes, a atenuacdo total da
luz ap6s ela passar por uma amostra é geralmente descrita por uma turbidez t, (Equacéo 6), 0 Osca
é a secdo transversal de espalhamento por espalhador (por exemplo, uma vesicula, [6sca] = m?) e

N ¢ a densidade do nimero de vesiculas ([N] = m) (Wang, et al., 2019).

tu=-In(1/1p) = Osca N | (Equacéo 6)

A turbidez de uma amostra ndo absorvente (A = 0) pode ser medida em um
espectrofotdmetro (Equacbes 5 e 6). A " absorcéo € " medida em espectrofotdmetros € linearmente
proporcional a ty.

Para uma concentracdo (c) de um sistema anfifilico, a densidade do namero de vesiculas N
pode ser reescrita como a Equacéo 7, onde Na € o numero de Avogadro, L é o nimero de moléculas

anfifilicas por vesicula, a é a area por anfifilico em uma membrana e, a area total do folheto ¢ a,
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= Xi 8 =%, onde ri € o raio de cada uma das membranas na vesicula (medida do centro da vesicula

até o meio da membrana) (Wang,et al., 2019).

N=103cNa/L=10%cNa(as/a)* (Equacio 7)

O fator 1000 ¢ devido a diferenca em unidades de volume entre a densidade numérica N

(m3)eac (mol/L). Aty (Equacio 6) torna-se entdo a Equacéo 8.

tu=6scaN1=10°c Naal Gsca/ ay (Equacio 8)

Como na ty ha uma escala linear entre ¢ e o I, também podemos definir o coeficiente de
turbidez molar, €& em & =t/ cl = 10 Na a 6sa / av, que tem unidades M*cm™ anéalogas ao
coeficiente de absorcdo molar €a na Equacgéo 5. Para amostras de absor¢do, podemos substituir
Osca pela secdo transversal de absor¢do Gans na Equacdo 8 e encontrar a absorbancia medida em

um espectrofotémetro, Ae (Equacéo 9).

A¢ = Oaps NI = 103 cNa al Osca /ay (Equagio 9)

A Gsca € a Gaps podem ser calculados pelo HoloPy, um software livre que pode ser
encontrado em https: // github.com/manoharan-lab/holopy, como um recursivo algoritmo de Yang
dentro do pacote de espalhamento de luz HoloPy (Wang,et al., 2019).

Os ensaios de UV-Vis podem ser usados em medidas de turbidez dos lipossomos, que
descrevem a regido apolar dos fosfolipidios em rigida ou fluida, ao incorporar um composto no
sistema lipossomal. A membrana com a regido apolar rigida, ou seja, maior empacotamento
molecular ou ordenamento apresentara maiores valores de absorbancia e turbidez; o contréario
também ¢ verdadeiro (Sousa et al., 2013). Os ensaios de UV-Vis também podem informar a
estabilidade e/ou diametro dos lipossomos (Elsayed & Cevc 2011; Matsumaki et al., 2000; Wang
etal., 2019). Sivakumar & Rao (2001), por exemplo, descreveram estudos de sistemas lipossomais
polimerizados e monoméricos, constituidos de uma mistura de poli (etilenoglicol)se-dimetacrilato
e metacrilato de colesteril. A medida da turbidez foi usada para demonstrar que os lipossomos
polimerizados sdo mais estaveis que os lipossomos monoméricos (Sivakumar & Rao 2001). Por

outro lado, Wang e colaboradores (2019) associam a turbidez dos fosfolipidios, ndo sO a
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estabilidade do sistema, mas a outras propriedades como tamanho, lamelaridade e fluidez, sendo
a lamelaridade um fator diferencial no método turbidimétrico para os estudos de tamanho. Estes
estudos foram comprovados atraves de célculos matematicos usando o modelo de Lorenz-Mie
(Wang et al., 2019).

Quando as analises de UV-Vis sdo atribuidas ao diametro dos lipossomos, menores valores
de absorbancia e turbidez sdo relacionados ao tamanho de vesiculas menores; em contra partida,
maiores valores de absorbancia e turbidez sdo correspondentes ao tamanho de vesiculas maiores.
Para vesiculas em que os constituintes (membrana e 0 meio dispersante) ndo tem nenhum contraste
de indice de refragdo (Nmembrana = Nmeio dispersante), & turbidez do sistema aumenta, aproximadamente,
com o logaritmo do tamanho da vesicula, para uma concentracéo total fixa de lipidios semelhantes
ao acido oleico (presente na Aso) em amostras (Wang et al., 2019), por exemplo. Uma particula
esférica homogénea é completamente descrita como um dispersor de luz em termos de seu indice
de refragdo, np, e raio, r. O Gltimo define a area de superficie, A = 4nr?, e o volume, V = (41 / 3)
r3, de uma Unica particula de dispersio (Elsayed & Cevc 2011). A concentragio do nimero de tais
particulas homogéneas em suspensao, isto €, 0 nimero de particulas esféricas por unidade de
volume da suspensdo, € Np = ¢/Vp. Sendo ¢ a concentragdo do material da particula (peso / volume)
e p a densidade da particula. Descrever uma esfera com nucleo por camada esférica como um
dispersor de luz, requer conhecimento do nucleo e dos n da superficie, no caso, camada, nlcleo e
Ncamada; 8iNda, O raio externo da superficie, reamada € @ espessura da superficie, dcamada (ElSayed &
Cevc 2011).

Atribuir dados de turbidez ao parametro correto da vesicula é um desafio. Entretanto o UV-
Vis quando associado a outras técnicas, torna-se versatil, a partir da compreensao dos parametros

envolvidos.

2.2.7DSC

A DSC pode quantificar a variacdo de energia em uma transicdo de fase de um sistema, a
partir de uma relagdo entre temperatura e o fluxo de calor em funcdo do tempo. Assim, pode-se
obter informagdes sobre parametros termodindmicos da transicdo de fase L para La em amostras,
como as membranas lipidicas (Castelli et al., 1997), por estudos de Tm. Como ja definida

anteriormente, a Tm € a temperatura em que ha presenca de 50% de lipidios em estado L e 50%
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em Lo (Qie et al., 2012) (4G = 0), ou seja, quando ndo ha diferenca de energia livre entre as duas
fases, caracterizados por um calor latente (absorc¢do ou liberacéo de energia).

A Tm € especifica para cada lipidio, sendo assim a Tm dos fosfolipidios depende da natureza
do grupo polar, comprimento e grau de insaturacdo das suas cadeias de hidrocarboneto. A Tr tende
a aumentar com o aumento do tamanho das cadeias apolares e diminuir com o grau de insaturacao
(New, 1990). A insercdo de compostos nos lipossomos, pode alterar a Tm do lipidio que os
compdem (Atkins et al., 2008).

O aparelho de DSC fornece diretamente a medida de calor especifico da dispersao lipidica,
através de um pico no qual pode se obter o valor de Tm. A diferenca entre o fluxo de calor da
amostra e a de um material de referéncia e detectada ao usar células de aluminio, uma contendo a
referéncia e a outra a amostra (McElhaney et al., 1982). A amostra e a referéncia que, inicialmente
apresentam diferenca de temperatura igual a zero, sdo aquecidas sob uma taxa fixa. Quando ocorre
uma transicao de fase ou um rearranjo molecular na amostra, a variacdo de temperatura (AT) tera
valor diferente de zero, em fungdo de uma variacdo na distribuicdo do estado energético na
amostra, gerando os picos no espectro de DSC. Em aparelhos de DSC por fluxo de calor, as células
de aluminio sdo aquecidas por uma Unica fonte de calor. Se a amostra sofrer algum tipo de
modificagdo em sua estrutura, o sinal correspondente a média de AT, sera convertido como uma
diferenca de potencial elétrico (em Watts, W) (McElhaney et al., 1982). Este procedimento,
portanto, utiliza o recurso termo elétrico para medir a AT entre os recipientes de referéncia e
amostra.

Cada substancia apresenta uma capacidade distinta de armazenamento de energia interna,
a relacéo entre troca de calor e a variagdo de temperatura depende das propriedades da estrutura
em questdo (Atkins et al., 2008). Sendo assim, a troca de calor pode ocorrer com mudancas de
temperatura ou ndo, pois a transferéncia de energia para um corpo pode aumentar a energia cinética
de suas moléculas, elevando sua temperatura, mas pode também aumentar a rotacdo e vibracéo
destas moleculas, assim como alterar sua energia potencial. Neste Gltimo caso, ndo se observa
variacdo de temperatura (Riske & Perez 2014).

Como a medida de DSC é feita a pressdo constante, o calor absorvido durante a T € igual
a variagdo de entalpia (4H) da transicdo gel-fluido (Riske & Perez 2014). A 4H é, portanto,
associada a processos exotérmicos e endotérmicos. O valor de 4H para 0s eventos térmicos

obtidos, € fornecido através da integracdo da area sob o pico correspondente.
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Os picos gerados no espectro de DSC serdo exotérmicos quando houver a liberacéo de calor
pela amostra durante a transicdo de fase. A amostra estard em um estado mais energeético e
transitard para um estado mais estdvel ou de menor energia. J& os picos gerados nas analises de
lipossomos sdo endotérmicos, onde ocorre absor¢do de calor pela amostra. Havera uma transicao
de fase ou de fusdo (Hohne et al., 1996). A transicédo de fase principal Lp para Lo (Figura 11) é
um exemplo de transicdo endotérmica. E assim, através destes eventos térmicos, pode-se analisar
a ordem do sistema lipossomal, pelas medidas de Tm, ap0s a inser¢cdo de compostos como, por
exemplo, de polimeros. Vale salientar que em misturas de fosfolipidios, a deteccdo da Tm é

dificultada, pois a heterogeneidade do sistema alarga os picos de DSC.

Figura 11: Representacdo das transicdes de transi¢do de fase dos lipidios.

ATm

Fase gel-sdlido ou Lp Fase cristal-liquido ou La

Fonte: O préprio autor do trabalho.

Os lipidios podem apresentar diferentes estados de fases em funcdo da temperatura (e
outros fatores, tais como pressdo) que estdo submetidos, na qual se destaca a fase L e a fase La.
Na fase LB os lipidios estdo numa razdo conformacional trans/gauche elevada, as cadeias de
hidrocarboneto ficam distendidas perpendicularmente ao plano da bicamada lipidica, que geraum
elevado grau conformacional, rotacional e translacional a bicamada (Lee & Chapman 1986). Em
particular, a fase LB de membranas fosfolipidica, pode ser atribuida as interac6es repulsivas dos
grupos da cabeca polar. Isto se deve ao fato de que a interacdo repulsiva do grupo de cabeca polar,
impede que as moléculas perpendiculares a bicamada se aproximem o suficiente, para minimizar

as interacdes de van der Waals entre as cadeias de hidrocarbonetos; entretanto, as cadeias
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totalmente trans podem estar localizadas proximas entre si (Nagle, 1980; Lee & Chapman 1986).
A Tn também ¢é influenciada por uma ligacdo de hidrogénio fraca e transitoria que ocorre em
apenas cerca de 3% de todas as moléculas, e que propicia um pequeno efeito na mobilidade lateral
entre os grupos fosfato e grupos etanolamina (CH2(NH2)CH.O-, componente da Aso).
Circunstancia que inibe a expanséo lateral da bicamada, um recurso necessario da transicdo de
fase. Esta ligacdo de hidrogénio contribui para o aumento da Tm (Nagle, 1980).

Conforme mencionado nas anélises de HATR-FTIR, as cadeias de hidrocarbonetos dos
lipossomos estdo associadas a conformacdo de ligacGes trans e gauche, consequentemente ao
estado de fase lipidico (Lee & Chapman 1986). Quando os lipidios estdo em uma fase mais
ordenada (conformacdo trans), as cadeias dos metilenos estdo organizadas paralelamente (Nagle,
1980), apresentando menor mobilidade, com maior grau de empacotamento molecular, estardo em
uma fase LP. As posicdes das regides polares dos lipidios no plano da bicamada estdo
correlacionadas, formando uma rede quase cristalina de arranjos hexagonais ou ortorrdmbicos.
Quando os metilenos mudam o estado de fase para uma fase mais desordenada, estas apresentam
varios isémeros, e podem ser encontradas as configuracdes trans e gauche. Os lipidios que
apresentam isomerizacdes gauche ocupam uma &rea maior no plano da bicamada, e menor
extensdo ao longo desta. Portanto, a area por lipidio aumenta consideravelmente na transicédo de
fase LP para Lo (aproximadamente 25%) e a espessura da bicamada diminui (proximo de 15%).
As interacBes entre os lipidios encontram-se mais fracas. No plano da membrana as cabecas
polares apresentam alta mobilidade lateral. As cadeias dos metilenos estdo desorganizadas entre si
apresentando maior mobilidade, com menor grau de empacotamento molecular, caracterizando a
fase Lo (Mannock et al., 2010). E interessante mencionar que a espessura da bicamada é definida
basicamente pelo comprimento de dois (2) lipidios, entre dois (2) e cinco (5) nm. A espessura é
dada como cerca de quatro (4) nm para vesiculas com diametro da ordem proxima de 200 nm
(Apolinario et al., 2017).

Para sistemas lipossomais em que sdo adicionados colesterol, este causa um aumento na
proporcao de conférmeros gauche abaixo da Tm, € uma diminui¢ao desses conférmeros acima da
Tm, em comparagdo com uma bicamada lipidica na auséncia de colesterol. Através da técnica de
HATR-FTIR, um aumento na proporcdo de conférmeros gauche é refletido em um aumento no
namero de onda referente a banda do vas € vs de CH2 em temperaturas abaixo da Tm. Isto torna as
informacdes obtidas pelas técnicas de FTIR e DSC complementares entre si (Lee & Chapman,
1986).
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A 4H pode ser influenciada pelas forcas de ligacdo entre um lipidio e um aa como o Trip,
que incluem interacGes hidrofobicas, eletrostaticas, ligacbes de hidrogénio e forcas de van der
Waals. De acordo com os parametros termodinamicos, o tipo de forgca de ligacdo pode ser
detectado. A 4H é considerada uma constante quando a temperatura ndo apresenta grandes
variacdes. E os valores de variacdo de 4H e AS podem ser calculados (Ross & Subramanian 1981).
Com base nisto, a relacdo entre os parametros termodinamicos e as forcas de ligacdo informam
que, quando a 4H for maior que zero, haverd um valor correspondente de AS maior que zero; logo,
as interacdes predominantes serdo as hidrofobicas; mas se AH for menor que zero, A4S também sera
menor que zero e as interacdes predominantes serdo as ligacdes de hidrogénio e van der Waals.
Caso a 4H seja aproximadamente zero (4H~0) ou for muito pequena, ¢ considerada a A4S menor
que zero e a interacdo predominante sdo as eletrostaticas (Jiao et al., 2018; Ross & Subramanian
1981).

Em processos endotérmicos as analises de absorcédo de energia necessaria para que ocorra
a transicao de fase, quanto a 4H, designa que o aumento do valor de 4H, pode indicar um estado
de transi¢cdo mais ordenado em modelos membranares. Por outro lado, a reducéo do valor de 4H
pode indicar modelos mais desordenado (Marsh et al., 1977).

Assim, os parametros obtidos via DSC propiciam informacgdes quanto a estabilidade,
associacdo/organizacdo e interacdes dos grupos presentes nos lipossomos, que sao relevantes
quanto a permeabilidade de um composto inserido em um sistema lipossomal, por exemplo
(Castelli et al., 1997; Hohne et al., 1996; Schaffzick et al., 2003).

2.3 Polimeros

2.3.1 Polimeros aplicados em sistemas lipossomais

O surgimento dos polimeros como material constituinte de nanocarreadores de farmacos,
proporcionou avangos relevantes na nanotecnologia e nanociéncia nos ultimos anos (Singh et al.,
2015; Xu et al., 2019). As aplicagdes dos polimeros ocorrem em diversas areas (Blanazs et al.,
2009; Mai et al., 2014; Singh et al., 2015; Xu et al., 2019). H& destaque no setor medicinal, onde
novos polimeros sdo sintetizados com o objetivo de propor sistemas simples, versateis e
eficientes para serem aplicados em sistemas de diagnostico e/ou tratamento de doencas (Hage,
1998; Blanazs et al., 2009).
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Os materiais poliméricos incluindo os naturais, seminaturais e sintéticos, apresentam
inimeras propriedades para modular as caracteristicas de entrega de farmacos (Masserini,
2013; Singh et al., 2015; Xu et al., 2019). Estruturas macromoleculares podem ser adaptadas, visto
que um polimero €, por definigdo, um composto quimico com moléculas (mondémeros) unidas por
ligacGes covalentes, em longas e repetidas cadeias (Brunsveld et al., 2001; Coelho & Gomes 2007).
Sendo assim, um grande numero de sistemas polimeéricos de distribuicdo de farmacos, foram
projetados de forma a alcancar uma liberacdo sustentada do medicamento. Polimeros em sistemas
lipossomais, por exemplo, fornecem um controle temporal e espacial da liberagdo do farmaco
(Rosler et al., 2001). O controle temporal enfatiza a cinética predeterminada do farmaco, ou seja,
liberacdo durante o tratamento, enquanto que o controle de distribuicao espacial, visa direcionar o
veiculo farmacol6gico para locais especificos (Qiu & Bae 2016). Desta forma, polimeros sdo, uma
classe promissora de compostos em sistemas de controle de liberacdo de farmacos, bem como na

fabricacdo de sistemas de distribuicdo de medicamentos (Folkman & Long 1964).

2.3.2 Copolimeros supramoleculares

Com o surgimento dos polimeros supramoleculares, os polimeros deixaram de estar
restritos as espécies macromoleculares, nas quais a repeticdo de unidades monoméricas €
governada principalmente por ligacbes covalentes (Brunsveld et al., 2001). Polimeros
supramoleculares, sdo polimeros baseados em unidades monomeéricas, mantidas ndo somente por
interacbes covalentes, mas também por interacbes secundarias, direcionais e reversiveis
(Brunsveld et al., 2001). Polimeros que contém a mesma unidade monomeérica sdo chamados de
homopolimeros, enquanto, os que contém duas ou mais unidades monomeéricas diferentes sdo
chamadas de copolimeros. De acordo com a disposic¢ao destes monémeros, os copolimeros podem
ser divididos em classes, tais como bloco, alternado, aleatorio, enxertado entre outros (Figura 12)
(Coelho & Gomes 2007). Estes contém segmentos funcionais, que sdo obtidos por técnicas
versateis de sintese de polimeros combinados, com estratégias adequadas, que podem ser aplicadas
a estruturas pré-formadas, ou blocos de construcéo individuais (cadeias) antes e / ou durante 0s

processos de automontagem (Giacomelli et al., 2010, Xu et al., 2019).
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Figura 12: Classificacdo dos copolimeros de acordo com a disposi¢do dos mondmeros em: bloco (a), alternado (b),
aleatorio (c) e enxertado (d).
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Fonte: O préprio autor do trabalho.

Os copolimeros em bloco sdo formados por uma sequéncia de monémeros, que podem ser
classificados em grupos, de acordo com a disposicdo de seus blocos (montagem), como do tipo
diblocos (AB), triblocos (ABA), multiblocos e estrela (Figura 13) (Qiu & Bae 2016).

Figura 13: Diferentes tipos de copolimeros em bloco: diblocos (a), triblocos (b), multiblocos (c) e estrela (d).
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Fonte: O préprio autor do trabalho.

2.3.3 Copolimeros supramoleculares: Rod-Coil

Os blocos de copolimeros podem ter diferentes ordens, assim como diferentes polaridades.
Podem ser constituidos por porcdes flexiveis, geralmente hidrofilicas, com orientacdo randémica
(Coil) e/ou por porgdes rigidas, que podem ser ou ndo hidrofébicas e possuem conformacao de
haste (Rod) (Lin et al., 2013; Apolinario et al., 2017). Estes copolimeros sdo denominados de Rod-

Coil. entretanto podem ser nomeados levando-se em consideragéo a alternancia e flexibilidade dos
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blocos de construcao, ou seja, dos seus constituintes. E assim, podem ser nomeados, por exemplo
como Rod-coil, Rod-Rod, Coil-Coil, Rod-Coil-Rod etc (Yu et al., 2019).

