(I2))

FURG

Tese de Doutorado

PREPARO E CARACTERIZAGAO FiSICO-QUIMICA DE
MAGNETOLIPOSSOMAS PARA APLICAGCAO COMO SIS-
TEMAS DE LIBERAGAO PROLONGADA DE FARMACO

Sandra Cruz dos Santos

PPGQTA

Rio Grande, RS - Brasil

2018




PREPARO E CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DE MAG-
NETOLIPOSSOMAS PARA APLICACAO COMO SISTEMAS DE
LIBERACAO PROLONGADA DE FARMACO

por

SANDRA CRUZ DOS SANTOS

Tese apresentada ao Programa de Pds-Graduagdao em
Quimica Tecnoldégica e Ambiental da Universidade Federal
do Rio Grande (RS), como requisito parcial para obtengao
do titulo de DOUTOR EM QUIMICA.

PPGQTA

Rio Grande, RS —Brasil



2018

Universidade Federal do Rio Grande
Escola de Quimica e Alimentos

Programa de Po6s-Graduagdo em Quimica Tecnologica e Ambiental

A Comissao Examinadora abaixo assinada aprova a Tese de Doutorado

PREPARO E CARACTERIZAGAO FiSICO-QUIMICA DE
MAGNETOLIPOSSOMAS PARA APLICAGAO COMO
SISTEMAS DE LIBERACAO PROLONGADA DE FARMACO

elaborada por
SANDRA CRUZ DOS SANTOS

Como requisito parcial para a obtencao do titulo de
Doutor em Quimica

COMISSAO EXAMINADORA

Profa. Dra. Vania Rodrigues de Lima (Orientadora, FURG - RS)

Prof. Dr. Alexandre Luiz Parise (Co-orientador, UFSC - SC)

Prof. Dr. Felipe Kessler (FURG - RS)

Prof. Dr. Bruno Meira Soares (FURG - SC)

Prof. Dr. Alexandre Gongalves Dal-Bé (UNESC - SC)

Rio Grande, 28 de junho de 2018.



"In Memoriam"

A meu pai, lldefonso, e minha méae, Maria Terezinha!

Sabedoria! Sonhos! Recomecos e vitorias.

Sementes plantadas na infancia

que ainda germinam.

E muito me ensinam a emocao de pensar e escrever.
Juntos, iniciamos uma grande viagem

pelas letras, livros e formulas

nas paginas do aprendizado.

Como agradecer a esse amor?

Fazer perdurar a imagem dessa trajetoria?

Mas, ofereco a presente tese.

Ela é nossa.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por me guiar e ndo me deixar desamparada nem por um segundo, e,

principalmente, por me dar forgas e ndo me deixar fraquejar.

A minha orientadora, professora Vania Rodrigues de Lima, pela oportunidade e

apoio no desenvolvimento desse trabalho.

Ao meu co-orientador Alexandre Parise, pela contribuigdo no surgimento deste

projeto, e pelas analises de DLS, potencial Zeta e magnetizacao.

Aos professores membros da banca avaliadora, muito obrigada, por terem acei-

tado contribuir com o trabalho.

Ao professor Jodo Cardoso de Lima (UFSC) e seus alunos de Doutorado, Ailton

Ferreira e Zeane Borges, pelas analises de DSC.

Aos alunos Andrés Rengifo e Eloah Latocheski do PPGQ-UFSC pelas medidas

de DLS e potencial zeta.

Aos integrantes do Centro Integrando de Analises da FURG, Caroline, Diego,

Jean e Ana, pelas andlises de RMN 'H e 3'P.

A professora Tatiane Maranhao (UFSC), ao professor Bruno Soares (FURG) e
ao aluno de Doutorado do PPGQTA-FURG, Jodo Batista Junior, pelas analises de ab-

sorgao atdbmica.

Ao professor Fernando Carlos Giacomelli da UFABC pela realizagao das medi-
das de SAXS.

Ao fisico Dr. Fabricio Luiz Faita (UFRGS) pelas medidas de magnetizagao.



vi

A aluna de Doutorado do PPGQ-UFSC, Natalia Branco, pelas medidas de mag-

netizacdo e MET.
Ao professor Juliano Vicenti (FURG), pelo auxilio nas medidas de DRX.

A professora Ana Paula Horn (FURG) e seu aluno de Doutorado, Marcelo Mari-

nho, pelos ensaios bioldgicos.

A aluna de Doutorado do PPGQTA, Valéria Cavalheiro, pelo auxilio nas medidas
de DRIFT-FTIR das NPM.

A aluna do curso de Bacharelado em Quimica da FURG, Aline Loise Faria, pelo

auxilio no preparo dos magnetolipossomas.

A aluna de mestrado do PPGQTA Nichole Silva, pelo auxilio nas medidas de
TBARS.

A Universidade Federal do Rio Grande e a Escola de Quimica e Alimentos pelo

espaco cedido para que fosse possivel a realizacdo deste trabalho.
Aos 6rgaos de fomento CAPES e CNPq pelo apoio financeiro.

Aos meus colegas de trabalho e aos meus amigos que de alguma forma sempre

me apoiaram.

Aos meus colegas do grupo de pesquisa GIIMM que sempre estiveram dispostos

a me ajudar!

Agradeco, finalmente, a minha familia, por tudo. Em especial, meus amores, Fe-

lipe, Rejane e Alessandro pelo incentivo, companheirismo e suporte. Amo vocés!



Vii

SUMARIO

1 INTRODUGAO ..ot eae e enea, 1
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ............coooooieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 5
2.1 Constituintes dos magnetolipOSSOMAS .........oovvviiiiiiii e, 5
2.1.1 Nanoparticulas MagnetiCas ...........cuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 5
2.1.2 FOSTOIPITIOS ...t e ettt e e e e e e e e e eeann e e e e aaeees e 14
A Y = To g 1=1 (o] [ToToTST:To] o =T TSP 29
2.3 Quercetina como fArmaco-MOdEI0 ............coooiiiiiiiiiiiiiii e 31
2.4 Métodos de caracterizagao fisico-quimica de magnetolipossomas.............ccccveuee.. 35
2.4.1 Estudos de estabilidade ... 35
2.4.2 Eficiéncia de encapsulamentO...........ccooiiiiiiiiiiiii i 41
2.4.3 Estudos de movimentos MOIECUIAT..............coovviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee 41
2.4.4 Espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS) ......ooueiiiiiiiiiiecee e 54
2.4.5 Ensaios de MagnetiZaGao ..........coooviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 56
3 (0] = 1 1 Y S 57
3.1 ODJELVO GEIAI ....ueeeeeeee e 57
3.2 Objetivos €SPECITICOS ...ouvruiiiiii i 57
4 MATERIAIS E METODOS ........coovoiiieieeeeeeeeeeeeeee et 58
4.1 Reagentes ULIlIZAdOS ........ooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee ettt 58
4.2 Preparo dos magnetOlipOSSOMAS ... .coeiiiiiiiiiiiiiiaae e e ee et e e e e e e e e e e e e e eeeeeees 58
4.2.1 Método de hidratagdo de vesiculas (HV)........cooouiiiiiiiiieeeee e 59

4.2.2 Método de evaporagdo em fase reversa (FR) ..o, 60



viii

4.2.3 Encapsulamento da quercetina nos magnetolipossomas............cccccccceeeiieeeeeeeennes 64
4.3 Determinacao da estabilidade ... 65
4.3.1 Analises do tamannO ..........coeiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 65
4.3.2 Analise da peroxidacao lipidica nas membranas ............cccccooeviiiiiiiiiiii e, 67
4.3.3 Analise da carga superficial — Medidas de potencial zeta ...........cccccccceeeiieiineeens 67
4.4 Determinagao da incorporagédo das nanoparticulas magnéticas.............cccccevvvnnnnnnn. 68
4.4.1 Espectroscopia na regido do ultravioleta-visivel (UV-ViS)..........cccccovvieeiiiiiiinninnnn, 68
4.4.2 HR-CS AAS com atomizagédo em forno de grafite (HR-CS GF AAS)................... 69
4.4.3 HR-CS AAS com atomizacdo em chama (HR-CS F AAS) ........coooiiiiiiiieienieen, 69
4.5 Determinagao do percentual de encapsulamento de quercetina............................. 71
4.6 Caracterizagao fiSICO-QUIMICA ... ...uiiie e e e e eeeeeees 72

4.6.1 Estudos com espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier

S 72
4.6.2 Estudos com ressonancia magnética nuclear (RMN).............ccooovmiiiiiiiieeneieennn, 73
4.6.3 Ensaios de calorimetria de varredura diferencial (DSC)..........ccoevvviiiiiiiiiiiiiinennne. 73

4.6.4 Medidas de turbidez por espectroscopia na regido do ultravioleta-visivel (UV-vis)

...................................................................................................................................... 74
4.6.5 Ensaios de espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS)......ccccceeeeiiiieeieiinnnn, 74
4.7 Medidas de propriedades magnetiCas............uuiiiiieieiiiiieiiiiiee e e e e e eeeeeees 75
4.8 Ensaio de viabilidade Celular ... 75
5 RESULTADOS EDISCUSSAOD .........cooviiieeeeeeeeeeeeeeeee e, 77
5.1 Estabilidade dos magnetolipoSSOmMaAs ........ccooviiiiiiiiiiiie e 77
5.2 Percentagem de incorporagao das nanoparticulas magnéticas..........cccccccceeeeeennnn. 96

5.3 Caracterizagdo dos magnetolipossomas segundo o método de preparo.............. 100



5.3.1 Caracterizagdo fisico-quimica dos magnetolipossomas preparados pelo método

de hidrataCao de VESICUIAS.........cccouuiiee e 105

5.3.2 Caracterizagao fisico-quimica dos magnetolipossomas preparados pelo método

de evaporagao €M faSE MEVEISA .......coeuuuuiiiii e e e 120
5.3.2.1 REGIAO POIAI ... 120
5.4. Ensaios de SAXS no sistema de magnetolipossoma mais estavel....................... 137
5.5 Estabilidade dos magnetolipossomas contendo quercetina............cccccoeeveviiiieenns 140

5.5.1 Medidas de diametro médio, atividade oxidante e potencial zeta dos
magnetolipossomas contendo QUErCEtiNG .........ccoeeviiiiiiiiiiiie e 141
5.6 Percentagem de incorporagdo das nanoparticulas magnéticas nos
magnetolipossomas contendo quercetina (farmaco-modelo)...............ccoovviviiiiiinnnnnn. 146
5.7 Eficiencia de encapsulamento da quercetina (farmaco-modelo) nos
gaF=To g =] (o] ] oo Es]<To] 1 o F= 1 TP TP TR 147

5.8 Caracterizacdo dos magnetolipossomas contendo quercetina (farmaco-modelo).149

5.8.1 Interagao da quercetina com a regiao polar dos magnetolipossomas................ 151
5.8.2 Interagdo da quercetina com a regido de interface dos magnetolipossomas..... 154
5.8.3 Interagdo da quercetina com a regido apolar dos magnetolipossomas.............. 155

5.9 Estudos de magnetizacao das nanoparticulas magnéticas e

(ppF=Te] g 1o (o] [T oo ST To] 1T TR PR 159
5.10 Ensaio BiolOgiCo: MT T .. ..o 162
5.11 Correlagdo entra a atividade antitumoral com as propriedades dos
magnetolipossomas contendo QUErCetiNg..............uueeiiiiiiiiiiii i e 166
6 CONSIDERAGOES FINAIS .......ooooieiieeeeeeeeeeeeeeeee e 168
7 PERSPECTIVAS ...t assannsnnnnnnnnnnnes 172

8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..., 173



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Representacbes esquematicas dos alinhamentos dos momentos magnéticos

AtOMICOS NOS MALEIIAIS. ... .ccoveieiieeee et 7
Figura 2: Esquema de cela unitaria de FEe304...........oooooovvoooooooieeeceoeeeeceeeeeeeeeceeeeeeeeeeeee e 8
Figura 3: Estrutura cristalina da maghemita.. ... 9

Figura 4: Curva de histerese da magnetizagdo de materiais ferrimagnético
macroscopicos em fungdo de um campo magnético externo.............ccccvvveeeennnn.. 11
Figura 5: Representacado do alinhamento dos spins em NPM, em comparagdo com os
dominios magnéticos em um soélido na auséncia e na presenga de um campo
£ aF=To | 0 1=] (1o T PP 13
Figura 6: Representacao estrutural de uma molécula de fosfatidilcolina. ..................... 15
Figura 7: Representagdao esquematica da associagdo de farmacos hidrofilicos/
hidrofobicos com fosfolipidios, formando os lipossomas. ........cccoeeeevvvieiiiiiciineeeenn. 20
Figura 8: Representacdo dos lipossomas de acordo com o tamanho e numero de
=T 0] =T PR 21
Figura 9: Degradacao da fosfatidilcolina a lisofosfatidilcolina via reacao de hidrélise...25
Figura 10: Mecanismo de lipoperoxidagcdo em membranas lipidicas em diferentes
=] €= T 0= T J PP 26
Figura 11: Estrutura quimica da quercetina: 3,3°,4",5,7-pentahidroxiflavona. ............... 32
Figura 12: Mecanismo de acgao antioxidante da quercetina (envolvendo a regidao 3'4'-
AIOH flaVONOIAES). ... e 33
Figura 13: Mecanismo de acgéo pro-oxidante da quercetina............cccccceeeiviiiviiieeinnnnnnnn. 34
Figura 14: Sitios de ligacdo de metais de transicao em uma molécula de quercetina...35
Figura 15: Reacgao entre acido tiobarbiturico (TBA) e o malonildialdeido (MDA). ......... 37
Figura 16: Esquema da distribuicdo de cargas na vizinhanga de uma particula
carregada e os seus respectivos potenciais associados a dupla camada elétrica na

191 (=T g = Tt Y= To] [T o X o [ o Lo 38



Xi

Figura 17: Diferentes modelos conformacionais dos grupos polares da fosfatidilcolina
que influenciam os valores de potencial zeta............ccccceeiii i, 40
Figura 18: A) Modelo para representar a movimentacgao lipidica ao longo do eixo:
rotagao ao longo do eixo y (também conhecida como rotagao axial, Dy) e a rotagao
restrita ao longo do eixo (D1, rotagdo wobble). B) llustragdo da rotagdo do nucleo
de fésforo de um fosfolipidio em relagao ao eixo da cadeia de acido graxo. ......... 46
Figura 19: Espectros de RMN de 3'P de lipossomas no estado sélido (a) e influéncia da
fase lipidica na forma dos espectros de RMN de 3'P: associagdo de lipidios em
forma de bicamada “b” e “c”, fase hexagonal “d” e micelas “€”............ccccevvvrrnnnnnnn. 48
Figura 20: Espectro de RMN de 'H de a) fosfatidilcolina e b) fosfatidiletanolamina em
SOIUGA0 € CDCI3. ... ssesnnnnnnnnnnne 50
Figura 21: Esquema de transi¢cao de fase gel para liquido cristalino em membranas...52
Figura 22: Representagédo esquematica de um experimento de SAXS...........ccccvveeeen. 55
Figura 23: Representagao das diferentes etapas de preparo de magnetoliopossomas
via 0 método de hidratagdo de vesiculas com a adicdo da NPM na etapa de
hidratagdo do filme lPIdiCO. ......ccoeeeiiiiee e 60
Figura 24: Representacado das diferentes etapas do método de evaporagdo em fase
reversa com a adicdo da NPM durante a etapa de solubilizacdo do fosfolipidio.... 62

Figura 25: Representacao das diferentes etapas do método de evaporagdao em fase

reversa com a adicdo da NPM na etapa de hidratagdo. ...........cceeevvvvviiiiccennnnnnn. 63
Figura 26: Difratograma obtido para as NPM de maghemita. ..............ccccccuviiiiiinninnnnns 78
Figura 27: Micrografias obtidas via microscopia eletrénica de transmissdo das

nanoparticulas de maghemita. ... 79
Figura 28: Diametro hidrodindmico médio (<D>) dos magnetolipossomas HV ............. 83
Figura 29: Diametro hidrodindmico médio (<D>) dos magnetolipossomas FR. ............ 85

Figura 30: Influéncia das NPM nos valores de peroxidagao lipidica induzida pela
peroxidagdo basal nas amostras de magnetolipossomas em relacdo aos seus
lIPOSSOMAS-CONIIOIE. ... 87

Figura 31: Esquema da geragéao de radicais livres de *OH via agdo denanoparticulas de

oxido de ferro em ambientes com pH maior quUe 4,2..........cccoeeeeviiiiiiiiiiiiee e, 89



Xii

Figura 32: Esquema do empacotamento molecular de magnetolipossomas de
diferentes tamanhos: preparado pelo método de HV e pelo método FR................ 90

Figura 33: llustracdo da influéncia da forga ibnica do meio em fosfatidilcolina em agua

(A) e em tampPEO (B).....cooiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeee e 95
Figura 34: Espectro de infravermelho com transformada de Fourier com refletancia
difusa (DRIFT) das NPM de maghemita em KBr. ...........cccooiiiiiiiiiiiiiiie e 100
Figura 35: Espectros de HATR-FTIR e suas ampliagbes: Magnetolipossomas,
HV(1) NP €@ HV(2) NP 102
Figura 36: Espectros de HATR-FTIR e suas ampliagdes: Magnetolipossomas,
FRa(1)_NP, FRb(1)_NP, FRa(2)_NP e FRb(2) NP.....coovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 103

Figura 37: Variagbes de frequéncia e largura para a regido polar dos

magnetolipossomas em relagcdo aos seus controles. Magnetolipossomas,

HV(1) NP € HV(2) NP ...t 106
Figura 38: Espectros de RMN de 3'P de amostras de magnetolipossomas, HV(1) NP e
i Y 22 T L 107

Figura 39: Curvas referentes a relaxagao longitudinal dos hidrogénios da colina (regido
entre 3,2-3,4 ppm) em lipossomas de ASO puro e na presenga de NPM............. 109
Figura 40: Variagbes de frequéncia e largura para a regido apolar dos
magnetolipossomas em relacdo aos seus controles. Magnetolipossomas,
HV(1) NP € HV(2) NP ...t 111
Figura 41: Tempo de relaxagao longitudinal (T7) dos hidrogénios da cadeia acil (regido
entre 1-2 ppm) de ASO na auséncia (quadrados abertos) e na presenca (circulos
abertos) de NPM. Magnetolipossomas, HV(1) NP e HV(2) NP...............c.oeoo. 113
Figura 42: Ampliagdo das curvas de DSC para magnetolipossomase seus lipossomas-
controle, preparados POr HV. ... 116
Figura 43: Esquema simplificado do efeito das NPM dos magnetolipossomas (HV1)_NP
e HV(2)_NP) em relagédo aos seus lipossomas-controle. ...........ccccccceeevnnnnnnnnnnnns 118
Figura 44: Variagbes de frequéncia e largura para a regido polar dos
magnetolipossomas em relagcdo aos seus controles. Magnetolipossomas
FRa(1) NP, FRb(1)_NP, FRa(2)_ NP, FRb(2) NP .......coooriiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee 121



Xiii

Figura 45: Espectros de RMN de 3'P de magnetolipossomas preparados pelo método
de evaporagdo em fase reversa (FR); Magnetolipossomas FRa(1) NP,
FRb(1)_NP, FRa(2)_ NP, FRDB(2) NP. ... 123

Figura 46: Interagcdo de moléculas de agua com o grupo colina de fosfatidilcolinas. .. 125

Figura 47: Curvas referentes a relaxagao longitudinal dos hidrogénios da colina (regido
entre 3,2-3,4 ppm) dos magnetolipossomas e lipossomas-controle, preparados
pelo método de evaporagao em fase reversa. ..........cccceveeeviviiiii e 127

Figura 48: Variagbes de frequéncia e largura para a regido de interface dos
magnetolipossomas em relagcdo aos seus controles. Magnetolipossomas
FRa(1)_NP, FRb(1)_NP, FRa(2)_NP, FRDb(2) NP......cccooiiiiiieiiiiiiieeeee e 128

Figura 49: Variagbes de frequéncia e largura para a regido apolar dos
magnetolipossomas em relagcdo aos seus controles. Magnetolipossomas
FRa(1) NP, FRb(1)_NP, FRa(2)_NP, FRb(2) NP. ..o 130

Figura 50: Tempo de relaxacdo longitudinal (77) dos hidrogénios do do CH2 de
magnetolipossomas. Magnetolipossomas FRa(1) NP, FRb(1) NP, FRa(2) NP,
FRD(2) NP ..o 131

Figura 51: Zoom das curvas de DSC para os magnetolipossomas FRa(1) NP,
FRb(1)_NP, FRa(2)_ NP, FRD(2) NP ...t 133

Figura 52: Esquema simplificado do efeito da NPM nos magnetolipossomas
(FRa(1)_NP, FRb(1) NP, FRa(2) NP, FRb(2) NP). oo 135

Figura 53: Dados experimentais de SAXS para as amostras de magnetolipossomas,
FR(2)_NP, circulos abertos, e lipossomas-controle (FR(2), circulos fechados....138

Figura 54: Esquema ilustrativo da agao antioxidante da quercetina através da formacao

de complexos entre quercetina-Fe quando encapsulados em magnetolipossomas

Figura 55: llustragcdo da orientagdo do plano do grupo colina para acima do plano do
grupo fosfato em relagdo ao plano da bicamada lipidica dos fosfolipidios
ocasionado pela QUErCEtING. .......ccoii i 145

Figura 56: Espectros de HATR-FTIR e suas ampliagbes: Magnetolipossomas de ASO:
puro (ML) e contendo quercetina (ML_QC)........oooooiiiiiiiiiiiiiiiee e 150



Xiv

Figura 57: Espectros de RMN de 3'P de magnetolipossomas de ASO puros (ML) e na
presenca de quercetina (ML_QC). .....ooiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 152
Figura 58: Curvas referentes a relaxagao longitudinal dos hidrogénios da colina (-
N*(CHs)3, regido entre 3,2-3,4 ppm no espectro de RMN 'H) em
magnetolipossomas de ASO na auséncia (ML, quadrados) e na presenca de
quercetina (ML_QQC, CIFCUIOS). .......uuuuuiiiiiiii e 154
Figura 59: Curvas referentes a relaxacgao longitudinal dos hidrogénios dos metilenos da
cadeia acil (CH2, regido entre 1-2 ppm no espectro de RMN 'H) em
magnetolipossomas de ASO na auséncia (ML, quadrados) e na presenga de
quercetina (ML_QQC, CIFCUIOS). .......uuuuuiiiiiiiii e 156
Figura 60: Curvas de DSC dos magnetolipossomas de ASO na auséncia (ML) e na
presencga de quercetina (ML_QQC). ......oiiiiiiiieece e 157
Figura 61: Esquema simplificado do efeito da QC nos magnetolipossomas (sistema
ML_QC) em relagdo aos seus controle (ML) na dinamica molecular lipidica
avaliados por diferentes técnicas instrumentais. .............cccoooeeeiiiiiiiiiiieeeee, 159
Figura 62: Curva de magnetizacdo da NPM em po6 a temperatura ambiente.............. 160
Figura 63: Curva de magnetizacdo das amostras de magnetolipossomas: puros (ML) e
contendo quercetina (ML_QQC) @ 37 °C. ....uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeneeeees 161
Figura 64: Influéncia da quercetina nos magnetolipossomasde ASO na viabilidade
celular das linhagens C6 apds 24h de tratamento. ............ovveiiiiiiiiiiiiiiciieeeee, 164
Figura 65: Representacdo esquematica da interagdo molecular entre a NPM/quercetina

e os lipossomas de ASO preparados pelo metodo de evaporagao em fase reversa.



XV

LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Diferentes grupos que podem constituir a regido polar dos fosfolipidios....... 14
Tabela 2: Exemplos de fosfolipidios com diferentes tamanhos de cadeia graxa. ......... 16
Tabela 3: Associagdes e formas moleculares de diferentes fosfolipidios...................... 18
Tabela 4: Denominagcdo de cada amostra de magnetolipossomas e lipossomas—
controle, de acordo com o método e condigdes de preparagao..........ccceeeeeeeeeeennnes 64
Tabela 5: Valores de didmetro hidrodinamico médio (<D>) e indice de polidispersao
(PDI) dos magnetolipossomas nos diferentes periodos de analise........................ 82
Tabela 6: Valores de potencial zeta nos magnetolipossomas e lipossomas-controle
durante os diferentes tempos apds O PreParo. .........ooeevevveiiiieeeeeeeeeeee e 93
Tabela 7. Determinacédo da concentracdo de NPM e percentagem de incorporagao das
NPM nos magnetolipossomas, através das técnicas UV-vis e HR-CS GF AAS. ...97
Tabela 8: Valores de frequéncia e largura de banda e suas variagdes (A) encontradas
no espectro de HATR-FTIR para picos de grupos especificos do fosfolipidio
presente nos magnetolipossomas e lipossomas-controle. .............cccevvvvvecieeeenn.. 104
Tabela 9: Valores de largura de pico obtidos a partir dos espectros de RMN 3'P para os
magnetolipossomas e seus lipossomas-controle. ...........cccccooevviiiiiiieeiei e, 108
Tabela 10: Valores de tempo de relaxagao longitudinal (T7) referentes aos hidrogénios
da colina (deslocamentos quimicos entre 3,2-3,4 ppm) para os magnetolipossomas
€ SeUS liPOSSOMAS-CONIOIE. ......couiiiiiiii e eees 110
Tabela 11: Valores de tempo de relaxagéo longitudinal (T77) dos hidrogénios da cadeia
acil (regidao entre 1-2 ppm) para os magnetolipossomas e seus lipossomas-
(070 ] a1 {01 [T PO PPPSPSRUPPRIN: 114
Tabela 12: Valores de variagdo de entalpia (AH) e temperatura de transicao de fase
(Tm) dos magnetolipossomas e lipossomas-controle. ............cccccevveeeiiiiiiiienennnnn. 116
Tabela 13: Valores de turbidez obtidos a 400 nm por espectroscopia UV-vis dos

magnetolipossomas e lipossomas-controle.............cccoovviiiiiiiiiiiii e 117



Xvi

Tabela 14: Valores de largura obtidos a partir dos espectros de RMN 3'P dos
magnetolipossomas e lipossomas-controle preparados pelo método de evaporagao
€M FASE MBVEISA. ... nnennnnnnnnes 125
Tabela 15: Valores de tempo de relaxagao longitudinal (77) dos hidrogénios da colina
dos magnetolipossomas e lipossomas-controle. .............cccoovveeiiiiiiiiiiiiiiieee e 127
Tabela 16: Valores de tempo de relaxagao longitudinal (T7) dos hidrogénios da cadeia
acil nos magnetolipossomas e lipossomas-controle. ............cccceeveviiiiiiiiiiiiiineeeens 132
Tabela 17: Valores de variagao de entalpia (AH) e temperatura de transicdo de fase
(Tm) obtidos a partir dos graficos de DSC dos magnetolipossomas e lipossomas-
(070 0] (o] [ 133
Tabela 18: Valores de turbidez obtidos, a 400 nm, dos magnetolipossomas e
lipossomas-controle preparados pelo método de evaporacdo em fase reversa. . 134
Tabela 19: Valores dos parametros do modelo obtido a partir dos dados experimentais
de SAXS para o magnetolipossoma, FRa(2) NP, e lipossoma-controle, FR(2). .139
Tabela 20: Influéncia da quercetina nos valores de diametro médio hidrodinamico (<D>)
e indice de polidispersao (PDI) dos magnetolipossomas de ASO. ...................... 141
Tabela 21: Valores de absorbancia relativos a peroxidagao lipidica induzida pela
peroxidagao basal obtidas pelo método de TBARS. ...........oviiiiiiiiiiiiicee e 142
Tabela 22: Influéncia da quercetina nos valores de potencial zeta. ..............cccco.o..... 145
Tabela 23: Determinagdo da concentragdo de NPM e percentagem de incorporacgéo,
1%, nas amostras de magnetolipossomas puros(ML) e contendo quercetina
(ML_QC), através da técnica de espectrometria de absorgdo atbmica de alta
resolugao com fonte continua com atomizagao em chama (HR-CR FAAS). ....... 146
Tabela 24: Determinacdo da concentragdo e do percentual de eficiéncia de
encapsulamento (EEq%) de quercetina, nas amostras de magnetolipossomas,
através da técnica de espectroscopia UV-ViS..........oooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 148
Tabela 25: Valores de frequéncia e largura de banda e suas variagdes (A) encontradas
no espectro de HATR-FTIR para picos de grupos especificos do fosfolipidio
presente nos magnetolipossomas puros (ML) e contendo quercetina (ML_QC). 150



XVii

Tabela 26: Influéncia da quercetina nos magnetolipossomasde ASO nos valores de
largura obtidos a partir dos espectros de RMN 3'P. .......ccccoooiiiiiiiiecee e, 153
Tabela 27: Influéncia da quercetina nos valores de tempo de relaxacao longitudinal (T7)
dos hidrogénios da colina (N*(CHs)s, regido entre 3,2-3,4 ppm) nos
[gaF=To aT=] (o] I oo ES]=To] 1 o F= 1 TP 154
Tabela 28: Influéncia da quercetina nos valores de tempo de relaxacao longitudinal (T7)
dos hidrogénios da cadeia acil (CHz2, regido entre 1-2 ppm no espectro de RMN 'H)
nos magnetolipossomas de ASO. .......cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee e 156
Tabela 29: Influéncia da quercetina nos valores de variagdo de entalpia (4AH) e
temperatura de transigcéo de fase (Tm) nos magnetolipossomas de ASO. ........... 158
Tabela 30: Influéncia da quercetina nos valores de turbidez, medida a 400 nm, nos

MagnetolipoSsSomMas d€ ASO. .......ouiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 158



Xviii

LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

1. ASO, asolecitina de soja.

2. CSA, anisotropia do deslocamento quimico, do inglés chemical shift anisotropy.
3.  C6, linhagens celulares de glioma de rato.