O bloco Rod ndo tem a mesma entropia conformacional do bloco Coil, o que restringe a
habilidade para “esticar” e se auto-organizar (Apolinario et al., 2017). Na maior parte das vezes,
os polimeros Rod exibem conformacéo anisotropica em forma de haste, com alta energia de flex&o.
Isto significa que a curvatura de polimeros Rod é restrita. Algumas destas restricdes deve-se a
presenga de conjugagdo i1 (em polimeros semicondutores, por exemplo), estruturas secundarias
helicoidais (em biomoléculas) e grupos aromaéticos que, dentre outros, levam a adogdo de
conformacd@es quase linear, além de rigida (Apolinario et al., 2017, Lin et al., 2013; Kuo et al.,
2008).

Os copolimeros do tipo Rod sdo extensivamente estudados, por conter propriedades
bioldgicas e/ou eletroluminescentes do material (Lin et al., 2013; Rizzo et al., 1986; Mai &
Eisenberg, 2012; Vriezema et al., 2003). Em contra partida, blocos do tipo Coil podem fornecer
flexibilidade ao material polimérico (Qiu & Bae 2006). Blocos Coil sdo frequentemente
investigados compondo copolimeros supramoleculares di ou triblocos, em sistemas de liberacdo
prolongada de farmacos (Xu et al., 2017). Blocos Coil em sistemas de carreadores de farmacos,
facilitam o transporte através de barreiras de membrana e aumentam a biocompatibilidade,
enguanto que os blocos Rod fornecem propriedades especificas ao material (Lin et al., 2013; Rizzo
et al., 1986; Vriezema et al., 2003).

2.3.4 Arquitetura de copolimeros supramolecular usados em veiculos farmacoldgicos

Os processos de diversos tipos de automontagem de copolimeros, a partir de uma variedade
de interacGes supramoleculares, permitem uma diversidade de arquiteturas poliméricas, com base
na combinacio e modulagbes de propriedades, tais como as farmacoldgicas. A medida que nano
sistemas foram desenvolvidos, a importancia das relacbes de propriedades da arquitetura
polimérica foi gradualmente detectada e enfatizada (Folkman & Long 1964; Qiu & Bae 2006).
Sendo assim, polimeros anfifilicos supramoleculares tornam-se uma importante estratégia para
funcionalizar e auxiliar no direcionamento do sistema farmacoldgico para locais desejados.
Copolimero no processo de auto-montagem em reagdes de esterificacbes, por exemplo, pode ser
funcionalizado com uma ou varias moléculas (Dos Santos et al., 2021), como a propriedade de

reconhecer tecido e/ou 6rgdo especifico, entre outras. Um copolimero que contém sacarideos,
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quando inserido em um nanocarreador, podera auxiliar no direcionamento do sistema até o local
alvo, com a finalidade diminuir as doses do medicamento e minimizar possiveis efeitos colaterais
(Jain et al., 2012).

Na Figura 14 estdo apresentadas algumas arquiteturas de polimeros relevantes para
aplicacdo de sistemas farmacologicos, entre os quais destacam-se 0s polimeros lineares (Figura
14 (a); ver também Figura 13 di (a), tri (b) e multiblocos (c) - Rod-Coil) para insercdo em
lipossomos. Os polimeros lineares estdo associados especialmente a polimeros sollveis em agua,
para criar conjugados polimero-farmaco. Os copolimeros ramificados (Figura 14 (b)) séo
caracterizados pela presenca de pontos de ramificacdo e mais de dois grupos terminais (Qiu & Bae
2006).

Figura 14: Arquiteturas de polimeros lineares (a) e ramificados (b).
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Fonte: Adaptado de Qiu & Bae 2006.

2.3.5 Sistemas lipossomais contendo polimeros: aplicacdes em sistemas de liberacdo de

farmacos com énfase em doencas infecciosas

Nos ultimos anos, copolimeros Rod-Coil com morfologias variadas em nanoescala, foram
obtidos e empregados em modelos de controle de liberagdo de fa&rmacos (Mai & Eisenberg, 2012;
Xu et al., 2019). Neste &mbito, uma nova classe de vetores hibridos que mimetizam a composicéo
lipidica de envelopes virais, tem sido evidenciada com sucesso em terapia génica, tanto para
estudos in vitro quanto in vivo, e é denominada de envelopes virais artificiais. Os envelopes virais

artificiais, podem ser obtidos a partir de sistemas lipossomais contendo polimeros Rod-Coil
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glicosilados ou ndo, com o objetivo de transportar por exemplo, sequéncias de acido
desoxirribonucleico (DNA) (Al-Dosari & Gao 2009; Pinnapireddy et al., 2019; Ramamoorth &
Narvekar 2015). Embora este veiculo de entrega de genes apresente atividade terapéutica
satisfatoria, como proteger o material de entrega da degradacdo, ndo ser toxicos para as células,
ser compativeis com as mesmas, especificos para o tecido alvo e, 0 mais importante, apresentar
imunogenicidade, existe desvantagem do uso destes vetores de entrega de DNA néo viral, que é a
sua baixa eficiéncia de transfeccdo (Oliveira et al., 2018). Consequentemente, a maioria das
pesquisas em terapia génica ndo viral tem se concentrado no desenvolvimento de vetores mais
eficientes. A glicosilacdo é um dos processos nos quais os agentes virulentos usam para proteger
a proteina viral do reconhecimento imunoldgico. Neste contexto, Pinnapireddy e colaboradores
(2019) propuseram sistemas lipossomais anidnicos com polimeros glicosilados e néo
glicosilados como envelopes virais artificiais. Nestes estudos, 0s autores desenvolveram
lipossomos baseados em lipidios e colesterol, e polimero polietilenimina com e sem o glicidio
galactose (Gal), para mimetizar sistemas de envelopes virais do virus da imunodeficiéncia humana
da doenca HIV e do virus da herpes simples da doenca HSV. Os sistemas foram caracterizados de
forma fisico-quimica e morfoldgica, e foi constatado que os lipossomos com polimeros
glicosilados por Gal, que mimetizam virus, mostraram uma eficiéncia de transfeccdo maior em
comparagdo com os ndo glicosilados. Esses vetores hibridos mostraram uma toxicidade segura e
perfil de hemocompatibilidade. Os estudos foram considerados pré-requisitos essenciais para a
continuidade de estudos in vivo.

Polimeros contendo uma porcéo glicidica sdo frequentemente aplicados em lipossomos
(Figura 12), pois a porcao glicidica pode atuar como vetorizador e como ligantes de superficie das
vesiculas, fazendo com que sejam reconhecidos e endocitados por receptores de lectina nas células.
Além disto, podem aumentar a capacitacdo celular de um farmaco, como por exemplo, da
azidotimidina (farmaco antiviral, HIV) que é substancialmente aumentada em lipossomos
revestidos por Gal (Jain et al., 2012). Além disso, a porcéo glicidica contribui com diferentes
propriedades benéficas em formulages, incluindo caracteristicas furtivas, propriedade bioadesiva,
bioestabilidade, solubilidade e toxicidade reduzida do transportador e do farmaco, com melhor
perfil farmacocinético e indice terapéutico superior, por especificidade aos tecidos-alvo (Jain et
al., 2010; Nahar et al., 2006). Além da azidotimidina, os carreadores glicosilados tém sido

utilizados com sucesso para entregar outros agentes terapéuticos, tais como o antiviral estavudina,
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os farmacos anticdncer metotrexato e doxorrubicina, farmacos antituberculose, como
rifampicina, além de antigenos, como por exemplo, genes (Jain et al., 2012).

Os polimeros contendo um dos seus blocos constituido de aa, podem ser sintetizados e
inseridos em lipossomos (Dos Santos et al., 2021). Este sistema é uma alternativa de relevancia
para 0s avangos de sistema de nanocarreadores lipidicos, visto que os aas possuem funcdes
importantes. Citando o Trip, 0 aa tem sido cada vez mais evidenciado por apresentar respostas
imunoldgicas, como as inflamatdrias, reducéo do estresse e na melhoria dos transtornos de humor
(Le Floc'h et al., 2010). O Trip atua como antimicrobiano, inibe a biossintese microbiana, é
antioxidante, atua na reducao da citotoxicidade e apoptose celular (morte celular programada),
é precursor da sintese de melatonina (Lee et al., 2002), além de apresentar propriedades
eletroluminescentes (Rizzo et al., 1986), entre outros. Porém, estudos sdo necessarios para avaliar

novos sistemas e suas interacdes em diferentes niveis de integragdo (Figura 15).

Figura 15: llustragdo de novos polimeros Rod-Coil-Rod (a), cujo bloco destacado em amarelo pode consistir de
aminoacido ou glicidio para inserir em lipossomos (b).

Fonte: O préprio autor do trabalho.

O poli (6xido etileno) (PEO) é uma matéria-prima também usada na producdo de
formulagGes (Spitzer et al., 2002; Mai & Eisenberg 2012). Quando inserido em lipossomos, o PEO
contribui para a estabilidade, diminuem o atrito ao passar pelos poros de membranas, como as
BHE, e auxilia na circulacdo prolongada no plasma sanguineo, pois diminui o nivel de

opsonizacao, ou seja, atrasa o reconhecimento do sistema pelos macrofagos dos 6rgéos do sistema
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fagocitico mononuclear (figado, baco, medula 6ssea). Os PEQOs sdo soltveis em meios organicos
e aquosos (Batista et al., 2007, Ulrich et al., 2002).

Outro componente que pode fazer parte da estrutura polimérica € o colesterol. O colesterol
é muito usado em formulagdes, pois ao interagir com a membrana fosfolipidica aumenta a
espessura e a resisténcia mecanica e, diminui a permeabilidade da bicamada fosfolipidica na fase
La, fisiologicamente relevante, produzindo uma fase Lo (fase ordenada de liquido lamelar),
denominada como um grau de organizagao intermediario, entre as fases L ¢ La (Mannock et al.,
2010). Além disto, é biocompativel e aumenta a estabilidade dos lipossomos in vivo (Masserini,
2013). Por ser biocompativel, o colesterol pode passar pelo plasma e ser transportado pela
lipoproteina Apolipoproteina E (apoE) (um constituinte protéico) juntamente com outros lipidios,
para o sistema nervoso central (SNC). Complexos formados a partir de lipoproteinas podem ser
absorvidos no cérebro atraves do reconhecimento de apoE por receptores especificos na BHE (Bu,
2009; Laskowitz et al., 2001).

Considerando a rota sintética de preparo dos polimeros em questéo, a reacdo de cicloadicao
1,3-dipolar envolvendo azidas orgénicas e alcinos terminais, denominada de reagdo “Click
Chemistry”, ao formar o heterociclico 1,2,3 triazol propicia uma diversidade de moléculas com
funcBes variadas. O 1,2,3-triazol € um heterociclico de origem exclusivamente sintética, com um
vasto campo de aplicacdes, com destaque para o desenvolvimento de novos farmacos (Melo et al.,
2006).

Dal-Bé e colaboradores (2011), sintetizaram duas (2) novas estruturas de copolimeros
triblocos, sendo um dos blocos constituido de uma cadeia de hidrocarboneto com 18 atomos de
carbono, como espacador um Unico bloco de PEG e, um terceiro bloco formado pelo 1,2,3 triazol,
responsavel por conectar e variar a por¢do glicidica entre n-acetilglicosamina e lactose, o N-acetil-
B-D-glucosaminida  (C1sPEGgooGICNAC) e o  Propargil-B-lactosideo  C1sPEGggolac,
respectivamente. Este procedimento deu origem ao polimero N-acetil-p-D-glucosaminil-PEGgoo-
docosanato (C22PEGeooGIcNAC) (Dal-B6 et al., 2011; Dal-Bo et al., 2014), que mais tarde foi
inserido em lipossomos (Micheletto et al., 2015) e, posteriormente, foi inserido neste sistema uma
proteina, a lectina de Bauhinia variegata (BVL) (Dos Santos et al., 2016). A reacdo de “Click
Chemistry ” entre a azida terminal e &lcool propargilico possibilitou a variacdo da porcao glicidica
nos polimeros (Dal-Bo et al., 2011; Dal-Bé et al., 2014) de forma rapida, termodinamicamente
favoravel e estereoespecifica (Sharpless et al., 2001). Modificar as porc¢des glicidicas dos

polimeros que foram inseridos em lipossomos e, realizar as caracterizagOes fisico-quimicas dos
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modelos, contribuiram para a escolha adequada de materiais, para aumentar a eficiéncia dos
sistemas, ou como agente terapeutico (BVL como um farmaco) ou como um sistema vetorizador
(BVL atuando no reconhecimento celular) para carrear farmacos.

Apesar de ndo constar no ambito de “Click Chemistry”, é também importante ressaltar que
Mohr e colaboradores (2014), geraram duas estruturas de copolimeros diblocos, constituidos de
colesterol e PEG para serem inseridos em lipossomos. Uma estrutura consistia em um dnico
segmento de PEG, enquanto a outra consistia em varios segmentos multifuncionais. Os polimeros
promoveram melhoras na solubilidade aquosa, resisténcia a adsorcéo de proteinas e protecdo dos

lipossomos (Mohr et al., 2014).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Realizar a sintese e a caracterizacdo de um novo polimero Rod-Coil-Rod, contendo um
aminoéacido, o colesterol-poli (6xido etileno)-triptofano (Col-PEO-Trip). A partir deste e de outros
dois novos polimeros glicosilados tambem do tipo Rod-Coil-Rod, o colesterol-poli (6xido etileno)-
1,2,3-triazol-galactose (Col-PEO-Gal) e o colesterol-poli (6xido etileno)-1,2,3-triazol-n-
acetilglicosamina  (Col-PEO-GIlicNAc), realizar as caracterizagbes  espectroscpicas,
espectrofotométrica e termoanalitica de seus efeitos em sistemas lipossomais. Desta forma,
contribuir com o “design ", ou planejamento, de novos sistemas para diagndstico e tratamento de

doencas, como as associadas as infecces virais.

3.2 Objetivos especificos

v Sintetizar um novo polimero do tipo Rod-Coil-Rod, o Col-PEO-Trip e caracteriza-lo por
RMN de *H e de **C e por FTIR;

v Obter os polimeros Col-PEO-Gal e o Col-PEO-GlicNACc;

v Produzir lipossomos de Aso (controle);

v Incorporar os polimeros do tipo Rod-Coil-Rod o Col-PEO-Trip, Col-PEO-Gal e o Col-
PEO-GIlicNAc em lipossomos de Aso, obtendo-se trés sistemas distintos;

v Caracterizar a localizacéo preferencial dos polimeros no sistema lipossomal de Aso, bem

como seus efeitos nas propriedades fisico-quimicas das membranas através de técnicas

espectroscopicas, espectrofotométrica e termoanalitica;

v Avaliar a estabilidade dos sistemas a partir dos resultados obtidos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1  Reagentes e solventes utilizados

Para o desenvolvimento deste trabalho, a Aso foi fornecida pela Solae do Brasil, S.A.
(Esteio, Brasil). A composicdo de Aso é de aproximadamente 75% de distearoilfosfatidilcolina
(DSPC, 18: 0), 12% de dioleoilfosfatidilcolina (DOPC, 18: 2) e 8% de dipalmitoilfosfatidilcolina
(DPPC, 16: 0) (Micheletto et al., 2015; Mertins et al., 2015; al., 2010). Agua deuterada (D20) e 3-
(trimetilsilil) - [2,2,3,3-2H4] -1-propionato de sodio (TSP, 0,05%) foram adquiridos na Sigma-
Aldrich (Missouri, EUA). Todos os reagentes foram de qualidade comercial, e foram usados como
recebidos, sem purificacdo adicional, salvo indicacdes. Os solventes foram secos e destilados de
acordo com os procedimentos da literatura antes do uso. As placas pré-revestidas foram do tipo E.
Merck Silica Gel 60 F254 (Darmstadt, Alemanha). Para a cromatografia em coluna foi usado a
Merck Silica Gel 60.

4.2 Métodos de preparo

4.2.1 Sintese dos polimeros Rod-Coil-Rod
A seqguir sdo descritas as vias de obtencdo dos polimeros Col-PEO-Trip, Col-PEO-Gal e
Col-PEO-GIicNAc.

4.2.1.1 Sintese do polimero Col-PEO-Trip

O novo polimero Rod-Coil-Rod, o Col-PEO-Trip, foi obtido pelo método adaptado de
Michelleto e colaboradores (2015) e Dan-bo e colaboradores (2008), de acordo com o Esquema 1.
E 0 mecanismo proposto, encontra-se em anexo na se¢do 8. O Col-PEO-Trip foi sintetizado, com
participacdo da autora do trabalho, no Laboratério de Processamento de Polimeros Avancados
(LAPPA), localizado na Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC) em Criciima, Santa
Catarina.
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Esquema 1: Representacdo esquematica da rota da sintese do novo polimero colesterol-PEO1go-triptofano (Col-
PEO-Trip). A 1% etapa (i): obtengdo do hemisuccinato colesteril, a 22 etapa (ii): obteng&o do colesterol-PEO1qm0 € a 32
etapa (iii): obtencdo do colesterol-PEO1gpo-triptofano (Col-PEO-Trip).
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Polimero, colesterol-PEOxo00-triptofano (Col-PEO-Trip)

A sintese foi realizada em trés etapas:

i) 12 Etapa = A primeira etapa esta relacionada a modificacdo quimica do colesterol com
anidrido succinico, para a obtengdo do hemisuccinato colesteril. O colesterol (1,93 g; 5 mmol),
anidrido succinico (0,75 g; 7,5 mmol) e 4-dimetilaminopiridina (DMAP) (0,61 g; 5 mmol), foram
solubilizados em 30 mL de cloreto de metileno e a mistura foi aquecida a 65 ° C. A reacdo foi
monitorada por cromatografia em camada delgada (TLC, do inglés “Thin Layer
Chromatography”’) por aproximadamente 12 horas. A mistura foi adicionada o sulfato de sodio
(Na2SO4) e evaporada sob pressdo reduzida. Por fim, foi obtido o hemisuccinato colesteril, na
forma de um precipitado branco, que foi, entdo, isolado por cromatografia em coluna de silica gel,
usando cloreto de metileno: metanol (9: 1 v / v) como eluente, e obteve-se 0 hemisuccinato
colesteril puro (1,94 g, 80%).

ii) 22 Etapa = Na etapa seguinte, a partir de uma reacdo de esterificacdo, foi obtido o
colesterol-PEOz1000. A N, N'-diciclohexilcarbodiimida (DCC) (0,680g, 3,3 mmol) e o catalizador
DMAP (0,092g, 0,75mmol), foram adicionados a um béquer que continha o cloreto de metileno
anidro (30 mL), uma solucio de PEO (1000 g.mol™) (3 g, 3 mmol) e hemisuccinato colesteril (1,46
g, 3 mmol), sob agitacdo magnética. A reacdo foi monitorada por TLC, e apds 48 horas a
temperatura ambiente, sob atmosfera de nitrogénio (N.), a mistura foi filtrada sobre uma fina

camada de Celite e evaporada sob pressao reduzida. Foi obtido um composto oleoso e incolor, que
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foi isolado por cromatografia em coluna de silica gel, usando o cloreto de metileno: metanol (15:
1 v /v) como eluente e obteve-se o colesterol-PEO1o000 puro (3,37 g, 75%).

iii) 32 Etapa = Por fim, na terceira etapa, o0 Col-PEO-Trip foi obtido por uma reacdo
também de esterificaco, a partir do colesterol-PEO1000 com o Trip como reagente, DMAP e DCC,
(Dan-bo et al., 2008). O DCC (0,309 g, 1,5 mmol) e o DMAP (0,183 g, 1,5 mmol) foram entéo,
adicionados a um béquer que continha o cloreto de metileno anidro (30 mL), uma de solugédo de
(S) -2-Amino-3- (Acido 1H-indol-3-il) -propi6nico (Trip) (0,3 g, 1,5 mmol) e o conjugado de
colesterol-PEO1000 (2,25 g, 1,5 mmol), sob agitacdo magnética. Apos 48 horas a temperatura
ambiente, sob atmosfera de N2, a mistura foi filtrada sobre uma fina camada de Celite e evaporada
sob pressdo reduzida. Foi obtido um produto oleoso e incolor, 0 Col-PEO-Trip. O produto foi
isolado por cromatografia em coluna de silica gel, usando o cloreto de metileno: metanol (9: 1 v/
v) como eluente e obteve-se o Col-PEO-Trip puro (1,89 g, 75%).

4.2.1.2 Polimeros Col-PEO-Gal e Col-PEO-GIlicNAc

Os polimeros (Figural6) foram sintetizados pela equipe de trabalho do LAPPA, na UNESC
em Cricilma, Santa Catarina, ao qual acompanhei algumas das etapas no processo de obtencao e,

foram gentilmente fornecidos pelo Professor Alexandre Dal-Bo.