4. DLS, espalhamento de luz dinamico, do inglés dynamic light scattering.

5. DMPC, 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina, do inglés 1,2-dimyristoyl-sn-
glycero-3-phosphocholine.

6. DMEM, meio Dulbecco MEM, do inglés Dulbecco's modified eagle's medium.

7. DOPC, 1,2-dioleoil-sn-glicerol-3-fosfatidilcolina, do inglés 1,2-dioleoyl-sn-
glycero-3-phosphocholine.

8. DPPC, 1,2-dipamiltoil-sn-glicerol-3-fosfatidilcolina, do inglés 1,2-dipalmitoyl-sn-
glycero-3-phosphatidylcholine.

9. DRYX, difragao de raios-X.

10. DSC, calorimetria de varredura diferencial, do inglés differential scanning calo-

rimetry.

11. DSPC, 1,2-distearoil-sn-glicerl-3-fosfatidilcolina, do inglés 17,2-distearoyl-sn-

glycero-3-phosphocholine.

12. DSPE, 1,2-distearoil-sn-glicerl-3-fosfatidiletanolamina, do inglés 1,2-distearoyl-

sn-glycero-3-phosphorylethanolamine.

13. ERMOS, espécies reativas do metabolismo do oxigénio.



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

XiX

FR, evaporacdo em fase reversa.

FTIR, infravermelho com transformada de Fourier, do inglés Fourier transform

infrared.

H, campo magnético aplicado.
Hc, campo magnético coersivo.
Hi, fase hexagonal.

Hi, fase hexagonal invertida.

HATR-FTIR, infravermelho com transformada de Fourier com refletancia total
atenuada horizontal, do inglés horizontal attenuated total reflectance Fourier

transform infrared.

HR-CS GF AAS, espectrometria de absorgéo atbmica de alta resolugao com
fonte continua com forno de grafite, do inglés hight resolution continuum source

grafite furnace atomic abortion spectrometry.

HV, hidratagdo de vesiculas.

1%, percentagem de incorporagéo.

LNLS, Laboratério Nacional de Luz Sincrotron.

LUVs, vesiculas unilamelares grandes, do inglés large unilamellar vesicles.
MDA, malonildialdeido.

MET, microscopia eletrbnica de transmisséo.

MLVs, vesiculas multilamelares grandes, do inglés multilamellar large vesicles.

Mr, magnetizagcao remanescente.



30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

XX

Ms, magnetizagéo de saturagéo.

MTT, 3-(4,5-dimetiazol-2il)-2,5-difeniltetrazolio de brometo, do inglés 3-(4,5-
dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium bromide.

NP, nanoparticulas.
NPM, nanoparticulas magnéticas.
RMN, ressonéancia magnética nuclear, do inglés ressonance magnetic nuclear.

SAXS, espalhamento de raios-X a baixo angulo, do inglés small angle x-ray

scattering.

SFB, soro fetal bovino.

SUVs, vesiculas unilamelares pequenas, do inglés small unilamellar vesicles.
T4, tempo de relaxagéo longitudinal.

TBA, acido tiobarbiturico, do inglés thiobarbituric acid.

TBARS, substancias que reagem ao acido tiobarbiturico, do inglés thiobarbituric

acid reactive substances.

Tm, temperatura de transi¢ao de fase.
UV-vis, ultravioleta-visivel.

VSM, magnetometria de amostra vibrante.
AH, variacao de entalpia.

AG, energia livre de Gibbs.

vs, estiramento axial simétrico.



XXi

47. vas, estiramento axial assimétrico.

48. y-Fe203, maghemita.

49. y, susceptibilidade magnética.



XXii

RESUMO

Titulo: PREPARO E CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DE MAGNETOLI-
POSSOMAS PARA APLICAGAO COMO SISTEMAS DE LIBERAGAO PROLONGA-
DA DE FARMACO

Autor: Sandra Cruz dos Santos
Orientador: Prof. Dr. Vania Rodrigues de Lima
Co-orientador: Alexandre Luiz Parise

Este estudo objetivou investigar o efeito de dois métodos de preparo de magne-
tolipossomas na sua estabilidade e propriedades fisico-quimicas, variando-se o solven-
te, forga iGnica e afinidade por polaridade. Com este fim, magnetolipossomas constitui-
dos de asolecitina de soja (ASO) e nanoparticulas magnéticas (NPM) de maghemita (y-
Fe203) foram preparados pelos métodos de hidratagdo de vesiculas (HV) e evaporagao
em fase reversa (FR) e investigados através do uso das seguintes técnicas: espectro-
metria de absorgao atdmica de alta resolugdo com fonte continua (HR-CS AAS), difra-
¢ao de raios-X (DRX), espectroscopia de ultravioleta-visivel (UV-vis), espalhamento de
luz dindmico (DLS), potencial zeta, espectroscopia de infravermelho com transformada
de Fourier com refletancia total atenuada horizontal (HATR-FTIR), ressonéncia magné-
tica nuclear (RMN), calorimetria de varredura diferencial (DSC) e espalhamento de rai-
0s-X a baixo angulo (SAXS). No magnetolipossoma considerado mais estavel, foi estu-
dada sua interacdo com um farmaco-modelo, a quercetina, bem como investigadas
suas propriedades magnéticas e seu efeito na viabilidade celular de células de glioma.
O método de FR proporcionou a obtencdo de magnetolipossomas de tamanhos meno-
res e estaveis por um maior periodo que os sistemas preparados pelo método de HV.
Em geral, a presencga de tampéao tricina/ MgCl2 pH 7,4 reduziu o tamanho e diminuiu a
ordem do sistema lipossomal. A etapa de adicdo da NPM influenciou na percentagem

de incorporacgao (1%) das mesmas nos magnetolipossomas, mas nao influenciou no
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tamanho, estabilidade e dindamica dos sistemas. Estes parametros foram afetados pela
presenca de tampéo. A insergdo da quercetina (farmaco-modelo) nos magnetoliposso-
mas reduziu a 1% de NPM em 11%. A quercetina reduziu discretamente a magnetiza-
¢ao de saturagdo dos magnetolipossomas, mas néo afetou o comportamento superpa-
ramagnético. Os resultados de FTIR, RMN e DSC mostraram que a quercetina desor-
denou as regides de interface e apolar dos magnetolipossomas e ordenou a regiao po-
lar. O encapsulamento da quercetina nos magnetolipossomas ocasionou uma redugao
da peroxidagéo lipidica e da viabilidade celular de glioma. Assim, a produgdo de mag-
netolipossomas de ASO/ maghemita/ quercetina, através de um método simples, gerou
um sistema estavel e superparamagneético, viavel para uso como carreador ou sistema

de liberagao prolongada de farmaco.

PALAVRAS-CHAVE: magnetolipossomas, maghemita, asolecitina, hipertermia.



XXiV

ABSTRACT

Title: PREPARATION AND PHYSICOCHEMICAL CHARACTERIZATION OF
MAGNETOLIPOSOMES FOR APPLICATION AS PROLONGED DRUG DELIVERY
SYSTEMS

Author: Sandra Cruz dos Santos
Advisor: Prof. Dr. Vania Rodrigues de Lima
Co-advisor: Alexandre Luiz Parise

This study aimed to investigate the effect of two methods of preparation of mag-
netoliposomes on their stability and physicochemical properties, varying the solvent,
ionic strength and affinity by polarity. To this end, magnetoliposomes consisting of soy-
bean asolectin (ASO) and maghemite magnetic nanoparticles (NPM) were made by the
methods of vesicle hydration (VH) and reverse phase evaporation (RP) and investigated
by the following techniques: high resolution continuum source atomic abortion spec-
trometry (HR-CS AAS), X-ray diffraction (DRX), ultraviolet-visible spectroscopy (UV-vis),
dynamic light scattering (DLS), zeta potential, horizontal attenuated total reflectance
Fourier transform infrared (HATR-FTIR) spectroscopy, nuclear magnetic resonance
(NMR), differential scanning calorimetry (DSC) and small-angle X-ray scattering
(SAXS). In the magnetoliposomes considered to be more stable, their interaction with a
model drug, quercetin, was investigated, as well as their magnetic properties and effect
on cell viability of glioma. The RP method provided smaller stable magnetoliposomes
for a longer period than magnetoliposomes prepared by the VH method. In general, the
presence of tricine/MgCl2 pH 7.4 buffer reduced the size and decreased the order of the
system. The MNP addition step influenced the incorporation percentage (1%) in the

magnetoliposomes but did not influence the size, stability or dynamics of the systems.
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These parameters were affected by the presence of the buffer. The insertion of querce-
tin into the magnetoliposomes reduced the 1% of the NPM by 11%. Quercetin discreetly
reduced the magnetization saturation from magnetoliposomes but did not affect super-
paramagnetic behavior. The results of FTIR, NMR and DSC showed that quercetin diso-
riented the interface and apolar regions and ordered the polar region of the magnetolip-
osomes. The encapsulation of quercetin in the magnetoliposomes caused a reduction of
lipid peroxidation and the cell viabilty of glioma. Thus, the production of
ASO/maghemite/quercetin magnetoliposomes, through a simple method, generated a
stable and superparamagnetic system, which can enable the use of the magnetolipo-

somes as a carrier or prolonged drug release system.

KEYWORDS: magnetoliposomes, maghemite, asolectin, hypertermia.



1. INTRODUGAO

O uso de nanoparticulas (NP) em sistemas de administragdo de farmacos, vi-
sando o transporte e a vetorizacao a tecidos especificos, tem sido de grande interesse
no tratamento do cancer (Donaldson, 2006; Knudsen et al., 2015). As nanoparticulas
magneéticas (NPM) apresentam propriedades elétricas, épticas, magnéticas e quimicas
que favorecem seu uso em diferentes aplicagdes, tais como, transporte magnético de
complexos bioquimicos e imagem de ressonancia magnética (Francisquini et al., 2012;
Hosni et al., 2017).

O uso de NPM ¢ destacado devido a suas propriedades de elevada area super-
ficial, capacidade de passar através da membrana celular e sua retencado no tecido tu-
moral (Garcia-Jimeno et al., 2012; Hardiansyah et al., 2014). Com o tamanho reduzido
as NPM conseguem penetrar em pequenos capilares onde sao capturadas por células,
acumulando-se eficientemente em 6rgaos especificos (Pankhurst et al., 2003). Assim,
através da aplicagdo de um campo magnético externo, podem atuar como agentes in-
dutores de hipertermia, através do aumento da temperatura local nas células tumorais
(Hayashi et al., 2010; Hardiansyah et al., 2014).

Neste contexto, o uso de NPM em sistemas superparamagnéticos tem sido van-
tajoso, por esses ndo apresentarem magnetizagao residual. Apds a remogao do campo
magnético esses materiais tornam-se desmagnetizados, ndo atingindo, ou, atingindo

minimamente, as células saudaveis (Acar et al., 2005; Akal et al., 2016b).

Apesar da baixa toxicidade das NPM de maghemita, quando comparadas a ou-
tros sistemas magnéticos (Prodan et al., 2013), esses materiais apresentam como ten-
déncia a formacdo de agregados. Com o objetivo de evitar a agregacédo, as NPM
podem ser revestidas por polimeros, dextran, proteinas, acidos graxos ou fosfolipidios

(Floris et al., 2014). A incorporagédo de NPM em lipossomas, vesiculas lipidicas, geran-



do os magnetolipossomas, possibilita maior eficiéncia, biocompatibilidade e vetorizagao

de farmacos (Bixner e Reimhult, 2016).

Os magnetolipossomas, por apresentarem propriedades magnéticas tém sido
aplicados em imunoensaios, marcacgao celular, no diagndstico de células cancerigenas,
através de imagens por ressonéncia magnética, bem como, no tratamento do cancer
(Laurent et al., 2010; Akbarzadeh et al., 2012).

No entanto, a estabilidade dos magnetolipossomas ainda € um desafio para o
seu design, uma vez que eles sdo suscetiveis a peroxidacdo das membranas. Esta po-
de ser induzida por ions metalicos presentes nas NPM, como ferro e cobre (Kiwada et
al., 1986; Fagali e Catala, 2009). Neste contexto, a quercetina pode ser utilizada para
prevenir a oxidacdo dos magnetolipossomas. Este flavonoide também apresenta acao
antitumoral (Wong e Chiu, 2011; Chakraborty et al., 2012; Patir et al., 2012) e a sua
encapsulacdo em membranas lipidicas facilita a sua entrega nas células alvo (Takagi et
al., 1998; Hirpara et al., 2009).

Apesar do extenso conhecimento documentado sobre a interagao da quercetina
com os lipossomas, existem poucas informacdes sobre o comportamento do flavonoide
nos magnetolipossomas. E relatado que NPM conjugadas com quercetina apresentam
uma agao anticancerigena promissora (Barreto et al., 2011; Kumar et al., 2014; Akal et
al., 2016a; b). Assim, considerando a susceptibilidade a peroxidagdo dos magnetoli-
possomas e a promissora atividade antitumoral da associagao entre a quercetina e as
NPM, torna-se importante caracterizar esses sistemas no contexto de interacbes mole-

culares e atividades oxidantes e antitumorais.

A farmacodindmica e a farmacocinética dos sistemas de administracao de far-
macos baseados em lipossomas, tais como, os magnetolipossomas, sao definidas por
suas caracteristicas de tamanho, morfologia e carga superficial, todas refletidas pela

dindmica e interagdes de conteudo molecular (Sen et al., 2010).



Caracterizar os parametros do sistema, como estabilidade, percentagem de in-
corporagao (%) e propriedades fisico-quimicas, como localizagcdo da NPM, tamanho,
carga superficial, morfologia, estados e transi¢cdes de fases, ordem e mobilidade, grau
de hidratagdo, variagdo de entalpia e magnetizacdo é fundamental para o design e
aplicacao eficiente dos magnetolipossomas em terapias contra doengas, como o can-
cer (Guo et al., 2015; Yang et al., 2016).

O método utilizado para o preparo de magnetolipossomas pode influenciar em
nos seus parametros fisico-quimicos, principalmente ao considerar variaveis, como ta-
manho, solvente, forga idnica e afinidade por polaridade dos compostos (Montero et al.,
1998; Bermudez et al., 1999).

Assim, a partir das informagdes descritas acima, este estudo objetivou investigar
o efeito de dois métodos de preparo basicos de magnetolipossomas, em diferentes
condigbes (solvente, forga idnica e afinidade por polaridade) na estabilidade, 1% das
NPM e nas propriedades fisico-quimicas do sistema. Com este fim, magnetoliposso-
mas constituidos de asolecitina de soja (ASO) e NPM de maghemita (y-Fe203) foram
preparados pelos métodos de hidratacdo de vesiculas (HV) e evaporagcao em fase re-
versa (FR) e investigados através do uso das seguintes técnicas: espectrometria de
absorg¢ao atbmica de alta resolugédo com fonte continua (HR-CS AAS), difracdo de rai-
0s-X (DRX), espectroscopia de ultravioleta-visivel (UV-vis), espalhamento de luz dina-
mico (DLS), potencial zeta, espectroscopia de infravermelho com transformada de Fou-
rier com refletancia total atenuada horizontal (HATR-FTIR), ressonancia magnética nu-
clear de fosforo e de hidrogénio (RMN de 3'P e de 'H), calorimetria de varredura dife-

rencial (DSC) e espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS).

A interacdo do magnetolipossoma mais estavel com um farmaco-modelo (a
quercetina) também foi estudada. Nestes sistemas, além dos estudos citados anterior-
mente, foram realizados ensaios de magnetizagcao, para comparar o tipo de magnetiza-

¢ao obtida com respostas detectadas em NPM em solugao, e ensaios in vitro para in-



vestigar o efeito da quercetina na viabilidade celular das linhagens de glioma através

de ensaio de viabilidade celular.

Diante da grande aplicabilidade dos magnetolipossomas, cabe mencionar que
caracterizagdes fisico-quimicas detalhadas em nivel molecular destes sistemas ainda
sao pouco descritas na literatura, principalmente considerando fontes lipidicas naturais
como material componente dos magnetolipossomas. Assim, a partir dos resultados ob-
tidos, este trabalho pretende contribuir com um banco de informacdes para o design,
preparo e maior eficiéncia dos magnetolipossomas a serem usados na terapia antitu-

moral.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Para um maior entendimento sobre os assuntos abordados na introdugédo deste
trabalho, a revisao bibliografica desta Tese abordara informagdes sobre os magnetoli-
possomas, quercetina, assim como, as técnicas instrumentais que podem ser utilizadas
para a determinacdo da 1% das NPM, estabilidade e propriedades fisico-quimicas dos

magnetolipossomas.

2.1 Constituintes dos magnetolipossomas
2.1.1 Nanoparticulas magnéticas

As NPM sao materiais de ordem nanométrica (10° m) e apresentam proprieda-
des elétricas, Opticas, magnéticas e quimicas que favorecem seu uso em diferentes
aplicagdes, tais como: microeletrbnica, memadria magnética, transporte magnético de
complexos bioquimicos e imagem de ressonancia magnética (Hosni et al., 2017). Por
serem magneticos, estes materiais apresentam como grande vantagem a possibilidade

de serem manipulados por um campo magnético externo (Lieber, 1998).

2.1.1.1 Magnetismo

As propriedades magnéticas macroscopicas de um material sdo oriundas dos
momentos magnéticos associados a cada elétron desse material. Ha dois tipos de mo-
vimentos do elétron, o movimento orbital e movimento de spin, e cada um destes tem
um momento magnético associado, sendo estes: (i) o momento magnético orbital, as-
sociado ao movimento do elétron em torno do nucleo atémico, e (ii)) 0 momento magné-

tico de spin, associado ao giro do elétron em torno do seu proprio eixo. Para um atomo



que possui varios elétrons, o momento magnético do atomo é a soma vetorial de todos

os momentos magnéticos eletrénicos (Cullity e Graham, 2008).

As propriedades magnéticas dos materiais decorrem de um somatorio de dipolos
magnéticos intrinsecos devidos ao spin do elétron, pois este movimento cria um dipolo

magnético proprio.

O magnetismo é o fendmeno fisico que consiste nas for¢cas de atragao e repul-
sdo exercidas por materiais devido a presenca de cargas elétricas em movimento. O
comportamento dos materiais magnéticos em um campo magnético externo é determi-

nado pela origem e natureza da interagéo de seus dipolos (Cullity e Graham, 2008).

Se um material magnético é exposto a um campo magnético externo, H, os mo-
mentos magnéticos atdbmicos individuais no material se alinham contribuindo para a sua
resposta ao campo magnético By, isso resultara em um campo magnético induzido B,

conforme a Equacgéo 1.
B = 1tg(H + Bo) Eq. 1

Onde po é a permeabilidade magnética no vacuo e é equivalente a 41 x 107 T m
A-' (Landee e Turnbull, 2014).

A magnetizacao (M) de um material é definida como a soma de todos os mo-
mentos magnéticos elementares (m;) por unidade de volume (V), e pode ser represen-

tada na Equacao 2.

M=yrZ Eq. 2

Ly

A intensidade de M é proporcional ao campo aplicado (H) e a susceptibilidade

magnética (y):

M = xH Eq. 3



A y mensura a capacidade de um material em magnetizar-se sob a agdo de um
estimulo magnético ao qual este é submetido, descrevendo, assim, o comportamento

magnético dos materiais.

Segundo o tipo de magnetizagdo, quando submetidos a um campo magnético
externo, os materiais podem ser classificados em diamagnéticos, paramagnéticos, fer-
romagnéticos, ferrimagnéticos e antiferromagnéticos (Callister Jr., 2012). A Figura 1
apresenta os diferentes tipos de comportamentos magnéticos segundo o alinhamento

dos spins eletrdnicos.
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Figura 1: Representagdes esquematicas dos alinhamentos dos momentos magnéticos
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atbmicos nos materiais: a) diamagnéticos e paramagnéticos; b) ferromagnéticos; c)

antiferromagnéticos; d) ferrimagnéticos.

Os materiais paramagnéticos e diamagnéticos, sob a acdo de um campo, apre-
sentam magnetizagao proporcional a estimulacdo magnética aplicada. Nesses materi-
ais, quando o campo magnético é removido a magnetizagdo desaparece (Francisquini
et al., 2012). Por outro lado, materiais ferromagnéticos, como ferro, niquel e cobalto
apresentam valores altos de y (>>1) e o campo de magnetizagdo se mantém quando se

remove o campo aplicado.



Nos materiais ferrimagnéticos (ferritas, magnetitas, em geral 6xidos metalicos)
os atomos possuem momentos de dipolo permanentes que interagem entre si, causan-
do alinhamento antiparalelo e desigual. Na presenga de um campo magnético externo,
alinham-se na direcdo e sentido do campo aplicado, apresentando valores altos e posi-

tivos de y entre, 102 e 108 (Francisquini et al., 2012).

Os oxidos de ferro sdo um dos minerais mais importantes encontrados na natu-
reza (Yang et al, 2006). A magnetita € um mineral ferrimagnético presente em rochas
igneas, sedimentares e metamorficas. Sua formula quimica € Fes3O4, sendo dois ions
de Fe®* e um ion de Fe?*. A magnetita apresenta estrutura espinélio inversa formando
uma rede cubica de face centrada, Figura 2 (Yamauchi e Barone, 2014). A cela unitaria
€ formada por um conjunto de quatro unidades. Cada cela € composta por sitios tetra-
édricos e sitios octaédricos. Nos sitios tetraédricos encontramos oito ions de Fe3* cada
um fazendo ligagdes com quatro ions de oxigénio na forma de tetraedros e nos sitios
octaédricos encontramos 16 ions de ferro (8 Fe?* e 8 Fe3*), cada ion fazendo ligagdes

com 6 ions de oxigénio na forma de octaedros (Francisquini et al., 2012).

Figura 2: Esquema de cela unitéria de Fe304. Circulos cinzas e marrons representam
cations em coordenacgao tetraédrica (sitio A) e octaédrica (sitio B), respectivamente, com os

ions de O? (circulos vermelhos). Adaptado da Ref Yamauchi e Barone (2014).



A maghemita (y-Fe203), a forma oxidada da magnetita (FesO4), € um material
ferrimagnético. A letra y é usada para diferencia-la da hematita, a qual apresenta a
mesma férmula quimica. Este material apresenta como forma cristalina uma estrutura
cubica de espinélio inverso formando uma rede cubica de face centrada. Cada célula
unitaria (cubica) da maghemita contém uma média de 32 ions 0%, 21,33 ions Fe3* e
2,66 vacancias, sendo que os cations estao distribuidos em 8 e 16 sitios tetraédricos e
octaédricos, respectivamente (Oliveira et al., 2013). Os anions de oxigénio (raio = 0,13
nm) apresentam empacotamento cubico de face centrada, e os ions metalicos (raios
entre 0,07 a 0,08 nm) ocupam os espacos entre os anions. Ha 2 tipos distintos de es-
pacos: o sitio A (tetraédrico) e o sitio B (octaédrico), conforme representado na Figura
3.

® Ton metdlico no sitio A

O Ton metélico no sitio B

O Anion de oxigénio

Sitio A - tetraédrico Sitio B - octaédrico

Figura 3: Estrutura cristalina da maghemita. Adaptado de Cullity e Graham (2009).

Devido a presencga de ions de ferro, a maghemita apresenta elétrons desempa-
relhados, cujos momentos magnéticos estdo acoplados de tal forma que resultam em
uma magnetizacdo espontanea, ou seja, possuem um momento magnético total n&o
nulo na auséncia de um campo magnético externo. A presenga de vacancias nos sitios

octaédricos que geram um cancelamento incompleto dos momentos magnéticos anti-
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paralelos dos sitios tetraédricos e octaédricos sao responsaveis pelo comportamento

ferrimagnético deste material (Oliveira et al., 2013).

2.1.1.2 Curvas de histerese

A histerese é a tendéncia de um sistema de conservar suas propriedades na au-
séncia de um estimulo que as gerou, ou ainda, é a capacidade de preservar uma de-
formacao efetuada por um estimulo. A histerese magnética é o fenbmeno que causa o
atraso entre a densidade de fluxo e o campo magnético (Vajda e Dellatorre, 1993). O
ciclo tragcado por esta curva de magnetizagdo € denominado curva de histerese e for-
nece o comportamento da magnetizagdo do material em fungdo do campo magnético

aplicado.

A Figura 4 mostra o comportamento da curva de magnetizagdo da maghemita,
tipicamente ferrimagnética, em fungdo do campo magnético externo aplicado (B)
(Cullity e Graham, 2008).

O anel de magnetizacao “abcdefa” é conhecido como curva de histerese. Inici-
almente, ao aplicar um campo magnético ao material desmagnetizado, o mesmo ira
aumentar sua magnetizagcdo em fungéo do aumento do campo até chegar ao ponto “a”.
Nesse instante, o material esta magnetizado com os momentos magnéticos dos domi-
nios orientados na mesma dire¢ao do campo. Nesse ponto, a magnetizagdo do material

atinge um valor maximo (magnetizacao de saturacao, Ms).

Quando o campo magnético é reduzido a zero (sentido “a-b” da curva), ocorre
uma diminuigdo da magnetizagdo do material, porém ainda existe uma magnetizagao,
denominada como magnetizagdo remanescente, M;, ponto “b” da curva. Para que a
magnetizacdo do material chegue a zero, € necessario a aplicagdo de um campo no
sentido oposto ao inicial (denominado campo coercitivo, representado pelo ponto “c” da

curva). A medida que este campo é aumentado, o material passa novamente a apre-
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sentar uma Ms (ponto “d” da curva) e apds a remog¢ao do campo magnético, o material

“an

volta a apresentar uma M; (ponto “e” da curva).

d e

Figura 4: Curva de histerese da magnetizacdo de materiais ferrimagnético
macroscopicos em funcao de um campo magnético externo (B). Adaptado de Cullity e Graham
(2008).

A razéo entre a M, e a Ms indica o fator de quadratura, ou seja, o quanto a forma
do loop de histerese se aproxima de um retadngulo (Hertel, 2001). Por fim, a curva se-
gue o sentido “efa” até fechar o anel apds a aplicagdo de um campo magnético no

mesmo sentido do campo inicial (Cullity e Graham, 2008).

21.1.3 Magnetismo aplicado as nanoparticulas

As NPM apresentam propriedades diferentes dependentes do tamanho, morfo-
logia e estrutura cristalina. Em uma escala nanométrica, a area da superficie aumenta
drasticamente, o que ira apresentar um novo material com propriedades fisicas diferen-

ciadas em comparagdo ao mesmo em tamanho maior (Yadollahpour e Hosseini, 2016).



12

As principais caracteristicas das NPM responsaveis por torna-las potencialmente
importantes na aplicacdo tecnoldgica sdo: a formagdo de monodominios magnéticos
(resultantes a partir do confinamento quantico dos elétrons), a existéncia de grande
area superficial em relacdo ao volume e a possibilidade de recobri-las com diversos

tipos de ligantes especificos (Lu et al., 2007; Francisquini et al., 2012).

Um dos beneficios da utilizagdo de NPM ¢é o uso de gradientes de campo mag-
nético para atrair as particulas para um determinado local, onde as mesmas permane-
cem durante a terapia (Barreto et al., 2011). Como uma alternativa aos campos magné-
ticos, pode-se explorar algumas propriedades das NPM, como o tamanho e a superfi-
cie, a fim de se conseguir um direcionamento ao tecido-alvo (Buschow, 1995). Nesse
sentido, as NPM tém sido avaliadas no uso de tratamento por magnetohipertermia. Es-
te procedimento terapéutico se baseia na elevacédo da temperatura das células de uma
regido especifica do corpo que estejam afetadas por um tumor. Nesse tipo de trata-
mento, as NPM séo fagocitadas pelas células tumorais € um campo magnético alterna-
do externo é utilizado para promover a agitagdo das nanoparticulas e consequente

aquecimento da célula (Orozco-Henao et al., 2016).

Os materiais, quando em escala macroscoépica, apresentam diversos multidomi-
nios, sendo que estes, quando exposto a um campo magnético, ndao sofrem um ali-
nhamento completo. Porém, quando os materiais ferro e ferrimagnéticos se encontram
na dimensao nanométrica, pode ser observado um comportamento magnético relacio-
nado ao superparamagnetismo (Tasca et al., 2015). Na Figura 5 esta apresentada uma

ilustracdo dos momentos magnéticos em um material superparamagnético.

O superparamagnetismo é observado quando as particulas dos materiais se en-
contram abaixo de um volume critico, no qual sdo consideradas como um monodomi-
nio magnético (Tasca et al., 2015). Com a diminuicao do tamanho de particula, abaixo
do valor critico, a formagao de dominios torna-se energeticamente desfavoravel e o

dominio magnético pode coincidir com o diametro da NPM.
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Em uma particula monodominio, a mudang¢a na orientacdo da magnetizagao
ocorre através de uma rotagdo coerente dos spins onde os momentos magnéticos se
alinham completamente na diregdo do campo (Tasca et al., 2015). Nesse caso, o fe-
ndmeno de histerese magnética nao existe e os valores de M, e coercividade (campo
necessario para trazer a magnetizagéo a zero, Hc) sao nulos (Lu et al., 2007; Martins e
Trindade, 2012).

As NPM de maghemita com diametros inferiores a 10 nm sdo superparamagné-
ticas a temperatura ambiente (Mahmoudi et al., 2011). Nesse caso, a magnetizacao
das NPM cresce com o aumento do campo aplicado até atingir um ponto de saturagéo.
Nesse ponto, a magnetizagao torna-se independente do campo e proporciona uma ex-

celente medida do carater magnético das NPM através dos dados de Ms.

@ ®® nanoparticulas @ @®®

Figura 5: Representacdo do alinhamento dos spins em NPM, em comparagdo com os
dominios magnéticos em um solido na auséncia e na presengca de um campo magnetico, H.
Adaptado de Tasca e colaboradores (2015).



14

2.1.2 Fosfolipidios

Os fosfolipidios sdao moléculas anfipaticas, que possuem duas regides distintas:
uma hidrofilica constituida de um grupo fosfato, e uma regido hidrofébica, constituida
de acidos graxos com longas cadeias de hidrocarbonetos (Li et al., 2015). A estrutura
molecular dos glicerofosfolipidios, uma das classificagées dos fosfolipidios, correspon-
de basicamente a uma molécula de glicerol (1,2,3-propanotriol) a qual encontra-se es-
terificada a dois acidos graxos nos carbonos 1 e 2, e a um grupo fosfato no carbono 3
(Tabela 1).

Tabela 1: Diferentes grupos que podem constituir a regido polar dos fosfolipidios.
Adaptado de Li e colaboradores (2015).

R Grupo
\/\N*/
° o | ~ Colina
o
o N
[0] \/\ .
3 NHg" Etanolamina
o™ 2
o 1
g o o
O
", Serina
NH3*
" Acido fosfatidico

HO OH
HO OH Inositol
OH

As numeragdes indicadas referem-se aos trés carbonos pertencentes ao grupo glicerol

(1,2,3-propanotriol).

O grupo fosfato de uma moléculas de fosfolipidio, por sua vez, € também esteri-

ficado a um grupo alcodlico: este ultimo pode ser simplesmente uma hidroxila (OH), ou
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grupos de maior complexidade tais como, colina, etanolamima, serina, acido fosfatidico
e inositol (Li et al., 2015). Esses diferentes grupos, que podem ser neutros ou carrega-
dos, afetam o potencial da superficie da membrana e fornecem locais de ligagao para

os ions a partir da solugcao (Yeagle et al., 1977).

A fosfatidilcolina, Figura 6, € um glicerofosfolipidio majoritario da membrana ce-
lular (Ohvo-Rekila et al., 2002). Isto viabiliza o seu uso em sistemas carreadores de
farmaco, devido a sua biocompatibilidade. Além disso, as fosfatidilcolinas sdo as mais
empregadas em estudos de formulagéo de lipossomas, pois apresentam grande estabi-
lidade frente a variacbes de pH ou da concentracdo de sal no meio (Batista et al.,
2007). Estes fosfolipidios possuem uma parte polar constituida por um grupo colina
(N*(CHs)s e por um grupo fosfato (PO2) e duas cadeias de acidos graxos de extensao

similar entre si.

Figura 6: Representacgao estrutural e esquematica de uma molécula de fosfatidilcolina.

Por apresentar uma cabega polar com uma carga positiva e outra negativa, as
fosfatidilcolinas sao moléculas classificadas como anféteras ou zwiteribnicas
(Pasenkiewicz-Gierula et al., 1999; Li et al., 2015). Dois tipos de interagdes podem
ocorrer entre 0os grupos polares dessas moléculas. Uma é a formacao de ligagbes cru-
zadas (cross-linked) entre os grupos negativamente carregados de duas moléculas de

fosfatidilcolina com um hidrogénio da molécula de agua. Nesse caso, aproximadamente
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70% das moléculas de fosfatidilcolinas formam ligagbes cruzadas com hidrogénio que
estdo contidos em clusters de duas a sete moléculas de agua (Pasenkiewicz-Gierula et
al., 1999). Outra forma € a interagao intermolecular entre uma porgéo de N-metil carre-
gada positivamente e o grupo fosfato (negativo) de um fosfolipidio vizinho (Yeagle et
al., 1977).

Com relacéo a regiao apolar dos fosfolipidios, o comprimento das cadeias con-
duz a diferentes glicerofosfolipidios: dioleoilfosfatidilcolina (DOPC), dimiristoilfosfatidil-
colina (DMPC), dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) e distearoilfosfatidilcolina (DSPC), Ta-
bela 2. Em geral, uma das cadeias dos acidos graxos dos fosfolipidios apresenta-se
saturada, enquanto a outra costuma possuir de uma a seis duplas ligagdes (Ohvo-
Rekila et al., 2002).

Tabela 2: Exemplos de fosfolipidios com diferentes tamanhos de cadeia graxa.

L . Abreviacao (quando
R (cadeia hidrofébica)

Formula estrutural ligado a fosfatidilcoli-
(nome)
na)
CHs-(CHz)7-CH=CH-(CH2)7-C(O)-
DOPC
(oleail)
CHs-(CHz)12-C(O)-
- DMPC
Fosfolipidio (miristoil)
R\
Q Q | CH3-(CHz2)14-C(O)- oPPC
o_A_ _O—P—0
RN Cl)' \/\Jr‘ (palmitoil)
CHs-(CHz)16-C(O)-
DSPC

(estearoil)

As abreviaturas sdo: dioleoilfosfatidilcolina (DOPC), dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC),
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) e distearoilfosfatidilcolina (DSPC).
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As propriedades bioldgicas e fisico-quimicas, tais como, a velocidade de lipope-
roxidagao por espécies reativas, estado de fase e permeabilidade podem ser influenci-
adas pelo grau de insaturacdo e o comprimento da cadeia lateral das fosfatidilcolinas
(Mclean e Hagaman, 1992; Li et al., 2015). Por exemplo, fosfolipidios com ligacoes
insaturadas em conformacéo trans, apresentam conformacédo semelhante a dos acidos
graxos saturados, o que favorece as interagdes intermoleculares e a rigidez da
membrana. Por sua vez a presenga de ligagcdes insaturadas na conformagao do tipo
cis, na qual as cadeias hidrocarbdnicas apresentam “inclinagdes” nas regides dessas
insaturacgdes, o que reduz as interagdes intercadeias, contribui para a fluidez do
sistema (Ziblat et al., 2012).

21.21 Polimorfismo e estado de fase dos fosfolipidios

Os fosfolipidios podem se associar de diferentes formas, tais como micelas (na
forma de fase hexagonal, Hi), bicamadas (em fase lamelar) e micelas reversas (em fa-
se hexagonal invertida, Hi). Essas diferentes formas de associagdes estdo atribuidas
as distintas formas e areas moleculares dos fosfolipidios. As associagdes e formas mo-

leculares de diferentes fosfolipidios em agua estéo resumidas na Tabela 3.
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Tabela 3: Associagdes e formas moleculares de diferentes fosfolipidios. Adaptado de
Lasic (1998).

Fosfolipidio Forma molecular Organizagao Fase

N2
Lisofosfolipidio O> <) Hexagonal
@ 2

Micelas

()
Fosfatidilcolina, fosfatidil- ﬁﬁﬁﬂﬁﬁﬁﬁ
serina, fosfatidilinositol,

.

Cone invertido

AL oot e

esfingomielina, acido

fosfatidico Bi
Cilindro 'camadas
Fosfatidiletanolamina, = . Hexagonal
colesterol % invertida
Cone

Micelas reversas

A compreensao dos polimorfismos lipidicos € necessaria para estabelecer um
transportador estavel e um sistema de liberagdo controlada adequado. Além de ser
influenciada pela distintas formas e areas moleculares dos fosfolipidios, a forma de
organizacgéo lipidica pode ser modulada por fatores como a temperatura, a insaturagéo
de hidrocarbonetos, a forga ibnica, o pH, a incorporacdo de moléculas de cone
invertidas (por ter area da regido polar maior que a apolar) e a presenga de cation
divalentes, tais como, Ca?* (Cullis et al., 1986). Sdo exemplos:

a) A pequena area correspondente a regidao polar da fosfatidiletanolamina,
juntamente ao grau de insaturacdo e comprimento da cadeia acil, conduzem a

uma forma molecular de cone, permitindo uma organizagdo em fase Hi (Cullis et
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al., 1986). Tal fase consiste em arranjos cilindricos de lipidios, dispostos ente si

em angulos de 60°, com um nucleo hidrofilico (Verkleij, 1984).

b) A fosfatidiletanolamina quando em mistura com a fosfatodilserina que se associa
na forma de bicamada (um fosfolipidio que tem uma forma parecida com um ci-
lindro, por ter a regido apolar semelhante a polar) pode ser estabilizada em es-
trutura de bicamada. Para que a associagdo em forma de bicamada seja efetiva,
€ necessario que a mistura lipidica apresente 20 a 50% de concentragdo molar

de lipidios que se associem nesta forma (Li et al., 2015).

c) A hidratagdo da regido polar pode modular os polimorfismos. Para
fosfatidiletanolamina, a reducédo do grau de hidratagdo ou o aumento da forga

ibnica intensifica a organizagdo em fase Hu (Li et al., 2015).

d) No caso do acido fosfatidico, uma elevada concentragdo de sal no meio propicia

uma organizagado em fase Hi (Tilcock, 1986);

e) A fase Hi também é favorecida através da protonagcdo da carboxila de
fosfatidilserinas, bem como a do grupo fosfato do acido fosfatidicoa baixos
valores de pH (Hope e Cullis, 1980; Farren et al., 1983). Observacoes
semelhantes estendem-se a sistemas de lipidicos mistos, onde as transi¢des de
fase lamelar para hexagonal sdo observadas para sistemas fosfatidilserina-
fosfatidiletanolamina a medida que o pH é reduzido para valores abaixo de 5,0
(Hope et al., 1983).

21.2.2 Automontagem (self-assembly) de fosfolipidios: lipossomas para libe-

ragao prolongada de farmacos

Os fosfolipidios podem associar-se em estruturas fechadas do tipo concha esfé-
rica, denominadas lipossomas (Santos e Castanho, 2002). A fosfatidilcolina esta dentre

os fosfolipidios que podem ser utilizados no preparo dos lipossomas. Os lipossomas
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podem ser vantajosos como sistemas de liberagdo prolongada de farmacos, visto que
sdo biocompativeis e possuem a capacidade de carrear compostos ativos hidrofébicos
e hidrofilicos, protegendo-os da degradacéao apos administragéo, e de permitir com que
maiores concentracdes destes compostos alcancem o sitio de agao, potencializando a
administracdo de doses menores no organismo. Na Figura 6 estdo apresentadas as
diferentes associagdes que podem ocorrer entre os lipossomas (formados por fosfolipi-
dios) e um farmaco (ou substancia ativa), sejam estes hidrofilicos ou hidrofébicos (De
Lima et al., 2010).

Q= o =9

Q=0 =09 ﬂ Fosfolipidio

Of— OC) OO\QL%? D Farmaco hidrofébico
3 s > & Farmaco hidrofilico

Figura 7: Representacdo esquematica da associagdo de farmacos hidrofilicos/

hidrofébicos com fosfolipidios, formando os lipossomas.

Os lipossomas podem ser preparados por diversos métodos, a partir de lipidios
extraidos e purificados de fontes naturais, bem como de lipidios sintéticos. A ASO, por
exemplo, é constituida de uma mistura de fosfolipidios naturais extraidos da soja com
uma composicado aproximada de 25% de fosfatidilcolina, 25% de fosfatidiletanolamina,
25% de fosfatidilinositol, e pequenas quantidades de outros fosfolipidios polares
(Navratil et al., 2011; Johns et al., 2015). Aproximadamente, 24% da cadeia de acidos
graxos sao saturados, 14% contém apenas uma insaturacdo e 62% sao poli-
insaturados (Santos e Castanho, 2002; Navratil et al., 2011).
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As associacoes fosfolipidicas podem possuir tamanhos e constituigdes variaveis
(Lichtenberg e Barenholz, 1988). De acordo com Vemuri e Rhodes (1995), os liposso-
mas podem ser classificados quanto ao seu tamanho ou ao seu numero de bicamadas
lipidicas (lamelas). Os lipossomas podem ser denominados como vesiculas multilame-
lares grandes (MLVs: “multilamellar vesicles”, Figura 8A), apresentando mais de quatro
lamelas e podendo variar seu diametro entre 50 e 10000 nm; vesiculas unilamelares
grandes (LUVs: “large unilamellar vesicles”, Figura 8B), com uma lamela de didmetro
superior a 100 nm e vesiculas unilamelares pequenas (SUVs: “small unilamellar vesi-

cles”, Figura 8C), com diametro entre 25 e 50 nm (Vemuri e Rhodes, 1995).

Figura 8: Representagdo dos lipossomas de acordo com o tamanho e numero de

lamelas. Vesiculas (a) multilamelares, (b) unilamelares grandes e (c) unilamelares pequenas.

As MLVs sao frequentemente usadas para encapsular substratos a serem libe-
rados apdés a ruptura da membrana em um momento posterior (Van Swaay e De Mello,
2013). As LUVs sado mais indicadas quando uma transferéncia rapida do farmaco é re-
querida. Devido ao maior espago aquoso, cerca de quatro vezes maior do que em li-
possomas multilamelares, as LUVs podem encapsular uma grande percentagem de
materiais hidrofilicos (Akbarzadeh et al., 2013).
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Em estudos de permeabilidade da membrana e das fungbes das proteinas, as
estruturas ideais sdo as LUVs devido a sua maior semelhanga as células vivas, tanto
na estrutura como na fungdo. Entretanto, nas aplicagdes como veiculos, as MLVs for-
necem uma liberacdo do farmaco mais sustentada que as LUVs, pois as suas mem-
branas vao sendo degradadas gradualmente no local de agdo. Adicionalmente, quando
se pretende avaliar propriedades estruturais, dinamicas e termodinédmicas das mem-
branas, nas quais a sensibilidade pode ser frequentemente um problema, as MLVs sao
indicadas devido a sua maior concentracgao lipidica (Perkins et al., 1993; Van Swaay e
De Mello, 2013).

O uso de diferentes métodos de preparo proporciona a obtengao de lipossomas
com distintos tamanhos. Os lipossomas podem ser preparados pelo método de HV pa-
ra obtengado de fases lamelares grandes em meio aquoso e apds serem dispersos me-
canicamente através de sonicagao ou extrusao (Marie et al., 2013). Assim, as vesiculas
preparadas por este método sdo do tipo MLVs. Ao inserir-se NPM no sistema, este
procedimento produz magnetolipossomas multilamelares com uma distribuigao de ta-

manho e diametros médios entre 100 a 400 nm (Marie et al., 2013).

Outro método de preparo de lipossomas amplamente utilizado é o FR. Os lipos-
somas preparados por este método, normalmente apresentam-se como LUVs de 100-
200 nm de diametro (Akbarzadeh et al., 2013; Bixner e Reimhult, 2016).

O tamanho e uniformidade dos lipossomas determinam a segurancga da rota de
administragao do sistema (Immordino et al., 2006). Os tumores, assim como as regides
de infeccao e inflamacéao, devido a angiogénese, apresentam capilares com maiores
diametros (entre 100 a 800 nm) quando comparado aos poros das células saudaveis
(Lasic, 1998). Os lipossomas de longa duragéo, pelo fato de poderem circular por tem-
po prolongado e extravasar nos tecidos com permeabilidade vascular elevada, podem
ser passivamente direcionados para varios tipos de tumores. Segundo Laverman e co-
laboradores (1999), uma diferenga significativa no tempo de permanéncia nos vasos
sanguineos foi observada em funcdo do tamanho dos lipossomas. Os lipossomas
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grandes (400 nm) foram removidos do sangue mais rapidamente, enquanto que as ve-
siculas menores (200 nm) apresentaram maior tempo de meia vida (Laverman et al.,
1999).

O tipo de solvente usado durante o preparo dos lipossomas também influencia
suas propriedades. A utilizacdo de solventes zwiteribnicos, como a tricina, durante a
preparagao de lipossomas € responsavel pelo aumento da fluidez das bicamadas lipidi-
cas, quando comparada a lipossomas em que a agua € utilizada como solvente
(Koerner et al., 2011). Sovago e colaboradores avaliaram o efeito de ions de sddio e
calcio sobre as monocamadas de fosfolipidios de DPPC. No trabalho citado, os ions de
sodio afetaram sutiimente a estrutura da monocamada, enquanto que o calcio causou

um desordenamento da monocamada (Sovago et al., 2007).

2.1.2.3 Estabilidade de membranas lipidicas: lipossomas

Dentre os desafios do uso de lipossomas como sistemas de liberagao prolonga-
da de farmacos esta a sua estabilidade (Batista et al., 2007). A estabilidade dos lipos-
somas esta associada a capacidade dos mesmos de manter o nivel de 1% ainda que
com mudancas nas propriedades quimicas da suspensao, tais como, pH, composicao
de eletrdlitos, agentes oxidantes e presenca de compostos como tensoativos, colesterol
e sais biliares. A habilidade dos lipossomas de manter o tamanho em varias condi¢cdes
de armazenamento e estoque também esta relacionada com a estabilidade (Maherani
etal., 2011).

De uma forma geral, as vesiculas sao estabilizadas com base na formacao de
diferentes forgcas: de Van der Waals entre os fosfolipidios, repulsivas entre grupos car-
regados de moléculas de fosfolipidios, repulsivas entre os grupos polares e ligagdes de
hidrogénio entre a agua e moléculas de fosfolipidios (Maherani et al., 2011). As forgas
repulsivas eletrostaticas sao formadas entre vesiculas apds a adicdo de substancia

com carga a bicamada, aumentando a estabilidade do sistema (Maherani et al., 2011).



24

A estabilidade também depende da curvatura natural da mistura lipidica, ou seja, da
curvatura de equilibrio do lipossoma, onde a energia livre do sistema ou fungao de

Gibbs, AG, é minimizada.

Outro fator importante é a rigidez da bicamada lipidica (Lasic, 1993). A hidrata-
¢ao dos grupos polares, a organizagao das moléculas anfipaticas em agregados para
proteger as cadeias hidrofobicas da exposi¢cao a agua e as forgas de atragao (hidrofé-
bicas e de Van der Waals) entre as cadeias hidrocarbonadas sao fatores responsaveis
pela diminuicdo de AG (Lasic, 1998). As membranas mais rigidas (com pontos de fusao
mais altos) sdo mais estaveis contra ao aumento de temperatura, cisalhamento, vibra-

céo e ciclos de congelamento-descongelamento (Maherani et al., 2011).

Por outro lado, reacdes de hidrolise podem comprometer a estabilidade dos li-
possomas. Em um ambiente aquoso, acido ou basico, as moléculas de fosfolipidios
podem sofrer hidrolise sob uma cinética de pseudo-primeira ordem (Grit et al., 1993). A
taxa de hidrdlise é dependente da temperatura e pH, onde a velocidade minima ocorre
a pH 6,5 (Zhang e Pawelchak, 2000; Xia et al., 2014). A degradagéo de um fosfolipidio
via hidrélise de fosfatidilcolina, Figura 9, leva a formagao da lisofosfatidilcolina o que
acentua a permeabilidade dos lipossomas e altera a integridade da formulagao
(Saetern et al., 2005; Ickenstein et al., 2006). Varias formas da lisofosfatidilcolina, com
diversas cadeias acil, ja foram identificadas, como os acidos: palmitico (16: 0), esteari-
co (18: 0), oleico (18: 1), linoleico (18: 2), araquidénico (20: 4) e docosahexaendico (22:
6) (Riederer et al., 2010).

Juntamente a hidrolise das ligagdes éster que ligam os acidos graxos ao esque-
leto de glicerol, as reacbes de peroxidacdo das cadeias acilicas insaturadas, respon-
dem por fenbmenos como agregacao, fusdo, deposicao e ruptura da membrana (Yadav
et al., 2011). Esses fenbmenos podem resultar em liberagdo ou extravasamento da
substancia ativa e mudangas de tamanho dos lipossomas, diminuindo a estabilidade
dos mesmos (Batista et al., 2007). Os processos de peroxidagao lipidica em membra-

nas ocorrem devido a agao de espécies reativas do metabolismo do oxigénio (ER-
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MOS). Este processo, quando ocorre de forma controlada e esta restrito a certos com-
partimentos celulares, apresenta efeitos benéficos para as células, como a diferencia-
¢ao, maturacgao, transporte de vesiculas intracelulares, fagocitose e apresentagao de
antigenos (Cejas et al., 2004). Também tem papel importante na formacéo de prosta-

glandinas e, portanto, na resposta inflamatoria (Halliwell e Gutteridge, 1990).
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Figura 9: Degradacéo da fosfatidilcolina a lisofosfatidilcolina via reacao de hidrolise.

Porém, a peroxidacgao lipidica, também esta associada aos mecanismos de en-
velhecimento, cancer e a exacerbacdo da toxicidade de xenobidticos (Ghosh et al.,
1993). A lipoperoxidacao resulta em alteragdes na estrutura e na permeabilidade das
membranas celulares (Mello et al., 1984), podendo ocasionar perda da seletividade na
troca ibnica e liberagdo do conteudo de organelas, como as enzimas hidroliticas dos
lisossomas, e formagao de produtos citotéxicos (como o malonildialdeido, MDA), culmi-
nando com a morte celular (Hershko, 1989).
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A lipoperoxidacdo em membranas € uma reacdo em cadeia representada por
trés etapas: iniciacdo, propagacao e terminagao (Mylonas e Kouretas, 1999). Estas
etapas estdo apresentadas na Figura 10, onde L representa o lipidio (Gaschler e
Stockwell, 2017).
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Figura 10: Mecanismo de lipoperoxidagdo em membranas lipidicas em diferentes

etapas:/niciagdo - ataque no acido graxo de uma espécie reativa capaz de abstrair um atomo
de hidrogénio do grupo metileno. O radical formado sera estabilizado por um rearranjo
molecular (radical alquila)que em meios aerébicos forma o radical peroxila, LOO¢). Propagag¢éo
- A peroxila formada abstrai um hidrogénio alilico de outro acido graxo gerando outro radical. A
reacédo do radical peroxila com o hidrogénio da origem a um hidroperoxido lipidico (LOOH).
Terminagdo - Nessa etapa ocorre a formagcdo de produtos nao radicalares. Adaptado de
Gaschler e Stockwell (2017).
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A etapa de iniciagdo ocorre quando uma espécie reativa abstrai um hidrogénio
pertencente a cadeia de hidrocarbonetos insaturados. Essa abstragcdo é favorecida
energeticamente para um hidrogénio alilico (aproximadamente 88 kcalmol') do que
para um alquilico (cerca de 101 kcal mol'). Apds a abstragdo do hidrogénio, uma es-
pécie radicalar é formada (L°) e essa podera interagir com o oxigénio molecular para
formar um radical lipidico peroxil que podera, por sua vez, sofrer ciclizagao e rearran-

jos.

O radical L* pode abstrair um hidrogénio de outro acido graxo, gerando outro ra-
dical centrado no carbono e um hidroperoéxido lipidico (LOOH). Estas reagdes caracte-
rizam a etapa de propagacao do processo oxidativo. Nessa etapa perdxidos ciclicos
também podem ser formados, quando ocorre a reagao da peroxila com uma dupla liga-
¢do da mesma cadeia do acido graxo. ions de ferro e cobre podem participar dessa
etapa formando radicais lipidicos alcoxila, peroxila e hidroxila a partir dos hidroperéxi-

dos.

A etapa de terminacao ocorre através da hidrélise dos endoperdxidos ou o for-
necimento de energia via calor, para as reagdes que gerarao produtos nao radicalares

como MDA e 4-hidroxialcenais (Mylonas e Kouretas, 1999).