Figura 16: Férmula estrutural do colesterol-PEO1000-1,2,3-triazol-galactose (Aso+Col-PEO-Gal) e colesterol-
PEO1000-1,2,3-triazol-n-acetilglicosamina (Aso+Col-PEO-GlicNac), ao variar R, por galactose (Gal) (a) e n-

acetilglicosamina (GlicNAc) (b), respectivamente.
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4.2.1.3 Caracterizacao dos polimeros

As caracterizagOes espectroscopicas para identificacdo do polimero sintetizado Col-PEO-
Trip e a constatacéo de pureza, foram feitas por RMN de *H e de *3C e por FTIR.

42.131RMNde!He3C

As andlises espectroscopicas de RMN de *H e de 3C, foram realizadas a 400 e 100 MHz,
respectivamente, em equipamento Bruker Avance Il (Ettlingen, Alemanha) (disponivel na
UNESC), utilizando o cloroférmio deuterado (CDCIs) como solvente. A referéncia utilizada foi o
tetrametilsilano (TMS) (0,00 ppm) e as constantes de acoplamento (J) foram relatadas em hertz
(H2).

4213.2FTIR

Os espectros de FTIR foram adquiridos por um espectrofotdmetro Shimadzu IR Prestige-
21 (Kyoto, Jap4o) (disponivel na UNESC), com uma resolucéo de 4 cm™, empregando pastilha de
KBr (600-4.000 cmY).

4.2.2 Preparo dos lipossomos

Os lipossomos de Aso na auséncia de polimeros foram preparados na concentracao lipidica
de 10 mg.mL™. Lipossomos de Aso contendo: Col-PEO-Trip, Col-PEO-Gal e Col-PEO-GlicNAc,
continham concentracfes respectivamente de 15 mg/mL (10 mg/mL de Aso e 5 mg/mL de
polimero), sendo assim a razéo entre os componentes 2:1 (m/m, ou seja, 10 mg/mL de Aso, 5
mg/mL de polimero).

Os lipossomos do tipo LUVs foram preparados pelo método de evaporacdo por fase reversa
(Szoka & Papahadjopoulos 1978; Mertins et al., 2005). Para a obtencdo do lipossomo controle, a
Aso foi solubilizada em cloroformio (CHCl3), em um baldo de fundo redondo (volume de 25 mL)
seguido da adicdo de agua destilada (volume de 20 pL). A mistura foi submetida a banho de
ultrassom por 3 min a temperatura ambiente, produzindo as micelas reversas em uma disperséo

homogénea. O organogel foi obtido por evaporagédo do CHCI3 (temperatura do banho 30 °C) sob
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pressdo reduzida, aproximadamente de 450 milimetros de mercurio (mmHg). Os lipossomos puros
foram obtidos adicionando-se agua destilada (1 mL) ao organogel, seguido por agitacdo vigorosa.
Para a obtencdo dos sistemas lipossomais poliméricos (Col-PEO-Trip, Col-PEO-Gal e Col-PEO-
GlicNAc), foi utilizada a mesma rota, sendo o polimero solubilizado em &gua destilada e
acrescentado ao sistema na fase de hidratacdo do organogel. As etapas estdo representadas

conforme o Esquema 2.

Esquema 2: Representacéo esquematica do método de preparagdo de lipossomos por evaporagéo por fase reversa.
Solubilizagéo do lipidio (a), formacéao das micelas reversas (b), evaporagdo do solvente (c), hidratagdo do organogel
(d) e obtencéo da suspenséo lipossomal-LUVs (e).
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Fonte: O préprio autor do trabalho.

4.3 Estudo da din@mica molecular dos sistemas lipossomais-poliméricos

4.3.1 HATR-FTIR

As analises dos espectros HATR-FTIR dos sistemas lipossomal controle e lipossomais-
poliméricos (Aso-Col-PEO-Trip, Aso-Col-PEO-Gal e Aso-Col-PEO-GlicNac), foram realizados
em espectrofotdometro Shimadzu-IR Prestige-21 (Kyoto, Japao) (disponivel na FURG). Os
interferogramas foram obtidos através de 45 varreduras, com resolucdo de 2 cm™. As leituras

foram feitas na regido de 4.000 a 400 cm™ (Chen & Tripp 2008). Os espectros foram analisados
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considerando os deslocamentos do numero de onda e variagdes da largura das bandas (calculados
a 75% da altura do pico), referente as vibragdes dos estiramentos axiais (v), relacionados a grupos
especificos contidos na Aso (Chen & Tripp 2008; Moreno et al., 2009). As referidas vibracdes
foram: vas CHz e vs CHz, v C=0, v COC, vas PO2™ € vas N*(CHj3)s.

4.3.2 RMN de 'H e de 3!P

As medidas de RMN de 'H e de 3P dos lipossomos em estudo (Aso-Col-PEO-Trip, Aso-
Col-PEO-Gal e Aso-Col-PEO-GIcNAC), foram realizadas em equipamento Bruker 400 MHz
(Ettlingen, Alemanha) (disponivel no Centro Integrado de Anélises (CIA-FURG). As medidas de
T1 de *H do grupo colina lipidico (N*(CHa)s, 5=3,2 partes por milhdo (ppm)) foram realizadas a
400 MHz, em temperatura de 20 ° C, usando uma sequéncia de pulso de recuperacdo de inversao
(180-t 90 °) com intervalo de tempo de 0,2 a 12,8 s (De Lima et al., 2010; Feigenson & Chan,
1974).

As analises de CSA de 3P (Seelig, 1978) foram realizadas a 161 MHz, em temperatura de
25 ° C. O nimero de varreduras (“scans”) foi de 2.048 e o nimero de varreduras de espera
(“dummy scans ) de 4s; foi utilizado um intervalo (“delay”) de 0,2 s e um tempo de aquisi¢éo
(“acquisition time”) de 0,5111808 s. Para todas as medidas de RMN, os lipossomos foram
dispersos em H,0: D0 (80:20, v / v), e para os ensaios de RMN de *H, o sal sédico do écido 3-
(trimetilsilil) propidnico-D4 (TSP) foi usado como referéncia.

4.3.3 DLS e potencial {

As medidas do didmetro e potencial { do sistema controle, e as variagdes que os polimeros
propiciaram neste, foram realizadas usando um Litesizer Equipment 500 (Worcestershire, UK)
(disponivel na FURG). As vesiculas eram dispersas em agua milli-Q, 25 uL de amostra em 1mL
de agua milliQ. O tamanho das mesmas e o PDI foram medidos por DLS a 90 °. As anélises de
potencial { foram realizadas por espalhamento de luz eletroforética (ELS), usando a faixa de -600
a + 600 mV, com uma mobilidade de 10! metro quadrado/volt segundo (m2/ Vs), a2 x 107" m2/
Vs. A faixa de controle de temperatura era de 0 a 90 ° C, com a temperatura de operagéo fixada

em 10 a 35 ° C (Hadrich et al., 2015). As medidas foram realizadas em triplicatas, em colaboracao
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com os professores Tito Roberto Cadaval e Luiz Antonio Pinto, no Laboratdério de Tecnologia
Industrial (LTI).

4.3.4 UV-Vis-Turbidez

As medidas de turbidez, do lipossomo controle e, o efeito de cada polimero testado neste,
foram obtidas por espectrofotdmetro Shimadzu UV-2550 (Kyoto, Japédo) (disponivel na FURG).
Os valores de absorbancia dos sistemas foram medidos em A de 400 nm. Foram utilizadas células

de quartzo com caminho optico de 1 cm (Hope et al., 1986; Sousa et al., 2013).

4.3.5DSC

As medidas de DSC foram realizadas em equipamento DSC-50 Shimadzu (Kyoto, Japéo),
na taxa de aquecimento de 5 ° C min™. O gradiente de temperatura variou de -40°Ca-5°C. O
indio foi usado para calibracdo do instrumento e nitrogénio (N2) como gas de purga, a uma taxa
de fluxo de 50/50 mL min * (Koynova & Caffrey 1998). Uma célula de aluminio vazia foi usada
como referéncia (De Lima et al., 2010). A T dos lipossomos (controle e polimérico) foi detectada
e analisada. Os valores 4H foram calculados integrando a area sob o pico de DSC usando o
software TA 60WS.
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5. RESULTADOS E DISCUSAO

5.1 Sintese do novo polimero Rod-Coil-Rod, o Col-PEO-Trip

A sintese do novo polimero, o Col-PEO-Trip, foi realizada em trés etapas:

i) 12 Etapa - Para obter o0 novo polimero Rod-Coil-Rod, o Col-PEO-Trip, era necessario
integrar os blocos Colesterol (Rod), PEO1000 (Coil) e 0 aa Trip (Rod). Deste modo, para que
houvesse a primeira integracdo entre blocos, a molécula de colesterol foi modificada para que o
PEO fosse adicionado posteriormente. Entdo, na primeira etapa da sintese foram solubilizados em
cloreto de metileno o colesterol, anidrido succinico e a DMAP (a 65 ° C). Sendo o cloreto de
metileno o solvente da reacdo; o DMAP o catalizador nucleofilico (base de Lews) responsavel por
doar pares de elétrons para o anidrido succinico. A reagdo foi monitorada por cromatografia em
TLC, afim de verificar o término da reacdo, ou seja, quando os reagentes foram convertidos ao
produto final e, para determinar a eluicdo mais adequada para o procedimento da cromatografia
em coluna, para realizar a purificacdo/isolamento do hemisuccinato colesteril. O sulfato de sédio
(Na2S0s) foi utilizado para remover a formagdo de possiveis moléculas de dgua. A mistura foi
filtrada sob pressdo reduzida para remocao de impurezas e 0 hemisuccinato colesteril foi obtido
na forma de um precipitado branco. O produto hemisuccinato colesteril foi purificado/isolado por
cromatografia em coluna de silica gel, usando cloreto de metileno: metanol (9: 1 v / v) como
eluente.

ii) 22 Etapa - Para a adicdo de PEO1000 (Coil) na molécula de colesterol que foi modificada,
ou seja, 0 hemisuccinato colesteril (Rod), e obtencdo, portanto, do dibloco, Rod-Coil, o colesterol-
PEO1000, foi utilizada uma reagdo de esterificacdo na segunda etapa, entre o grupo acido
carboxilico presente no hemisuccinato colesteril e o grupo hidroxila do PEO1000. Em béquer que
continha o solvente cloreto de metileno anidro, uma solugdo do composto PEO1000 € hemisuccinato
colesteril, sob agitacdo magnética, que forneceu energia mecanica para a mistura, foram
adicionados a DCC e o DMAP. A DCC foi utilizada nesta reagdo, como o0 agente desidratante ou
de condensac&o, que e convertida no processo de esterificacdo a diclohexiluréia (DHU), enquanto
que a DMAP como catalizador nucleofilico (Dan-bo et al., 2008). A reacdo também foi monitorada
por TLC, assim como ja mencionado anteriormente, para verificar o término da reacdo e avaliar

as melhores condigdes de eluigdo para o procedimento da cromatografia em coluna, para realizar
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a purificacdo/isolamento do dibloco, Rod-Coil, o colesterol-PEO1000. O monitoramento da reacao
por 48 horas a temperatura ambiente, sob atmosfera de nitrogénio (N2), foi feita para que os
compostos ndo reagissem com outros componentes do ar, como a umidade e/ou oxigénio. A
sensibilidade dos compostos da sintese, geralmente se manifestam por oxidagdo, decomposicéao
e/ou hidrolise. A mistura (Figura 17 (a), antes da filtracdo) obtida foi filtrada sobre uma fina
camada de Celite para a remogdo de impurezas e remoc¢do da DHU formada durante a reacdo de
esterificagdo a partir da conversdo do DCC. A DHU ¢é insoltvel em diclorometano e, por isso, é
removido do produto reacional apenas por filtragdo, ap6s as reacdes (Dan-bo et al., 2008). O
solvente foi evaporado sob pressdo reduzida, para a obtencdo do produto. Foi obtido um produto
soleoso e incolor, o colesterol-PEO1000, que foi purificado/isolado por cromatografia em coluna de
silica gel, usando o cloreto de metileno: metanol (15: 1 v/ v) como eluente e obteve-se o terminal
hidrofilico do conjugado para ser integrado o Trip, na etapa subsequente.

iii) 3% Etapa - Na tltima etapa o método para a sintese do tribloco, Rod-Coil-Rod, foi por
reacao de esterificacdo entre o grupo de acido carboxilico do Trip e o grupo hidroxila do conjugado
Col-PEO1000. Nesta terceira etapa, 0 DCC e DMAP foram adicionados com a mesma finalidade
descritas na etapa anterior (22 Etapa) (Dan-bo et al., 2008), a um béquer que continha solvente, o
cloreto de metileno anidro, o conjugado de colesterol-PEO1000 €, uma solucdo de Trip, composto
a ser integrado ao polimero (colesterol-PEO1000) Obtido da etapa anterior, sob agitagdo magnetica.
O monitoramento da reacdo por 48 horas a temperatura ambiente, sob atmosfera de nitrogénio (N2)
e, a filtracdo foram realizadas com as mesmas finalidades j& mencionadas anteriormente. Foi
obtido um produto oleoso e incolor, o Col-PEO-Trip. Para purificar/isolar foi realizada a
cromatografia em coluna de silica gel, usando o cloreto de metileno: metanol (9: 1 v / v) como

eluente e obteve-se 0 Col-PEO-Trip puro (Figura 17 (b)).
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Figura 17: O novo polimero Rod-Coil-Rod, o colesterol-PEO1qgo-triptofano (Col-PEO-Trip): (a) antes da filtracéo
sobre uma fina camada de celite e purificacdo/isolacdo e (b) pés filtracdo sobre uma fina camada de celite e
purificagdo/isolagéo.

(b)

A porgdo Rod, o colesterol, é considerado de baixa polaridade e estrutura rigida (Campbell
et al., 2011), ao ser modificado para a integracdo do PEOi000 na molécula, a porcdo Rod, o
hemisuccinato colesteril, adquiriu uma certa polaridade e flexibilidade, mesmo antes da adi¢éo de
PEO, em func¢do do hemisuccinato possuir em sua estrutura dois atomos de oxigénio. Além disto,
o colesterol é biocompativel com células membranares (Campbell et al., 2011).

Ao compor o Col-PEO-Trip a por¢do Coil, 0 PEO1000, € a parte hidrofilica do polimero,
atribuido ao fato de sua estrutura (HO-(CH2CH20)n-H) possuir hidroxilas e atomos de oxigénio,
que por interacdes via ligacdo de hidrogénio, facilitam sua miscibilidade com solventes polares
(Medeiros & Kanis 2010). As regides polares do PEO sdo afastadas por regies hidrofobicas de
Carbono-Hidrogénio as quais quando ligadas a solventes polares, como a 4gua, acabam reduzindo
o momento dipolar desta e ainda proporcionam a formacdo de cavidades no solvente que
acomodam o soluto de menor polaridade (Medeiros & Kanis 2010). O PEO possui estrutura
randémica, que viabiliza flexibilidade para a molécula polimérica (Lin et al., 2013; Apolinario et
al., 2017).

A Ultima porcdo Rod que foi integrada, o aa Trip, é considerado de baixa polaridade e

estrutura rigida, principalmente atribuida ao sistema de conjuga¢des © (Le Floc'h et al., 2010 Lee
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et al., 2002). O Trip por apresentar propriedades farmacoldgicas e fluorescentes (Rizzo et al.,

1986), possui capacidade de funcionalizar a molécula polimérica.
5.1.1 Caracterizacdo espectroscopica do polimero Col-PEO-Trip

Nesta se¢do, constam os espectros de RMN de *H e 3C e FTIR dos compostos. Foram
atribuidos os principais deslocamentos quimicos, dos espectros de RMN de *H e 13C e, picos dos
espectros de FTIR que identificam os produtos obtidos das etapas da sintese do Col-PEO-Trip.
5.1.1.1 Espectro de RMN de 'H e de *C e, FTIR do hemisuccinato colesteril

) RMN de *H do hemisuccinato colesteril.

O espectro de RMN de *H do hemisuccinato colesteril esta apresentado na Figura 18, e as

principais multiplicidades e atribui¢des que confirmam o produto obtido, constam na tabela 1.

Figura 18 : Espectro de RMN de *H do hemisuccinato colesteril, em CDCls.
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Tabela 1: Multiplicidades referente ao deslocamento quimicos (8) dos sinais de RMN de 'H e, dados de
integrais e do hemisuccinato colesteril, em ppm.

Singleto Dupleto Multipleto
0,68 (3H) 2,31-2,33 (2H) 1,58 (4H)
5,38 (1H) 1,84-2,03 (5H)

2,61-2,69 (4H)

4,63 (5H)

A partir do espectro de RMN de 'H, foram analisados os principais sinais de & do
hemisuccinato colesteril e atribuidas conforme a Figura 18.

O espectro indicou muitas ressonancias de nucleo de hidrogénios alifaticos nas faixas de &
em 2,3 a 0,6 ppm (Khatun et al., 2017).

Os singletos da molécula de colesterol (Maria et al., 2009) foram observados no & em 0,68
ppm referente ao grupo metilo com integracdo de 3 hidrogénios (Figura 18 (a)) e, em 5,38 ppm,
com integracédo de 1 hidrogénio, correspondente ao hidrogénio do carbono vinilico (figura 18 (d))
(Maria et al., 2009).

O dupleto no 6 em 2,31 e 2,33 ppm, com integracdo de 2 hidrogénios em cada 9, sdo
correspondentes aos hidrogénios do carbono adjacente vinilico, respectivamente na Figura 18 (e)
e (c), sendo o hidrogénio no 6 em 2,33 ppm mais desblindado, por estar mais proximo ao atomo
de oxigénio da ligacdo éster. Estes dupletos possuem constates de acoplamento (J) de 7,8 Hz, que
¢ uma medida de qudo intensamente o nucleo destes é afetado pelos spins de seus vizinhos
(Silverstein et al., 2000).

O Multipleto no 6 em 1,58 ppm, refere-se a Figura 18 (j) com integracdo de 4 hidrogénios.
O multipleto no 6 em 2,61 ppm, sofre a influéncia da carbonila do grupo éster na Figura 18 (f)
sendo mais blindado quando comparado com o multipleto no 6 em 6 2,69 ppm, que tem a influéncia
da carbonila do grupo do &cido carboxilico na Figura 18 (I). N&o é possivel observar o sinal do 6
do nucleo de hidrogénio caracteristico do grupo carboxilico proximo a 11,0 ppm no Espectro de
RMN de H (Silverstein et al., 2000), entretanto o multipleto da ligagdo C-O no & em 4,63 ppm

com integracdo de 3 hidrogénios (Figura 18 (*)), sugeriu a formacédo da molécula pretendida, o
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composto hemisuccinato colesteril, ratificada pela auséncia do sinal no 6 proximo a 3,58 ppm, que
¢ caracteristico de sinal do 6 do ndcleo de hidrogénio do grupo alcool presente no colesterol
(Khatun et al., 2017).

Os sinais caracteristicos da molécula de colesterol do espectro de RMN de *H (Maria et al.,
2009) nos 6 em 1,34 ppm, 1,2 ppm, 0,88 ppm e 0,87 ppm, foram identificados como 0s grupos

metilo na posicdo i, g, a e h na Figura 18, respectivamente.

ii) RMN de $3C do hemisuccinato colesteril.

O espectro de RMN de 3C do hemisuccinato colesteril esta apresentado na Figura 19.

Figura 19: Espectro de RMN de *3C do hemisuccinato colesteril, em CDCls.
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O espectro de RMN de **C foi analisado de forma a confirmar a obteng&o do hemisuccinato

colesteril, através dos principais &, em ppm.
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O sinal do carbono vinilico foi observado no 6 em 122,75 ppm (Maria et al., 2009) (Figura
19 (a)). A principal atribuicdo que indicou a formacao do hemisuccinato colesteril esta no 6 em
77,02 ppm, referente a ligagdo C-O do éster formado (Silverstein et al., 2000) (Figura 19 (b)),
assim como o pico de carbonila do éster formado (Maria et al., 2009) foi observado no 6 em 171,56
ppm na Figura 19 (c)) e, em 177,63 ppm referente ao pico da carbonila de acido carboxilico
(Silverstein et al., 2000) (Figura 19 (d)), cujo pico n&o foi avaliado no espectro de RMN de 'H
(Figura 18).

iii) FTIR do hemisuccinato colesteril.