As nanoparticulas de 6xido de ferro, dependendo do pH do meio, podem induzir
a produgdo de ERMOS, como 'O2, Oz~ e OH* (Zhang et al., 2012). O ferro € um impor-
tante metal de transi¢cdo redox-ativo responsavel pela geragédo de radicais livres alta-
mente reativos através das reagdes de Fenton e Haber-Weiss em sistemas bioldgicos
(Wang et al., 2013):

(1) Reacgao de Fenton
Fe?* + H202— Fe®* + OH- + +OH
(2) Reagdes tipo Fenton (Fenton-like)

Fe3* + H202—FeOOH?* + H*



28

FeOOH?*— Fe?* + + HO2¢

Fe?* + H2O2— Fe®" + OH + «OH
(3) Reagao de Haber-Weiss

Fe® + O2"— Fe?* + Oz

Fe?* + H202— Fe® + OH + «OH

Em adi¢ao, como iniciadores da lipoperoxidagao, ions de Fe (2+ ou 3+), podem
ser usados para gerar espécies de radicais livres na presenca de lipidios (LOOH). Nes-

se caso, a iniciagdo pode ocorrer por duas vias (Fagali e Catala, 2009):

1) A espécie reativa de Fe3* abstrai um hidrogénio pertencente a cadeia de
hidrocarbonetos insaturados, formando a espécie radicalar (LOO"). O radical po-
de abstrair um hidrogénio de outro acido graxo, gerando outro radical.

LOOH + Fe3*— Fe?* + LOO- + H*

LOO+ + LH — L+ + LOOH
2) Ou a espécie reativa de Fe?* abstrai um hidrogénio pertencente a cadeia
de hidrocarbonetos insaturados, formando a espécie radicalar (LO). O radical
pode abstrair um H de outro acido graxo, gerando, também, outro radical.

LOOH + Fe?*— Fe3* + LO« + OH-

LOs +LH — L+ + LOH

Com relagédo a agédo de NP, estas quando em pH fisiolégico, podem agir como
catalisadores na geragao de OH+ através de mecanismos heterogéneos que envolvem
simultaneamente as reagbes de Fenton / Haber-Weiss. Em carreadores lipidicos, o
processo espontaneo de lipoperoxidacdo pode propiciar efeitos no grau de fluidez do
sistema lipossomal. Geralmente, provocando enrijecimento da bicamada (Ghosh et al.,
1993).
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2.2 Magnetolipossomas

O uso de lipossomas para a incorporagao das NPM é vantajoso por propiciar
maior biocompatibilidade, possibilidade de vetorizagdo dos farmacos/substancias ati-
vas, e menor toxicidade das NPM (Schladt et al., 2011; Kumar et al., 2014). Ao hibrido
de componentes magnéticos e lipossomas é denominado o termo magnetolipossomas.
Os magnetolipossomas tém sido utilizados como agentes de contraste em imagens de
ressonancia magneética nuclear, na separagdo magnética de células ou de moléculas
biolégicas, em marcadores para células alvo e na terapéutica do cancer por magne-
tohipertermia (Weissleder et al., 1990; Clement et al., 1991).

Assim como as NPM na forma livre, os magnetolipossomas podem ser vetoriza-
dos a um alvo especifico através do uso de campos magnéticos externos (Decuyper e
Joniau, 1988; Lubbe et al., 1996; Lacava et al., 1999). Como sistemas de liberagao
controlada de quimioterapicos, os magnetolipossomas podem encapsular e aumentar a
atividade de drogas antitumorais (hidrofilicas e/ou hidrofébicas) (Fortin-Ripoche et al.,
2006; Dandamudi e Campbell, 2007). Além disto, deve-se considerar que a liberagao
de farmacos por magnetolipossomas pode ser especifica para o tumor se este for
acessivel através do sistema arterial e tiver suficiente suprimento de sangue. Nesse
caso, a liberagao do farmaco antitumoral por um carreador magnético ocorre com me-
nos efeitos colaterais e proporciona tratamentos mais curtos e menos téxicos aos paci-
entes (Gupta e Gupta, 2005).

Os magnetolipossomas vém sendo destacados na literatura de diferentes for-
mas. Hardiansyah e colaboradores (2014) demonstraram efeitos sinérgicos da quimio-
terapia e da hipertermia em tratamento de células tumorais com magnetolipossomas
contendo doxorrubicina (Hardiansyah et al., 2014). O uso de um campo magnético al-
ternado permitiu a liberagao controlada de doxorrubicina a partir de magnetolipossomas
constituidos de NPM de y-Fe203 e bicamadas fosfolipidicas (Chen et al., 2014; German
et al., 2015).
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Magnetolipossomas baseados em NPM de y-Fe20s3 incorporados em LUVs de
200 nm foram descritos e caracterizados para aplicagdo em ressonancia magnética por
imagem. Tais magnetolipossomas, através do uso de campos magnéticos externos,
foram vetorizados, por via intravenosa, aos tecidos de adenocarcinoma prostatico hu-
mano. Durante o transporte dos magnetolipossomas a estrutura da vesicula e a carga

de ferro foram preservadas (Martina et al., 2005; Martina et al., 2008).

Magnetolipossomas superparamagnéticos preparados a partir de MLVs e y-
Fe203 apresentaram maior eficiéncia como agentes de contraste quando comparados a
agentes de contraste comerciais na detecgdo e caracterizacao de lesdes hepaticas
(Meyre et al., 2011).

Yang e colaboradores (2016) investigaram o uso de magnetolipossomas termo
sensiveis contendo NPM de 6xido de ferro e marcadores de células tronco em células
tronco tumorais hepaticas. Tais magnetolipossomas apresentaram diametro médio de
130 £ 4,6 nm e resposta superparamagnética. Os testes in vitro e in vivo evidenciaram
um aumento da eficacia da morte de células tumorais em comparagdo com os magne-

tolipossomas sem marcador (Yang et al., 2016).

Assim como nos lipossomas, a eficiéncia dos sistemas de liberagao de farmacos
baseados em magnetolipossomas ¢é influenciada pelo tamanho, carga de superficie e
caracteristicas estruturais dos sistemas (Sen et al., 2010). As diferentes estratégias de
insercdo de NPM em lipossomas podem alterar as caracteristicas estruturais das vesi-
culas, como os estados de hidratacdo, ordem e fase e os movimentos vibracionais, ro-
tacionais e translacionais de grupos lipidicos especificos (Biltonen e Lichtenberg, 1993;
Chen e Tripp, 2008; Nappini et al., 2011; Villasmil-Sanchez et al., 2013; Lopes De
Azambuja et al., 2015). Assim, a estabilidade dos magnetolipossomas ainda é um de-

safio para o seu design e producéo.

Vale também considerar que os magnetolipossomas também sao suscetiveis a

peroxidagdo da membrana induzida por Fe?* e Fe3* que, por sua vez, sdo componentes
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de nanoparticulas de maghemita (Gutteridge, 1995; Fagali e Catala, 2009). Neste con-
texto, o uso de compostos de origem natural com propriedades antioxidantes torna-se
interessante. Lipossomas contendo quercetina exibem uma forte capacidade de inibi-
cao da peroxidagao lipidica via quelagao de metais (Gabrielska et al., 2006; Huang et
al., 2017).

Apesar do extenso conhecimento sobre a interagdo da quercetina com os lipos-
somas, ha pouca informagao sobre o comportamento de quercetina com os magnetoli-
possomas. Além disso, é relatado que as NPM conjugadas com quercetina podem ser
um promissor agente antineoplasico (Barreto et al., 2011; Kumar et al., 2014; Akal et
al., 2016a).

Assim, considerando a possibilidade de reduzira susceptibilidade dos magnetoli-
possomas a peroxidagédo e a promissora atividade antitumoral da associagdo magneto-
lipossomas-quercetina, é importante caracteriza-los no contexto de interagdes molecu-
lares e atividades antioxidantes / antitumorais. Isto pode contribuir para um design ade-

quado dos sistemas magnetolipossomas.

2.3 Quercetina como farmaco-modelo

A quercetina (3,3°,4°,5,7-pentahidroxiflavona, Figura 11) € um polifenol perten-
cente a classe dos flavonoides (Movileanu et al., 2000; Hirpara et al., 2009). E abun-
dantemente encontrada em frutos comestiveis, vegetais e plantas medicinais (Wu et
al., 2008; Kumari et al., 2010). Os flavonoides, um grupo de derivados naturais da ben-
zoil-pirona, tém apresentado diversas propriedades bioldgicas, incluindo antioxidantes,
hepatoprotetoras, antitrombaticas, anti-inflamatérias, bactericidas e atividades antivirais
e antitumorais (Saija, Bonina, et al., 1995; Movileanu et al., 2000).

A quercetina apresenta em sua estrutura quimica cinco grupos hidroxilas, que

conferem determinado grau de polaridade e carater de acido fraco, bem como dois
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anéis aromaticos A e B ligados por anel heterociclico contendo oxigénio, que conferem
hidrofobicidade a estrutura (Pawlikowska-Pawlega et al., 2014). A porgéao 3,4'-dihidroxi
do anel B (anel catecol B), € conhecida por possuir uma alta capacidade antioxidante

através da eliminacao de radicais livres (Pawlikowska-Pawlega et al., 2014).

OH O
Figura 11: Estrutura quimica da quercetina: 3,3",4",5,7-pentahidroxiflavona.

Os mecanismos de agao antioxidante da quercetina incluem: a eliminacao direta
dos radicais livres reativos e a quelagao dos ions metalicos envolvidos na formacgao de

radicais livres (Riceevans et al., 1996; Amic et al., 2007).

Como principal mecanismo de sequestro de radicais livres, a doagdo de atomos
de hidrogénio é uma das caracteristicas da quercetina. Neste mecanismo, os grupos
hidroxilas doam hidrogénio a um radical, dando origem a um radical fenoxil-flavonoide
(Figura 12). O radical fenoxil-flavonoide pode reagir com um segundo radical (RO°),

adquirindo, assim, uma estrutura de quinona estavel.



33
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Figura 12: Mecanismo de agao antioxidante da quercetina (envolvendo a regiao 3',4'-
diOH flavonoides): a) radical fenoxil estabilizado através de ligacbes de ligagdes de hidrogénio;

b) estrutura da quinona estavel. Adaptado de Amic et al. (2007).

No entanto, a estabilidade do radical fenoxil-flavonoide pode favorecer uma acéo
pré-oxidante dos flavonoides (Bors et al., 1995). O radical fenoxil-flavonoide pode inte-
ragir com o oxigénio, gerando quinonas e anions superéxidos que induzem a peroxida-
cao como espécies reativas (Figura 13). Esta reacdo pode ocorrer na presenca de alta
quantidade de ions de metais de transicdo e pode ser responsavel pelo efeito pré-
oxidante dos flavonoides (Yoshino et al., 1999). Tal atividade mostrou-se uma impor-
tante ferramenta no combate a células de glioblastoma humano, através da indug¢ao do

apoptose celular (Sakagami e Satoh, 1997).
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Figura 13: Mecanismo de agdo pro-oxidante da quercetina. Adaptado de Amic et al.
(2007).

A quelagao de ions metalicos (como Fe?* e Cu*) é outro mecanismo de ag&o an-
tioxidante da quercetina, bem como, de outros flavonoides (Pietta, 2000). As NP de
ferro quando dissociadas também podem promover a formagao de ERMOS e de radi-
cais livres induzindo a apoptose de células saudaveis através da reacao de Fenton,
conforme mostrado no item 2.1.2.3 (Solanki et al., 2008; Markides et al., 2012). Na rea-
¢ao de Fenton, ocorre a redugéo do peroxido de hidrogénio com a geragao do radical
hidroxila que é altamente agressivo (Riceevans et al., 1997). O local de ligagao propos-
to para os ions metalicos nos flavonoides é a porgao 3',4'-diOH do anel B, como mos-
trado na Figura 14. Além disso, os grupos C-3 e C-5 OH e o grupo 4-carbonilico tam-
bém contribuem para a quelacdo desses ions (Riceevans et al.,, 1997; Amic et al.,
2007).



35

OH

|

OH__ /O“-—I\/Ile”*
Men+
Figura 14: Sitios de ligacao de metais de transicdo em uma molécula de quercetina.
Adaptado de Amic et al. (2007).

A baixa biodisponibilidade da quercetina, bem como a sua baixa solubilidade
(~2%) em meio aquoso e extenso metabolismo no intestino e no figado, limitam suas
aplicagdes na farmacologia (Gugler et al., 1975; Hadrich et al., 2016). Varias aborda-
gens visando a melhora da solubilidade em agua da quercetina, e consequentemente,

sua aplicagao como farmaco antitumoral, sdo encontradas na literatura.

2.4 Métodos de caracterizagao fisico-quimica e biolégica de magnetolipossomas
2.4.1. Estudos de estabilidade

Como citado anteriormente, na secéo 2.2.2, a estabilidade dos magnetoliposso-
mas pode ser influenciada pelo tamanho, morfologia, grau de empacotamento e ordem,
bem como da carga superficial do sistema (Sen et al., 2010). Para o estudo da estabili-
dade de magnetolipossomas, diferentes técnicas podem ser utilizadas, tais como DLS,

TBARS e potencial zeta.
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2.4.1.1 Espalhamento de luz dinamico (DLS)

A técnica de DLS considera a interagcao entre a radiagao visivel do espectro ele-
tromagnético com a matéria. Quando uma onda eletromagnética atinge uma determi-
nada substancia, faz surgir um dipolo induzido oscilante. O espalhamento de luz pode
ser descrito como a emissdo secundaria de radiagdo eletromagnética produzida pelo
dipolo oscilante. A polarizagdo oscila com a mesma frequéncia da radiagao incidente
servindo como uma fonte que espalha pequenas quantidades de radiagcdo em todas as
direcdes (Atkins e De Paula, 2014).

A técnica de DLS é eficaz para detectar flutuacées de concentragido e densidade
em uma amostra devido ao movimento das particulas em movimento Browniano (Zhou
et al., 2017). Devido ao movimento Browniano, as particulas presentes no sistema se
encontram em constante deslocamento, o que faz com que a intensidade da luz espa-
Ihada por elas forme um padrdo de movimento. As particulas maiores se movem mais
lentamente que as pequenas, o que faz com que a taxa de flutuacédo da luz espalhada
também seja mais lenta. Sendo assim, a técnica de DLS utiliza a taxa de mudanca
dessas flutuagdes para determinar a distribuicdo de tamanho das particulas (Atkins e
De Paula, 2012).

O diametro hidrodinamico (<D>), que no caso da esfera, coincide com seu dia-

metro fisico, é determinado pera relagao de Stookes-Einstein:

Eq. 4

Onde kg é a constante de Boltzmann, T é a temperatura, g € o vetor de espa-
lhamento, n é a viscosidade do solvente e T é o tempo médio de relaxamento relacio-

nado com o coeficiente de difuséo.
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2.4.1.2 Peroxidacgao lipidica nas membranas: Substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS)

A lipoperoxidacdo das membranas, que pode influenciar na estabilidade dos li-
possomas, pode ser detectada através do método de substancias que reagem ao acido
tiobarbiturico (TBARS) (Ohkawa et al., 1979; Bird e Draper, 1984). Este método carac-
teriza-se pela formagdo de um produto de coloragéo résea a partir da reacédo entre o
MDA, produto maijoritario da lipoperoxidagao, e acido tiobarbiturico (TBA), representado
na Figura 15 (Ohkawa et al., 1979; Bird e Draper, 1984; Fagali e Catala, 2009). Assim,
a percentagem de substancias reativas ao TBARS ¢é determinada a partir de leitura es-

pectrofotométrica a 535 nm, comprimento de onda respectivo ao produto supracitado.

H
Sa N _° s N. OH O s
Y YOS N
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+
K) 100°c NH e o Yl

O o} OK
TBA MDA Produto de coloracao rosea

Figura 15: Reagéo entre &cido tiobarbiturico (TBA) e o malonildialdeido (MDA) para

formar um aduto de coloracao rosa.

2.4.1.3 Potencial zeta

O potencial zeta corresponde ao potencial elétrico no plano hidrodindmico de ci-
salhamento que estd a uma determinada distancia da superficie (Atkins e De Paula,
2012). A carga da superficie da particula influencia a distribuicdo dos ions da solugéo
no meio, atraindo e repelindo contra-ions e co-ions, respectivamente. Essa distribuicdo

de ions, desde a superficie da particula até o interior da solugdo (meio de disperséo),
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gera diferentes potenciais e esta representada esquematicamente na Figura 16 (Junior
e Varanda, 1999).
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Figura 16: Esquema da distribuicdo de cargas na vizinhanga de uma particula
carregada e os seus respectivos potenciais associados a dupla camada elétrica na interface

sélido-liquido. Adaptado de Junior e Varanda (1999).

A medida do potencial zeta é realizada indiretamente, através da medida da mo-
bilidade eletroforética, onde é possivel estimar o valor do potencial na superficie. Para
realizar-se esta medida, introduz-se a suspenséao a ser analisada em uma cubeta cons-

tituida de dois eletrodos, onde um potencial elétrico é aplicado. As espécies carregadas
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eletricamente irdo se mover na diregdo do eletrodo de carga contraria, tdo mais rapi-

damente quanto maior a sua carga elétrica e maior o campo elétrico aplicado.

O potencial zeta é dado em funcéo da carga superficial de qualquer camada ad-
sorvida na interface com o meio e da natureza e composi¢cdo do meio que o circunda.

O potencial zeta (¢) pode ser calculado pela aproximagao de Helmholtz-Smoluchowski:

_ A4mpn

Eq. 5
Ee g

¢

Em que uy é a mobilidade eletroforética, E € o campo elétrico aplicado, n é a vis-

cosidade do solvente e € é a constante dielétrica do meio.

As medidas de potencial zeta podem ser usadas para o estudo da distribuicdo
de cargas, estabilidade e orientagdo molecular dos fosfolipidios nas membranas
(Makino et al., 1991). Por ser um indicador util da carga efetiva nas particulas, os dados
de potencial zeta podem ser usados para controlar a estabilidade de suspensdes coloi-
dais. Quanto maior for o valor absoluto do potencial zeta, mais provavel que a suspen-
sdo seja estavel, pois as particulas carregadas se repelem e essa for¢ca supera a ten-
déncia espontanea de agregacao (Schaffazick et al., 2003). Valores de potencial zeta
superiores a |30| mV sao capazes de estabilizar lipossomas suspensos devido a mutua
repulsdo eletrostatica entre as vesiculas, impedindo assim a sua agregagao
(Wongsagonsup et al., 2005; Hadrich et al., 2016).

A distancia do plano de cisalhamento ao plano de carga, conforme descrito pela
teoria de Gouy-Chapman-Stern, depende fortemente da forga ibnica do meio, diminuin-
do com o aumento da concentragao de sal (Sabin et al., 2006). Os valores médios de
potencial zeta dos magnetolipossomas podem variar de acordo com a natureza dos
seus componentes, bem como, com as mudangas na orientagdo dos grupos polares

dos lipidios (Fatouros e Antimisiaris, 2002).
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A parte polar de fosfolipidios, tais como a fosfatidilcolina, € zwiteribnica, espe-
rando-se assim que, a pH neutro, ndo apresente efeito de carga. Por outro lado o fosfa-
tidilinositol, presente em asolecitina de soja, € um fosfolipidio aniénico responsavel pe-
los valores negativos de potencial zeta observados experimentalmente (Ohki et al.,
2010).

Os valores de potencial zeta sdo dependentes do meio em que o lipidio esta
disperso e tém sido interpretados em termos de camadas de hidratagdo formadas em
torno da superficie da membrana e da orientagdo dos grupos polares dos lipidios
(Garcia-Manyes et al., 2005). Na Figura 17 estdo apresentadas as diferentes orienta-
¢cbes dos grupamentos fosfo-colina que influenciam os valores de potencial zeta.
Quando a regiao polar esta perpendicular a superficie de modo que o grupo fosfato
esta acima do grupo de colina, o potencial zeta torna-se mais negativo. Quando o gru-
po fosfo-colina esta paralelo a superficie, o potencial zeta iguala-se a zero. Por fim,
quando o grupo esta perpendicular a superficie da membrana, de tal forma que o grupo
colina esta acima do grupo fosfato, o valor de potencial zeta torna-se mais positivo
(Makino et al., 1991).

Figura 17: Diferentes modelos conformacionais dos grupos polares da fosfatidilcolina

que influenciam os valores de potencial zeta. Adaptado de Makino et al. (1991).
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2.4.2 Eficiéncia de encapsulamento

Em geral, a eficiéncia de encapsulamento determina a capacidade de encapsu-
lamento de farmacos no sistema coloidal. No caso da incorporagdo de NPM em mag-
netolipossomas, o termo que relaciona a concentragdao de NPM incorporada com a
concentragdo inicial adicionada durante o preparo dos magnetolipossomas, pode ser
descrito como 1% (Floris et al., 2014). A eficiéncia de encapsulamento pode ser
influenciada pelo coeficiente de particdo da molécula alvo nos solventes usados
durante a preparacao da formulacdo, o método usado para realizar o processo de
encapsulamento (temperatura, pH, estresse mecéanico) e a distribuicdo de tamanho dos

sistemas.

De uma forma geral, a eficiéncia de encapsulamento pode ser calculada a partir

da seguinte equacéo:
EE(%) = [(férmaco)encapsulada/(férmaco)total] X 100 Eq. 6

Onde (farmaco)wta refere-se a concentragdo de farmaco em mg L' adicionada
nos lipossomas e (farmaco)encapsulada refere-se a concentragdo de farmaco em mg L™

apos a etapa de purificagao.

2.4.3 Estudos de movimentos molecular

A caracterizacao fisico-quimica de magnetolipossomas pode ser realizada atra-
vés de diferentes técnicas instrumentais, tais como, HATR-FTIR, RMN de 3'P e de 'H,
DSC e UV-vis.
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2.4.3.1 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier com
refletancia total atenuada horizontal (HATR-FTIR)

O estudo de FTIR em sistemas lipossomais é realizado no modo de refletancia
total atenuada horizontal (HATR), pois este minimiza danos causados pela irradiacéo
do laser infravermelho @ membrana, ja que nesta técnica, o raio infravermelho penetra

pouco na amostra (Tatulian, 2003).

Como cada banda do espectro de infravermelho tem uma posigao caracteristica,
indicada pelo seu numero de onda, absor¢ado maxima e largura, se uma molécula exoé-
gena interage com a bicamada fosfolipidica, poderdo ocorrer mudangas nesses para-
metros espectroscépicos. Essa mudanga ocorre porque as formas vibratérias depen-
dem da natureza dos atomos envolvidos e da sua conformacgédo no meio em que estao
dispersos (Mantsch e Mcelhaney, 1991; Moreno et al., 2009). Assim, esta técnica pode
fornecer informacdes sobre a localizagdo de uma substancia ativa, bem como seu efei-
to no grau de hidratagdo e ordem molecular de grupos funcionais de regides lipidicas
caracteristicas. Tais informagdes podem ser obtidas via analise da frequéncia e largura

dos picos caracteristicos de modos vibracionais do lipidio (Moreno et al., 2009).

A largura de bandas é afetada por efeitos rotacionais, translacionais e/ ou de co-
lisdes. Portanto, variagdes na largura de bandas de grupos especificos de fosfatidilcoli-
nas fornecem informacgdes sobre a dinamica do sistema (Lee e Chapman, 1986). Por
exemplo, o aumento da largura de banda de uma regido de absorgao especifica do li-
pidio pode ser relacionado com o aumento da dindmica, ou seja, aumento da mobilida-

de dessa regido (Toyran e Severcan, 2003).

Para o estudo de fosfatidilcolinas, o espectro de HATR-FTIR mostra bandas de
vibracdo que podem ser classificadas em trés regides diferentes do lipidio (Mantsch e
Mcelhaney, 1991):

a) Polar: estiramento assimétrico do grupo fosfato (vas PO27) em torno de

1240-1220 cm™', estiramento simétrico do grupo fosfato (vs PO27) em 1085 cm™ e esti-
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ramento assimétrico do grupo colina (vas N*(CH3)3) em cerca de 970 cm'. A frequéncia
do estiramento assimétrico do fosfato também é sensivel ao grau de hidratagcdo. Ou
seja, um aumento no grau de hidratagdo do grupo POz esta relacionado a um alarga-
mento desta banda, juntamente ao deslocamento de sua frequéncia para valores me-
nores (Chen e Tripp, 2008). Ja, com relagdo ao grupo colina, os deslocamentos no va-
lor da frequéncia de suas respectivas bandas de FTIR estdo relacionados a associacao
deste grupo com a agua, através de interagdes dipolo e a interagdo com uma molécula
exdgena (Moreno et al., 2009). A separagao do grupo colina com o grupo fosfato, cau-
sada pela intercalacdo de moléculas de agua, também pode refletir em variagcdes de
intensidade e deslocamentos relacionados as bandas de estiramentos da colina
(Grdadolnik et al., 1991).

b) Interfacial: estiramento do grupo carbonila (v C=0) na faixa de 1725-
1740 cm™'. A posicdo (frequéncia) desta banda é sensivel a geometria da porgéo de
glicerol e ao empacotamento das cadeias acilicas. O estiramento da carbonila € um
sensor do grau de hidratagdo da regido interfacial do lipidio, também sensivel a polari-
dade, ao grau e a natureza das interagdes da ligagao de hidrogénio na interface lipidio-
agua (Manrique-Moreno et al., 2010). Um deslocamento da frequéncia desse grupo,
para valores menores, pode indicar um fortalecimento da ligacao de hidrogénio existen-
te ou a formagéo de nova ligagado de hidrogénio entre o lipidio e a molécula de intera-

cao (Severcan et al., 2005).

As alteragcbes conformacionais na regiao de interface da membrana podem tam-
bém refletir em variacdes relacionadas com a largura de banda referente ao estiramen-
to da carbonila, onde um aumento da largura da banda de v C=0 indica um aumento

no grau de liberdade desta regidao (Arsov e Quaroni, 2007).

c) Hidrofébica: estiramento simétrico (vs CH2) e estiramento assimétrico (vas
CH2) dos grupos metilénicos presentes na cadeia acil em aproximadamente 2850 cm-"
e 2929 cm™, respectivamente. As frequéncias destas bandas sdo sensiveis a confor-

macao da cadeia lipidica e respondem a alteragdes da razao trans / gauche nas cadei-
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as acil lipidicas (Casal et al., 1980). As alteracbes no grau de liberdade da regiao hidro-
fébica lipidica estdo diretamente relacionadas as larguras das bandas referentes aos
grupos metilénicos (Garcia et al., 1993). Assim, quando os lipidios estdo em uma fase
mais ordenada, como a fase gel, as bandas correspondentes a estes grupos sao niti-
das e centradas em frequéncias menores, o que indica a predominancia de cadeias de
hidrocarbonetos com pouca dinamica e menos movimento (Lewis e Mcelhaney, 1998).
Nesse caso, as cadeias acil estdo organizadas entre si de uma forma paralela, devido a
maior presencga de ligacdes de hidrocarbonetos em conformacgao trans, e sdo estabili-
zadas por interacdes de Van der Waals. A medida que o estado de fase desses lipidios
torna-se mais desordenado, estas bandas tendem a alargar e as suas frequéncias ten-
dem a aumentar. Esta alteracdo esta relacionada com o aumento da presencga de liga-
¢bes hidrocarboneto do tipo gauche onde as interagbes de Van der Waals sdo menores
(Casal et al., 1980).

Nos espectros de FTIR de fosfolipidios, também podem aparecer outros modos
vibracionais de grupos metileno e metilico, como os modos vibracionais originarios dos
grupos terminais metilénicos a 2956 cm-! (estiramento assimétrico) e 2870 cm-
(estiramento simétrico), bem como referente a ligagdo =C-H (a 3010 cm™') de cadeias
de acil insaturadas. Bandas de scissoring (1462-1474 cm™'), deformagdo simétrica de
CHs (vibragao tipo umbrella) a 1375 cm™', a progresséo da banda de oscilagdo de CH2
(uma série de bandas regularmente espagadas entre 1190 e 1345 cm™') e a progress&o
da banda de oscilagéo / torgdo CH: (bandas entre 720 e 1150 cm™') com uma banda de

intensidade forte (720-730 cm™') também aparecem no espectro de FTIR.

2.4.3.2 Ressonancia magnética nuclear de fosforo (RMN de 3'P)

RMN de 3'P é uma técnica que pode ser usada para o estudo das interagdes e
conformacgdes de fosfolipidios (Da Costa et al., 2007; Villasmil-Sanchez et al., 2013).

Em geral, estudos de RMN de 3'P, podem ser utilizados para caracterizar e controlar a
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distribuicdo fosfolipidica na bicamada (Nordlund et al., 1981; Moreau et al., 2001), o
tamanho (Hauser, 1989; Jung et al., 1996; Traikia et al., 2000) ou os processos de fu-

sao de vesiculas (Schullery et al., 1980; Eum et al., 1989).

Nas medidas de RMN, a nuvem eletrénica que circunda o nucleo induz a forma-

¢do de um campo magnético local que interfere na densidade de fluxo de um campo

magnético estacionario (B,), segundo a equagéo:

§eff = §0 - G§0 = Bo(l - G) Eq 7
Onde o é o tensor de anisotropia de deslocamento quimico, cujo valor € propor-

cional ao grau de blindagem (Silverstein et al., 2013).

Em uma bicamada lipidica, a nuvem eletrénica em torno do nucleo de fésforo é
geralmente anisotrépica. O campo real percebido pelo nucleo nao €, portanto, 0 mesmo
em todas as direcdes do espaco. O termo o pode ser descrito por uma matriz de tenso-

res geralmente simétrica representada em forma de diagonal:

0o = 822 Eq 8

Os componentes 11, 522 € 933 fornecem os desvios quimicos ao longo do eixo
principal nas diregdes x, y e z, respectivamente. Em uma molécula de fosfolipidio a di-
namica rotacional € composta por trés movimentos distintos: rotagdo ao longo do eixo y
(também conhecida como rotag&o axial, Di), a rotacdo restrita ao longo do eixo (D4,
wobble) e reorientagao interna do fosfato tetraédrico em relacdo as moléculas presen-

tes no glicerol (Klauda et al., 2008).

Na Figura 18 estéo ilustrados os tipos de movimentos relacionados a essas rota-
¢cbes. Nessa figura, B € o angulo entre o vetor de interesse (vermelho) e o eixo Dy do
lipidio. A reta normal a dire¢gdo da bicamada esta apresentada em marrom. A extensao

média de rotacdo wobble e reorientacdo interna do vetor é representada pelo disco
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maior em verde e azul, respectivamente. Uma trajetoria hipotética € projetada no disco

maior para ilustrar o a rotagao wobble (Seelig, 1978).

M]]

Rotacdo uniaxial
By rapida

1 n
oo i = GColina
O
511 O"""\.+p/

-
© Saai\:\o

1
Bicamada lipidica

Glicerol

Figura 18: A) Modelo para representar a movimentacao lipidica ao longo do eixo:
rotacdo ao longo do eixo y (também conhecida como rotacao axial, D) e a rotacao restrita ao
longo do eixo (D1, rotagdo wobble). B) llustragdo da rotacdo do nucleo de fosforo de um
fosfolipidio em relagdo ao eixo da cadeia de acido graxo. 3 eixos principais: 611, 622 € d33 A

componente J22 do grupo fosfato é colinear a D;. Adaptado de Klauda et al. (2008) e Seelig

(1978).

Em experimentos de RMN de 3'P, realizados com desacoplamento de hidrogé-
nio, o alargamento do espectro € causado pela anisotropia do deslocamento quimico
(CSA) do nucleo de fésforo (Seelig, 1978). No caso limitante, de auséncia de movimen-
to molecular (por exemplo, um p6 policristalino) o espectro de RMN do fésforo mostra
uma superposigcao de espectros para todas as orientagdes (diferentes vetores) em rela-
cao a EO (Figura 19). Por exemplo, espectros de vesiculas de DMPC realizados a uma

temperatura de 168 K, onde todos os movimentos sdo bloqueados, apresentam uma
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forma de espectro semelhante ao mostrado na Figura 18A com os seguintes valores de

tensores: oxx = -123 ppm, Oyy = -24 ppm, 0zz = 147 ppm (Dufourc et al., 1992).

A obtencao de valores de CSA de nucleos de 3'P (Ag) pode ser calculada a par-
tir da equacao de Seelig que relaciona a distdncia entre os tensores paralelos e per-
pendiculares obtidos no grafico de RMN (Seelig, 1978):

Ao =0,—o0; Eq. 9

Onde g € o limite do ombro de baixa intensidade e g, € o limite do pico de maior

intensidade em um espectro de RMN de 3'P (Seelig, 1978).
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Figura 19: Espectros de RMN de 3'P de lipossomas no estado sdlido (a) e influéncia da
fase lipidica na forma dos espectros de RMN de *'P: associagdo de lipidios em forma de

bicamada “b” e “c”, fase hexagonal “d” e micelas “e”. Onde 3 eixos principais: 511, 22 € 333 estdo

mostrados como 0s tensores ox, Gy € oz, respectivamente. Onde o, € o limite do ombro de

baixa intensidade e g, € o limite do pico de maior intensidade. Adaptado de Seelig, 1978.
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Como mostrado anteriormente, os fosfolipidios podem se associar em diferentes
conjuntos, tais como micelas, bicamadas e Hi (Villasmil-Sanchez et al., 2013). A forma
dos espectros de RMN de 3'P pode indicar o tipo de associagao lipidica. Por exemplo,
os espectros de fosfolipidios que se associam em bicamada se apresentam com um
ombro voltado para campo baixo e um pico isotrépico a campo alto (Figura 19b e c). Ja
no caso de uma associagao fosfolipidica em Hi, o espectro apresenta uma assimetria
invertida em comparagdo com os espectros de bicamada (Figura 19d). No caso de
fosfolipidios associados na forma cubica e rombica, bem como, em micelas invertidas,
observa-se um espectro simétrico, Figura 19e (Pfeiffer et al., 2012; Villasmil-Sanchez
etal., 2013).

Uma ressonancia estreita é tipica de um grupo de fosforo em arranjo
desordenado (como em estado fluido, Figura 19c), enquanto que o fésforo com
mobilidade restrita (tipico de fase gel) apresenta um pico de ressonancia mais largo (
Figura 19b) (Debouzy et al., 2002; Villasmil-Sanchez et al., 2013).

Assim, o efeito de uma substancia exdbgena em uma membrana lipidica pode ser
avaliado pela técnica de RMN de fésforo: o aumento do valor da largura do espectro,
quando comparado a um espectro de lipossomas puros, indica que a substancia exo-
gena causa um decréscimo da liberdade de movimento do grupo fosfato da membrana
(Debouzy et al., 2002; Timoszyk et al., 2004).

2.4.3.3 Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de H)

A técnica de RMN de 'H também pode ser usada para o estudo das configura-
¢Oes de fosfolipidios (Cheung e Olson, 1990). A Figura 20 mostra os espectros caracte-
risticos de RMN 'H da fosfatidilcolina e da fosfatidiletanolamina apresentados por
Cheung e Oson (1990). Nesses espectros, pode-se observar a diferenga entre os picos
caracteristicos de cada fosfolipidio. Para a fosfatidilcolina é verificado um pico a 3,3
ppm atribuido aos nove protons da -N(CHs)s. Ja para a fosfatidiletanolamina, observa-
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se um pico deslocado para uma regido de campo mais alto (~ 3,1 ppm), caracteristico
dos dois prétons do -CH2N. Cabe salientar que, para uma mistura de fosfolipidios co-
mo, por exemplo, a ASO, espera-se uma sobreposicdo dos picos caracteristicos de

cada fosfolipidio presente.

~CHy

CH,

CHCL

£

(b) NH

CHCL,

(&)

ppm

Figura 20: Espectro de RMN de 'H de a) fosfatidilcolina e b) fosfatidiletanolamina em
solucao de CDCls. Adaptado de Cheung e Olson (1990).

Estudos de relaxagcao de spin, revelam informacdes sobre a mobilidade das mo-
léculas ou partes das moléculas (Atkins e De Paula, 2014). Estes estudos utilizam se-
quéncias de pulsos de energia na regido da radiofrequéncia do 'H, para estimular os
spins em orientagdes especiais e monitorar o seu retorno para o equilibrio. Por exem-

plo, estudos que envolvem a determinagdao de tempos de relaxagao longitudinais (T+)
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de spins de protons nas cadeias hidrocarbénicas de bicamadas podem fornecer infor-
macodes sobreo efeito de substancias na velocidade e ordem molecular de regides es-

pecificas dos lipidios (De Lima et al., 2007).

Os valores de T; estéo relacionados ao tempo de correlagéo, definido como o
tempo médio que uma molécula leva para girar em um (1,0) radiano, sendo um para-
metro para se estudar o efeito de um farmaco nos movimentos moleculares rotacionais

da membrana, em fungéo do regime de mobilidade do sistema a ser analisado.

O T7 de 'H esta associado a contribuicbes de todos os nucleos do lipidio. As
medidas de T de 'H dos prétons presentes nos grupos colina (a 3,2-3,4 ppm) e meti-
lenos (a 1-2 ppm) lipidicos podem ser calculadas através da sequéncia de pulsos de
recuperacao de inversado (o qual consiste em aplicar a sequéncia de pulso 180° - 7 -
90°). O pulso de 180° inverte a magnetizacao longitudinal e durante o intervalo de tem-
po T, a magnetizagcdo evolui segundo o processo de relaxagao longitudinal. Apos a
aplicacéo de um pulso de 90° surge um FID cuja amplitude é diretamente proporcional
ao valor da magnetizagao (M,) no instante t. A partir desta sequéncia de pulsos ¢é obti-

da uma curva que pode ser ajustada com a seguinte equacgao:
M, = M, |1 - 2exp (=] Eq. 10

Esta equacado descreve o comportamento da magnetizagao M, em fungéo de .
Assim, o valor do T7 pode ser determinado a partir de um grafico de amplitude de rela-

xacao versus tempo de correlagao.

2.4.3.4 Calorimetria de varredura diferencial (DSC)

A técnica de DSC mede a diferenga de energia fornecida a uma amostra e a
uma referéncia, em fungdo de um gradiente de temperatura (Yonashiro, 2004). A técni-

ca de DSC fornece informagdes detalhadas sobre as propriedades fisicas e energéticas
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de uma substancia (Villasmil-Sanchez et al., 2013). As curvas de DSC relacionam a
taxa de fluxo de calor contra temperatura. Desta curva, pode-se obter a variagdao de
entalpia (AH) associada a processos exotérmicos e endotérmicos que ocorrem na
amostra. A AH de transicao € a energia, ou o calor, necessaria para que a transi¢ao de
fase gel para liquido-cristalino se complete (Atkins e De Paula, 2014). O valor de AH

para cada evento é obtido através da integragao da area sob o pico correspondente.

O estudo da transicao da fase gel para liquido-cristalina em bicamadas lipidicas
pode ser realizado através da analise da AH no sistema. A AH de transicao de fase
esta relacionada ao ordenamento do arranjo molecular lipidico (EI Maghraby et al.,
2005). Assim, informacdes relacionadas com as transi¢des e ordenamento da mem-

brana podem ser obtidas pela técnica de DSC (Biltonen e Lichtenberg, 1993).

O uso da técnica de DSC também pode elucidar efeitos de um agente externo
sobre a temperatura de transicdo de fase principal (Tm) em membranas (Qiu et al.,
2012). A Tm descreve a temperatura de transicdo da membrana de uma fase gel para
liquido cristalino, Figura 21, e é definida como a temperatura em que ocorre 50% de

presenca de lipidios em estado gel e o restante em estado fluido, em um sistema (Qiu

i o
-

Liquido cristalino

Figura 21: Esquema de transicdo de fase gel para liquido cristalino em membranas.
Adapatado de Koynova e Caffrey (2001).
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Como descrito anteriormente, a ASO é composta por uma mistura de fosfolipi-
dios insaturados, que apresentam entre 16 a 18 carbonos na sua cadeia hidrocarbéni-
ca. Consequentemente, uma transigao relativamente ampla, porém, bem definida, pode
ser verificada entre -20 a -30 °C (Ulrich et al., 1994; Taylor e Morris, 1995; Koynova e
Caffrey, 2001). Dentre as relagdes entre a estrutura de um lipidio e a sua T, constam:
(i) a medida que a cadeia hidrocarbénica do lipidio aumenta, sdo verificados maiores
valores de Tm, devido a maiores interagdes hidrofébicas entre as cadeias maiores; (ii)
cadeias insaturadas lipidicas apresentam cadeias hidrocarbonetos na conformacao cis

e/ou gauche, reduzindo os valores de T, (Atkins e De Paula, 2012).

2.4.3.5 Espectroscopia na regiao do ultravioleta-visivel (UV-vis)

Através da técnica de UV-vis, pode-se observar a variacdo nos valores de ab-
sorbancia de amostras contendo diferentes razdes de substancia ativa e lipidio. Através
dos valores das absorbancias, seguindo a Lei de Lambert-Beer, pode-se calcular a
concentracdo molar da substancia, bem como detectar o seu ponto de saturagao quan-

do incorporada para cada sistema lipossomal (Martins et al., 2014).

Analises de turbidez em membranas podem ser realizadas através da espec-
troscopia UV-vis. Os valores de turbidez de sistemas coloidais puros e/ou contendo
uma substancia ativa, avaliados em, aproximadamente, 400 nm, podem indicar varia-
¢Oes de tamanhos das particulas. Por exemplo, uma diminuigdo no valor da absorban-
cia do sistema pode estar relacionada a uma redugao no tamanho das particulas
(Matsuzaki et al., 2000).

Em adigéo, a diminuicdo da turbidez lipidica também pode estar relacionada a
desordenamento de fases, devido a alteragbes na densidade lipidica nas transi¢coes de
fase (Abramson, 1971).
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2.4.4 Espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS)

As medidas de SAXS tém sido de grande importancia na determinagao de tama-
nho, forma e interagbes das particulas (Chen e Luo, 2018). O SAXS tem sido muito
utilizado para avaliar a nanoestrutura dos lipossomas. Os principios do SAXS s&o simi-
lares aos da técnica de espalhamento de luz, ou seja, baseiam-se na interagédo da radi-
acao com a matéria, gerando energia absorvida para amostra, ou espalhada para o

meio (Keshari e Pandey, 2008).

Em uma dispersao coloidal, parametros como tamanho e a forma das particulas
influenciam a intensidade, polarizagao e distribuicdo angular da energia espalhada. O
tipo de interagdes entre as particulas e a diferenca entre seus indices de refracdo tam-
bém sao responsaveis pelas variacbes da energia espalhada. Na técnica de SAXS, os
angulos de espalhamento acessados sdo muito pequenos (entre 0,5° e 4°) e detalhes
estruturais de sistemas com comprimentos de correlagdo na regido entre 0,5 e 50 nm

podem ser estudados (Chen e Luo, 2018).

A intensidade do raio-X espalhado esta relacionado com a diferenca na densi-
dade eletrénica entre diferentes partes do sistema em estudo (Keshari e Pandey,
2008). A Luz Sincrotron € uma luz de altissima intensidade que abrange as faixas do
infravermelho a dos raios-X, incluindo, as faixas da luz visivel e a do ultravioleta. Neste
contexto, os raios-X (apresentando comprimento de onda (A) entre 0,01 e 0,2 nm) sao
produzidos quando elétrons, que viajam num anel préximos a velocidade da luz, séo
desacelerados (isso acontece quando eles sédo defletidos pelos imas dipolares). A Figu-

ra 22 mostra esquematicamente um experimento de SAXS (Chen e Luo, 2018).
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raio-X incidente

Figura 22: Representagdo esquematica de um experimento de SAXS. Um feixe
de raios-X com vetor de onda incidente ki (altamente colimado e monocromatico com
comprimento de onda da radiacao variavel) incidindo sobre uma amostra e o espalha-
mento resultante (feixe espalhado, com vetor de onda ke) sendo coletado por um de-

tector.

A Figura 22 mostra um feixe de raios-X com vetor de onda incidente ki altamente
colimado e monocromatico, com comprimento de onda da radiagdo variavel incidindo
sobre uma amostra, e o espalhamento resultante (feixe espalhado, com vetor de onda
ks) sendo coletado por um detector. Neste experimento, o numero de fétons como fun-
¢ao do angulo de espalhamento g € determinado (Keshari e Pandey, 2008). O médulo

do vetor de espalhamento g é dado por:

4T 2]

q = senz Eqg. 11

A intensidade de raios-X espalhada por uma determinada amostra em funcao de

q é dada pela Equacao:

I.(q) = Nst(s") = () AsAQeTt () () + BG Eq. 12

Onde I,(q) é a intensidade medida durante um experimento e corresponde ao
numero de fétons (N,) espalhados para um angulo g, que chega a uma pequena area

do detector por unidade de tempo t,. O parametro I,(1) corresponde ao fluxo incidente,
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Ag € a area iluminada pelo feixe, AQ € o angulo sélido definido pelo tamanho do pixel
do detector, ¢ é a eficiéncia do detector, T e t sdo respectivamente a transmitancia e a

espessura da amostra e BG € o ruido (background). Finalmente, a expressao (%) (q)

esta associada ao espalhamento diferencial da segdo transversal, em cm'. Tal expres-
sdo pode ser usada para comparar intensidades de espalhamento entre diferentes

amostras, instrumentos ou volumes de espalhamento (Keshari e Pandey, 2008).

2.4.5 Ensaios de magnetizacao

As medidas de magnetizagdo de amostras de NPM ou de magnetolipossomas
podem ser realizadas usando a técnica de magnetometria de amostra vibrante (VSM).
Nesta técnica, um material magnético € colocado sob a agdo de um campo magnético
uniforme, entre os polos de um eletroima. Inicialmente o campo magnético € nulo, po-
rém, com o aumento desse campo, seus momentos magnéticos se alinham produzindo
um incremento de momento magnético (Lu et al., 2007). O grafico obtido fornece o
comportamento da magnetizagado do material em fungédo do campo magnético aplicado.
Nos materiais ferri ou ferromagnéticos, o grafico apresenta a forma de uma histerese
magnética (descrita no item 2.1.1.2). Nesses materiais, quando o campo magnético é
reduzido até zero, a partir da saturagéo, a magnetizagdo nao € reduzida proporcional-
mente ao campo, produzindo assim a Mr. No caso de NP superparamagnéticas, a M, e
0 H. sao zero (Martins e Trindade, 2012).

Diante do exposto, conhecer as interagdes moleculares entre os componentes
dos magnetolipossomas e caracterizar o efeito do método de preparo, uso do solvente
e forca ibnica em propriedades fisico-quimicas do sistema, € imprescindivel para um
design adequado e definicdo de parametros como, por exemplo, estabilidade, 1% e ci-

nética de liberagdo de farmacos (Montero et al., 1998; Bermudez et al., 1999).
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3 Objetivo

3.1 Objetivo geral

Este trabalho teve por objetivo investigar o efeito de dois métodos de preparo na
eficiéncia de incorporagao, estabilidade e propriedades fisico-quimicas de magnetoli-
possomas. No sistema mais estavel, inserir um farmaco-modelo (quercetina) e caracte-
rizar suas interagdes moleculares, propriedades fisico-quimicas, magnéticas e biologi-
cas. Assim, contribuir com um banco de informacbes a serem usadas para o design e

preparo de magnetolipossomas mais estaveis e eficientes para a terapia antitumoral.

3.2 Objetivos especificos

o Preparar magnetolipossomas constituidos de ASO e NPM de maghemita através

de dois métodos de preparo: hidratacdo de vesiculas e evaporacdo em fase reversa.

o Determinar a percentagem de incorporagdo das NPM nos magnetolipossomas,
através das técnias de UV-vis e HR-CS AAS;
. Avaliar a estabilidade dos magnetolipossomas, através das técnicas de DLS,

UV-vis e potencial zeta;

o Estudar as propriedades fisico-quimicas dos magnetolipossomas, caracterizadas
pelas técnicas de HATR-FTIR, RMN de 3'P e de 'H, DSC e UV-vis;
o No sistema de magnetolipossoma mais estavel avaliar os parametros de forma e

estrutura através de medidas de SAXS;

o Incorporar a quercetina no sistema de magnetolipossoma mais estavel e avaliar
a sua influéncia sobre a incorporacédo, estabilidade e propriedades fisico-quimicas
(através das técnicas descritas nos itens anteriores), bem como, o seu efeito nas
propriedades magnéticas, a partir da técnica de VSM, e na viabilidade celular de célu-

las de glioma.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes utilizados

Para o desenvolvimento do presente trabalho, a ASO (constituida de uma mistu-
ra de fosfolipidios naturais extraidos da soja, com uma composi¢cao aproximada de
25% de fosfatidilcolina, 25% de fosfatidiletanolamina, 25% de fosfatidilinositol, e pe-
guenas quantidades de outros fosfolipidios polares), NPM de maghemita (y-Fe203, com
tamanho menor que 50 nm), quercetina, hidrocloreto de hidroxilamina, cloreto de mag-
nésio, tricina, 1,10-fenantrolina monohidratada, hidréxido de soédio, acido cloridrico, aci-
do nitrico, hidréxido de amdnio e etanol foram obtidos da Sigma-Aldrich (Sao Paulo,
Brasil). Os acidos nitrico e cloridrico utilizados para decomposi¢do das amostras foi

destilado em um destilador de acido modelo duoPUR 2.0E (Milestone, Italia).

O cloroférmio, metanol e isopropanol foram obtidos através da Synth (Sao Paulo,
Brasil). A agua ultrapura utilizada neste trabalho foi previamente destilada, deionizada
em uma coluna de troca idnica (condutividade maxima de 0,6 uS cm-') e purificada em
um sistema Milli-Q, modelo Ultrapure Water Purification Systems (Millipore Corp., EUA)
com resistividade de 18,2 MQ cm. Os lipidios foram utilizados sem qualquer purificagao

adicional.

As solucbdes de referéncia monoelementar de ferro foram preparadas a partir de
solugédo estoque de 1000 mg mL"" (Assurance®, SpexCertiPrep, EUA) em HNO3 5%

(v/v). Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico.

4.2 Preparo dos magnetolipossomas

Os magnetolipossomas e seus controles foram preparados por dois métodos dis-

tintos, descritos a seguir.
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4.2.1 Método de hidratacao de vesiculas (HV)

O método HV foi usado na preparagao de magnetolipossomas. As etapas desse

método consistiram em:
1) solubilizar o lipidio (100 mg mL-") em cloroférmio;

2) evaporar o solvente a 33 °C e a pressdo reduzida, através do uso de rota
evaporador (modelo 801A Fisatom de 70W), e eliminar os tragos de solvente através

de dessecador a vacuo;

3) hidratar o filme lipidico com NPM, na razdo NPM: lipidio 0,002 m/m, baseado
nos estudos realizados por Qiu e colaboradores (2012), dispersos em 1 mL de agua
ultrapura (definindo a amostra a ser denominada como HV(1) NP) ou 1 mL de tampao
tricina 10 mmol L' / MgCl2 2,5 mmol L' pH 7,4 (definindo a amostra a ser denominada
como HV(2)_NP);

4) agitar em vortex, para formagéo das vesiculas.

Os lipossomas-controle foram preparados através das mesmas etapas, na au-
séncia de NPM (Hope et al., 1986; Akbarzadeh et al., 2013).

As diferentes organizagdes dos lipidios nas etapas 1 (solubilizagdo do lipidio em
cloroférmio), 2 (evaporagéo do solvente para formacéo do filme lipidico) e 3 (hidratagcao
do filme lipidico com solugao contendo NPM) descritas acima estdo representadas na
Figura 23.

As formulag¢des foram submetidas ao ultrassom (em um banho sonicador Ultra-
sonic Clean 750A) por 15 min para obtengao da uniformidade do tamanho. Em seguida,
0os magnetolipossomas foram centrifugados a 1000 x G a 25 °C durante 15 min para
remover as NPM ndo incorporadas.
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Cloroférmio
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Evaporacéo ‘
do solvente . /' Hidratagéo

b

Figura 23: Representagao das diferentes etapas de preparo de magnetoliopossomas via

Magnetolipossoma

o0 método de hidratacdo de vesiculas com a adicdo da NPM na etapa de hidratagao do filme
lipidico. Etapas: 1 (solubilizacdo do lipidio em cloroférmio); 2 (evaporacdo do solvente para
formacgéao do filme lipidico); e 3 (hidratagdo do filme lipidico com solu¢do contendo NPM para

formagao do magnetolipossoma).

4.2.2 Método de evaporagao em fase reversa (FR)

O método FR foi usado na preparacdo de magnetolipossomas com tamanhos

menores. Esta metodologia contemplou as seguintes etapas:

1) solubilizar o lipidio (ASO de 100 mgmL-') em cloroférmio e dispersar tal solugdo em
uma fase aquosa (razdo agua/cloroférmio igual a 1:50, v/v). Durante a dispersdo em
fase aquosa, ocorre a formacao de duas fases. A tendéncia é que o fosfolipidio esteja
depositado sobre a interface agua/solvente organico, por afinidade de polaridade entre:
(i) as regides polares lipidicas e a agua, e (ii) entre as cadeias de hidrocarboneto e o

solvente organico;

2) sonicar a suspensdo por 3 min em um banho de ultrassom (Ultrasonic Clean 750A),
para formacao de uma dispersao opalescente de micelas reversas, onde as goticulas

de agua sao cercadas pelos fosfolipidios;
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3) evaporar o solvente, a 33 °C e a presséo reduzida, através de rotaevaporador (mo-
delo 801A Fisatom de 70W) e eliminar os tragos de solvente através de dessecagéao a
vacuo. Nessa etapa, muitas micelas rompem e ocorre a formagao de um organogel de

alta viscosidade;

4) hidratar o filme lipidico para formagéo dos lipossomas com 1 mL de agua ultrapura
(definindo a amostra FR(1)), ou 1 mL de tampé&o tricina 10 mmol L' / MgCl2 2,5 mmol L-
' pH 7,4 (definindo a amostra FR(2)), e agitar em vortex (Hope et al., 1986; Akbarzadeh
etal., 2013).

A insercdo das NPM, com proporgao de NPM: lipidio de 0,002 (m/m) no sistema
foi realizada em duas etapas distintas, caracterizando quatro sistemas a serem testa-

dos e comparados:

a) as NPM foram adicionadas antes da etapa de evaporagao do cloroférmio, jun-
tamente com adigcado da fase aquosa. As amostras suspensas em agua ultrapura foram
denominadas FRa(1)_NP, e as suspensas em tamp3&o tricina 10 mmol L' / MgCl2 2,5
mmol L' pH 7,4, FRa(2)_NP. As diferentes etapas para este procedimento estéo re-

presentadas na Figura 23;

b) as NPM foram adicionadas na etapa de hidratacdo do filme lipidico com sol-
vente. Quando o solvente constou de agua ultrapura, as amostras foram denominadas
FRb(1)_NP. Quando constou de tampé&o tricina 10 mmol L' / MgCl2 2,5 mmol L' pH
7,4 as amostras foram denominadas FRb(2) NP. As diferentes organiza¢des dos lipi-

dios para este procedimento estdo representadas na Figura 25.