O espectro de FTIR do hemisuccinato colesteril esta apresentado na Figura 20.

Figura 20: Espectro de FTIR do hemisuccinato colesteril.
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A partir do espectro de FTIR (Figura 20) foram observadas as principais bandas dos
componentes (Maria et al., 2009; Vyas et al., 2010; Vyas & Joshi 2013) que constituem o

hemisuccinato colesteril. O v OH do é4cido carboxilico foi verificado em 3459,0 cm™. As vibrag@es
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dovas € vs CH de alifaticos da estrutura molecular foram observadas em 2949,0 cm™ e 2870,0 cm
! respectivamente. A banda fina com forte intensidade no v C=0, foi observada em 1734,0 cm™
que pode ser contribuicéo tanto da carbonila do éster, quanto do acido carboxilico, visto que ambos
0S grupos geram bandas no espectro muito proximos a mesma faixa, sendo para v C=0 de ésteres
na faixa de 1750 a 1735 cm™ e para v C=0 de &cidos carboxilicos entre 1730 e1700 com™ (Barbosa
et al., 2007). A bandas de vibragio do v C-O (éster) foram observadas em 1172,0 cm™. Por fim,

as bandas referentes as vibragdes do anel esterol, foram observadas em 954,0 cm™ e 840,0 cm™.

5.1.1.2 Espectro de RMN de 'H e de *C e, FTIR do conjugado Col-PEQO1000

i) RMN de *H do conjugado Col-PEO1000.
O espectro de RMN de *H do conjugado Col-PEQ1000 esté apresentado na Figura 21, e as

principais multiplicidades e atribui¢fes que confirmam o produto obtido, constam na tabela 2.

Figura 21 : Espectro de RMN de *H do conjugado colesterol-PEO1000 (Col-PEO1000), em CDCls.
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Tabela 2: Multiplicidades referente ao deslocamento quimicos (8) dos sinais de RMN de 'H e, dados de integrais do
conjugado colesterol-PEO1000 (Col-PEO1000), €M ppm.

Singleto Dupleto Multipleto
0,66 (3H) 2,27-2,29 (2H) 1,58 (4H)
5,33 (1H) 2,59-2,63 (4H)

3,56-3,70 (m, H, CH,O-repeticdo de unidades de
PEO)

4,13-4,24 (2H, CH2 PEO)

A partir do espectro de RMN de *H foram analisados os principais sinais de deslocamentos
quimicos do colesterol-PEO1000 €, foram atribuidas conforme a Figura 21.

Ap0s a insercdo de PEO na molécula, foi observado um pequeno desvio quimico nos sinais
dos 6 anteriormente analisados para valores menores. Apds a inserir PEO na molécula, foram
observados os singletos em 0,66 ppm (referente ao grupo metilo, Figura 21 (a)) e 5,33 ppm
(referente ao hidrogénio do carbono vinilico, Figura 21 (d)).

O dupleto no 6 em 2,27 ppm e 2,29 ppm correspondentes aos hidrogénios do carbono
adjacente vinilico na Figura 21 (e) e (c), respectivamente.

Na Figura 21 foram observados os multipletos em 1,54 ppm (Figura 21 (j)).

O 8 em 2,59 ppm ¢ referente ao sinal proximo a carbonila do éster que tem a influéncia dos
ciclos que formam a molécula de colesterol (Figura 21 (f)), enquanto que 0 6 em 2,63 ppm tem a
influéncia da carbonila da ligacdo éster formada, que conforme mencionado anteriormente, foi
atribuida a influéncia da carbonila do acido carboxilico (Figura 21 (1)).

As unidades de repeticdes das ligacdes que compdem PEO, ou seja, CH»-O (Figura 21
(m)), foram observadas no multipleto no 6 em 3,56-3,70 ppm (Van Hove et al., 2013).

O 6 em 4,22 ppm, indicou a ligagcdo de CH2 do PEO na molécula, sendo este sinal também

caracteristico de repeti¢cGes de PEO (Van Hove et al., 2013).
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i) RMN de 3C do conjugado Col-PEO1o.
O espectro de RMN de *C do conjugado Col-PEQ1000 esta apresentado na Figura 22.

Figura 22: Espectro de RMN de *3C do colesterol-PEOQ;gpo-triptofano (Col-PEO-Trip), em CDCls;
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O espectro de RMN de *3C foi analisado de forma a confirmar a obtencdo do conjugado
Col-PEO1000, através dos principais &, em ppm.

O sinal do carbono vinilico foi observado no 6 em 122,67 ppm (Maria et al., 2009) (Figura
22 (a)). A principal atribuigdo que indicou a formacéo do hemisuccinato colesteril estd no & em
77,41 ppm, referente a ligacdo C-O do éster formado (Figura 22 (b)), assim como o pico de
carbonila deste grupo (Maria et al., 2009) foi observado no & em 171,64 ppm na Figura 22 (c)).
Em 172,38 ppm o sinal referente a esterificagdo de PEO na molécula (Figura 22 (d)), o que justifica
a proximidade entre este sinal e o sinal no 6 em 171,64 ppm (Figura 22 (c)). Além disto, a auséncia

do sinal no & em 177,63 ppm que foi atribuido a formacéo do acido do hemisuccinato colesteril,
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ratificou a ligacdo de PEO no mesmo, formando a ligacdo éster, portanto, o conjugado Col-
PEO1000.

iii) FTIR do conjugado Col-PEO1000.
O espectro de FTIR do conjugado Col-PEO1000 estéa apresentado na Figura 23.

Figura 24: Espectro de FTIR do conjugado colesterol-PEQ1000 (Col-PEQ1000).
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A partir do espectro de FTIR (Figura 23) foram observadas as principais bandas dos
componentes (Sethupathy et al., 2014; Vyas et al., 2010; Vyas & Joshi 2013) que constituem o
conjugado Col-PEOz1000. Com a inclusdo do PEO no hemisuccinato colesteril, foi observado o
deslocamento do nimero de onda referente aos vas CH de alifaticos, que foi de 2949,0 para 2915,0
cm™. O deslocamento para um nimero de onda menor, assim como o aumento da intensidade do
pico do vas CH, indicou a integragdo de PEO na molécula (Porjazoska et al., 2004). O vs CH de
alifaticos foram observados em 2871,0 cm™. A banda do v OH do élcool foi verificado em 3430,0
cm?. As vibragOes de deformagdo em balanco dentro do plano “rocking”, de CH em 1468,0,
1455, 1300 e 1347,0 cm™, foram atribuidas ao PEO. O v C=0 de éster foi observado nas bandas
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em 1734,0 cm™ e 1643,0 cm™. A banda caracteristica de PEO, v COC, foi verificada em 1100,0

cm?, enquanto que a deformagdo em balango fora do plano “wagging” do CH, também
caracteristica de PEO, foi verificada em 1248,0 cm™. A banda de vibragdo do v C-O (éster), foi
observada em 1032,0 cm™. As bandas vibracionais de v do anel esterol, foram observadas em

954,0 cm™ e 840,0 cm™.
5.1.1.3 Espectro de RMN de 'H e de *C e, FTIR do Col-PEO-Trip
i) RMN de tH do Col-PEO-Trip.

O espectro de RMN de *H do Col-PEO-Trip esta apresentado na Figura 24, e as principais

multiplicidades e atribui¢fes que confirmam o produto obtido, constam na tabela 3.

Figura 24: Espectro de RMN de *H do colesterol-PEO;qpo-triptofano (Col-PEO-Trip), em CDCls.
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Tabela 3: Multiplicidades referente ao deslocamento quimicos (8) dos sinais de RMN de 'H e, dados de integral do
colesterol-PEO1ngo-triptofano (Col-PEO-Trip), em ppm.

Singleto Dupleto Multipleto
0,66 (3H) 2,31-2,33 (2H) 1.57

5,29 (1H, Trip) 2.60-2.63 (4H)
5,35 (1H) 3.44-3.46 (2H, Trip)

3,57-3,80 (H, CH.0- de PEO)
4,13-4,24 (2H, CH, PEO)

7,29-7,80 (5H Trip)

A partir do espectro de RMN de *H foram analisados os principais sinais de & do Col-PEO-
Trip e, foram atribuidas conforme a Figura 24.

A integragdo do Trip na molécula polimérica contribuiu, entre outros fatores, para 0s
pequenos desvios quimicos que estio mencionados a seguir, proveniente dos & de RMN *H que
foram observados anteriormente das moléculas de hemisuccinato colesteril e Col-PEO1000.

Além dos sinlgetos ja observados em 0,66 ppm (referente ao grupo metilo, Figura 24 (a))
e, em 5,35 ppm (referente ao hidrogénio do carbono vinilico (Figuras 24 (d)), o sinal no 3 em 5,29
ppm referente ao hidrogénio do anel pirrol, isto é, C-NH de integracdo de 1 hidrogénio (Figura 24
(0)). Também, ja mencionados, o dupleto no &6 em 2,31 ppm e 2,33 ppm, correspondentes aos
hidrogénios do carbono adjacente vinilico, na figura 24 (e) e (c); o multipleto no & em 1,58 ppm
(Figura 24 (j)), os multipleto em 2,60 ppm (Figura 24 (f)) e em 2,63 (Figura 24 (l)). E, ainda, 0s
multipletos referente as unidades de repeti¢cGes de PEO ((CH2-O)22), que foram observadas no 6
em 3,57-3,80 ppm e no & em 4,13-4,24 ppm, que indicou a ligagdo de CH> do PEO na molécula
(repeticbes de PEO) (Van Hove et al., 2013). Todos estes sinais de 6 foram mencionados
anteriormente nas analises de RMN de H das moléculas hemisuccinato colesteril e Col-PEO1000,
com excec¢ao do sinal do & da ligagdo C-NH, proveniente da adi¢do do Trip no polimero.

Foi observado o multipleto no & em 3.44 - 3.46 ppm, tipico do ndcleo de hidrogénio que

faz ligacdo com o C-NH: (Figura 24 (n)). Outros sinais caracteristicos do aa foram observados,
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como os referentes ao anel pirrol do Trip, o multipleto no 6 em 7,29 - 7,80 ppm, sendo nos & em

7,80 ppm, 7,79 ppm, 7,34 ppm, e 7,29 ppm, na posi¢do s, p, r e q na Figura 24, respectivamente.

ii) RMN de *C do Col-PEO-Trip.
O espectro de RMN de 3C do Col-PEO-Trip esté apresentado na Figura 25.

Figura 25: Espectro de RMN de *3C do colesterol-PEO;g0o-triptofano (Col-PEO-Trip), em CDCls.
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O espectro de RMN de 3C foi analisado de forma a confirmar a obtencéo do polimero Rod-
Coil-Rod, o Col-PEO-Trip, através dos principais 4, em ppm.

O sinal do carbono vinilico foi observado no 6 em 122,63 ppm (Maria et al., 2009) (Figura
25 (a)). A principal atribuigdo que indicou a formagdo do hemisuccinato colesteril esta no & em
77,43 ppm, referente a ligacdo C-O do éster formado (Figura 25 (b)), assim como o pico de
carbonila deste grupo, foi observado no & em 171,69 ppm (Maria et al., 2009) na Figura 25 (c)),
em 171,82 ppm o sinal referente esterificagdo de PEO na molécula (Figura 25 (d)) e, no & em

174,74 ppm o sinal referente a carbonila, Figura 25 (f), o mais desblindado em relacédo aos outros,
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por ter influéncia da proximidade do anel pirrol. Este ultimo o (Figura 25 (f)), indicou a incluséo
do Trip no polimero, por esterificacdo, para a formacdo do Col-PEO-Trip. O carbono na posicao
m do anel pirrol na Figura 25, foi observado no 6 em 132,98 ppm, enquanto que o carbono na
posicao g do anel pirrol na mesma figura, foi observado no & em 139, 55 ppm, por ter influéncia
da ligacdo NH, encontra-se mais desblindado quando comparado ao 6 anterior (Moura et al., 2011).

Os 6 caracteristicos do anel aromatico que compdem o anel pirrol do aa (Mouraet al., 2011)
foram observados em 122,63 ppm, 126,03 ppm, 127,95 ppm, 129,82 ppm, 132,98 ppm e 139,55
ppm na posicao h, I, i, j m, e g na Figura 25, respectivamente.

iii) FTIR do Col-PEO-Trip.
O espectro de FTIR do Col-PEO-Trip esta apresentado na Figura 26.

Figura 26: Espectro de FTIR do colesterol-PEO1ggo-triptofano (Col-PEO-Trip).

100

[(e]
o
1

Transmitancia (%)

‘fé?h
80 1 BN

v I v I v I v I v I v I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

2 wﬁvm

\/\to

Ndmero de onda (cm™)

A partir do espectro de FTIR (Figura 26) foi observado, através das principais bandas dos
componentes (Ayodhya et al., 2015; Sethupathy et al., 2014; Vyas et al., 2010; Vyas & Joshi
2013), a obtencdo do novo polimero Col-PEO-Trip. O numero de onda do vas CH de alifaticos,
apos a adicdo do Trip no conjugado Col-PEO1q00, foi observado em 2932,0 cm™ e 0 vs C-H em

2866 cm™. Embora ocorra uma sobreposicdo nas regides de N-H (faixa de absorcdo de 3.500 —
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3300 cm?) e O-H (faixa de absorc¢do de 3650 — 3200 cm™Y) (Barbosa, 2007), o pico largo em 3512,0
cm? foi atribuido a inclusdo do Trip no Conjugado-Col-PEO1q00, Via esterificagdo no grupo OH,
visto 0 aumento de sua intensidade. E, também, como resultado da formagdo do polimero, foi
notado a auséncia do pico referente a ligagdo OH em 2561,0 cm™, caracteristico do acido do Trip
(Ayodhya et al., 2015). Ainda foram observados os v de bandas de CN do pirrol, de arilaminas, e
v de bandas de CH do anel aromatico do Trip em 942 cm™ e 770 cm™, respectivamente.

Ainda podem ser vistas no espectro uma banda em 1051,20 cm™, atribuida a uma
deformacio bending (8) do grupo NHs*, e a outra em 1452,40 cm™, referido a & NHs* (Haque
2017; Cao & Fischer, 1999).

5.2 Polimeros Col-PEO-Gal e Col-PEO-GlicNAc

Conforme mencionado na secdo 4.2.1.2 os polimeros Col-PEO-Gal e Col-PEO-GlicNAc
foram sintetizados pela equipe de trabalho do LAPPA (UNESC) em Criciuma e, foram gentilmente
fornecidos pelo Professor Alexandre Dal-Bé. Os polimeros constam na figura 27 (a) o Col-PEO-
Gal em coloracdo marron clara e (b) o Col-PEO-GIlicNAc em coloragdo marrom escura.

Figura 27: Polimeros: colesterol-PEQ1g00-1,2,3-triazol-galactose (Aso+Col-PEO-Gal) (a) e colesterol-PEQ1g00-1,2,3-
triazol-n-acetilglicosamina (Aso+Col-PEO-GlicNac) (b).

5.3 Caracterizacdo da interagdo molecular em lipossomos

Os resultados referentes as técnicas espectroscopicas estdo abordadas da seguinte forma

neste manuscrito: primeiramente, os referentes ao sistema controle (Figura 28 (a)) e, ao sistema
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lipossomal contendo Aso+Col-PEO-Trip (Figura 28 (b)). Posteriormente, estdo descritos o sistema
controle e os sistemas lipossomais Aso+Col-PEO-Gal e Aso+Col-PEO-GIlicNAc (Figura 28 (c) e
(d), respectivamente). Ao final da segunda secéo, estdo descritas consideracdes entre os dois
modelos de membrana contendo o polimero Col-PEO-Gal e Col-PEO-GIlicNAc, visto que estes se

diferem somente na porcdo glicidica.

Figura 28: Sistemas lipossomais de: Asolecitina de Soja (Aso), sistema controle (a), colesterol-PEO1gpo-triptofano
(Aso+Col-PEO-Trip) (b), colesterol-PEQ1000-1,2,3-triazol-galactose (Aso+Col-PEO-Gal) (c) e colesterol-PEO1q00-
1,2,3-triazol-n-acetilglicosamina (Aso+Col-PEO-GlicNac) (d).

(@)
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5.3.1 Andlises de HATR-FTIR

Foram realizadas anélises de HATR-FTIR dos sistemas Aso+Col-PEO-Trip, Aso+Col-
PEO-Gal e 0 Aso+Col-PEO-GIlicNAc. Foram calculadas, a partir dos espectros, as variagdes dos
numeros de onda e larguras dos principais picos referentes aos v dos grupos lipidicos que compdem
a membrana: vas CHa; vs CHz; v C=0, v COC, vas POz € vas N*(CH3)s. As atribuicOes referentes a

estes grupos, bem como os valores das variagOes citadas anteriormente, estdo em anexo (secéo 8).

5.3.1.1 HATR-FTIR: lipossomos de Aso e Aso+Col-PEO-Trip

Os espectros de HATR-FTIR do polimero Col-PEO-Trip e dos lipossomos de Aso e
Aso+Col-PEO-Trip, estdo demonstrados na Figura 29. Na Figura 30, € possivel observar as
variacdes de nimero de onda e largura de bandas de grupos especificos dos lipossomos de Aso,
que foram ocorridas pela insercdo de Col-PEO-Trip.

Figura 29: Espectros de HATR-FTIR: o polimero colesterol-PEO1quo-triptofano (Col-PEO-Trip), lipossomos de
asolecitina de soja (Aso) e lipossomos de Aso+Col-PEO-Trip.
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Figura 30: Efeito do colesterol-PEO1q0o-triptofano (Col-PEO-Trip) no ndmero de onda e na variagdo da largura de
banda de grupos especificos de lipossomos de asolecitina de soja (Aso). As variagdes foram calculadas a partir dos
espectros mostrados na Figura 29 e dos valores listados na Tabela 10, em anexo na se¢do 8.2.1.
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No espectro dos lipossomos de Aso+Col-PEO-Trip (Figura 29), foram verificadas duas
bandas de absor¢do do Trip (grupo amino), que indicam a protonacdo do aa, uma banda em
1051,20 cm, atribuida a uma deformagio bending (8) do grupo NHs", e a outra em 1452,40 cm’
! referido a 8s NH3s* (Haque 2017; Cao & Fischer, 1999). A avaliacdo realizada sugere interacdes
entre a membrana e o Col-PEO-Trip que serdo abordadas ainda nesta secéo.

A insercdo de Col-PEO-Trip nos lipossomos de Aso promoveu um deslocamento
significativo no niimero de onda do vas CH2 do lipidio para valores mais baixos, de 2983,88 cm™
para 2958,80 cm™, uma variacdo de 25,08 cm™. Isto sugere que o polimero Col-PEO-Trip, induziu
um arranjo mais empacotado na regido hidrofébica do lipossomo de Aso, como consequéncia do
aumento do numero de metilenos em conformacao trans (Lewis & McElhaney 1998; Mannock et
al., 2010; Vilcheze et al., 1996; Casal et al., 1980). Considerando os estudos de Nagle (1980), pode
ser sugerido que o Col-PEO-Trip induziu um arranjo paralelo aos metilenos de Aso, que sao
estabilizados por interagdes de van der Waals. A variagdo na largura de banda do vas CH2 lipidico,
(Figura 31) promovido pelo Col-PEO-Trip, indicou uma reducio equivalente a 4,83 cm™ no
pardmetro, que propde uma restricdo no movimento da regido hidrofébica lipidica (referencia),
fato que reforca os resultados observados quanto ao nimero de onda do vas CH2. Ja na anélise de
vs CHo, ndo foi possivel obter dados conclusivos sobre a variagdo do seu numero de onda e,

tampouco foram observadas variacfes da largura de banda. Como a banda referente ao vas CHz €
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a mais sensivel a variacOes relacionadas a isomerizacdo trans-gauche e a mobilidade dos grupos
metilénicos, foram considerados os resultados referentes a este v para abordar o comportamento
da regido hidrofébica da membrana.