Assim como no método de HV, as formulagdes foram colocadas em um banho
de ultrassom por 15 min para obtencado da uniformidade do tamanho dos lipossomas.
Apoés as amostras contendo NPM (magnetolipossomas) foram centrifugadas a 25 °C e

1000 x G durante 15 min para remover as NPM nao incorporadas.
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Figura 24: Representacdo das diferentes etapas do método de evaporagcdo em fase
reversa com a adicdo da NPM durante a etapa de solubilizagdo do fosfolipidio: 1) solubilizagédo
do lipidio em cloroférmio e solugao contendo NPM; 2) sonicagao da suspensao para formacgao
de micelas reversas, 3) evaporagao do solvente com a formacdo de um organogel de alta
viscosidade; 4) hidratagéo do filme lipidico para formacao dos lipossomas através de agitacao

em vortex.
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Cloroférmio / H,O (80/20)

/_\ ASO
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Figura 25: Representagdo das diferentes etapas do método de evaporagcdo em fase
reversa com a adigdo da NPM na etapa de hidratagdo.1) solubilizacido do lipidio em cloroférmio
e solugdo aquosa; 2) sonicacdo da suspensdo para formagdo de micelas reversas; 3)
evaporagao do solvente com a formagao de um organogel de alta viscosidade; 4) hidratagéo do
filme lipidico para formagdo dos lipossomas através de agitagdo em vortex. A NPM foi

adicionada na etapa 4.

Os lipossomas-controle foram preparados através das mesmas etapas, na au-
séncia de NPM. A Tabela 4 resume a descricdo dos magnetolipossomas e seus lipos-

somas-controle (e suas abreviagdes), segundo seu método e condigdes de preparo.
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Tabela 4: Denominacdo de cada amostra de magnetolipossomas e lipossomas—

controle, de acordo com o método e condi¢des de preparagao.

Formulagao

Método e condigbes de preparo

HV(1)

HV(1)_NP

HV(2)

HV(2)_NP

FR(1)

FRa(1)_NP

FRb(1)_NP

FR(2)

FRa(2) NP

FRb(2)_NP

Lipossoma-controle preparado pelo método de hidratagao de vesiculas: hidratagéo
usando agua
Magnetolipossoma preparado pelo método de hidratagédo de vesiculas, NPM dis-
persa em agua
Lipossoma-controle preparado pelo método de hidratagao de vesiculas: hidratagao
usando tricina/MgClz
Magnetolipossoma preparado pelo método de método de hidratagédo de vesiculas:
NPM dispersa em tampao tricina/MgCl2
Lipossoma-controle preparado pelo método de evaporagcao em fase reversa: hidra-
tagdo usando agua
Magnetolipossoma preparado pelo método de evaporagdo em fase reversa: NPM
dispersa em agua, adicionada antes da etapa de rotaevaporacgéo do solvente, jun-
tamente com a dispersao do lipidio em CHCIs/H20
Magnetolipossoma preparado pelo método de evaporagédo em fase reversa: NPM
dispersa em agua, adicionada na etapa de hidratagao do lipidio
Lipossoma-controle preparado pelo método de evaporagao em fase: hidratagao
usando tampao tricina/MgCl:

Magnetolipossoma preparado pelo método de evaporagdo em fase reversa: NPM
dispersa em tampao tricina/MgClz, adicionada antes da etapa de rotaevaporagao
do solvente, juntamente com a disperséo do lipidio em CHCls/tampéo
Magnetolipossoma preparado pelo método de evaporagéo em fase reversa: NPM

dispersa em tampao tricina/MgClz, adicionada na etapa de hidratagéo do lipidio

4.2.3 Encapsulamento da quercetina nos magnetolipossomas

A quercetina foi encapsulada em apenas um dos sistemas de magnetoliposso-

mas testados (no sistema abreviado como ML_QC), assim como em um sistema lipos-

somal (para ensaio-controle, abreviado como LP_QC). As amostras com quercetina

foram preparadas pelo método de FR, a partir de uma mistura de 100 mg mL-" de lipi-
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dio, 0,2 mg mL-' de NPM de maghemita (para o preparo de magnetolipossomas) e 500
umol L' de quercetina (razdo quercetina: lipidio igual a 0,0015, m/m no sistema), em
uma proporgao de cloroférmio: alcool metilico: tampéao igual a 50: 17: 1 (v/v) (Szoka e
Papahadjopoulos, 1978; Mertins et al., 2005).

Para o preparo do magnetolipossoma-controle (amostra denominada ML) e
magnetolipossoma contendo quercetina (amostra ML_QC) as NPM foram adicionadas
na etapa de evaporagao do cloroférmio juntamente com adigdo da fase aquosa. As
etapas subsequentes foram idénticas as descritas nos itens 4 e 5 da secédo 4.2.2. A
hidratagdo dos magnetolipossomas e seus controles foi realizada usando tampé&o trici-
na 10 mmol L' / MgCl2 2,5 mmol L' pH 7 4.

4.3 Determinagao da estabilidade

Os ensaios de estabilidade dos magnetolipossomas foram realizados por deter-
minacgao e analise do tamanho dos sistemas (definido como 0, 20 e 50 dias apds o pre-
paro dos sistemas). O ensaio de TBARS, associado a lipoperoxidacao dos sistemas, foi
realizado para correlacionar a influéncia do grau de oxidagédo do sistema com o tama-
nho dos magnetolipossomas ao longo do tempo. Em complementagao aos estudos de
estabilidade também foram realizadas medidas da carga superficial ao longo do tempo

(0, 20 e 50 dias) nos magnetolipossomas e seus controles.

4.3.1 Analises do tamanho
4.3.1.1 Difragao de raios-X

Esta técnica foi usada para determinar o tamanho das NPM de maghemita, para
comparagao e controle com as amostras de magnetolipossomas. Previamente a carac-

terizacdo por DRX, as NPM foram secas a 80 °C durante 2 h. Os difratogramas de rai-
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os-X foram obtidos em um equipamento D8 Advance X-ray diffractometer (radiagdo de
Cu K a1, A=1,5406 A, Bruker-AXS, Alemanha), operando com uma corrente de 40 mA e
fonte com poténcia de 40 kV, com padrao de Si (SRM640). A fenda de divergéncia foi
de 0,1° e a fenda de recepcao foi de 0,15°. Os angulos 280 inicial e final foram estabele-
cidos a 10° e 120°, respectivamente. A velocidade de varredura foi de 3°min-'. Os re-
sultados foram avaliados com o auxilio do software Diffrac.Eva v3. O didametro médio
das particulas foi determinado pela férmula de Scherrer usando a meia-largura dos pi-
cos de difragdo de raios-X mais intensos (Patterson, 1939). O tamanho médio das NPM

de y-Fe20s3 foi determinado utilizando o pico a 26 = 35,6 ° (indices de Miller (3 1 1).

4.3.1.2 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

Esta técnica foi usada para determinar o forma e distribuicdo de tamanho das
NPM de maghemita, para comparagao com os resultados obtidos pela técnica de DRX.
As imagens de MET das NPM foram obtidas no microscépio JEOL JEM-1011 TEM. As
NPM foram dispersas em isopropanol e 6 uL da dispersdo foram depositados sobre
grid de cobre recoberto com filme de carbono ultrafino. Apés secagem do solvente, o

grid foi analisado no microscépio em tensao de 100 kV.

4.3.1.3 Espalhamento de luz dinamico (DLS)

Os ensaios de DLS dos magnetolipossomas foram realizados utilizando-se um
equipamento Zetasizer — Malvern UK — Nano ZS (Worcestershire, Inglaterra). As medi-
das foram realizadas a 25°C, usando-se como dispersante agua ultrapura, um caminho
optico de 1 cm e um angulo fixo de 173 °C. Um volume de 25 uL da suspensao foi dis-
perso em 1mL de agua ultrapura, sendo posteriormente homogeneizado em vortex.
Como dito anteriormente, foram realizadas medidas no tempo zero (apds o preparo),
20 e 50 dias.
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4.3.2 Analise da peroxidacao lipidica nas membranas

Para correlacionar os dados de tamanho dos magnetolipossomas (medidos ao
longo do tempo) com o seu grau de lipoperoxidacéo induzido pelas espécies reativas
presentes na atmosfera, foi realizado o ensaio de TBARS (Ohkawa et al., 1979; Bird e
Draper, 1984). Assim, magnetolipossomas e lipossomas-controle (12,5 mg mL" de
ASO em tampé&o fosfato de potassio 100 mmol L', pH 7,4; razdo m/m NPM para lipidio
0,002), foram incubados durante 30 minutos a 37 °C. Em seguida, foram incubados
com acido tricloroacético (12%, m/v) e TBA (0,73%, m/v) por 30 minutos a 100 °C. A
percentagem de TBARS foi determinada a partir de leitura espectrofotométrica a 535
nm do complexo MDA-TBA, como mostrado anteriormente na Figura 15 (Bird e Draper,
1984; Halliwell e Gutteridge, 1990; Fagali e Catala, 2009).

4.3.3 Analise da carga superficial — Medidas de potencial zeta

A avaliagao do potencial zeta foi realizada nas NPM de maghemita dispersas em
agua e em tampéo (para uma concentragdo de 0,2 mg mL-'), bem como nos magneto-
lipossomas e seus controles. Essas suspensdes, antes das analises, foram dispersas
em um banho de ultrassom durante 5 minutos. Para as medidas, 25 uL das dispersdes
e dos sistemas de magnetolipossomas e seus controle foram diluidos em 1mL de agua
ultrapura, e homogeneizadas em vortex. A seguir, foram transferidos para a célula ele-
troforética e os valores de potencial zeta foram obtidos utilizando um equipamento Ze-
tasizer — Malvern UK — Nano ZS, a 25°C. As medidas foram realizadas em ftriplicatas
conduzidas em 14 ciclos sob uma voltagem de 4 mV. Foram realizadas medidas no

tempo zero (apds o preparo), 20 e 50 dias.
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4.4 Determinagao da percentagem de incorporagdao das nanoparticulas magnéti-

cas

A determinacéao da 1%, expressa como a percentagem total de NPM nas formu-
lacdes estudadas, foi determinada por duas diferentes técnicas: UV-vis e HR-CS AAS.
Para as medi¢des por HR-CS AAS foram realizados dois ensaios: com atomizagdo em

forno de grafite e com atomizagédo em chama.

4.4.1 Espectroscopia na regiao do ultravioleta-visivel (UV-vis)

A determinagdo de Fe usando espectrofotometria UV-vis foi realizada em um
espectrofotdbmetro modelo UV-2550 da Shimadzu (Japao), com células de quartzo com
caminho optico de 1,0 cm. O ferro foi determinado como um complexo de
[Fe(C12HsN2)3]?*, através do método colorimétrico baseado na presenca de ions ferro-
sos, detectados a partir da orto-fenantrolina (KIWADA et al, 1986). Com este fim, 0,1
mL de magnetolipossomas foram adicionados a 0,05 mL de solugéo de triton X-100 a
5% (v/v). Em seguida, o 6xido de ferro foi solubilizado por adigdo de 0,5 mL de HCI
concentrado. De forma a reduzir o ion férrico, adicionou-se 0,5 mL de solugéo de clori-
drato de hidroxilamina (10%). Depois de 15 minutos, 1mL da solugdo de orto-
fenantrolina (0,5%) foi adicionada e a mistura foi neutralizada com NaOH 12 mol L". O
pH foi ajustado para 4,0 com solugao de citrato de sédio a 30%. O volume da amostra
foi entdo ajustado para 10mL com agua ultrapura. Foi realizada a leitura de absorban-

cia do complexo [Fe(C12HsN2)3]>* a 510 nm.

Os calculos da concentragcdo de Fe nas amostras foram efetuados a partir de
uma curva de calibracdo. Tal curva de calibracao foi realizada com diversas concentra-
coes de NPM: 0,04; 0,08; 0,12; 0,16; e 0,20 mg mL"". Para a determinagao espectrofo-
tométrica, retirou-se 0,1 mL das fragdes contendo magnetolipossomas e apds reagao

com a orto-fenantrolina obteve-se a concentragao de ferro em mg mL™".
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4.4.2 HR-CS AAS com atomizagao em forno de grafite (HR-CS GF AAS)

A determinacédo de Fe foi feita em um espectréometro de absorcédo atbmica de al-
ta resolugcdo com fonte continua modelo contrAA 700 da Analytik Jena (Jena, Alema-
nha). Uma lampada de arco curto de Xe que opera no modo "hot-spot" foi usada como
fonte de radiacdo. Um detector de matriz CCD linear com 588 pixels (200 pixels utiliza-
dos para fins analiticos e o restante para fung¢des internas) também foi usado. As medi-
das foram realizadas utilizando a linha de ressonéncia principal do ferro (248,327 nm).
A determinacao da concentragao de ferro foi realizada apds tratamento dos magnetoli-
possomas com agua-régia. Neste método, cerca de 100 mg de sobrenadante dos
magnetolipossomas foram transferidas para os vasos de polipropileno contendo mistu-
ra de HNOs e HCI concentrados. Em seguida, as amostras foram imersas em um banho
de ultrassom durante 5 min e os extratos foram diluidos a 10 mL com agua ultrapura
para determinagao por HR-CS GF AAS.

4.4.3 HR-CS AAS com atomizagao em chama (HR-CS F AAS)

Para este ensaio, 0 mesmo modelo de espectrometro de absorcao atdmica des-
crito no item 4.3.2 foi utilizado. A composi¢do da chama foi operada com uma vazao de
acetileno de 1,8 L min' e de ar de 60 L min-'. As medidas foram realizadas utilizando a
linha de ressonancia principal do ferro (248,327 nm). O método de preparo de amostra
foi a digestao acida assistida por micro-ondas (MW-AD). Neste caso, um sistema de
preparagcao de amostras de micro-ondas modelo Multiwave 3000® Anton Paar (Graz,
Austria), equipado com vasos de quartzo foi utilizado, sendo utilizados quatros vasos
para este trabalho. Inicialmente, cerca de 200 mg de amostra foram transferidas para
os tubos de quartzo, juntamente a 6 mL de HNOs concentrado. Os tubos foram coloca-
dos dentro do forno de micro-ondas com o seguinte programa de aquecimento: i) 800

W (com uma taxa de aquecimento de 15 min); ii) aplicagdo de 800 W durante 10 min; e
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iii) 0 W durante 20 min (etapa de resfriamento). As amostras digeridas foram diluidas

até 30 mL com agua ultrapura para posterior determinagao de Fe por HR-CS F AAS.

A 1% das NPM de maghemita das amostras de magnetolipossomas analisados

por diferentes técnicas foi calculada a partir da seguinte equacgéo:
1(%) = [(NPM)sobrenadante/(NPM)total] x 100 Eq. 13

A (NPM) total refere-se a concentracao de ferro convertida para concentracao de
NPM (mg mL") presente na amostra nao centrifugada. A (NPM) sobrenadante refere-
se a concentragido de ferro convertida para concentragdo de NPM (mg mL™") apos a
etapa de centrifugacédo, durante a preparacdo dos magnetolipossomas. Assim, para
este ensaio, as concentracbes de NPM foram analisadas nos sistemas de
magnetolipossomas que nao passaram pelo processo de centrifugagdo (para
determinacdo da concentrgado de NPM adicionada) e dos sobrenadantes dos
magnetolipossomas centrifugados (para determinagcdo da concentrgadgo de NPM

incorporada).

Para a validacdo do método de HR-CS AAS foram avaliados os limites de detec-
¢ao (LOD, definido como a concentragdo minima do analito que pode ser detectada,
mas nao necessariamente quantificada) e de quantificagdo (LOQ, definido como a me-
nor concentragdo do analito, que pode ser quantificada na amostra, com exatidao e
precisao aceitaveis, sob as condicbes experimentais adotadas) (Currie e Horwitz,
1994). Os valores de LOD e LOQ foram definidos como 3 e 10 vezes o desvio padréo
de 10 medi¢des do branco, dividido pelo coeficiente angular da curva de calibragao,
respectivamente (Little, 2015). Em adigao foi realizado o ensaio de recuperagao. Este
ensaio esta relacionado com a exatidao, pois reflete a quantidade de determinado ana-

lito, recuperado no processo, em relacdo a quantidade real presente na amostra. O es-
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tudo da recuperacao consistiu na "fortificacédo" da amostra, ou seja, na adigdo do anali-
to de interesse seguida pela determinacdo da concentragdo do analito adicionado. A

quantidade percentual recuperada pelo processo foi calculada:
Recuperacio (%) = % X 100 Eq. 14
3

Onde C+1 € a concentragédo de ferro determinada no magnetolipossoma fortificado,
C2 a concentragao de ferro determinada na amostra nao fortificada e C3 a concentragao
de analito adicionada. Para a determinagao da porcentagem de recuperacgao foi reali-

zado a adigao de 0,17 mg L' de ferro nas amostras de magnetolipossoma FRa(2) NP.

4.5 Determinacgao do percentual de encapsulamento de quercetina

A percentagem da quercetina encapsulada (EEq%) nos magnetolipossomas de
ASO foi determinada espectrometricamente por medidas UV-vis através do seu efluxo
para o meio reacional, apds solubilizacdo das membranas com o surfactante Triton X-
100. Experimentos controle (branco) foram realizados com magnetolipossomas puros,
na auséncia da quercetina. As medidas foram realizadas a 367 nm, considerando o
coeficiente de extingdo molar da quercetina em &gua igual a 1,8 x 10% mol'L's™
(Kasaikina et al., 2010), através de espectrdmetro Shimadzu UV-2550, utilizando célu-
las de quartzo com caminho 6ptico de 1 cm. Com a finalidade de verificar a real quanti-
dade de quercetina adicionada nos magnetolipossomas durante o seu preparo foram
realizadas analises em amostras de magnetolipossomas contendo quercetina (os quais

nao haviam passado pelo processo de centrifugagao).
A EEq% da amostra foi calculada a partir da seguinte equacéo:

EEq(%) = [(Qc)sobrenadante/(Qc)total] x 100 EQ- 15

A (QC) total refere-se a concentragdo de quercetina (mg mL™") presente na

amostra ndo centrifugada. A (QC) sobrenadante refere-se a concentracéo de querceti-
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na (mg mL™") apos a etapa de centrifugagdo, durante a preparagido dos magnetolipos-

somas.

4.6 Caracterizacgao fisico-quimica

Nesta secao, serao descritos os procedimentos utilizados através das técnicas:
HATR-FTIR, RMN de 3'P e de 'H, DSC, UV-vis e SAXS. Todos os ensaios contaram

com controles na forma de lipossomas em fungéo da técnica de preparo HV ou FR.

4.6.1 Estudos com espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

As NPM de maghemita foram caracterizadas através de medidas por FTIR no
modo refletdncia difusa, DRIFT, usando um espectrébmetro Shimadzu IR Prestige-21
(Quioto, Japéo), equipado com uma célula de reflexdo difusa com seletor Grase by
Specac (Eurolabo, Franca). Para isto, as NPM foram previamente secas a 80 °C por 2
horas e, em seguida misturadas a KBr anidro e depositadas em um suporte cénico. O
espectro foi obtido a 23 °C, considerando a média de 40 varreduras, na faixa de fre-
quéncia entre 4000-400 cm-', com uma resolucdo de 2 cm'. Os dados obtidos foram

tratados por um software da Shimadzu IR solution software 1.5.

Ja as amostras de magnetolipossomas e lipossomas-controle foram caracteriza-
das por FTIR no modo HATR através do aparelho Shimadzu IR Prestige-21 (Kyoto,
Japao). Nesta analise, 40 varreduras foram feitas a temperatura ambiente na faixa de
frequéncia de 400 a 4000 nm, com resolugéo de 2 cm-'. Os espectros também foram
analisados utilizando o software Shimadzu IR solution 1.5. Foram analisados os valores
de frequéncia e alargamentos a 75% da altura dos picos referentes a estiramentos axi-

ais de grupos lipidicos.
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4.6.2 Estudos com ressonancia magnética nuclear (RMN)

4.6.2.1 Medidas de RMN de 3'P

As medidas de RMN de 3'P dos magnetolipossomas e lipossomas-controle fo-
ram realizadas a 161 MHz, em equipamento de RMN Bruker 400 MHz (Ettlingen, Ale-
manha). As amostras foram analisadas em solvente H20:D20 (80:20, v/v). Para as me-
didas, o equipamento de RMN foi configurado com numero de scans de 2048, numero
de dummy scans de 4s; delay: 0,2 s; tempo de aquisi¢ao de 0,5111808 s. As medidas
de largura dos espectros de RMN 3'P foram baseados na formulagdo de Seelig (ver
secao 2.4.3.2) onde os valores de CSA sao obtidos através do calculo entre a distancia
dos vetores paralelos e perpendiculares correspondentes aos tensores caracteristicos

do nucleo de fosforo dos fosfolipidios (Seelig, 1978).

4.6.2.2 Medidas de RMN de 'H

As medidas de RMN de 'H dos magnetolipossomas e lipossomas-controle foram
realizadas a 400 MHz, em equipamento de RMN Bruker 400 MHz (Ettlingen, Alema-
nha). As amostras foram analisadas em solvente H20:D20 (80:20, v/v). Para obtencao
dos valores do T1 de 'H do grupo colina e metilénicos lipidicos, a sequéncia de pulsos
de recuperacgao de inversao foi utilizada. A faixa de tempo de correlagao utilizada foi de

0,4 a 12,8 s (de Lima et al., 2010). Os experimentos foram realizados a 25°C.

4.6.3 Ensaios de calorimetria de varredura diferencial (DSC)

Os experimentos de DSC dos magnetolipossomas e lipossomas-controle foram
efetuados em aparelho Shimadzu DSC-60 (Quioto, Japao). A faixa de temperatura utili-
zada foi de -45°C a - 5°C, segundo a temperatura de transi¢do de fase dos componen-

tes da ASO (por exemplo, acido oleico a -20°C). A calibragao do aparelho foi realizada
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com o elemento indio. A taxa de aquecimento utilizada foi de 5 °C min™', sob fluxo de
nitrogénio de 50/50 mL min-'. A referéncia para este ensaio foi uma célula de aluminio
vazia. Foram avaliadas as AH e Tn dos lipidios induzidas pela presenga NPM. A AH foi
obtida por integragdo da area sob o pico obtida utilizando o Software Universal 4.0 C
(TA Instrument).

4.6.4 Medidas de turbidez por espectroscopia na regidao do ultravioleta-visivel
(UV-vis)

As medidas da turbidez dos magnetolipossomas e lipossomas-controle foram
realizadas a 400 nm por meio de espectrofotometro de UV-vis Shimadzu UV-2550
(Kyoto, Japao). Para as medidas, 25 yL de magnetolipossomas e lipossomas-controle
foram diluidos em 1mL de agua ultrapura, e homogeneizadas em vortex. Os sistemas

coloidais foram transferidos para a célula de quartzo com um caminho 6ptico de 1 cm.

4.6.5 Ensaios de espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS)

As medidas de SAXS da amostra de magnetolipossoma (definida pelos estudos
de estabilidade) e do seu lipossoma-controle foram realizadas na linha D11A SAXS do
Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS) em Campinas e foram baseadas no
procedimento descrito por (Batista et al., 2017). Os ensaios foram executados a 25 °C
e o comprimento de onda do feixe incidente foi definido como 0,1488 nm. As amostras
foram injetadas em um suporte de 1,0 mm de espessura, especialmente desenvolvidos
para a linha de SAXS do LNLS. A luz do feixe incidente cruzou as amostras através de
um tubo evacuado (P < 0,1 mBar) e foi espalhada para um detector 2D mar-CCD com
area ativa de 16 cm?. O ajuste das curvas que melhor se aproximam aos dados expe-
rimentais foi realizado utilizando o software SASfit que usa a aproximacado dos minimos

quadrados.
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4.7 Medidas de propriedades magnéticas

As medidas das propriedades magnéticas das NPM de maghemita, magnetoli-
possomas e lipossomas-controle foram obtidas em magnetémetro de amostra vibrante,
modelo MicroSense EV9, marca MicroSense LLC (Téquio, Japdo). A faixa de campo
magnético aplicado foi de -5 kOe a +5 kOe. Os experimentos foram realizados a tem-
peratura ambiente para as NPM de maghemita e a 37 °C para os magnetolipossomas e
lipossomas-controle. Para os dois ultimos sistemas, 74 yL de cada dispersao foram
previamente sonicados por 10 min. As propriedades magnéticas dos materiais foram
avaliadas em termos de magnetizagdo controlada por um microcomputador, e este ge-
renciado pelo software TDL-V-3.1.x, que também é responsavel pela aquisicao e regis-

tro de dados.

4.8 Ensaio de viabilidade celular

As linhagens celulares de glioma de rato (C6) foram cultivadas em meio de Dul-
becco's Modified Eagle's Medium (DMEM), suplementado com 10% de soro fetal bovi-

no (SFB), a 37°C em uma atmosfera umida contendo 5% de COa.

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados seguindo a redug¢ao colorimétrica
do MTT, 3-(4,5-dimetiazol-2il) 2,5-difenil tetrazolio de brometo, a formazan. Resumida-
mente, as linhagens celulares C6 foram subcultivadas em placas de 96 pogos de cultu-
ra de tecidos contendo 1000 células por poco, por 24h de cultura. Apos este periodo,
as células foram expostas ao tratamento com NPM livres (dispersas em tampé&o tricina
na concentragdo de 0,2 mg mL") e a amostras contendo: a) magnetolipossomas (com
razdes iniciais m/m NPM: ASO = 0,002, amostra denominada ML); b) magnetoliposso-
mas contendo quercetina (com razdes iniciais m/m NPM: ASO = 0,002 e quercetina:
ASO = 0,0015, amostra denominada ML_QC); c¢) lipossomas na presenca e na ausén-
cia de quercetina (com razdes iniciais m/m quercetina: ASO = 0,0015, amostra deno-
minada LP_QC e LP, respectivamente). Todas as amostras foram diluidas em 120 pL
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de DMEM 10 % de SFB para se obter as concentragdes de 50 pymol L-! de quercetina.
Apods 24h de tratamento, os resultados do ensaio de MTT foram expressos como ab-

sorbancia a 492 nm.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para uma melhor compreensao, os resultados serdao apresentados em duas par-
tes: a primeira secéo sera referente ao estudo dos parametros estabilidade, incorpora-
cao e fisico-quimicos dos magnetolipossomas, e, a segunda, sera relacionada com o
efeito da quercetina (farmaco-modelo) nos parametros fisico-quimicos, magnéticos e

bioldgicos dos magnetolipossomas.

SEGAO I: AVALIAGAO DA ESTABILIDADE, PERCENTAGEM DE INCORPO-
RAGAO E CARACTERIZAGCAO DOS MAGNETOLIPOSSOMAS

5.1 Estabilidade dos magnetolipossomas

A estabilidade dos magnetolipossomas HV(1)_ NP, FRa(1)_NP, FRb(1)_NP,
HV(2) NP, FRa(2) NP e FRb(2) NP foi monitorada através de ensaios de DLS em
funcao do tempo (medidas realizadas em 0, 20 e 50 dias apds o preparo), pelo ensaio
de TBARS (no tempo zero), e potencial zeta em fungdo do tempo (medidas realizadas
em 0, 20 e 50 dias ap6s o preparo). Da mesma forma, lipossomas-controle também

foram monitorados.

Previamente as medidas de DLS dos magnetolipossomas e controle, o didmetro
médio e forma das NPM foi determinado pelas analises de DRX e MET. A Figura 26
apresenta o difratograma obtido para as amostras de NPM em pdé. O difratograma
apresentou os mesmos padrdes de difragdo encontrados por outros autores, caracteris-
ticos de uma estrutura de espinélio inverso (Sun et al., 2004). Foram observados os
picos de difragdo com valores de 26 em 30,2°, 35,6°, 43,3°, 53,3°, 57,3° e 62,9° cor-
respondente aos planos cristalinos (220), (311), (400), (422), (511) e (440) (De Souza

et al., 2010; Da Costa e De Souza Junior, 2014). De acordo com o difratograma a
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amostra de NPM em p6 revelou a formacéo cubica, de acordo com a ficha padrao ID
COD 9006317. Utilizando-se a linha de difragdo mais intensa (35,6°), através da equa-
cao de Scherrer, calculou-se o tamanho médio do cristalito para as NPM de maghemi-
ta. O valor encontrado foi de 35,5 nm. As NPM tém, em média, um tamanho menor de
50 nm e devem apresentar no maximo dois cristalitos em sua estruturagdo (minimo

35,5 nm e maximo 50 nm de tamanho).