Figura 31: Ampliagdo das bandas de absor¢éo da regido apolar do vas CH: e vs CH, do espectro de HATR-FTIR. Em
vermelho as bandas de lipossomos de asolecitina de soja (Aso) e, em azul as, referentes aos lipossomos de
Aso+colesterol-PEO1ogo-triptofano (Aso+Col-PEO-Trip).
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O efeito induzido pelo Col-PEO-Trip, observado na regido apolar de lipossomos de Aso, é
atribuido a interagdes com a porc¢éo colesterol do polimero (Batista et al., 2007; Bhattacharya &
Haldar 2000; Cannon et al., 2003; Ho et al., 1995; Kucerka et al., 2007; Sulkowski et al., 2005).
De acordo com os estudos relatados por Chen e colaboradores (2008), é possivel que a porcéao
colesterol do polimero, esteja preferencialmente localizada entre as cadeias de metileno lipidico,
em uma orientacao paralela ao mesmo.

Na regido de interface lipidica, a reducdo do nimero de onda referente a v C=0 de 1691,57
cmt para 1685,79 cm™?, refletiu no aumento do grau de hidratagdo do grupo carbonila lipidico,
ap6s interacdo com o polimero (Chen et al., 2008; Moreno et al., 2009; Moreno et al., 2010). E
possivel que ambos os grupos, C=0 lipidico e NHs" do polimero, estejam hidratados e, que a
interacdo entre estes grupos ocorra por ligacdo de hidrogénio. O grupo carbonila presente na
interface (assim como o grupo fosfato e colina), também pode interagir com 0 meio aquoso por
meio de interacdes eletrostaticas e / ou liga¢bes de hidrogénio (Moreno et al., 2009). Os grupos
éster e/ou éter componentes do Col-PEO-Trip, podem ser influenciados também pelo grau de

hidratagdo na formacdo das liga¢Ges de hidrogénio com o grupo carbonila lipidico.
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A reducdo da mobilidade na regido de interface (regido do grupo carbonila, C=0), foi
ratificada pela reducio significativa da largura de banda de v C=0 (Figura 32 (a)) em 21,38 cm
(Arsov & Quaroni 2007). Ainda na interface, na por¢cdo COC, ocorreram interagcOes significativas
do polimero Col-PEO-Trip com a membrana, observadas pelo decréscimo do nimero de onda de
15,43 cm™, e pela reducdo da largura de banda de 19,99 cm™ (Figura 32 (b)).

Figura 32: Ampliagéo das bandas de absor¢do da regido de interface dos v C=0 (a) e v COC (b) do espectro de
HATR-FTIR. Em vermelho as bandas de lipossomos de asolecitina de soja (Aso) e, em azul as, referentes aos
lipossomos de Aso+colesterol-PEO1qgo-triptofano (Aso+Col-PEO-Trip).
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Nao foram observadas alteragdes no niimero de onda do vas PO, sugerindo que o polimero
ndo induziu variacdes no grau de hidratacdo do fosfato, localizado na regido polar lipidica. No
entanto, foi verificada uma reducfio na largura de banda do vas PO, (Figura 33 (a)), de 18,62 cm™
para 5,51 cm, equivalente a uma variacio de 13,11 cm™. Avaliou-se que o Col-PEO-Trip gerou
possivelmente, a restricdo no movimento do fosfato lipidico, por interacBes eletrostatica entre o
NH3* do polimero e o fosfato lipidico.

Com relagdo ao efeito do Col-PEO-Trip no grupo colina da membrana, também localizado
naregido polar lipidica, o polimero diminuiu o nimero de onda da banda do vas N*(CH3)3 de 993,34
cmt para 964,41 cm™, causando uma variagdo de 28,93 cm™. O resultado indica que o polimero
promoveu mudancgas conformacionais no grupo colina por interagdes com moléculas de agua, ou
por mudancas nas forcas de atracdo dipolar com o grupo fosfato lipidico mais proximo (Moreno
et al., 2009; Popova & Hincha, 2011). O Col-PEO-Trip também reduziu a largura da banda do

grupo colina (Figura 33 (b)) em 7,59 cm™. E importante ressaltar que estas forcas de atracio tém



90

uma forte influéncia na orientacdo do grupo polar, a partir do plano da bicamada lipidica (Cheng
et al., 2015; Disalvo & Bouchet, 2014, Schaffazick et al., 2003).

Figura 33: Ampliagdo das bandas de absor¢do da regidao polar dos vas POy (a) e vas N*(CHz)s (b) do espectro de
HATR-FTIR. Em vermelho as bandas de lipossomos de asolecitina de soja (Aso) e, em azul as, referentes aos
lipossomos de Aso+colesterol-PEOQgo-triptofano (Aso+Col-PEO-Trip).
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Considerando a extensdo do efeito do Col-PEO-Trip nas regides especificas dos
lipossomos de Aso, observou-se que todas as regides lipidicas foram influenciadas pelo polimero.
Uma representacao das interaces supracitadas estd demonstrada na Figura 34.

A regido interfacial do sistema lipossomal mostrou uma interacdo mais forte com o
polimero Col-PEO-Trip, seguida pela regido do fosfato e metileno lipidico. Todos os grupos de
lipideos reduziram a sua liberdade de movimento apds interagir com o polimero. VariacGes
importantes provocadas pelo polimero estdo também associadas ao aumento da conformacao trans

nas cadeias de metileno, bem como as altera¢des nas interacdes dipolares do grupo colina lipidica.
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Figura 34: Representacao estrutural da influéncia do colesterol-PEO1qeo-triptofano (Col-PEO-Trip) nos fosfolipidios
da membrana lipossomal de asolecitina de soja (Aso), observadas por analises de HATR-FTIR.
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5.3.1.2 HATR-FTIR: lipossomos de Aso e Aso+Col-PEO-Gal

Os espectros de HATR-FTIR dos lipossomos de Aso e Aso+Col-PEO-Gal, estdo
demonstrados na Figura 35. Na Figura 36 € possivel observar as variagdes quanto ao nimero de

onda e largura de bandas de grupos especificos dos lipossomos, que foram causadas pela interacdo

com Col-PEO-Gal.
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Figura 35: Espectros de HATR-FTIR: lipossomos de asolecitina de soja (Aso) e lipossomos de Aso+colesterol-
PEO1000-1,2,3-triazol-galactose (Aso+Col-PEO-Gal).
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Figura 36: Efeito do colesterol-PEO1000-galactose (Col-PEO-Gal) no nimero de onda e na variacdo da largura de
banda relacionados aos grupos especificos de lipossomos de asolecitina de soja (Aso). As variacfes foram calculadas
a partir dos espectros mostrados na Figura 35 e dos valores listados na Tabela 11, em anexo na se¢éo 8.2.2.

30

vCOC

. 7 vNT(CHg)3
10 4
. VaSCHZ vC=0 VaSPOZ-

-20 4

Variacdo de parametros

NUmero de onda
4 [ Largura de banda

-30 4

-40 4

A insercdo do Col-PEO-Gal nos lipossomos de Aso, promoveu um deslocamento no
nimero de onda do vas CH. lipidicos para valores mais baixos, de 2983,88 cm™ para 2945,30 cm"
! uma variacdo significativa de 38,58 cm™. O resultado sugere que os metilenos (presentes na
regido hidrofobica) do lipidio, estdo majoritariamente em uma conformagéo trans, em um estado
menos fluido (Lewis & McElhaney 1998; Mannock et al., 2010; Vilcheze et al., 1996; Casal et al.,
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1980). A redugdo na largura de banda do vas CH2 lipidico (Figura 37), também provocada pelo
polimero, foi equivalente a 4,83 cm™ e indicou restricdes no movimento da regifo apolar da
membrana. Assim como para o sistema lipossomal composto pelo polimero Col-PEO-Trip, a
analise de variagdo de ntimero de onda do vs CH> dos lipossomos de Aso+Col-PEO-Gal, nédo

forneceu informaces precisas ou conclusivas sobre 0 comportamento do grupo metileno.

Figura 37: Ampliagdo das bandas de absor¢do da regido apolar do vas CH: ¢ vs CH; do espectro de HATR-FTIR. Em
vermelho as bandas de lipossomos de asolecitina de soja (Aso) e, em azul as, referentes aos lipossomos de
Aso+colesterol-PEO1000-1,2,3-triazol-galactose (Aso+Col-PEO-Gal).
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A restricdo na regido apolar pode ser atribuida, mais especificamente, a porcéo colesterol
do Col-PEO-Gal (Batista et al., 2007; Bhattacharya & Haldar 2000; Cannon et al., 2003; Ho et al,
1995; Kucerka et al., 2007; Sulkowski et al., 2005), tal como foi descrito para a interagdo de Col-
PEO-Trip em Aso.

Para a banda do v C=0, referente a carbonila presente na regido de interface dos lipossomos
de Aso, a inser¢do de Col-PEO-Gal na membrana diminuiu o seu nimero de onda de 1691,57 cm’
! para 1687,71 cm™. A reducéo deste valor sugere um aumento no grau de hidratacdo do grupo
carbonila, que remete a um aumento da interacao entre tal porcao lipidica e 0 meio aquoso (Chen
& Tripp 2008; Lewis & McElhaney 1998; Vilcheze et al., 1996). A sensibilidade a hidratacdo na
regido de interface, pode influenciar na formacdo de ligagdes de hidrogénio entre a carbonila
lipidica e o nitrogénio do heterociclico, assim como com 0s grupos éster e/ou éter presentes no

polimero. O Col-PEO-Gal diminuiu o valor da largura de banda do v C=0 da membrana lipidica
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(Figura 38 (a)) em 6,9 cm™ (de 27,58 para 20,68 cm™). Ainda na regio de interface, no v COC,
houve uma variagdo no deslocamento do nimero de onda, de 23,14 cm™ (de 1095,57 cm™ para

1118, 71 cm™) e reduc&o na largura de banda de 8,96 cm™ (Figura 38 (b)).

Figura 38:Ampliacao das bandas de absor¢ao da regido de interface dos v C=0 (a) e v COC (b) do espectro de HATR-
FTIR. Em vermelho as bandas de lipossomos de asolecitina de soja (Aso) e, em azul as, referentes aos lipossomos de
Aso+colesterol-PEO1000-1,2,3-triazol-galactose (Aso+Col-PEO-Gal).

(a) (b)

= 3
8 [
& B}
= v C=0 @ v COC
= (=
'_

— Aso —Aso

— Aso+Col-PEO-Gal —— Aso+Col-PEO-Gal

1690 1560 1430 1200 1100 1000
NUmero de onda (cm™) Ndmero de onda (cm™)

Os resultados refletem em uma interacdo entre o polimero e a membrana lipidica nesta
regido de interface, de forma a torna-la menos fluida (Mannock et al., 2010).

Na regido polar lipidica, o Col-PEO-Gal promoveu varia¢cdes no grau de hidratacdo do
fosfato lipidico, de modo a aumentar as interac6es entre o grupo fosfato e 0 meio aquoso. Isto é
resultado decorrente da variagdo do deslocamento do numero de onda do vas PO2™ para valores
menores, de 1222,87 cm™ para 1217,08 cm™ (reducéo de 5,79 cm™), apds insercdo do polimero.
A presenca de um pequeno ombro em nimero de onda mais baixo que o vas PO2 (em 1237 cm™),
sugere interagdes entre o grupo fosfato de um lipidio, e o grupo colina de um outro lipidio mais
proximo, por ligacéo de hidrogénio, ou interacdes entre o fosfato com o Col-PEO-Gal por ligacdo
de hidrogénio (Cieslik-Boczula et al 2009). Quanto ao decréscimo observado na largura de banda
do vas PO lipidico (Figura 39 (a)), de 18,62 cm™ para 14,48 cm, decorréncia do que pode ser o
reflexo do aumento do grau de hidratacao deste grupo.

Ainda considerando a regido polar lipidica, o efeito do Col-PEO-Gal no grupo colina da
membrana lipidica, consistiu em diminuir o nimero de onda da banda do vas N*(CH3)s de 993,34

cmt para 974,05 cm® (variagdo de 19,29 cm™). Essa variacéo, provocada pelo polimero, indicou
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que houveram interacgdes entre o grupo colina e o grupo fosfato mais préximo, por atracao dipolar,
ou interacdes entre o grupo colina com moléculas de agua (Moreno et al., 2009; Popova & Hincha,
2011). Como citado anteriormente, estas interagdes podem promover mudancas conformacionais
na orientagdo do grupo polar, a partir do plano da bicamada lipidica (Cheng et al., 2015; Disalvo
& Bouchet, 2014, Schaffazick et al., 2003). O Col-PEO-Gal pode também formar interacdes entre
a hidroxila da sua porcéo glicidica e o grupo colina lipidico (Micheletto et al., 2015). Nao foram

observadas variagdes na largura da banda do vas N*(CH3)s (Figura 39 (b)) geradas pelo Col-PEO-
Gal.

Figura 39:Ampliacao das bandas de absor¢o da regido polar dos vas POy (a) e vas N*(CH3)s (b) do espectro de HATR-
FTIR. Em vermelho as bandas de lipossomos de asolecitina de soja (Aso) e, em azul as, referentes aos lipossomos de
Aso+colesterol-PEO1000-1,2,3-triazol-galactose (Aso+Col-PEO-Gal).
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Tendo em vista as analises sobre a interacdo do polimero Col-PEO-Gal nas regibes
especificas dos lipossomos de Aso observou-se, de forma geral que, o polimero interagiu em todas
as regides especificas da membrana lipossomal. Os efeitos mais pronunciados foram referentes
quanto ao aumento da conformacédo trans nas cadeias de metilenos. Na figura 40 consta uma
representacédo das interagdes mencionada anteriormente.
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Figura 40:Representagdo estrutural da influéncia do colesterol-PEOQ1g0-galactose (Col-PEO-Gal) nos fosfolipidios
da membrana lipossomal de asolecitina de soja (Aso), por analises de HATR-FTIR.
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5.3.1.3 HATR-FTIR: lipossomos de Aso e Aso+Col-PEO-GIlicNAc

Os espectros de HATR-FTIR dos lipossomos de Aso e Aso+Col-PEO-GlicNAc, estdo
demonstrados na Figura 41. Na Figura 42 é possivel observar as variag@es, quanto ao nimero de

onda e largura de bandas de grupos especificos dos lipossomos, que foram provocadas pelo Col-

PEO-GIicNAc.
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Figura 41: Espectros de HATR-FTIR. Em vermelho as bandas de lipossomos de asolecitina de soja (Aso) e, em azul,
as referente aos lipossomos de Aso+colesterol-PEO1n0-1,2,3-triazol-n-acetilglicosamina (Aso+Col-PEO-GIlicNAC).
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Figura 42: Efeito do colesterol-PEO1000-1,2,3-triazol-n-acetilglicosamina (Col-PEO-GlicNAc) no nimero de onda e
na variacdo da largura de banda relacionados aos grupos especificos de lipossomos de asolecitina de soja (Aso). As
variacOes foram calculadas a partir dos espectros mostrados na Figura 41 e dos valores listados na Tabela 12, em
anexo na secéo 8.2.3.
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Como resultado da adi¢éo do Col-PEO-GIlicNAc nos lipossomos de Aso, foram verificados
desdobramentos de picos do v CH2 em 2991,59, 2953,02, 2910,58 e 2868,15 cmt, formando uma
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Unica banda larga. O efeito sucedido inviabilizou a obtengdo dos dados referentes ao efeito do

polimero no nimero de onda e, tampouco na largura das bandas referentes a vas CH2 € vs CH>
(Figura 43).

Figura 43: Ampliacdo das bandas do v CHz no espectro de HATR-FTIR. Em vermelho, as bandas de lipossomos de
asolecitina de soja (Aso) e, em azul, as referente aos lipossomos de Aso+colesterol-PEQ1g00-1,2,3-triazol-n-
acetilglicosamina (Aso+Col-PEO-GlicNAc).
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Na regido de interface dos lipossomos de Aso, houve um decréscimo no nimero de onda
do v C=0 de 1691,57 cm™ para 1681,93 cm, a partir da adi¢io do Col-PEO-GlicNac. A anélise
sugere um aumento no grau de hidratacdo do grupo carbonila (Chen & Tripp 2008; Lewis &
McElhaney 1998; Vilcheze et al., 1996), o que pode influenciar na formacdo de ligaces de
hidrogénio entre o grupo carbonila lipidico e o nitrogénio do heterociclico, ou ainda com os grupos
éster e/ou éter presentes no polimero. Isto também foi observado para os lipossomos de Aso+Col-
PEO-Gal. A inser¢édo do Col-PEO-GlicNAc promoveu redugdo da largura de banda do v C=0
(Figura 44 (a)), em 6,9 cm™ (de 27,58 para 20,68 cm™). O resultado observado indica a reducgéo
da fluidez na regido de interface lipidica, provocada pelo polimero.

No que se refere ao v COC, grupo éster presente na regido de interface lipidica, ocorreu
variagdo no niimero de onda da banda deste estiramento, reduzido em 40,15 cm™ (de 1095,57 cm’
! para 1055,42 cm™) e também aumento na largura desta banda (Figura 44 (b)) em 4,14 cm™ (de

23,44 cm™ para 27,58 cm™), ap6s a inser¢do do polimero.
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Figura 44: Ampliagéo das bandas de absor¢do dos v C=0 (a) e v COC (b) no espectro de HATR-FTIR. Em vermelho
as bandas de lipossomos de asolecitina de soja (Aso) e, em azul as, referentes aos lipossomos de Aso+colesterol-
PEO1000-1,2,3-triazol-n-acetilglicosamina (Aso+Col-PEO-GlicNAc).
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Analisando-se os efeitos no grupo fosfato, presente na regido polar lipidica, ndo foi
identificada variagdo no nimero de onda do vas PO2", promovido pelo Col-PEO-GlicNAc nos
lipossomos de Aso. Logo, ndo houveram varia¢cdes no grau de hidratacdo deste grupo lipidio.
Entretanto, houve uma reducdo na largura desta banda de 4,14 cm™ (de 23,44 cm™ para 27,58 cm
1Y (Figura 45 (a)), que sugeriu menor fluidez nesta regido. Sendo assim, a reducdo da mobilidade
da regido polar ocorreu por provaveis interacfes entre a membrana lipidica e o polimero, mais
especificamente, entre o grupo fosfato e o grupo n-acetil da porcéo glicidica GlicNAc (Micheletto
et al., 2015).

O efeito do Col-PEO-GIlicNAc no grupo colina, integrante da regido polar lipidica,
consistiu em reduzir o nimero de onda da banda do vas N*(CH3)s de 993,34 cm™ para 964,41 cm’
! (variacéo de 28,93 cm™). Assim sendo, o polimero propiciou interagdes entre o grupo colina com
0 grupo fosfato lipidico mais proximo, por atragéo dipolar, ou interagdes entre o grupo colina com
moléculas de agua (Moreno et al., 2009; Popova & Hincha, 2011). Qutra possibilidade de
contribuicdo promovida pelo Col-PEO-GlicNAc na membrana lipidica, que justificam a reducéo
no nimero de onda supracitado, sdo as interacfes entre a hidroxila da porcdo glicidica e o grupo
colina lipidico (Micheletto et al., 2015). Ndo houveram variagOes significativas na largura da
banda do vas N*(CHa)s (Figura 45 (b)), causadas pelo polimero.
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Figura 25:Ampliacéo das bandas de absor¢éo do vas POz (a) e vas N*(CHa)s (b) do espectro de HATR-FTIR. Em
vermelho as bandas de lipossomos de asolecitina de soja (Aso) e, em azul as, referentes aos lipossomos de
Aso+colesterol-PEO1000-1,2,3-triazol-n-acetilglicosamina (Aso+Col-PEO-GlicNAc).

(@) (b)
= @
g 3
€ 5
(7] - =
g | vasPO2 E| vasN*(CHa)3
'_
— Aso — Aso
— Aso+Col-PEO-GlicNAc — Aso+Col-PEO-GlicNAc
1250 12IZ5 12IOO 1175 1020 QEIJO 9é0
NUmero de onda (cm'l) Ndmero de onda (cm'l)

Tendo em vista as analises sobre a colaboragédo do polimero Col-PEO-GlicNAc nas regides
especificas dos lipossomos de Aso, observou-se, de forma geral que, o polimero interagiu em todas
as regides especificas da membrana lipossomal. Os efeitos mais pronunciados do polimero
ocorreram na regido de interface e polar lipidica, tornando-as menos fluida, ou mais restrita em

termos de movimentos moleculares. A representacdo destas interacdes descritas estd demonstrada
na Figura 46.
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Figura 46: Representacéo estrutural da influéncia do colesterol-PEO1000-n-acetilglicosamina (Col-PEO-GlicNAC) nos

fosfolipidios da membrana lipossomal, por analises de HATR-FTIR.
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Ao variar e comparar a porcao glicidica nos polimeros, referentes a Col-PEO-Gal e Col-
PEO-GIlicNAc, infere-se a partir dos dados supracitados que:

Q) Uma comparacdo em nivel de regido hidrofébica lipidica ndo foi possivel via
HATR-FTIR, visto que o sistema lipossomal de Aso+Col-PEO-GlicNAc, na regido
apolar, apresentou desdobramentos de picos do v CHz, formando uma Unica banda
larga de absorcéo, tornando inviavel a interpretacdo dos dados dos vas € vs de CHa,
para estudos da fluidez desta regido, por variacdo de deslocamento de nimero de
onda e largura.

(i)  Na interface lipidica, ambos os polimeros ordenaram o0 grupo carbonila,
aumentando seu grau de hidratacdo. Os resultados no sistema Aso+Col-PEO-

GlicNAc indicaram maior grau de interacdo com a membrana.
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(ili))  Na regido polar, os lipossomos de Aso+Col-PEO-Gal aumentaram 0 grau de
hidratacdo do grupo fosfato e, contribuiram favorecendo as comunicacfes
intermoleculares entre o grupo colina e fosfato proximos, ou entre o grupo colina e
0 meio aquoso. Ao comparar com a regido polar dos lipossomos de Aso+Col-PEO-
GlicNAc, foram observadas as mesmas contribui¢des no que tange o grupo fosfato,
exceto quanto ao grau de hidratacdo, no qual ndo foram observadas variacfes
causadas pelo polimero.

Portanto, ambos os sistemas influenciaram todas as regides, sendo os efeitos mais
pronunciados os causados por Col-PEO-GIlicNAc nos lipossomos de Aso. O resultado pode ser
decorrente das interacfes do grupo n-acetil na posicdo do carbono 2, que difere a por¢do GlicNAc
da por¢do Gal, que propiciou mais interagdes entre o polimero e a membrana lipossomal, tais como
as dipolares e ligacdes de hidrogénio.

As interaces representadas esquematicamente de acordo com o estudo da técnica de
HATR-FTIR (Figuras 34, 40 e 46), podem ser alteradas se adicionado ao sistema uma substancia
exogena (Soppimath et al., 2011). Os polimeros como sitio de reconhecimento, por exemplo, de
uma substancia exdgena como um farmaco, adicionado aos lipossomos, modificam as for¢as de
interacdo do sistema como um todo, influenciando assim suas atracdes/repulsdes.
Consequentemente, conduzem a um aumento na afinidade entre substancias ou ndo, que ira

influenciar nas respostas das andlises, portanto, na farmacocinética e na farmacodinamica.
5.3.2 Andlises de RMN de 'H
As curvas de recuperagéo do sinal do FID de *H, relacionadas aos hidrogénios da colina

lipidica (N*(CHs3)3; 3,2 ppm) estdo apresentadas nas Figuras 47 e 48. A partir destas curvas, 0s

valores de T1 foram calculados e estdo demonstrados na Tabela 4.
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Figura 47: Recuperacdo dos sinais de RMN ‘H (de FID) da colina em lipossomos de asolecitina de soja (Aso) e Aso
contendo o colesterol-PEO1q0o-triptofano (Aso+Col-PEO-Trip).
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Tabela 4: Valores de T; dos hidrogénios da colina presentes nos lipossomos de: asolecitina de
soja (Aso), Aso contendo o colesterol-PEO1guo-triptofano (Aso+Col-PEO-Trip), Aso contendo o
colesterol-PEQO1000-1,2,3-triazol-galactose (Aso+Col-PEO-Gal) e Aso contendo o colesterol-
PEOQj1000-1,2,3-triazol-n-acetilglicosamina (Aso+Col-PEO-GlicNAC).

Lipossomos T1(s) A T1(S) A T1 (%)
Aso 0,178 - -
Aso+Col-PEO-Trip 0,156 0,022 12,36
Aso+Col-PEO-Gal 0,168 0,01 5,62
Aso+Col-PEO-GIlicNAc 0,198 0,02 11,23

Ty, tempo de relaxacéo longitudinal; 4, variagdo; s, segundos; %, porcentagem.

A insercédo de Col-PEO-Trip reduziu o valor de T1 de *H da colina nos lipossomos de Aso
em aproximadamente 12,36 % (de 0,178 s para 0,156 s) (Figura 47). Isto indica que o polimero
aumentou a velocidade de rotacdo da colina lipidica (De Lima et al., 2010; Feigenson & Chan
1974; Levy & Peat 1978). A fluidez gerada pode favorecer a interacdo entre o grupo N*(CHzs)s3
lipidico e uma substancia ativa. Micheletto e colaboradores (2015), adicionaram o polimero

anfifilico N-acetil-g-D-glucosaminil-PEGggo-docosanato (C22PEGgoGICNAC) em lipossomos de
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Aso, e o0 valor de T foi reduzido em cerca de 25%, deixando a colina lipidica mais mdvel. Dando
continuidade a estes estudos, Dos Santos e colaboradores (2016) inseriram lectina de Bauhinia
variegata (BVL) ao sistema, composto de lipossomos de Aso e C22PEGanGICNAc. A BVL é uma
proteina com propriedades farmacoldgicas, que atua no reconhecimento celular (Lis et al., 1986;
Sharon et al., 1993) (Pinto et al., 2005). No trabalho (Dos Santos et al., 2016), a BVL mostrou
preferéncia de interagdo com a regido mais externa da membrana, a polar e interface lipidica. O
sistema lipidio-polimero mostrou-se promissor com a BVL, entdo outros tipos de lectinas poderao
também ser testados, podendo auxiliar no reconhecimento de um tecido ou 6érgéo especifico, pelo
nanocarreador lipossomal.

Figura 48: Recuperagéo dos sinais de RMN de *H (de FID) da colina em lipossomo de: asolecitina de soja (Aso) e,
contendo o colesterol-PEO1000-1,2,3-triazol-galactose (Aso+Col-PEO-Gal) e o colesterol-PEQ1gp0-1,2,3-triazol-n-
acetilglicosamina (Aso+Col-PEO-GlicNAc).
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O polimero Col-PEO-Gal nos lipossomos de Aso reduziu o valor de T1 em 5,62 % (de
0,178 s para 0,168 s) (Figura 48), aumentou moderadamente 0 movimento de rota¢do do grupo
colina da membrana lipidica (De Lima et al., 2010; Feigenson & Chan, 1974; Levy & Peat 1978).
Ja o Col-PEO-GIicNAc, quando inserido nos lipossomos de Aso, aumentou o valor de T

em 11,23 % (de 0,178 s para 0,198 s) (Figura 48). Este acréscimo no T1, promoveu uma reducao
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do movimento de rotacdo do grupo colina maior e oposta que a promovida por Col-PEO-Gal e
semelhante a causada por Col-PEO-Trip.

Ao comparar os sistemas lipossomais de Aso+Col-PEO-Gal e Aso+Col-PEO-GIlicNAc, a
variacdo da porgdo glicidica de Gal para GlicNAc, propiciou em efeitos opostos na fluidez de Ty.
Enquanto o Col-PEO-Gal promoveu, de forma discreta, aumento na mobilidade do grupo colina;
0 Col-PEO-GlicNAc promoveu reducdo na mobilidade deste grupo nos lipossomos de Aso.

A preferéncia do posicionamento do grupo colesterol, constituinte do polimero, nas cadeias
de hidrocarboneto dos lipossomos (conforme HATR-FTIR), pode favorecer a localizagdo da
regido glicidica proxima a regido polar das membranas lipidicas. Logo, uma das possiveis
interacdes que pode ocorrer, é entre o grupo colina da membrana e a regido glicidica do polimero,
via interacéo dipolo-dipolo (Micheletto et al., 2015; Dos Santos et al., 2016) (Figura 49). A outra
possivel interacdo ainda na regido polar lipidica € com o grupo fosfato, que sera discutida na se¢do
5.3.3.

Figura 49: llustragdo dos polimeros Rod-Coil-Rod colesterol-PEO1ggo-triptofano (Col-PEO-Trip), colesterol-PEO1g0-
1,2,3-triazol-galactose (Col-PEO-Gal) e colesterol-PEQ1000-1,2,3-triazol-n-acetilglicosamina (Col-PEO-GlicNAc), na
interagdo preferencial do colesterol com os metilenos lipidico, favorecendo a interacdo da regido polar dos
fosfolipidios com a regido glicidica do polimero. Representado em azul, o colesterol, em verde, o poli (6xido etileno)
PEO e, em amarelo, o Trip ou anel triazol com as por¢des glicidicas (Gal e GlicNAC).

€l

Os polimeros ao intervir na mobilidade do grupo colina, podem influenciar sobre a

orientacdo deste grupo, posicionados mais acima ou abaixo da bicamada lipidica, o que reflete na
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carga superficial da membrana (Fatouros et al., 2002). Os efeitos dos polimeros na carga

superficial da membrana serdo descritos na secao 5.3.4.

5.3.3 Andlises de RMN de 3'P

Para investigar a influéncia dos polimeros no movimento de rotacdo do grupo fosfato
lipidico, os espectros de RMN de *!P (Figuras 50 e 51) foram obtidos e, a partir dos mesmos, foram
calculadas as variagdes das larguras dos picos a 75% de sua altura. Os valores e variagdes de

largura das bandas estdo demonstrados na Tabela 5.

Figura 50: Espectro de RMN de 3! P- anisotropia do deslocamento quimico da regido do fosfato dos fosfolipidios de
lipossomos de asolecitina de soja (Aso) e contendo o colesterol-PEO1guo-triptofano (Aso+Col-PEO-Trip).

—— Aso+Col-PEO-Trip

——Aso
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Tabela 5: Valores das larguras dos picos de RMN de 3P, presente nos lipossomos de: asolecitina de soja (Aso),
Aso contendo o colesterol-PEO1ggo-triptofano (Aso+Col-PEO-Trip), Aso contendo o colesterol-PEO1000-1,2,3-
triazol-galactose (Aso+Col-PEO-Gal) e Aso contendo o colesterol-PEQO1q00-1,2,3-triazol-n-acetilglicosamina
(Aso+Col-PEO-GIlicNAc), em ppm.

Lipossomos Largura dos 6 (ppm) A de largura dos 6 | A de largura dos &
(ppm) (%)

Aso 14,37 - -
Aso+Col-PEO-Trip 60,80 46,46 76,41%
Aso+Col-PEO-Gal 3,17 11,2 22,05%

Aso+Col-PEO-GIlicNAc 26,42 12,05 45,60%

o, deslocamentos quimicos; %, porcentagem.

O espectro dos lipossomos de Aso apresentado na Figura 50 demonstra um ombro em
campo alto e um pico intenso em campo baixo, que € tipico de uma fase H, com movimento
anisotrdpico de lipidios (Pfeiffer et al., 2012; Sanchez et al., 2013). O espectro de lipossomos de
Aso resultou em forma de linhas com assimetria reversa, em compara¢do com espectros tipicos de
bicamada lipidica. A adi¢do do polimero Col-PEO-Trip no sistema lipossomal de Aso, preservou
o estado de fase H,. A intensidade observada no pico em campo baixo na RMN de 3!P dos
lipossomos de Aso (Figura 50), sugere um NOE que reflete na interacdo dipolo entre o grupo
fosfato lipidico e hidrogénios do meio aquoso (Noggle & Schirmer, 1971; Seelig, 1978). A
insercdo de Col-PEO-Trip na membrana, promoveu uma reducao (visivel) na intensidade do pico,
gue sugere o enfraquecimento das interacdes dipolares entre o fosfato lipidico e 0 meio aquoso,
bem como uma predominancia de interacdes eletrostaticas entre grupos fosfato e grupos colina
proximos. Esta pode ser a interagdo responsavel pelas variacdes observadas nos parametros de
HATR-FTIR, referente ao grupo colina (se¢do 5.3.1.1). A diminuic¢do na intensidade do pico de
campo baixo em espectros de RMN de 3P, também esta relacionada a restricbes do movimento
dos nacleos (Seelig, 1978). A insercdo do polimero, ampliou em 76,41% (de 14,37 ppm para 60,80
ppm, uma variacio de 46,46 ppm) a largura do pico do espectro de RMN de 3!P dos lipossomos
de Aso (Figura 50). O resultado reforca a evidéncia para a restri¢do de rotacdo do grupo fosfato
lipidico, promovido pelo polimero, uma vez que a largura da linha do pico do 3P est4 relacionada
a CSA (Debouzy et al., 2002; Timoszy et al., 2004, Dufourc et al., 1992).
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Figura 51: Espectro de RMN de ! P- anisotropia do deslocamento quimico da regido do fosfato dos fosfolipidios de
lipossomos de: asolecitina de soja (Aso), Aso contendo o colesterol-PEO1000-1,2,3-triazol-galactose (Aso+Col-PEO-
Gal) e Aso contendo o colesterol-PEO1q00-1,2,3-triazol-n-acetilglicosamina (Aso+Col-PEO-GlicNAc).

— Aso+Col-PEO-GlicNAc

—Aso+Col-PEO-Gal

—Aso

A reduco de intensidade do pico do espectro de RMN de P nos lipossomos de Aso+Col-
PEO-Gal (Figura 51), sugere também uma predominancia de interacfes eletrostaticas (entre
grupos fosfato e colina proximos) sobre as interacdes dipolares (entre os grupos fosfato e as
moléculas de agua). Quanto a analise da largura do pico de RMN de !P deste sistema, foi reduzida
cerca de 22,05% (de 14,37 ppm para 3,17 ppm, uma variacao de 11,2 ppm), apés insercédo de Col-
PEO-Gal. A contribuicdo do polimero Col-PEO-Gal nos lipossomos de Aso aponta para 0 aumento
da rotacdo do grupo fosfato lipidico (Debouzy et al., 2002; Timoszy et al., 2004, Dufourc et al.,
1992). Quando comparado ao controle, o polimero Col-PEO-Gal promoveu alteragdo na forma do
espectro de RMN de 3P dos lipossomos de Aso, que apresentou um ombro em campo baixo e um
pico em campo alto. O pico passou de tipicamente de fase Hy para a forma tipica de estado de fase
em L.

Em termos visuais, a variacdo da intensidade do pico no espectro de RMN 3!P dos
lipossomos de Aso+Col-PEO-GIlicNAc, ndo foi avaliada, por influéncia do diametro dos
lipossomos, cuja restricdo é abordada e justificada na secdo 5.3.5 (Noggle & Schirmer 1971,
Seelig, 1978). Considerando a anélise da largura de linha do espectro dos lipossomos de Aso, o
polimero Col-PEO-GlicNAc aumentou em 45,60% (de 14,37 ppm para 26,42 ppm, uma variagao
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de 12,05 ppm) reduzindo a rotacdo do grupo fosfato lipidico (Figura 51) (Debouzy et al., 2002;
Timoszy et al., 2004, Dufourc et al., 1992) e, por conseguinte, sua mobilidade.

Ao comparar os resultados referentes aos sistemas lipossomais de Aso+Col-PEO-Gal e
Aso+Col-PEO-GlicNAc, no que tange a mobilidade dos fosfatos lipidicos, os polimeros
forneceram efeitos opostos. Enquanto o Aso+Col-PEO-Gal apresenta um sistema com maior
mobilidade rotacional para os grupos fosfato, predominancias de interacdes eletrostaticas e estado
de fase Hij;, 0 Aso+Col-PEO-GIlicNAc demonstra um sistema de menor mobilidade rotacional e
estado de fase em L. Os resultados de RMN de 3'P complementaram as analises de RMN de *H,
visto que os grupos fosfato e colina, integram a regido polar da membrana lipidica. Sendo assim,
0 Col-PEO-Gal tornou mais moével a regido polar da membrana, enquanto o Col-PEO-GicNAc, a
tornou menos movel. A investigacdo mostra a preferéncia do GlicNAc pela regido polar,
propiciando maiores interagdes do GlicNAc com o grupo colina e fosfato, ou seja, entre a hidroxila
da porc¢édo glicidica e o grupo colina lipidico, conforme também observado pelas andlises de
HATR-FTIR. Com base nos dados obtidos de HATR-FTIR e RMN de *H, o posicionamento
preferencial do colesterol, constituinte do polimero, nas cadeias de hidrocarboneto, favorece a
localizacdo dos glicidios préximos a regido polar, favorecendo interacdes do tipo dipolo-dipolo

(Micheletto et al., 2015) e, gerando redu¢do na mobilidade nesta regido.

5.3.4 Anélises de potencial {

A técnica de potencial { permitiu avaliar as possiveis alteracdes na carga superficial dos
lipossomos de Aso, ocorridas apos interacdo de cada polimero com o sistema lipossomal. Na
Tabela 6, os dados mostram o efeito da inser¢cdo de cada polimero na carga superficial dos
lipossomos de Aso (Komatsu et al., 1999; Schaffzick et al., 2003).
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Tabela 6: Influéncia dos polimeros colesterol-PEO:qgo-triptofano (Col-PEO-
Trip), colesterol-PEO1000-1,2,3-triazol-galactose (Col-PEO-Gal) e colesterol-
PEO1000-1,2,3-triazol-n-acetilglicosamina (Aso+Col-PEO-GIlicNAc) quanto a
distribuicdo de cargas na superficie de lipossomos de asolecitina de soja (Aso).

Lipossomos Potencial ¢ A (x, mV)
(x ,mV)D.P.
Aso -54,92 +3,06
Aso+Col-PEO-Trip -46,02 £2,20 18,9
Aso+Col-PEO-Gal -22,67 +0,87 |32,25|
Aso+Col-PEO-GlicNAc -42,12 +1,07 |12,8]

X , média aritmética; D.P., desvio padrdo; 4, variagao.

O potencial ¢ dos lipossomos de Aso foi correspondente a -54,92 mV. Lipossomos
fosfolipidicos, tais como os de Aso, apresentam um potencial negativo em sua superficie
(Schaffzick et al., 2003). Apos a inser¢do do Col-PEO-Trip, o potencial { alterou de -54,92 mV
para -46,02 mV. A reducdo do potencial de superficie para valores mais positivos indicou uma
reorientacdo do grupo colina em direcdo a superficie dos lipossomos (Dos Santos et al., 2016;
Fatouros & Antimisiaris 2002). Os dados ratificam os resultados observados por RMN de *H, que
indicaram o aumento da mobilidade rotacional na regido polar (grupo colina) dos lipossomos de
Aso+Col-PEO-Trip, e, portanto, orientou-se acima da bicamada lipidica. A fluidez do grupo colina
lipidico, pode ter procedido em virtude do enfraquecimento das interacGes dipolares entre o grupo
fosfato lipidico e o meio aquoso, o qual gerou a predominancia de interacdes eletrostaticas entre
grupos fosfato e grupos colina proximos, conforme os parametros investigados de HATR-FTIR,
referente ao grupo colina (se¢éo 5.3.1.1).

Como o sistema lipossomal de Aso+Col-PEO-Trip apresentou potencial { superior a -30
mV, foi considerado fisicamente estavel, provavelmente devido a forte repulséo de cargas e, baixa
tendéncia a aglomeracdo por colisdes ocasionais de nanoparticulas adjacentes (Wissing & Miller
2002; Mishra et al., 2009).

O Col-PEO-Gal inserido no sistema controle reduziu o potencial { de -54,92 mV para -
22,67 mV, enquanto que o Col-PEO-GlicNAc reduziu o potencial { de -54,92 mV para-42,12 mV.
O polimero com a porc¢éo glicidica Gal, teve maior capacidade em reduzir o potencial de superficie

para valores mais positivos (variagdo em modulo de |32,25| mV), indicando um maior efeito da
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reorientacdo da colina em direcdo a superficie dos lipossomos, quando comparado a porcéao
GlicNAc (variagdo em maddulo de [12,8] mV). As anélises de RMN de *H e de 3P, assim como as
de HART-FTIR, ratificaram as analises de potencial { dos modelos em estudo. A RMN de ‘H
indicou que os lipossomos de Aso+Col-PEO-Gal, possui o grupo colina fluido, assim como o
grupo fosfato (visto pela técnica de RMN de 3!P), permitindo maior liberdade de movimento acima
do plano da bicamada lipidica, propiciando o aumento da carga de superficial. Por outro lado,
provavelmente mais abaixo da bicamada lipidica que o no sistema Aso+Col-PEO-Gal, o grupo
colina dos lipossomos de Aso+Col-PEO-GlicNAc estdo menos fluidos, por interagdes entre o
grupo fosfato e o grupo colina préximos, conforme as analises de RMN de *H e de®'P. Como ja
informado, os polimeros Col-PEO-Gal e Col-PEO-GIlicNAc se diferem na por¢édo glicidica. Os
glicidios sdo formados por um anel piranosidico com 6 &tomos de carbono, sendo que na porgao
Gal, uma hidroxila é ligada a cada a&tomos de carbono; enquanto na por¢ao GlicNAc, a posi¢do do
carbono 2 do anel, é ligado ao grupo n-acetil e os demais atomos de carbono do anel, sdo ligados
a uma hidroxila. Como o grupo n-acetil € mais volumoso, a interacao entre a regido glicidica do
Col-PEO-GIlicNAc com a regido polar da membrana de Aso, pode ser um fator relevante na
mobilidade rotacional do grupo colina, e mais especificamente, nas interagcdes entre 0 grupo n-
acetil da porcéo glicidica GlicNAc e o grupo fosfato lipidico (Micheletto et al., 2015). Além das
interacdes entre a hidroxila da porcdo glicidica e o grupo colina lipidico (Micheletto et al., 2015),
conforme observado nas analises de HATR-FTIR.