Apesar do maior tamanho das NPM utilizadas neste trabalho em relagao a es-
pessura de bicamadas lipidicas (em torno de 7-9 nm) a insergéo dessas NPM, tanto no
interior como na superficie da membrana lipidica, € possivel devido a possibilidade de

distorgdo da membrana (Santhosh et al., 2012; Nappini et al., 2016).
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Figura 26: Difratograma obtido para as NPM de maghemita. O pico usado para

determinar o tamanho médio do cristalito foi em 26 = 35,65°, indice de Miller (3 1 1).

Em adic&do aos ensaios de DRX, foram obtidas micrografias por MET das NPM
estudadas (Figura 27). As micrografias apresentadas na Figura 27, indicam que as
NPM de maghemita tendem a ser esféricas e polidispersas, porém com tamanhos infe-

riores a 50 nm.
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nanoparticulas de maghemita.

Os dados referentes ao diametro médio dos magnetolipossomas e seus respec-
tivos controles, preparados pelos métodos de HV e FR, obtidos pela técnica de DLS,
estdo demonstrados na Tabela 5, e ilustrados para melhor visualizagdo na Figura 28 e
na Figura 29. Diferentes valores de <D> foram encontrados: os magnetolipossomas
preparados pelo método de HV apresentaram tamanhos entre 450 — 550 nm, enquanto

que os preparados pelo método de FR entre 220 — 290 nm.

Pradhan e colaboradores (2007) demonstraram que a ampla distribuicéo de ta-
manho encontrada em magnetolipossomas foi influenciada pelo método de preparo
utilizado (Pradhan et al., 2007). No trabalho, os autores prepararam magnetoliposso-
mas encapsulando ferrofluidos de ferrita de manganés revestidos com acido laurico em
diferentes proporgdes molares de fosfatidilcolina de ovo e colesterol por dois métodos
diferentes: HV e dupla emulsao (DE) (Pradhan et al., 2007). O menor valor de <D>, em
sistemas com a mesma composic¢ao, foi obtido usando o método HV (172 nm). Ja os
magnetolipossomas preparados pelo método de apresentaram o dobro do tamanho
(Pradhan et al., 2007).



80

Em 2013 magnetolipossomas foram preparados pelo método de HV com poste-
rior passagem em um extrusor (Marie et al., 2013). Essas vesiculas apresentaram mul-
tilamelas com <D> entre 100 a 400 nm (Marie et al., 2013). Lipossomas preparados
pelo método de FR, normalmente, apresentam valores de <D> entre 100-200 nm
(Akbarzadeh et al., 2013; Allen e Cullis, 2013). Estes valores estdo préximos aos tama-

nhos dos magnetolipossomas obtidos na presente Tese.

A eficiéncia da rota de administragdo dos lipossomas é dependente do tamanho
e uniformidade dos mesmos (Immordino et al., 2006; Zhu e Szostak, 2009). Com rela-
cao aos valores de PDI, os lipossomas preparados pelo método de HV apresentaram
maiores valores (PDI = 0,54-0,63), enquanto que os lipossomas preparados pelo méto-
do de FR apresentaram menores valores (PDI = 0,48-0,52), aumentando, discretamen-

te, sua uniformidade.

De uma forma geral, magnetolipossomas preparados pelo método de FR podem
ser utilizados no tratamento tumoral, devido aos menores tamanhos e, por consequén-
cia, uma maior capacidade de difusdo nos capilares do tumor (Liu et al., 1992). Ja, os
magnetolipossomas preparados pelo método HV, na literatura, sdo destacados para
encapsulagdo de substratos a serem liberados ap6s a ruptura da membrana (Van
Swaay e De Mello, 2013). Ao avaliar-se os dados obtidos para os sistemas de magne-
tolipossomas, logo apos o preparo (no tempo zero, Tabela 5), pode-se verificar que a
insercdo das NPM nos lipossomas ocasionou um aumento nos valores de <D>. Os
magnetolipossomas preparados com agua, HV(1) NP, e, tampao, HV(2)_NP, aumenta-
ram o tamanho, respectivamente, em 29 e 44 nm, quando comparados aos seus res-

pectivos lipossomas-controle, HV(1) e HV(2).

Chen e colaboradores (2010) prepararam magnetolipossomas de DPPC com
maghemita. Para a concentragdo de NPM de 0,19 mg mL-" (proxima a utilizada na pre-
sente Tese), os autores verificaram um aumento de tamanho de 55 nm nos magnetoli-

possomas quando comparados aos lipossomas sem a NPM.
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O aumento de tamanho também foi verificado por Salvatore e colaboradores
(2016). Nesse trabalho apds a insercdo de NP de magnetita em vesiculas de DPPC, foi
verificado um aumento do valor de <D> de 60 nm. Os autores relacionam o aumento de
tamanho, apos a inser¢do da NPM, a formagao de clusters formados por magnetolipos-
somas. A clusterizacdo pode ser devido ao uso de NPM em altas concentragdes: en-
quanto que NP com diametros entre 2,0 a 6,5 nm podem ser incorporadas no interior
aquoso dos lipossomas, a associagao, e, por consequéncia, aumento no tamanho dos
lipossomas é promovida quando a relagao lipidio: NP é elevada. No geral, na presente
Tese, os dados de DLS revelaram o sucesso da incorporacdo das NPM utilizadas neste

trabalho nas membranas lipidicas com a formagao de magnetolipossomas.

Através da analise da Tabela 5 e da Figura 28 pbde-se comparar o comporta-
mento de magnetolipossomas preparados com agua via o método de HV (HV(1)_NP),
segundo seu diametro em fungéo do tempo, com seus lipossomas-controle. Os magne-
tolipossomas HV(1) NP, tipicamente MLVs (a partir da analise do tamanho), ndo apa-
rentaram variagcao significativa no valor de didmetro médio comparando as medidas

realizadas nos tempos zero e 20 dias, ou seja, 529 nm para 539 nm, respectivamente.

Do vigésimo ao quinquagésimo dia, os magnetolipossomas apresentaram redu-
¢éo de 40% em seu tamanho. Ja os lipossomas-controle HV(1) ndo apresentaram dife-
rengcas de tamanho consideraveis em relagdo aos magnetolipossomas, mas apresenta-
ram, apos 20 dias, um aumento de tamanho de 24%. J& a medida realizada no quin-
quageésimo dia mostrou uma diminui¢do no valor de didmetro para 322 nm, equivalente
a uma diminuigdo de tamanho de 48% em relagéo as medidas realizadas no vigésimo
dia.
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Tabela 5: Valores de didmetro hidrodindmico médio (<D>) e indice de polidisperséo
(PDI) dos magnetolipossomas nos diferentes periodos de analise (0, 20 e 50 dias).
<D> (nm) PDI <D> (nm) PDI <D> (nm) PDI
0 (tempo inicial) 20 dias 50 dias

HV(1) 500+37 0,58+0,03 618+61 0,61+0,04 322+45 0,63+0,06

HV(1) NP 529+33 0,63+0,06 539+15 0,60+0,04 33129 0,65%0,07

HV(2) 420+30 0,57+0,04 606+65 0,60+0,04 310+33 0,62x0,06

HV(2) NP 464+21 0,54+0,06 413+19 0,59+0,01 368+24 0,67 0,06

FR(1) 229+8 0,50+0,04 229+7 050+£0,02 142+7 0,46+0,02

FRa(1) NP 2702 050+0,05 133+1 045+0,03 142+7 0,48+0,03

FRb(1) NP 293+3 052+0,11 289+8 0,60+0,09 175+12 0,60+0,11

FR(2) 238+2 048+0,05 2208 050+£0,02 122+x6 0,48+0,03

FRa(2) NP 223+9 048+0,10 219+8 051+0,07 179+8 0,47 10,02

FRb(2) NP 234+2 050+0,04 224+15 0,45+0,04 134+16 0,47 +0,03
Os valores sdo mostrados como média + desvio padrao (n = 3). Os magnetolipossomas:
constam das amostras abreviadas por HV(1)_NP, HV(2)_NP, FRa(1)_NP, FRb(1)_NP,

FRa(2)_NP, FRb(2)_NP e seus respectivos lipossomas-controle, pelas amostras abreviadas

como HV(1), HV(2), FR(1) e FR(2). A sigla HV refere-se a amostras preparadas pelo método de
hidratacdo de vesiculas, enquanto que a FR refere-se a amostras preparadas pelo método de
evaporacao em fase reversa. Os indices 1 e 2 correspondem, respectivamente, a amostras
hidratadas com agua e tampao tricina. As identificagbes “a” e “b” indicam a etapa de adigéo da
NPM: “a@” refere-se a NPM adicionada juntamente com a dissolu¢do do lipidio e “b”, a NPM

adicionada na etapa de hidratagao.
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Figura 28: Diametro hidrodindmico médio (<D>) dos magnetolipossomas: HV(1)_NP e
HV(2) NP e seus respectivos lipossomas-controle HV(1), HV(2) preparados pelo método de
hidratacéo de vesiculas (HV) nos diferentes tempos de analise (0, 20 e 50 dias). indices 1 e 2

correspondem, respectivamente, a amostras hidratatas com agua e tampéo tricina.

Os magnetolipossomas preparados com tampao tricina via o método de HV
(HV(2) _NP), apresentaram tamanhos de 464 nm, tipicos de MLVs (Tabela 5 e Figura
28). Com relagao as medidas realizadas nos tempos zero e vigésimo dia, foi verificada
uma diminuigdo no valor de didmetro médio de 10% e, do vigésimo ao quinquagésimo

dia, os magnetolipossomas apresentaram redug¢ao de 10% em seu tamanho.

Com relagdo as medidas realizadas nos tempos zero e vigésimo dia, os lipos-
somas-controle HV(2) apresentaram um aumento no valor de didametro médio de 44%.
Ja a medida realizada no quinquagésimo dia mostrou uma diminuicdo de tamanho de

49% em relacao as medidas realizadas no vigésimo dia.

Os processos fisicos como agregacao / floculagao / coalescéncia podem resultar
em aumento do tamanho dos magnetolipossomas, bem como na cinética de liberagao
de agentes exogenos (Yadav et al., 2011). Tais processos podem ter ocorrido nos li-
possomas-controle avaliados. Assim, para os magnetolipossomas preparados pelo mé-

todo de HV a partir das medidas realizadas no vigésimo dia nao foi verificada aglome-
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racao, como havia sido observado nos lipossomas-controle. Este comportamento dos
magnetolipossomas pode ser devido a agao das NPM no processo de peroxidagao nas

membranas de ASO, o que sera discutido posteriormente.

Com relagao a influéncia do tampéao tricina, pode-se verificar uma reducéo do di-
ametro médio nos magnetolipossomas (HV(2)_NP) de 13% quando comparado o ta-
manho de magnetolipossomas preparados com agua (HV(1)_NP). O uso de solventes
zwiteribnicos (como a tricina) pode causar uma diminuicdo nas forcas de atragcédo de
Van der Waals entre as membranas vizinhas, diminuindo o didmetro médio dos magne-

tolipossomas (Koerner et al., 2011).

Os magnetolipossomas preparados pelo método de FR em solvente agua apre-
sentaram no momento da preparagao, aumento no tamanho de 17% para FRa(1)_NP e
28% para FRb(1)_NP, em relagcdo aos seus lipossomas controle (ver Tabela 5 e Figura
29), indicando incorporagao das NPM nos magnetolipossomas. Ja para os magnetoli-
possomas preparados com tampao (FRa(2) NP e FRb(2) NP), foi verificado uma dis-
creta diminuigdo no tamanho de 6% e 2%, respectivamente, em comparagao aos seus
lipossomas-controle, o que pode estar relacionado com o tipo de solvente utilizado,

como mencionado no paragrafo anterior.

Com relagao a estabilidade dos magnetolipossomas preparados pelo método de
FR ao longo do tempo, no FRa(1)_NP (magnetolipossoma hidratado com agua e NPM
adicionada juntamente com a dissolugdo do lipidio) foi verificada uma diminuicédo de
50% no didmetro médio durante o vigésimo dia, comparando-se as medidas realizadas
nos tempos zero e 20 dias. Para o seu lipossoma-controle, FR(1), ndo foi verificada
variagao significativa neste periodo. Adicionalmente, para os demais magnetoliposso-
mas (FRb(1)_NP, FRa(2)_NP e FRb(2)_NP) e seus lipossomas-controle preparados
pelo método de FR, ndo foram verificadas variagdes significativas nos valores de dia-

metro médio, o que indica estabilidade até o vigésimo dia desses sistemas.



85

ZZZ1 0 dias
300 7771 20 dias
727150 dias

7

.
é
/
7

7

FRa(1)_NP
FRa(2)_NP
FRb(2)_ NP -

Figura 29: Diametro hidrodindmico médio (<D>) dos magnetolipossomas: FRa(1)_NP,
FRb(1)_NP, FRa(2)_NP, FRb(2) NP e seus respectivos lipossomas-controle FR(1) e FR(2)
preparados pelos métodos de evaporacdo em fase reversa (FR) nos diferentes tempos de
analise (0, 20 e 50 dias). Os indices 1 e 2 correspondem, respectivamente, a amostras
hidratadas com agua e tampao tricina. As identificagces “a” e “b” indicam a etapa de adigédo da
NPM: “a” refere-se a NPM adicionada juntamente com a dissolugéo do lipidio e “b” refere-se a

NPM adicionada na etapa de hidratagao.

Com exceg¢ao de FRa(1) NP, os demais magnetolipossomas e lipossomas-
controle apresentaram redugao de diametro médio no quinquagésimo dia apos seu
preparo, em comparagao aos dados obtidos no vigésimo dia, Tabela 5 e Figura 29. Os
magnetolipossomas preparados em agua, FRb(1)_NP, apresentaram uma redugéo de
tamanho de 40% e os preparados com tampéo, FRa(2) NP e FRb(2)_NP, uma dimi-
nuicao de 19% e 40%, respectivamente, em comparagao aos dados obtidos no vigési-
mo dia. Nos lipossomas-controle, FR(1) e FR(2), a redugdo de tamanho foi de 40% e
45%, respectivamente, entre o vigésimo e o quinquagésimo dia apds o preparo. A
mesma tendéncia de redugédo do didametro médio verificada nos lipossomas-controle e
magnetolipossomas preparados pelo método FR indica que a insercdo da NPM nao
influenciou na estabilidade dos sistemas.
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Ao comparar-se os valores de <D> dos magnetolipossomas FRa(1) NP com
FRa(2)_NP e FRb(1)_NP com FRb(2) NP, pode-se verificar uma diminui¢cdo de 17 e
20%, respectivamente. Assim como verificado nos magnetolipossomas preparados
pelo método de HV, a reducdo do didmetro médio causada pela adicdo do tampao nos
magnetolipossomas preparados pelo método de FR, pode estar relacionada a uma di-
minui¢cdo nas forcas de atracdo de Van der Waals entre as membranas vizinhas dos

magnetolipossomas (Koerner et al., 2011).

A etapa de adigdo das NPM nos magnetolipossomas preparados pelo método
de FR também influenciou nos valores de <D>. Os sistemas de magnetolipossomas
preparados em agua em que a NPM foi adicionada na etapa de hidratagcéo
(FRa(1)_NP) em comparagao a adicdo da NPM durante a dissolugdo do fosfolipidio
(FRb(1)_NP) apresentaram valores de diametros maiores em 8%. Ao comparar-se 0s
sistemas preparados com tampao (amostra FRa(2) NP e FRb(2) NP) a adigdo da
NPM na etapa de hidratagdo, magnetolipossoma FRb(2) NP, apresentou valores de
<D> 6% maiores. O aumento de tamanho, verificado nos sistemas de magnetoliposso-
mas em que a NPM foi adicionada na etapa de hidratacido, parece estar relacionado

com a concentragdo de NPM incorporada nos magnetolipossomas.

As ERMOS, induzidas por particulas de metal de transi¢ao, podem levar a pero-
xidagao das cadeias acilicas insaturadas e a hidrolise das ligagcdes éster (que ligam os
acidos graxos ao esqueleto de glicerol) dos lipidios (Zhu et al., 2008; Yadav et al.,
2011). Esse processo pode ocasionar uma diminuicdo do tamanho dos lipossomas
(Yadav et al., 2011).

Com relagao aos dados obtidos neste trabalho, foi verificada uma maior variagao
de tamanho, ja nas medidas realizadas no vigésimo dia, nos magnetolipossomas pre-
parados pelo método HV. Possivelmente, a presenga das NPM nos magnetoliposso-
mas preparados pelo método HV (amostras HV(1)_NP e HV(2)_NP) promoveu um pro-
cesso de oxidagao dos lipossomas mais efetivo do que em os magnetolipossomas pre-
parados por FR (FRb(a)_NP, FRb(1)_NP, FRa(2)_NP e FRb(2)_NP). Esta hipotese
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ainda pode ser confirmada ao se analisar os lipossomas-controle (FR(1) e FR(2)), que

nao sofreram grandes variagdes de tamanho ao longo do tempo.

Assim, no presente trabalho, o comportamento das NPM de maghemita no pro-
gresso da peroxidagao lipidica foi avaliado através da quantificagdo de TBARS. A Figu-
ra 30 mostra a influéncia das NPM na peroxidagéo lipidica dos magnetolipossomas tes-

tados logo apos seu preparo.
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Figura 30: Influéncia das NPM nos valores de peroxidagéo lipidica induzida pela
peroxidagdo basal nas amostras de magnetolipossomas em relagdo aos seus lipossomas-
controle. Os resultados foram obtidos pelo método de TBARS, logo apés o preparo, e estéo
descritos como média + desvio padrao (n=3). Os magnetolipossomas preparados pelos
métodos de hidratagdo de vesiculas (HV) e fase reversa (FR). indices 1 e 2 correspondem,
respectivamente, a amostras hidratatas com agua e tampéao tricina. As identificagcdes “a” e “b”
indicam a etapa de adicdo da NPM: “@” refere-se a NPM adicionada juntamente com a
dissolucao do lipidio, enquanto “b” refere-se a NPM adicionada na etapa de hidratagdo. Razao
m/m NPM: ASO de 0,002.

Em todos os sistemas foi verificado um efeito pré-oxidante. Para HV(1) NP, a

membrana foi oxidada em aproximadamente 5%. Para o sistema onde foi utilizado
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tampao como solvente para hidratagdo, HV(2)_NP, foi verificado um maior efeito pro-
oxidante, cerca de 13%. Esse maior efeito oxidante do sistema hidratado com tampéao
pode ser devido ao maior numero de NPM incorporadas nos lipossomas de ASO (ver
Tabela 7, que reporta a 1% dos sistemas). Para os magnetolipossomas preparados pelo
meétodo de FR, o magnetolipossoma FRa(1) NP apresentou o maior efeito pro-oxidante
(41,48 %). Para os demais magnetolipossomas (FRb(1)_NP, FRa(2) NP, FRb(2)_NP)

foram verificados efeitos pro-oxidantes em torno de 20%.

Fatores como pH, forca ibnica e solventes, desempenham um papel importante
na estabilizacdo de uma formulagao lipossomal. Adicionalmente, temperatura, luz, oxi-
génio e ions de metais também podem iniciar as rea¢des quimicas ou fisicas que sao
responsaveis pela alteracdo de tamanho dos sistemas carreadores, causando proces-

sos oxidativos e de hidrolise dos lipidios (Vemuri e Rhodes, 1995).

Hoskins e colaboradores (2012) investigaram o estresse oxidativo celular (medi-
do pela produgcdo de ERMOS) e a peroxidacao lipidica ocasionada por NPM de magne-
tita revestidas com poli(etilenoimina) e poli(etileno glicol). No trabalho, os autores verifi-
caram que a peroxidacao lipidica é iniciada pela presenca dos ions de Fe?* e Fe3*. Em
pH baixo, conforme apresentado por Shubayev et al. (2009), as NPM de 6xido de ferro,
sofrem uma maior degradacao a ions de ferro devido a facilidade de dissolugédo desses
ions a meios acidos. Assim, os ions de hidrogénio podem catalisar as rea¢des hidrélise
lipidica diminuindo a estabilidade e 1% dos lipossomas. Uma maior integridade das
NPM em lipossomas preparados em tampao (pH 7,4) foi verificada (Hoskins et al.,
2012). No entanto, a pH neutro, uma vez que uma pequena quantidade de ions de ferro
esta dissolvida, a decomposig¢éo da H202 ocorre pela agao dos ions de ferro que estao
presentes na superficie da NPM, via mecanismo heterogéneo envolvendo as reagdes

de Fenton e Fenton-like, como ilustrado na Figura 31 (Wang et al., 2013).
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Figura 31: Esquema da geracéao de radicais livres de *OH via agao denanoparticulas de

6xido de ferro em ambientes com pH maior que 4,2. Adaptado da Ref (Wang et al., 2013).

A curvatura de superficie ou o empacotamento dos fosfolipidios na membrana
exerce um efeito significativo na susceptibilidade oxidativa das bicamadas lipidicas n&o
saturadas(Li et al., 2000). Os sistemas formados por lipossomas menores exibem me-
nor resisténcia ao estresse oxidativo, induzido pelas fontes de radicais livres soluveis
em agua (Li et al., 2000). O efeito da curvatura da membrana também é evidente em
outros parametros, como a Tm. Por exemplo, o tamanho de vesiculas de DMPC ¢ dire-
tamente proporcional a Tm (Biltonen e Lichtenberg, 1993). Uma redugao no tamanho e
Tm é explicada pela dificuldade de organizacéo dos lipidios dentro de uma geometria
fortemente curvada (Li et al., 2000). Ou seja, a redugcéo de tamanho proporciona uma
maior curvatura da superficie dos fosfolipidios, tornando a disposicdo menos empaco-
tada, permitindo, assim, uma maior difusao de radicais que aceleram a oxidagao (Faga-
li e Catala, 2009; Reis e Spickett, 2012).

A Figura 32 apresenta um esquema de empacotamento dos magnetolipossomas
com tamanhos de 500 nm e 200 nm, que podem ser caracteristicos do método de pre-
paro utilizado: HV e FR, respectivamente. O esquema foi proposto com base nos resul-
tados apresentados no manuscrito atual, bem como em discussdes da literatura (Li et
al., 2000; Fagali e Catala, 2009; Reis e Spickett, 2012). Nesse esquema, pode-se veri-
ficar que as vesiculas com menores tamanhos apresentam espacos que facilitam a en-

trada dos ions de ferro provenientes da NPM e, por conseguinte, o processo de peroxi-
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dacao lipidica é facilitado. Isto pode justificar o maior indice de oxidac&o verificado para

0s magnetolipossomas preparados pelo método de FR.

500 nm 200 nm

Figura 32:Esquema do empacotamento molecular de magnetolipossomas de diferentes
tamanhos: preparado pelo método de hidratacdo de vesiculas (a esquerda, ~500 nm) e pelo
método de evaporagcdo em fase reversa (a direita, ~200 nm). As linhas pretas representam a
posicao da interface agua / lipidio do centro da bicamada. Os circulos vermelhos representam
ions de ferro provenientes da NPM responsaveis pelo geracao de ERMOS. Pode-se observar
na figura (a) uma membrana lipidicaminimamente curva, comalto grau de empacotamento; (b)

uma membrana lipidica altamente curva, com menor grau de empacotamento.

A utilizagdo do tampéo proporcionou um menor indice de oxidagdo aos magne-
tolipossomas preparados pelo método FR. Wang e colaboradores (2013) evidenciaram
que ions de ferro presentes na superficie da NPM sao responsaveis por causar o pro-
cesso de peroxidacdo. Adicionalmente, em pH neutro, uma menor quantidade de ions
de ferro livres diminui a intensidade do processo de peroxidagao lipidica(Wang et al.,
2013). Assim, a menor dissociagao dos ions de ferro da NPM nos magnetolipossomas
preparados pelo método de FR, utilizando o tampao tricina (pH 7,4) como solvente, po-
de explicar a menor intensidade de oxidacdo na membrana. Porém, tal influéncia do

tampao tricina ndo foi verificada nos magnetolipossomas preparados pelo método de
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HV. Nestes magnetolipossomas (HV(1) NP e HV(2) NP), por apresentarem tamanhos
maiores € mais lamelas (MLVs) a quantidade de NPM incorporada pode influenciar di-

retamente nos processos de peroxidagao lipidica.

As medidas de potencial zeta das NPM puras, dispersas em agua ou em tampéo
tricina, foram realizadas para compreender as propriedades destes componentes dos
magnetolipossomas, bem como facilitar nas interpretagbes dos resultados referentes
aos mesmos. As medidas de potencial zeta indicaram que as NPM de maghemita,
quando dispersas em agua, apresentaram um valor de potencial zeta de -34,7 £ 0,9 mV

e, quando em tampao, de -14,5 + 1,3 mV.

Como mencionado anteriormente, a estabilidade das NPM de ferroé dependente
do pH em que elas estdo dispersas (Martina et al., 2005). Quanto mais distantes do
ponto isoelétrico (pH em que as particulas apresentam carga liquida igual a zero, e, por
consequéncia, as forgas repulsivas entre os 6xidos metalicos é zero) mais estaveis se-

réo as particulas coloidais (Christensen et al., 2015).

Nurdin e colaboradores (2015) avaliaram o potencial zeta e o tamanho de NP de
maghemita em diferentes pH. A pH 6,6 a suspensio apresentou um valor de potencial
zeta igual a zero e a valores superiores a superficie da particula apresentou ter carga
negativa (Nurdin et al., 2015). Além disso, os autores verificaram no ponto isoelétrico a
formacgao de agregados (de 4670 nm), enquanto que, em pH 10,0 (onde o valor de po-
tencial zeta era de -40,4 mV) um tamanho de 58,2 nm (Nurdin et al., 2015). Na presen-
te Tese, os valores de pH dos solventes utilizados, agua e tampéao tricina/MgCl2, foram,
respectivamente, de 6,0 e 7,4. Em ambos os solventes, os valores de potencial zeta
foram negativos, evidenciando um deslocamento no valor do ponto isoelétrico para as
NPM utilizadas neste trabalho em comparacédo aos dados obtidos por Nurdin e colabo-
radores (2015). Isto pode estar relacionado com a diferenga de concentragcdo das NP
analisadas (0,2 mg mL-! neste trabalho, enquanto que para os autores, 0,1 mg mL").
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Com relagao ao pH avaliado, as NPM quando dispersas em tampao (pH 7,4) de-
veriam ter apresentado um maior valor de potencial zeta do que quando dispersas em
agua (pH 6,0) (Nurdin et al., 2015). Porém, na presencga do tampao (pH 7,4), as NPM
apresentaram potencial zeta menos negativo (mais proximo do ponto isoelétrico) do
que quando em agua, demonstrando a forte influéncia dos ions provenientes do MgCl2
(presentes no tampao) na formagao de camada de solvatagdo em torno das NPM (Patil
et al., 2016). O maior valor de potencial zeta das NPM dispersas em agua indicam uma
maior estabilidade do sistema quando comparadas com as dispersas em tampao. Isso
pode ser devido a combinacido de estabilizacdo estérica e eletrostatica das NPM com
as moléculas de agua (Patil et al., 2016). Estes resultados indicam que as moléculas de
agua proporcionam um impedimento estérico entre as NPM ajudando, assim, a diminuir

o indice de aglomeracéao (Garcia-Jimeno e Estelrich, 2013; Patil et al., 2016).