Na estruturacdo dos lipossomos fosfolipidicos, a formagdo do vetor entre os &tomos de
fosforo e nitrogénio (vetor PN) inclinado, se alinham por atracdo dipolo-dipolo, integrando as
porcdes vizinhas, fosfato e colina. O vetor pode chegar a uma inclinagdo em que o angulo seja
menor que 30 ° em relacdo ao plano da bicamada, quase paralelo a superficie (Cheng et al., 2015).
Tal angulo pode ser obtido através de calculos matematicos realizados em programas
computacionais (Dubinnyi, 2006). A reorientacdo da cabeca polar para mais préximo do plano da
bicamada pode acontecer por atra¢oes dipolo-dipolo que séo influenciadas pelo grau de hidratacéo
do fosfato ou por adi¢do de outros compostos, como os polimeros em estudo nesta tese (Col-PEO-
Trip, Col-PEO-Gal e Col-PEO-GlicNac) (Figura 52).
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Figura 52: llustragdo dos polimeros Rod-Coil-Rod colesterol-PEQ1ggo-triptofano (Col-PEO-Trip), colesterol-PEOQ1g0-
1,2,3-triazol-galactose (Col-PEO-Gal) e colesterol-PEO1q00-1,2,3-triazol-n-acetilglicosamina (Col-PEO-GIlicNAc) e
seu efeito na reorientacéo da regido polar dos fosfolipidios. Representado em azul, o colesterol, em verde, o poli (6xido
etileno) PEO e, em amarelo, o Trip ou anel triazol com as porc¢des glicidicas (Gal e GlicNAc).

/\/\/“\/\/\u/\/\/\/lko

O grupo fosfato é responsavel pela variacdo no angulo, propiciando que o vetor PN esteja
mais préximo ou ndo do plano da bicamada lipidica, e desta forma colaborando com carga da
superficie da membrana para valores proximos do positivo ou negativo (Cheng et al., 2015).
Assim, esta correlacionado com a mobilidade do grupo colina da membrana lipidica. Com base
nesta informacao, apesar de o grupo colina dos lipossomos de Aso+Col-PEO-Trip estar mais
movel, conforme observado na RMN de 'H (se¢do 5.3.2), o grupo fosfato mostrou mobilidade
significativamente reduzida, pela adi¢cdo do polimero ao sistema, conforme os estudos de RMN
31p (secdo 5.3.3). E possivel entdo sugerir que o vetor PN dos lipossomos de Aso contendo o
polimero Col-PEO-Trip, em fungdo da redugcdo da mobilidade da regido do fosfato dos
fosfolipidios, esteja em uma posicao intermediaria no plano da bicamada, entre a posi¢éo descrita
para Aso+Col-PEO-Gal e Col-PEO-GIlicNAc, referidas abaixo.

E possivel influir que o vetor PN dos lipossomos de Aso+Col-PEO-GlicNAc, esteja mais
préximo da bicamada lipidica, em virtude das possiveis interacdes que houveram na regido polar,

que gerou valor de potencial { de -42,12 mV. Sugere-se que 0s lipossomos de Aso+Col-PEO-Gal,
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tém vetor PN acima do plano da bicamada, devido a fluidez da regido polar e ao valor de potencial
{de-22,67 mV.

Tanto o sistema lipossomal de Aso+Col-PEO-Gal quanto o Aso+Col-PEO-GlicNAc foram
considerados estaveis. Apesar de estabelecido na literatura que potenciais ¢ superiores a -30 mV
sdo valores considerados fisicamente estaveis (Wissing & Muller 2002; Mishra et al., 2009), para
0 caso de tensoativos ou surfactantes como os polimeros anfifilicos Rod-Coil-Rod, a estabilidade
de suspensdes vesiculares (Schaffazick et al., 2003), é proposta com valores de potencial { da
ordem préxima aos - 20 mV (Mishra et al., 2009).

Para uma perspectiva de aplicacdo do sistema, sabe-se que o efeito descrito e supracitado
pode contribuir para reduzir a hidrofobicidade da superficie, retardar o reconhecimento dos
sistemas lipossomais pelos macréfagos e, consequentemente, proporcionar maior liberacao
controlada (Frézard et al., 2005; Batista et al., 2007; Calvo et al., 2001). Além disso, pode melhorar
a interacdo do sistema lipossomal com o acido desoxirribonucléico (DNA) carregado
negativamente, por meio de interacOes eletrostaticas (Batista et al., 2007). Entretanto, sistemas
lipossomais com superficie de membrana negativa sdo preferiveis nas formulagcdes de vetores
lipossomais com polimeros, glicosilados ou ndo, que mimetizam a composicao lipidica de
envelopes virais artificiais (Pinnapireddy et al., 2019). Devido a sua carga superficial negativa,
diferentes ligantes de direcionamento podem ser anexados a superficie externa da membrana,
como proteinas de ligacdo viral (Muller et al., 2001).

A estabilidade fisica dos modelos apresentados, pode também influenciar na cinética de
liberacdo, assim como no direcionamento bioldgico dos nanocarreadores, pois as cargas presentes
nas membranas sdo atraidas por cargas opostas de outras membranas celulares e receptores
(Tamijidi et al., 2013).

5.3.5 Analises de DLS
Para medir o didmetro dos lipossomos de Aso e o efeito da inser¢do dos polimeros nestes,

foram realizadas analises de DLS (Komatsu et al., 1999; Schaffzik et al., 2003). Os resultados

estdo demonstrados na Tabela 7.
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Tabela 7: Influéncia dos polimeros colesterol-PEOgo-triptofano (Col-PEO-Trip), colesterol-PEO1ggo-
1,2,3-triazol-galactose (Col-PEO-Gal) e Aso+colesterol-PEO1q00-1,2,3-triazol-n-acetilglicosamina
(Col-PEO-GIlicNACc) no didmetro dos lipossomos de asolecitina de soja (Aso), em nm.

Lipossomos Diametro A4 PDI
(x,nm)D.P. (x,nm) (x)D.P.
Asob 731,55 £21,62 0,27 0,03
Aso+Col-PEO-Trip 368,67 £6,97 362,88 0,27 0,03
Aso+Col-PEO-Gal 187,94 +9,27 543,61 0,22 +0,02
Aso+Col-PEO-GlicNAc 520,92 +24,92 210,63 0,27 +0,03

X , média aritmética; 4, variacdo; D.P., desvio padréo.

Os parametros foram avaliados e apresentaram alteracdes significativas por influéncia dos
polimeros no sistema controle. O polimero Col-PEO-Trip reduziu o didmetro dos lipossomos de
Aso em 362,88 nm (de 731,55 nm para 368,67 nm), equivalente a uma reducdo de 49,60%. A
reducdo da vesicula de Aso+Col-PEO-Trip esta relacionada a uma maior coesdo de interacdes
intermoleculares e empacotamento entre as cadeias de metileno (Sherry et al., 2013; Valenti et al.,
2001), que repercutiu nos dados de HATR-FTIR. Além disso, para membranas insaturadas, como
lipossomos de Aso de origem natural, a diminuicdo do didmetro da vesicula também esta
relacionada a reducdo do numero de confémeros gauche das cadeias de hidrocarboneto
(Giacometti et al., 2017.), que foram observadas por HATR-FTIR (secédo 5.3.1.1). As por¢oes do
polimero PEO e Trip podem ter tido um papel importante na reducao do didmetro da vesicula e no
favorecimento da uniformidade do sistema (Muller-Goymann, 2004; Elsayed et al., 2011; Calvo
etal., 1987).

A reducdo expressiva de 543,60 nm no didmetro (de 731,55 nm para 187,94 nm), foi
observada apo6s adi¢do do Col-PEO-Gal nos lipossomos de Aso. Este decréscimo no tamanho é
equivalente a 74 %. Ao variar a porcao glicidica, ou seja, ao adicionar no modelo controle o Col-
PEO-GIicNAc, houve uma redugéo no didmetro dos lipossomos de Aso em 210,63 nm, equivalente
a 28,79 % (de 731,55 nm para 520,92 nm), isto &, uma variacdo 2,6 vezes menor que o Col-PEO-
Gal gerou. O tamanho de Aso+Col-PEO-GIlicNAc foi determinante para inviabilizar a analise da
intensidade do pico no espectro de RMN de 3!P (se¢do 5.3.3). Tal analise so pode ser realizada em
sistemas com diametros de cerca de 300 nm (Noggle & Schirmer 1971; Seelig, 1978). Conforme

as andlises de DLS descritas nesta se¢do, os lipossomos de Aso+Col-PEO-GIlicNAc, obtiveram
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valores de diametro muito superiores a 300 nm. Vale ressaltar que a variacdo do numero de onda
observada nas bandas de HATR-FTIR do grupo colina para os trés sistemas lipossomas
poliméricos, também apontam para interacGes entre o grupo colina e o grupo fosfato. O aumento
das forcas de atragéo intermoleculares da colina, bem como, o ordenamento da regiédo de interface
e apolar, podem contribuir para um maior empacotamento lipidico e, consequentemente, para a
reducdo significativa do tamanho dos lipossomos (Sherry et al., 2013; Valelenti et al., 2001). A
resposta mais pronunciada foi observada nos lipossomos de Aso+Col-PEO-Gal.

A homogeneidade da distribuicdo de tamanho das vesiculas, foram medidos pelo PDI que
indicou o perfil das nanoparticulas (tamanho e distribuicdo) (Moller-Goymann, 2004). Os
polimeros quando em suas respectivas matrizes lipossomais, favoreceram um sistema
monodisperso, visto que os valores do PDI foram menores que 0,3. Além disto, indica que séo
uniformes (Elsayed et al., 2011; Calvo et al., 1987).

Em uma perspectiva de aplicacdo, a reducdo do didmetro pode diminuir o atrito dos
lipossomos-polimero, facilitando a passagem pelos poros da BHE (Kreuter, 2007). E, ainda, pode
ser vantajosa para reduzir a taxa de captacdo dos lipossomos por macréfagos fagociticos
mononucleares, diminuindo a possibilidade de opsonizacdo (Batista et al., 2007, Ulrich et al.,
2002).

5.3.6 Andlises de UV-Vis - Turbidez

Os valores de turbidez lipidica podem, estar relacionados tanto com a fluidez da regido
apolar do sistema, visto que 0s maiores constituintes da membrana de Aso sdo as cadeias de
hidrocarboneto (Hope et al., 1986; Sousa et al., 2013), como com o tamanho (Elsayed & Cevc
2011). Os resultados de turbidez obtidos, a partir de medidas de absorbancia a 400 nm, foram
descritos como densidade Optica (unidade arbitréaria, u.a.), estdo demonstradas na Figura 53 e na
Tabela 8.
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Figura 53: Grafico de absorbancia de lipossomos de asolecitina de soja (Aso) e a influéncia dos polimeros colesterol-
PEOsgoo-triptofano  (Aso+Col-PEO-Trip), colesterol-PEQ1g00-1,2,3-triazol-galactose  (Aso+Col-PEO-Gal) e
Aso+colesterol-PEO1000-1,2,3-triazol-n-acetilglicosamina (Aso+Col-PEO-GlicNAC) nos valores de turbidez lipidica.
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Tabela 8: Valores de turbidez dos lipossomos de asolecitina de soja (Aso) e a influéncia dos
polimeros colesterol-PEO1go-triptofano (Col-PEO-Trip), colesterol-PEO1000-1,2,3-triazol-galactose
(Col-PEO-Gal) e Aso+colesterol-PEQ1g00-1,2,3-triazol-n-acetilglicosamina (Col-PEO-GlicNAC)
nas mesmas, em u.a.

Lipossomos Turbidez (x, u.a.) D.P. 4(x,ua)
Aso 0,668 £0,10
Aso+Col-PEO-Trip 0,639 £0,011 0,029
Aso+Col-PEO-Gal 0,892 +0,003 0,22
Aso+Col-PEO-GlicNAc 0,645 +0,005 0,023

X , média aritmética; D.P., desvio padrao; 4, variacao.

A turbidez dos lipossomos de Aso foi de 0,668 u.a. A adi¢do do polimero Col-PEO-Trip
nos mesmos, variou a turbidez muito discretamente, de 0,668 u.a. para 0,639 u.a., uma variacdo
percentual de 4,53 %. O referente dado pode ser relacionado ao tamanho lipossomal (Elsayed &
Cevc 2011; Wang et al., 2019). Era esperado que houvesse uma reducdo significativa nos valores
de turbidez, visto os valores de reducdo no diametro das vesiculas lipidicas de 49,60 % (verificada
nas andlises de DLS, secdo 5.2.5). Entretanto, ndo foi observado um decréscimo significativo da

turbidez. E possivel que, além do efeito na redugio do tamanho, o polimero n&o tenha alterado a
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relacdo entre concentracdo dos lipidios e lamelaridade. Isto significa que Col-PEO-Trip pode ter
reduzido a concentracdo de lipidios por lipossomos e aumentado a lamelaridade dos lipossomos
ou vice-versa (Wang et al., 2019). Entretanto, outras investigacGes tornam-se necessarias para
confirmar tal hipotese. Os dados de PDI (dados de DLS) ratificaram os dados de turbidez obtidos
que podem, ainda, refletir a estabilidade da membrana de Aso+Col-PEO-Trip, uma vez que nao
houve aglomeracdo das matrizes (Elsayed & Cevc 2011; Chong & Colbow 1976; Wang et al.,
2019).

O polimero Col-PEO-Gal aumentou a turbidez dos lipossomos de Aso em 25,11 % (de
0,668 para 0,892 u.a.). O acréscimo de 0,224 u.a. nos valores de turbidez, indicaram a reducao de
fluidez ou ordenamento da regido apolar da membrana lipossomal (Hope et al., 1986; Sousa et al.,
2013).

Quando foi adicionado 0 Col-PEO-GIlicNAc aos lipossomos de Aso, observou-se a reducéo
dos valores de turbidez de 0,668 para 0,645 u.a. (decréscimo de 0,023 u.a.). Foi uma reducéo
discreta de 3,59 % e, ainda assim, pode ser atribuida ao tamanho (Elsayed & Cevc 2011). Era
esperado para o sistema de Aso+Col-PEO-GIlicNAc uma redugéo nos valores de turbidez maior,
ja que houve reducdo no diametro das vesiculas lipidicas de 28,79 % (verificada nas anélises de
DLS). Assim como analisado no sistema lipossomal de Aso+Col-PEO-Trip, provavelmente, além
do efeito na reducdo do tamanho, o Col-PEO-GIlicNAc ndo alterou a relacdo entre concentracao
dos lipidios e lamelaridade no lipossomo controle. Os dados de PDI (dados de DLS) corroboraram
os de turbidez, no que se refere a estabilidade da membrana de Aso+Col-PEO-GlicNAc (Elsayed
& Cevc 2011; Chong & Colbow 1976; Wang et al., 2019).

5.3.7 Anélises de DSC

A partir dos resultados de DSC, as contribuigdes termodindmicas dos polimeros para a
regido hidrofdbica dos lipossomos de Aso foram monitoradas. Através dos eventos térmicos, ou
seja, das curvas de DSC (Figura 54 e 55) foram avaliados as Tm e 4H dos respectivos sistemas. Os

parametros e suas variagdes estdo demonstrados na Tabela 9.
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Tabela 9: Valores de temperatura de transicdo de fase (Tm,° C) €, valores de variacdo de entalpia
(4H) dos sistemas de asolecitina de soja (Aso), Aso contendo o colesterol-PEOggo-triptofano
(Aso+Col-PEO-Trip), Aso contendo o colesterol-PEQO1g00-1,2,3-triazol-galactose (Aso+Col-
PEO-Gal) e Aso contendo o colesterol-PEO1000-1,2,3-triazol-n-acetilglicosamina (Aso+Col-

PEO-GlicNAC).
Lipossomos Tn(°C) 4(°C) AH (J/g)
Aso -29,86 -0,10
Aso+Col-PEO-Trip -21,78 |8,08] -0,16
Aso+Col-PEO-Gal -23,46 16,4 -0,13
Aso+Col-PEO-GIlicNAc -24,66 15,2| -0,22

Tm, temperatura de transicdo de fase, 4, variacdo e 4H, variagdo de entalpia.

Os lipossomos de Aso mostram um pico endotérmico de Tm de -29,86 ° C, tipico do acido
oleico presente na fosfatidilcolina, contida em Aso (Figura 54) (Hohne et al., 1996). A insercdo do
polimero Col-PEO-Trip na membrana, aumentou a Tr, de -29,86 ° C para-21,78 ° C, uma variagao
da Tmequivalente a |8,08| ° C (Figura 54).

Figura 54: Curvas de DSC de lipossomos de asolecitina de soja (Aso) e Aso contendo o polimero colesterol-PEQ1g0-
triptofano (Aso+Col-PEO-Trip).
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A 4H obtida do lipossomo controle foi de -0,10 J/g. O polimero Col-PEO-Trip influenciou
a AH destes, moderadamente, de -0,10 J/g para -0,16 J/g.
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O aumento do valor da Tm associado ao aumento moderado (em maédulo) da 4H, sugeriu o
ordenamento da regido apolar lipidica. A efeito em questdo, muito provavelmente, advenha da
presenca do colesterol, constituinte do polimero, que favorece no aumento de conférmeros trans.
Estes resultados em geral, sdo ratificados pela redugdo do nimero de onda do vas do CH2. Apds a
inser¢do do Col-PEO-Trip no lipossomo controle, verificou-se a redugdo na absorcdo deste vas
CHa, de 2983,88 cm ! para 2958,80 cm ! (ver sec¢éo 5.3.1.1) (Lee & Chapman 1986). O polimero
Col-PEO-Trip pode ter influenciado o empacotamento das cadeias de hidrocarbonetos da
membrana de Aso, devido ao efeito do anel esterol (Alakoskela et el., 2010).

Alguns fatores podem alterar a AH de um sistema lipossomal. Dentre estes fatores, cita-se
as forcas das ligacBes que ocorrem entre a membrana lipossomal e o Col-PEO-Trip, mais
especificamente a Aso (lipossomo) e o Trip (constituinte do polimero). As forcas das ligacoes
incluem interacGes hidrofobicas, eletrostaticas, ligagdes de hidrogénio e for¢as de van der Waals.
Como a 4H foi de -0,16 J/g, apos a adi¢do do Col-PEO-Trip nos lipossomos de Aso, a 4S foi
influenciada e, tendeu a um valor menor que zero (Ross & Subramanian 1981), como resultante
das forgas de interacGes predominantes, as ligacdes de hidrogénio e as de van der Waals (Jiao et
al., 2018; Ross & Subramanian, 1981). Embora exista a tendencia de 4S para ser menor que zero,
os resultados indicaram que a adicdo do Col-PEO-Trip aumenta a S do modelo membranar ao
reduzir a liberdade molecular. A S esta associado ao numero de configuragcdes (ou microestados),
ou seja, niveis energéticos quantizados, incluindo os translacionais, vibracionais, rotacionais e
eletronicos (Basurto-Flores et al., 2018) do lipidio. A contribuicdo de 4S na transi¢do de fase, pode
ser reconhecida por uma mudanca na inclinacdo da linha de base, devido uma mudanca na
capacidade de calor especifico (Muller-Goymann, 2004). Esta alteracdo na linha de base pode ser
vista nas Figura 54, e Figura 55 (a) e (b), a partir da insercdo de cada polimero em suas respectivas
matrizes (Aso+Col-PEO-Trip, Aso+ Col-PEO-Gal e Aso+Col-PEO-GlicNACc). As interagdes entre
a membrana e o Trip, investigadas nesta técnica, vai ao encontro das interagdes observadas na
regido de interface (carbonila lipidica), através dos estudos de HATR-FTIR. Conforme descrito na
secdo 5.3.1.1, a interacédo entre o polimero e a membrana ocorreu por ligacédo de hidrogénio, entre
0 grupo NHs" e C=0, que indicou o ordenamento desta regido e apresentou interacdes mais
pronunciadas frente aos outros grupos.

Os eventos térmicos indicaram um acréscimo nos resultados da Tm dos lipossomos de
Aso+Col-PEO-Gal, em relacéo ao lipossomo controle de -29,86 ° C para -24,66 ° C, equivalente

a uma variagdo em moédulo da Tm de |5,2| °C (Figura 55 (a)). De forma similar a este
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comportamento, os lipossomos de Aso+Col-PEO-GIlicNAc, apresentaram variacdo da Tm de -
29,86 ° C para -23,46° C, equivalente a um aumento em modulo da Tm de |6,4| ° C (Figura 55 (b)).
Ao comparar os dois modelos membranares, verificou-se que ambos contribuiram para a variagao
da Tm, porém o tipo de glicidio parece ndo ser um fator relevante na modifica¢do da Tm, em virtude
da diferenca entre as matrizes (Aso+Col-PEO-Gal e Aso+Col-PEO-GlicNac) promoverem uma

variacdo de Tm de 1,2 ° C, quando comparadas entre si.

Figura 55: Curvas de DSC de (a) lipossomos de asolecitina de soja (Aso) contendo o polimero colesterol-PEO1000-

1,2,3-triazol-galactose (Aso+Col-PEO-Gal) e (b) lipossomos de Aso contendo o polimero colesterol-PEO1000-1,2,3-

triazol-n-acetilglicosamina (Aso+Col-PEO-GIlicNAC).
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O aumento da Tm nos sistemas lipossomais de Aso+Col-PEO-Gal e Aso+Col-PEO-
GlicNAc, indicou a reducdo da mobilidade na regido hidrofébica. Uma das possiveis justificativas
é a presenca do colesterol (constituinte do polimero) e 0 aumento do nimero de conférmeros trans,
observado com a redugdo do niimero de onda do vas do CH> (Lee & Chapman, 1986), nas analises
de HATR-FTIR. O aumento da T de | 5,2|° C e areducdo do numero de onda do vas CH2, de
2983,88 cm ! para 2945,30 ! (dados de HATR-FTIR), foram correlacionados somente para os

lipossomos de Aso+Col-PEO-Gal, pois conforme visto nas analises de HATR-FTIR das vesiculas
de Aso+Col-PEO-GIlicNAc, a sobreposicdo dos picos dos estiramentos dos metilenos (vas CH2 e
vs CHz2), gerou uma Unica banda (v CHz), que inviabilizou a obtencdo dos dados, conforme descrito
na secdo 5.3.1.3.

Worcester e Franks (1976) realizaram estudos para detectar a localizacéo preferencial do
colesterol, em membranas de MLVs a base de lecitina. Sendo assim, marcaram a posi¢ao do grupo

hidroxila da molécula de colesterol com o deutério do atomo do carbono adjacente; um método de
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escalonamento direto para comparar &tomos marcados e ndo marcados. O marcador de deutério
foi encontrado proximo a posicao das ligacdes de éster de glicerol de acido graxo, e constataram
que a molécula de colesterol estava imersa na regido de hidrocarbonetos (Figura 56). Com base
neste e, de acordo com os estudos apresentados nesta tese, € possivel que o colesterol constituinte
do polimero Col-PEO-GlicNAc, também esteja preferencialmente, localizado entre as cadeias de

metileno lipidico, em uma orientacao paralela.

Figura 56: Representacdo estrutural da localizag8o preferencial do colesterol em membranas lipossomais de
fosfolipidios.

=0 /— o

Os lipossomos de Aso+Col-PEO-GIlicNAc absorveram mais energia para que ocorresse a
transicdo de fase, quando comparado com os lipossomos de Aso+Col-PEO-Gal. Isto pode ter
ocorrido porque as vesiculas de Aso+Col-PEO-Gal possuem maior curvatura, conforme observado
nas analises de potencial { (Alakoskela et al., 2010). Por outro lado, o potencial de superficie para
valores mais positivos ndo foi um fator de relevancia para o aumento da Tm, visto que o Col-PEO-
GlicNAc néao foi o polimero responsavel por atribuir a membrana valores de potencial { mais

positivos.
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O aumento da curvatura dos sistemas lipossomais (potencial (), aliado a unilamelaridade
das vesiculas do tipo LUVs, causa uma diminui¢do na unidade cooperativa da transicdo de fase
(numero de lipidios que transicionam juntos), e gera um efeito de alargamento consideravel do
pico nas curvas de DSC (lvanova & Heimburg 2001), conforme pode ser verificado na Figura 55
(@) e mais pronunciado em (b), justamente pelo maior efeito da curvatura que o polimero causou
nos lipossomos de Aso.

Tanto o Col-PEO-Gal quanto o Col-PEO-GIlicNAc, promoveram, portanto, alteragcdes nas
forcas de atracdo de van der Waals, entre as cadeias hidrofébicas da membrana lipossomal de Aso
(Zhao et al., 2007), promovendo o ordenamento desta regido. O aumento da turbidez do sistema
lipossomal de Aso+Col-PEO-Gal de 25,11 % e a conformacéo majoritaria trans dos metilenos em
um estado menos fluido, por HATR-FTIR, ratificam este ordenamento visto por DSC.

De forma geral, os polimeros (Col-PEO-Trip, Col-PEO-Gal e Col-PEO-GlicNAc) em seus
respectivos sistemas lipossomais, reduziram a fluidez da regido hidrofébica e deformacdo da

membrana, aumentando a sua estabilidade (Yarosh, 2001).
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6. CONCLUSOES

A sintese para obtencdo do novo polimero Rod-Coil-Rod, 0 Col-PEO-Trip é versatil,
eficiente e de rendimento satisfatorio. O Col-PEO-Trip € um polimero biocompativel com
membranas celulares e possui propriedades farmacoldgicas, por conter Trip (Lee et al., 2002;
Le Floc'h et al., 2010; Rizzo et al., 1986).

Quando foi incorporado em sistemas lipossomais de Aso, o Col-PEO-Trip, interagiu

com todas as regides da membrana (Figura 57), preferivelmente, ordenando-as.

Figura 57: Efeito do colesterol-PEO1gpo-triptofano (Col-PEO-Trip) na membrana lipossomal de Asolecitina de
soja (Aso), representado por setas que indicam os resultados obtidos dos principais grupo que comp&em a
membrana.
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Quando foi incorporado em sistemas lipossomais de Aso, o Col-PEO-Gal, interagiu
com todas as regides da membrana (Figura 58), tornou a regido polar fluida e, tornou as regides

de interface e apolar ordenada.
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Figura 58: Efeito do colesterol-PEO1000-1,2,3-triazol-galactose (Aso+Col-PEO-Gal) na membrana lipossomal
de Asolecitina de soja (Aso), representado por setas que indicam os resultados obtidos dos principais grupos que
compdem a membrana.
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Quando foi incorporado em sistemas lipossomais de Aso, o Col-PEO-GIlicNAc,

interagiu com todas as regides da membrana (Figura 59), ordenando-as.

Figura 59: Efeito do colesterol-PEO1000-1,2,3-triazol-n-acetilglicosamina (Aso+Col-PEO-GlicNAc) na
membrana lipossomal de Asolecitina de soja (Aso), representado por setas que indicam os resultados obtidos
dos principais grupos que compdem a membrana.
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Os polimeros Col-PEO-Trip, Col-PEO-Gal e Col-PEO-GIlicNAc, encontram-se
inseridos nos lipossomos de Aso (nos seus respectivos sistemas), com 0 grupo colesterol,

preferivelmente, interagindo com regido apolar, paralelamente, enquanto que o aa (Trip) € 0s
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glicidios (Gal e GlicNAc), encontram-se preferivelmente entre a interface e a superficie da

membrana (Figura 60).

Figura 26: llustracdo dos polimeros Rod-Coil-Rod colesterol-PEO1go-triptofano (Col-PEO-Trip), colesterol-
PEO1000-1,2,3-triazol-galactose (Col-PEO-Gal) e colesterol-PEQ1q00-1,2,3-triazol-n-acetilglicosamina (Col-
PEO-GIicNAc) inseridos em lipossomos de asolecitina de soja (Aso). Representado em marrom o fosfolipidio;
representado em azul, o colesterol, em verde, o poli (6xido etileno) PEO e, em amarelo, o Trip ou anel triazol
com as porc¢oes glicidicas (Gal e GlicNAC).

No gue tange os reflexos que as caracteristicas fisico-quimicas dos sistemas podem ter
em suas propriedades como nanocarreadores farmacoldgicos, podem ser descritas as seguintes
consideracoes:

O Trip (constituinte do Col-PEO-Trip) localizado proximo a interface e superficie da
membrana, podera contribuir no direcionamento biolégico dos nanocarreadores (Tamjidi et al.,
2013). A preferéncia dos glicidios Gal e GlicNAc por uma localizacéo na interface e superficie
da membrana poderdo favorecer propriedades no sistema de nanocarreadores e/ou de
vetorizadores, pois aumentam o0s sitios de reconhecimento em células superficiais
membranares (Awsthi et al., 2004; Sharon et al., 1993; Ulrich et al., 2002).

A predominéncia do efeito ordenante nas vesiculas de Aso+Col-PEO-GlicNAc, pode
favorecer uma cinética de liberacdo mais lenta, quando comparado com as vesiculas de
Aso+Col-PEO-Trip e, em seguida de Aso+Col-PEO-Gal.

Os sistemas lipossomais tiveram seus tamanhos reduzidos pela adi¢cdo do polimero,
sendo que a reducdo mais significativa foi a observada no sistema com o Col-PEO-Gal (74%),
tornando este muito relevante, visto que viabiliza a ultrapassagem da BHE (Kreuter, 2007). A

ordem de magnitude da reducdo seguiu contendo na matriz o Col-PEO-Trip (~50%) e Col-
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PEO-GIlicNAc (28,79%). A reducdo do diametro, bem como a estabilidade e a uniformidade
gerada pela adi¢éo dos polimeros em seus respectivos sistemas lipossomas, facilita a passagem
pelos poros de membranas celulares (Batista et al., 2007; Kreuter, 2007; Ulrich et al., 2002).

Todos os polimeros estudados reorientaram o grupo colina acima do plano da bicamada
lipidica, atribuindo a membrana um potencial de superficie mais positivo. A reducdo da
hidrofobicidade da superficie das membranas, contribuem na interagdo dos mesmos com o
DNA (Batista et al., 2007). Entretanto, as superficies de vesiculas negativas sao preferiveis nas
formulagdes que mimetizam a composicéo lipidica de envelopes virais artificiais (Pinnapireddy
et al., 2019; Muller et al., 2001). Os lipossomos de Aso+Col-PEO-Trip por apresentar maior
valor de potencial { (de carga negativa) sobre os outros sistemas, é considerado o mais
promissor como modelo de envelope viral, seguido dos lipossomos de Aso+Col-PEO-GIlicNAc
e Aso+Col-PEO-Gal. Entretanto, a membrana de Aso+Col-PEO-Gal tem maior potencial entre
0s outros sistemas para interagdes com o DNA, por meio de interacGes eletrostaticas, ao
demostrar menor valor de carga de superficie, seguida dos lipossomos de Aso+Col-PEO-
GlicNac e Aso+Col-PEO-Trip.

Diante dos resultados apresentados avaliou-se que os sistemas lipossomais de Aso+Col-
PEO-Trip, Aso+Col-PEO-Gal e Aso+Col-PEO-GlicNAc sdo promissores como envelopes
virais artificiais, para os avancos das pesquisas de doencas, tais como as infecciosas. Entre 0s
atributos, as vesiculas foram avaliadas como estaveis, uniformes e homogéneas. Embora a
reducdo da hidrofobicidade apds a insercdo dos copolimeros anfifilicos Rod-Coil-Rod, a carga
superficial negativa dos sistemas lipossomais propde que diferentes ligantes de direcionamento
possam ser anexados a superficie externa dos sistemas, como proteinas de ligacdo viral e
diferentes fracbes de aclcares (Muller et al., 2001). O posicionamento das porcdes Gal e
GlicNAc nos sistemas de Aso, podem favorecer as porcdes de glicidio como ligantes de
superficie, visto que sdo reconhecidos e endocitados por receptores de lectina nas células. O
uso de aas como o Trip nestes estudos ainda é recente, porém promissor, Visto suas
propriedades bioldgicas e farmacoldgicas (Lee et al., 2002; Le Floc'h et al., 2010; Rizzo et al.,
1986).

Os resultados obtidos neste trabalho, contribuem com novos modelos de forma a
aumentar a eficiéncia do sistema composto por lipidio e polimeros Rod-Coil-Rod.

Este trabalho sugere perspectivas no ambito de averiguar, dentre outros, estudos

fotofisicos, fotoquimicos e bioldgicos, bem como a insercdo de um farmaco nos sistemas, como
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lectinas que séo expressas e expostas em membranas celulares, auxiliando no reconhecimento

e na interacdo dos 6rgaos e tecidos do organismo (Gabius, 1994).
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8. ANEXOS

8.1 Mecanismo proposto para a obtencéo do polimero Col-PEO-Trip

8.1.1 Mecanismo proposto referente a primeira etapa da rota sintética para a obtencdo do

hemisuccinato colesteril.

No Esquema 3 em (a) o par de elétrons do oxigénio da molécula de colesterol ataca o
carbono da carbonila, e assim rompe a ligacdo entre o carbono da carbonila e o oxigénio do
anidrido succinico. Como consequéncia, o par de elétrons deste oxigénio captura o hidrogénio da
molécula de colesterol, levando & obtengdo do hemisuccinato colesteril (b), com um terminal

carboxilico ativo.

Esquema 3: Mecanismo proposto: primeira etapa da rota sintética para a obtencdo do hemisuccinato colesteril.

a
\o+

O
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8.1.2 Mecanismo proposto referente a segunda etapa da rota sintética para a obtencao do

conjugado colesterol-PEO1000.

No esquema 4 em (a) o par de elétrons do a&tomo de oxigénio da molécula de PEO ataca
0 carbono da carbonila e, consequentemente, suprindo a eletrodeficiéncia do oxigénio da
carbonila protonada mediante migracdo dos elétrons =. Em (b) a base (DCC) deprotona o
atomo de oxigénio. Em (c) o atomo de um dos alcoois geminal da molécula, captura o
hidrogénio da base. Em (d) ocorre a saida de uma molécula de agua e, em virtude disto, 0
elétron do oxigénio da hidroxila forma uma ligacdo dupla para restaurar a ligacdo do carbono
(e) a base do meio captura o hidrogénio do &omo do oxigénio carbonilico, formando o

conjugado colesterol-PEO1000, em (f).

Esquema 4: Mecanismo proposto: segunda etapa da rota sintética para a obtencdo do conjugado colesterol-
PEO]_OOO.

(a) (b)

(* : Base
(0]
gy

HO OH

OWC’/\’GO%PH
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8.1.3 Mecanismo proposto referente a terceira etapa da rota sintética para a obtencédo do

novo polimero colesterol-PEO1o0o-triptofano (Col-PEO-Trip).

No Esquema 5 em (a) o par de elétrons do atomo de oxigénio do grupo alcool do
colesterol-PEO1000, ataca o carbono da carbonila do aa, que estd protonada. Em (b) a base
deprotona o atomo de oxigénio. A partir do diol geminal em (c), um dos pares de elétrons, de
um dos atomos do oxigénio, captura o hidrogénio da base que estd no meio em (d)). Em (e)
ocorre a saida de uma molécula de 4gua e, posteriormente, o elétron do oxigénio da hidroxila
forma uma ligacdo dupla (f), para restaurar a ligacdo do carbono, a base do meio captura o

hidrogénio deste &tomo de oxigénio carbonilico, formando o Col-PEO-Trip, em (g).

Esquema 5: Mecanismo proposto: terceira etapa da rota sintética para a obtencdo do novo polimero colesterol-
PEO:1000-triptofano (Col-PEO-Trip).

(a)

(d) ” NH
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8.2 Espectro de HATR-FTIR, efeito dos polimeros no nimero de onda e largura de

bandas dos principais grupos da membrana lipossomal de Aso

Este anexo mostra tabelas referentes aos estiramentos dos principais grupos que
compdem a membrana lipossomal de Aso, observados por HATR-FTIR, e as variagdes que 0s
polimeros Col-PEO-Trip, Col-PEO-Gal e Col-PEO-GIlicNAc proporcionam ao seu respectivo
sistema, quanto ao nimero de onda e largura das bandas dos vas CH2; vs CHz; v C=0, v COC,
Vas PO2" € vas N*(CH3).
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8.2.1 Atribuicdes das bandas de estiramentos e suas variagdes: lipossomos de Aso e
Aso+Col-PEO-Trip

Tabela 10: Variagdo de nimero de onda e largura de bandas de grupos especificos, presentes nos lipossomos de asolecitina
de soja (Aso) e lipossomos de Aso contendo o polimero colesterol-PEO;ooo-triptofano (Aso+Col-PEO-Trip), em cm™,

Grupo funcional

NUmero de onda (cm™)

Largura de bandas (cm™)

Lipossomos Aso | Aso+Col-PEO-Trip | 4 (@™™) [ Aso | Aso+Col-PEO-Trip | 4 (cm”)
vas CH; 2083,88 2958,80 2508 | 1310 8,27 183
%C=0 1691,57 1685,79 578 | 27,58 6,20 2138
%COC 1095,57 1080,14 1543 | 2344 3,45 19,99
vas PO; 1222,87 1224,80 193 | 18,62 5,51 13,11

v N'(CH2)s | 99334 964,41 2893 | 1379 6,20 7,59

As variagdes da largura de banda foram calculadas a % da altura do pico; 4, variacgao.
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8.2.2 AtribuicBes das bandas de estiramentos e suas variagdes: lipossomos de Aso e
Aso+Col-PEO-Gal

Tabela 11: Variacdo de nimero de onda e largura de bandas de grupos especificos, presentes nos lipossomos de asolecitina de
soja (Aso) e lipossomos de Aso contendo o polimero colesterol-PEO1q0-1,2,3-triazol-galactose (Aso+Col-PEO-Gal), em cm'L.

Grupo funcional Numero de onda (cm™) Largura de bandas (cm™)

Lipossomos Aso Aso+Col-PEO-Gal | 4 (em™) Aso Aso+Col-PEO-Gal | 4 (em™)
vas CH> 2983,88 2945,30 38,58 13,10 8,27 4,83
vsC=0 1691,57 1687,71 3,86 27,58 20,68 6,90
vs COC 1095,57 1118,71 23,14 23,44 14,48 8,96
vas PO2 1222,87 1217,08 5,79 18,62 14,48 4,14

vas N*(CH3)3 993,34 974,05 19,29 13,79 14,48 -

As variagGes da largura de banda foram calculadas a % da altura do pico; 4, variag&o.
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8.2.3 Atribuicdes das bandas de estiramentos e suas variacGes: lipossomos de Aso e

Aso+Col-PEO-GIlicNAc

Tabela 12: Variacdo de nimero de onda e largura de bandas de grupos especificos, presentes nos lipossomos de asolecitina de
soja (Aso) e lipossomos de Aso contendo o polimero colesterol-PEO1000-1,2,3-triazol-n-acetiglicosamina (Aso+Col-PEO-

GlicNAc), em cm™™,

Grupo funcional

NUmero de onda (cm™)

Largura de bandas (cm™)

Lipossomos AsO Aso+Col-PEO- | 4 (em™) [ ago Aso+Col-PEO- | 4 (em™)
GlicNAc GlicNAc
vas CH» 2983,88 | Banda de v CH; em - - - -
2991,11, 2953,02,
vs CH; 283729 | 2910,58 e 2868,15 - - - -
ysC=0 1691,57 1681,93 9,64 27,58 20,68 6,9
s COC 1095,57 1055,42 40,15 2344 2758 4,14
Vas POy 1222.87 1222.87 ; 18,62 5,51 13,11
vas N*(CHa)s 993,34 964,41 28.93 13,79 13,79 -

As variagGes da largura de banda foram calculadas a % da altura do pico; 4, variag&o.