Valores de potencial zeta maiores que |30] mV sdo necessarios para a estabili-
zagao eletrostatica de um sistema coloidal (Wongsagonsup et al., 2005; Bolfarini et al.,
2012). Em geral, as NP agregam em suspensao devido as forcas atrativas de Van der
Waals para minimizar a energia superficial e interfacial total. Na presenca de um eletro-
lito, a natureza e o comportamento de superficie conduz a aglomeragdo das NP
(Mahmoudi et al., 2011). Os lipossomas podem servir de “dispersantes naturais” das
NPM, fornecendo-lhes estabilidade coloidal em fungao de sua carga superficial e pela
biodistribuicdo das NPM no sistema (Mahmoudi et al., 2011). Os valores de potencial
zeta dos magnetolipossomas e lipossomas-controle obtidos durante diferentes periodos

apos o preparo (0, 20 e 50 dias) sdao mostrados na Tabela 6.

No tempo zero, ou seja, logo apds o preparo dos magnetolipossomas, os siste-
mas preparados via HV com solventes distintos (agua e tamp&o), bem como os prepa-
rados pelo método de FR, em comparagao aos seus lipossomas-controle, ndo apresen-
taram variagdes significativas de potencial zeta. Indicando que a insergcdo da NPM néo
ocasionou mudangas conformacionais, quantos aos planos dos grupos polares lipidi-
cos: fosfato e colina (Fatouros e Antimisiaris, 2002).
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Tabela 6: Valores de potencial zeta nos magnetolipossomas e lipossomas-controle

durante os diferentes tempos apds o preparo (0, 20 e 50 dias).

Potencial zeta (mV)

0 20 50

HV(1) 68,8+ 1,3 66,3+0,5 59,3+ 0,6
HV(1)_NP 66,7 + 1,6 71,2+0,1 62,3+0,9
HV(2) 63,3+ 0,0 66,3+0,5 59,3+ 0,6
HV(2)_NP 62,7+ 1,1 70,5+1,5 63,2+ 1,0
FR(1) -68,0+2,3 65,7 + 2,1 59,8+ 0,5
FRa(1)_NP 67,1£1,2 63,1+1,8 -63,4+0,8
FRb(1)_NP -65,9+2,5 66,4+ 0,5 64,3 0,4
FR(2) 64,5+ 2,0 -65,7 £ 2,0 61,1+0,5
FRa(2) NP 63,7+ 1,4 65,8+ 0,3 60,1+ 0,4
FRb(2)_NP 64,2+ 1,1 66,3+ 1,6 63,7+ 1,0

Os valores sdo mostrados como média * desvio padrao (n = 3). Os magnetolipossomas
s&o descritos com as abreviagdées HV(1)_NP, HV(2)_NP, FRa(1)_NP, FRb(1)_NP, FRa(2)_NP,
FRb(2) NP, e seus respectivos lipossomas-controle como HV(1), HV(2), FR(1) e FR(2). As
siglas HV referem-se a amostras preparadas pelo método de hidratacdo de vesiculas,
enquanto FR refere-se a amostras preparadas pelo método de evaporagdo em fase reversa.
Os indices 1 e 2 correspondem, respectivamente, a amostras hidratadas com agua e tampao
tricina. As identificacbes “a” e “b” indicam a etapa de adicdo da NPM: “a” refere-se a NPM
adicionada juntamente com a dissolugéo do lipidio e “b” refere-se a NPM adicionada na etapa
de hidratagao. Razao m/m NPM: ASO de 0,002.

Em todos os sistemas de magnetolipossomas e lipossomas-controle foram veri-
ficados valores de potencial zeta negativos (-69 a -63 mV). As fosfatidilcolina sao fosfo-
lipidios zwiteribnicos com um ponto isoelétrico entre pH 6,0 e 6,7 (Chain e Kemp,
1934). Nos sistemas preparados em tampao (pH 7,4), em que o pH é maior do que o
ponto isoelétrico, as vesiculas de fosfatidilcolina apresentam uma carga global negativa
(Subongkot e Ngawhirunpat, 2015). No entanto os magnetolipossomas preparados com

agua (pH 6,0) apresentaram valores de potencial zeta negativos, diferentemente do
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esperado pelas informagdes do ponto isoelétrico da fosfatidilcolina. Cabe relembrar,
que os magnetolipossomas deste trabalho sdo constituidos de ASO, uma mistura de
fosfolipidios que contém cerca de 25% de fosfatidilinositol (Navratil et al., 2011). A pre-
senca do fosfatidilinositol, um fosfolipidio aniénico, pode ser a responsavel pelos valo-
res negativos de potencial zeta observados experimentalmente (Ohki et al., 2010). Al-
guns trabalhos relatam valores de potencial zeta negativos semelhantes a este trabalho
(De Sousa et al.,, 2013; De Azambuja et al., 2015). Essas formulacdes lipossémicas
carregadas negativamente também apresentaram valores de potencial zeta suficientes

para estabilizagao eletrostatica.

Uma forte influéncia da forga idbnica foi verificada nos valores de potencial zeta
dos lipossomas-controle (sem NPM). Uma variagao de 5,5 mV foi verificada ao serem
comparados os sistemas HV(1) e HV(2). A mesma variagao foi verificada para os lipos-
somas preparados pelo método de FR. Interagdes eletrostaticas entre cations e o grupo
fosfato dos fosfolipidios sao favorecidas devido a carga negativa de maior intensidade
deste grupo em relagdo ao grupo carbonilico (da regido de interface) (Chen, X. K. et al.,
2010).

A temperatura constante, & medida que a forca iénica aumenta (por exemplo, a
partir do uso do tampao tricina, contendo ions CI- e Mg*?), o plano do grupo da colina
lipidica se aproxima da superficie da bicamada lipidica enquanto o plano do grupo fos-
fato fica abaixo da superficie (Makino et al., 1991). Assim sendo, tal orientacdo da coli-
na voltada para a superficie da bicamada pode estar mais acentuada em magnetoli-
possomas preparados com tampao, justificando o potencial zeta mais positivo (ou me-

nos negativo), Figura 33.

Com relacdo aos dados de estabilidade, os valores de potencial zeta para as
amostras de magnetolipossomas e lipossomas-controle preparados pelo método de
HV, ficaram mais negativos no vigésimo dia, em comparagdo aos valores obtidos no
tempo logo apds o preparo. Esta variagao de potencial zeta foi mais evidente para o
magnetolipossoma preparado com tampao (HV(2)_NP), onde foi verificado uma dimi-
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nuicdo do valor de potencial zeta de 12%, evidenciando uma maior estabilizacao ele-
trostatica para o sistema em comparagao ao HV(1)_NP. As medidas de potencial zeta
de HV(2) NP) e de HV(1)_NP, bem como as de seus lipossomas-controle, realizadas
no quinquageésimo dia, mostraram valores mais positivos, quando comparado as medi-

das realizadas nos periodos anteriores.

a) Agua b) Tampéo tricina/MgCl,
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Figura 33: llustragéo da influéncia da forga ibnica do meio em fosfatidilcolina em agua
(A) e em tampao (B): Mudanga de orientagéo do plano do grupo colina para acima do plano do
grupo fosfato em relagdo ao plano da bicamada lipidica dos fosfolipidios ocasionada pela

presenca de ions provenientes do tampao tricina/MgCl.. Adaptado da Ref (Makino et al., 1991).

Com excecao da amostra FRa(1) NP, as medidas de potencial zeta de magne-
tolipossomas preparados pelo método FR, realizadas no vigésimo dia apds o preparo,
nao mostraram variagdes significativas em seus valores, comparadas aos dados obti-
dos no dia do seu preparo (tempo zero). Os magnetolipossomas FRa(1)_NP (em que a
agua foi utilizada como solvente e a NPM foi adicionada na etapa de dissolugcéo do fos-
folipidio) apresentaram valores de potencial zeta mais positivos, cerca de 6%, no vigé-

simo dia quando comparado ao periodo logo apds o preparo. Como visto anteriormen-
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te, este magnetolipossoma (FRa(1)_NP) apresentou redu¢cdo de tamanho de 50% no
vigésimo dia apds o preparo. Assim, a reorganizagao dos fosfolipidios para lipossomas
de tamanhos menores pode estar relacionada com a variagdo dos valores de potencial

zeta verificados para este sistema.

As medidas de potencial zeta realizadas para as amostras de magnetoliposso-
mas e lipossomas controle, preparados pelo método de FR, no quinquagésimo dia
mostraram magnetolipossomas mais positivos quando comparados aos valores obtidos
no vigésimo dia. Isto também pode estar relacionado com a diminuigdo do didmetro

meédio, também verificada para este periodo.

5.2. Percentagem de incorporagao das nanoparticulas magnéticas nos magneto-

lipossomas

A 1% das NPM nos magnetolipossomas preparados pelos métodos de HV e FR
foi determinada através da determinagao da concentragao de ferro presente no sistema
por trés métodos diferentes: (i) espectroscopia de UV-vis, (ii) HR-CS GF AAS apos ex-
tragdo com agua régia e (iii) HR-CS F AAS ap6s MW-AD. O conteudo de ferro determi-
nado foi relacionado com a quantidade de NPM presente no sistema. Os resultados da
% das NPM, bem como os resultados da concentragdo de NPM estao apresentados

na Tabela 7.

Para o célculo da 1% das NPM nos magnetolipossomas, a concentragdo de NPM
total adicionada durante o preparo dos magnetolipossomas (ou seja, nas amostras sem
centrifugagéo) também foi detectada, sendo esta de 0,133 + 0,001 mg mL-'. Assim,
para a determinacao da 1%, o valor da concentragdao de NPM encontrado nas amostras
de magnetolipossomas apds a etapa de centrifugagao, foi dividido pela concentragao
de NPM adicionada durante o preparo dos magnetolipossomas (0,133 mg mL""), Equa-

¢ao 13 apresentada no item 4.3.3.
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Tabela 7: Determinagao da concentragdo de NPM e percentagem de incorporacéo, 1%,
das NPM nos magnetolipossomas, através das técnicas UV-vis e HR-CS GF AAS.
UV-vis HR-CS GF AAS
[NPM], mgmL* 1% [NPM],mgmL' 1%
HV(1)_NP 0,116 £ 0,03 87,1 0,114 +0,001 86,0
HV(2)_NP 0,122 + 0,02 91,4 0,112+0,002 89,0

FRa(1)_N 0,090 £ 0,02 67,7 0,091+0,002 68,8
FRb(1)_N 0,079 £ 0,04 59,4 0,080+0,001 60,1
FRa(2) N 0,090 + 0,02 67,7 0,091+0,002 68,8
FRb(2)_N 0,083 + 0,04 62,4 0,086 0,002 64,5
Os resultados estdo expressos como média * desvio padrdo, n = 2. Os

magnetolipossomas: constam das amostras abreviadas por HV(1) NP, HV(2) NP, FRa(1)_NP
FRb(1)_NP, FRa(2)_NP, FRb(2)_NP. A sigla HV refere-se a amostras preparadas pelo método
de hidratacado de vesiculas, enquanto que a FR refere-se a amostras preparadas pelo método

de evaporacao em fase reversa. Os indices 1 e 2 correspondem, respectivamente, a amostras

hidratadas com agua e tampao tricina. As identificagcbes “a” e “b” indicam a etapa de adigdo da

NPM: “a” refere-se a NPM adicionada juntamente com a dissolugdo do lipidio e “b”, a NPM

adicionada na etapa de hidratagao.

Os resultados mostraram boa concordancia (ja que nao houve diferenca signifi-
cativa, p> 0,05) entre os dois métodos avaliados para determinacdo de NPM nas amos-
tras. As caracteristicas hidrofilicas das NPM proporcionam uma incorporacdo das
mesmas no interior aquoso dos lipossomas. Além disso, interagdes entre os grupos
polares (localizados na camada externa do lipossoma) dos fosfolipidios podem ocorrer
(Elersic et al., 2012; Martinez-Gonzalez et al., 2016). Assim, a alta 1% das NPM nos
magnetolipossomas, preparados pelo método de FR (60-70%) e de HV (80-90%), veri-
ficadas neste trabalho, parece estar relacionado com o tamanho dos sistemas gerados
por cada técnica de preparo: método de FR (faixa de tamanho ~200nm) e por HV (ta-

manho >400nm).
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O tipo de fosfolipidio utilizado, bem como o método de preparo dos lipossomas,
pode influenciar na 1% de substancias em lipossomas (Lichtenberg e Barenholz, 1988).
Em trabalhos anteriores, magnetolipossomas constituidos por NPM de magnetita, fos-
fatidilcolina de soja e colesterol, preparados pelo método de HV, mostraram uma 1% de
78,10% % 0,24 (Gharib et al., 2014). Outros autores encontraram uma 1% de 64,7% de
NPM de magnetita em lipossomas constituidos de DMPC (Hsu e Chen, 2017).

Devido ao maior espaco aquoso, cerca de quatro vezes maior do que em lipos-
somas multilamelares, os magnetolipossomas preparados pelo método de FR, deveri-
am encapsular uma maior percentagem de materiais hidrofilicos (Akbarzadeh et al.,
2013). No entanto, este fato nao foi verificado neste trabalho, e pode estar relacionado
aos valores de diametro médio dos magnetolipossomas obtidos, bem como sua quanti-

dade de bicamadas.

Como o foco deste trabalho € o uso dos magnetolipossomas para o tratamento
do cancer, e sabendo-se que lipossomas preparados pelo método de FR, normalmente
apresentam-se com 100-200 nm de didmetro (Akbarzadeh et al., 2013; Bixner e
Reimhult, 2016) facilitando sua penetracdo nos capilares do tumor (Liu et al., 1992),
testou-se um sistema preparado por FR para analise de 1% através de HR-CS F AAS
apos MW-AD. O objetivo deste teste foi averiguar o efeito do método de analise na 1%
do sistema. A amostra constou de FRa(2) NP. Através deste método de preparo, foram
detectados 0,093 + 0,003 mg mL-' de NPM, representando 69,8% de 1%, considerando
a quantidade detectada de NPM adicionado (antes da etapa de centrifugagédo de 0,133
mg mL-"). As concentragdes de NPM, determinadas a partir de ferro, para esta amostra
apresentaram boa exatiddo, com desvio padrao relativo (RSD) de 3, 2 e 5%, para es-
pectroscopia UV-vis, HR-CS GFAAS e HR-CS F AAS, respectivamente.

Petralito e colaboradores (2012) avaliaram diferentes métodos analiticos para
determinacao da 1% de NPM de magnetita em magnetolipossomas de fosfatidilcolina
de soja. Os autores verificaram que o método de espectrometria de absorcao atémica
foi mais adequado por apresentar maior repetitibilidade, em comparagdo com o ensaio
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de orto-fenantrolina (Petralito et al., 2012). No entanto, nesta Tese, comparando os
dois métodos de preparo de amostra para HR-CS AAS e as medidas realizadas por
UV-vis, os valores obtidos por estas técnicas ndo apresentaram variagdes significativas
(p > 0,05), referente aos magnetolipossomas de FRa(2) NP, demonstrando concor-
dancia entre os dados. Isto indica que, para os sistemas analisados, a técnica de UV-
vis via o-fenantrolina também é bastante adequada para avaliagao por sua precisao e

exatiddo.

Assim, partir dos estudos de estabilidade e incorporacédo das NPM nos magneto-
lipossomas pbde-se verificar uma melhor estabilidade nos sistemas preparados pelo
método de FR quando o tampao tricina foi utilizado como solvente. Assim sendo, con-
siderando os fatores 1%, tamanho e potencial zeta (estes dois ultimos ao longo do tem-

po apos o preparo) e oxidagao dos sistemas, pode-se constatar que:

1) Com relagao aos valores de 1%, foi verificado que os magnetolipossomas prepara-
dos pelo método de HV apresentaram maior valor. Porém, estes sistemas foram menos
estaveis (sofrendo oxidagado em 20 dias apds o preparo). Os magnetolipossomas pre-

parados por este método apresentaram valores de diametro médio entre 450-550 nm,;

2) Com relacdo aos magnetolipossomas preparados pelo método de FR, a amostra
FRa(2)_NP, na qual a NPM foi adicionada na etapa de dissolugéao do fosfolipidio, foi a
mais estavel com relagéo aos valores de diametro médio e potencial zeta (até o vigé-
simo dia apos o preparo). A amostra apresentou menor variagdo de tamanho a partir do
vigésimo dia até o quinquagésimo dia apds o preparo. Também apresentou satisfatéria
1% e menor indice de peroxidagao em reagao aos demais magnetolipossomas prepa-
rados pelo mesmo método de FR, porém com outras variaveis (solvente e etapa de
adicao da NPM).
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5.3. Caracterizagao dos magnetolipossomas segundo o método de preparo

Inicialmente, as NPM de maghemitaforam caracterizadas pela técnica de FTIR,
para compreender a influéncia destes componentes nos magnetolipossomas. O espec-

tro de FTIR das NPM foi realizado por DRIFT e esta apresentado na Figura 34.
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Figura 34: Espectro de infravermelho com transformada de Fourier com refletancia
difusa (DRIFT) das NPM de maghemita em KBr.

As bandas e frequéncias detectadas para as NPM de maghemita estdo de acor-
do com espectros descritos na literatura (de Farias et al., 2002; lyengar et al., 2014). O
espectro apresentou bandas na faixa de 650-550 cm-', atribuidas as vibragoes de liga-
¢cbes Fer-O-Feo, onde Fet e Feo correspondem ao ferro ocupando sitios tetraédricos e
octaédricos, respectivamente. As bandas de vibragdo em 470 cm™' e em 426 cm™ es-
tdo associadas, respectivamente, as vibragbes de Feo-O e Fer-Feo (De Farias et al.,
2002; lyengar et al., 2014). A presenga de picos de estiramento de O—H em aproxima-
damente 3411 cm™' e deformagao angular de O—H a 1630 cm™ esta atribuida a pre-
senga de grupos hidroxilas ou de moléculas de agua adsorvidas nas NPM (lyengar et
al., 2014).
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ApOs a interpretagao do espectro de FTIR das NPM, foram obtidos espectros de
HATR-FTIR de magnetolipossomas preparados por HV e FR, em agua (HV(1)_NP,
FRa(1)_NP e FRb(1)_NP) e em tampao (HV(2) NP, FRa(2) NP e FRb(2) NP) e de
seus lipossomas-controle (HV(1), HV(2), FRa(2) e FRb(2)) (Figura 35 e Figura 36). A
partir dos espectros de FTIR, foram detectados e analisados os seguintes estiramentos
axiais referentes a fosfatidilcolina presentes em ASO: assimétrico do grupo fosfato, vas
PO2", assimétrico do grupo colina, vas N*(CH3)s, da carbonila, v C=0 e simétrico e as-
simétrico dos grupos metilénicos da cadeia acil, vs CH2 e vas CHz2, respectivamente
(Garcia et al., 1993; Manrique-Moreno et al., 2010). As atribui¢cdes e variagdes dos esti-
ramentos, referentes aos seus valores de frequéncia e largura de banda, estdo apre-

sentadas na Tabela 7.

Para interpretacdo dos efeitos de NPM nos sistemas, torna-se necessaria a
compreensao de como as interagdées entre os grupos funcionais lipidicos afetam os
parametros analisados por FTIR. Como visto na secédo 2.4.3.1, os valores de frequén-
cia do vas PO2™ e da C=0 s&o sensiveis a variagdo do numero de liga¢des de hidrogé-
nio (Chen e Tripp, 2008; Moreno et al., 2009). Ja, alteragdes nas frequéncias dos esti-
ramentos axiais simétricos e assimétricos dos metilenos da cadeia acil lipidica podem
refletir no grau de ordem conformacional e na isomerizag&o trans / gauche do sistema
lipidico (Severcan et al., 2005). Em adicao, as variagdes da largura da banda refletem
na influéncia da amplitude e na velocidade de movimento dos grupos lipidicos analisa-
dos: Quanto menor for a fluidez da membrana, menor sera a largura de banda para a

regido avaliada e vice-versa (Casal et al., 1980; Lee e Chapman, 1986).

Para a interpretagdo dos resultados de HATR-FTIR de cada tipo de magnetoli-
possoma, foi considerada a influéncia da NPM nas regides polar, interfacial e hidrofobi-
ca de ASO. Os resultados foram complementados a partir das analises realizadas com
as técnicas de RMN, DSC e UV-vis.
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Figura 35: Espectros de HATR-FTIR e suas ampliagdes: Magnetolipossomas,
HV(1)_NP, e lipossomas, HV(1), preparados pelo método de hidratagdo de vesiculas usando
agua como solvente; magnetolipossomas, HV(2) NP, e lipossomas, HV(2), preparados pelo
método de hidratacdo de vesiculas usando tampao tricina como solvente. Razdo m/m NPM:
ASO de 0,002.
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Figura 36: Espectros de HATR-FTIR e suas
FRa(1)_NP, FRb(1)_NP, FRa(2) NP e FRb(2)_NP e lipossomas-controle;FR(1) e FR(2),

preparados pelo método de evaporagdo em fase reversa (FR), usando agua (indice 1) ou
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tampéao tricina (indice 2) como solventes; a identificagdo “a”’ refere-se a adigdo da NPM

juntamente a dissolugao do lipidio e “b” refere-se a NPM adicionada na etapa de hidratagao. A

razdo m/m de NPM:ASO foi de 0,002.
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Tabela 8: Valores de frequéncia e largura de banda e suas variagdes (A) encontradas no espectro de HATR-FTIR para picos de grupos

especificos do fosfolipidio presente nos magnetolipossomas e lipossomas-controle.

HV(1) HV(1)_NP A HV(2) HV(2)_NP A FR(1) FRa(1)_ NP A FRb(1) NP A FR(2) FRa(2) NP A FRb(2) NP A

Frequéncia (cm-)

v N*(CHs)s 974 972 2 977 975 972 972 - 972 - 974 978 4 978 4
vas POz 1219 1211 8 1215 1211 4 1213 1209 4 1211 2 1209 1207 1209 -
vC=0 1732 1732 - 1732 1734 2 1732 1735 4 1732 - 1734 1734 - 1734 -
vasCH2 2924 2924 - 2924 2924 - 2924 2924 - 2924 - 2924 2924 - 2924 -
vsCH2z 2852 2852 - 2852 2852 - 2852 2852 - 2852 - 2852 2852 - 2854 2
Largura medida a 75% do pico em cm-"

vas PO2~ 22 14 8 36 16 20 16 15 1 14 2 20 20 - 20 -

v C=0 30 30 - 30 30 - 30 30 - 25 5 30 25 5 20 10
vas CH2 22 25 3 20 25 5 20 20 - 20 - 20 20 - 20 -
vs CH2 15 15 - 15 15 - 15 10 5 15 - 15 15 - 15 -

Magnetolipossomas: HV(1)_NP, HV(2)_NP, FRa(1)_NP, FRb(1)_NP, FRa(2) NP, FRb(2)_NP, e seus respectivos lipossomas-controle:

HV(1), HV(2), FR(1) e FR(2). HV: método de hidratagéo de vesiculas; FR: método de evaporacdo em fase reversa. indices 1 e 2 correspondem,

respectivamente, a amostras hidratadas com agua e tampéao tricina. A identificacdo “a” refere-se a NPM adicionada juntamente com a dissolugéo

do lipidio e “b” refere-se a NPM adicionada na etapa de hidratacdo. Razdo m/m NPM: ASO de 0,002.
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5.3.1 Caracterizacao fisico-quimica dos magnetolipossomas preparados pelo mé-

todo de hidratagao de vesiculas
5.3.1.1 Regiao polar

5.3.1.1.1 Regido Fosfato

As variagdes de frequéncia, apresentadas na Tabela 7, para a regido polar dos
magnetolipossomas em relagdo aos seus controles estao ilustradas na Figura 37. As
frequéncias referentes ao estiramento axial do grupo fosfato lipidico (vas PO27) para os
sistemas HV(1)_NP e HV(2) NP, diminuiram, respectivamente, em 7,71 e 3,85 cm™,
quando comparadas aos respectivos valores dos seus lipossomas-controle (ver Tabela
7). Assim sendo, os resultados indicam que a NPM disponibiliza um aumento na quan-
tidade de ligagdes de hidrogénio no grupo fosfato lipidico, aumentando o seu grau de
hidratacdo, de forma mais expressiva no sistema preparado com agua (Lopezgarcia et
al., 1993).

A interacdo molecular via ligagdo hidrogénio parece ser mais preservada no
magnetolipossoma preparado com tampao, em relagéo ao lipossoma-controle. Porém,
ao comparar-se os lipossomas-controle preparados com agua e tampao (amostras
HV(1) e HV(2), respectivamente) pode-se verificar que o sistema preparado com tam-
pao apresentou uma diminui¢gdo no valor do vas PO2™ de3,86 cm™, indicando um au-

mento na quantidade de ligagdes de hidrogénio no grupo fosfato lipidico.

Slater e colaboradores (1993) evidenciaram que a intercalagdo de agentes, co-
mo o etanol, entre os grupos polares dos lipidios aumentou a difusdo de moléculas de
agua na bicamada, aumentando o numero de ligagdes de hidrogénio na regidao (Slater
et al., 1993). O aumento no numero de ligagdes de hidrogénio, verificado neste traba-
Ilho, entre a molécula de agua com o grupo fosfato seria facilitado pela presenca dos
ions do tampao. Assim, a menor variagao verificada do niumero de ligagcbées de hidrogé-
nio para os magnetolipossomas preparados em tampéao (HV(2)_NP) se deve a presen-

¢a dos ions que ja estavam presentes no lipossoma-controle.
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Figura 37: Variagbes de frequéncia e largura para a regido polar dos
magnetolipossomas em relacdo aos seus controles. Magnetolipossomas, HV(1) NP, e
lipossomas, HV(1), preparados pelo método de hidratacdo de vesiculas usando agua como
solvente; magnetolipossomas, HV(2) NP, e lipossomas, HV(2), preparados pelo método de
hidratacdo de vesiculas usando tampao tricina como solvente. Razdo m/m NPM: ASO de
0,002.

Para os magnetolipossomas preparados pelo método de HV, hidratados com
agua ou tampao (sistemas HV(1)_NP e HV(2) NP, respectivamente) os valores de lar-
gura de banda referentes ao estiramento axial do grupo fosfato lipidico (vas PO27) dimi-
nuiram, respectivamente, em 8 e 20 cm™', quando comparadas aos respectivos valores
dos seus lipossomas-controle (ver Tabela 7). Este resultado indica uma menor fluidez
da membrana do magnetolipossomas em relagdo ao seu lipossoma controle. Altera-
¢bes no ordenamento do sistema podem ser induzidas por mudangas na concentragao
de cations uni e bivalentes (Boggs, 1980). Neste trabalho, foi verificada uma fluidifica-
¢ao dos lipossomas-controle preparado com tampéao, HV(2), em comparagao aos pre-
parados em agua, HV(1): aumento na largura de banda de 14 cm'. Com isso, pode-se
verificar um forte efeito de ordenamento ocasionado pela NPM no sistema preparado

com tampao, HV(2)_NP, visto que o magnetolipossoma apresentou uma maior varia-
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¢éo no valor de largura de banda referente ao vas PO2~ em comparagao ao seu contro-
le, HV(2).

Adicionalmente, foram efetuadas analises de RMN de 3'P para obtengdo de in-
formacgdes sobre a dinamica rotacional do grupo fosfato em magnetolipossomas. Os
espectros obtidos sdo mostrados na Figura 12. Estes espectros apresentam um ombro
a campo alto e um pico isotrépico a campo baixo, tipicos de fosfolipidios associados
em fase Hi (Villasmil-Sanchez et al., 2013). Tal fase € associada a misturas de fosfoli-
pidios que contém fosfatidiletanolamina, como tipicamente a ASO, componente dos

magnetolipossomas estudados (Rand et al., 1971; Higashi et al., 1987).
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Figura 38: Espectros de RMN de 3'P de amostras de magnetolipossomas, HV(1) NP, e
lipossomas-controle, HV(1), preparados pelo método de hidratacdo de vesiculas (HV) usando
agua como solvente; bem como de magnetolipossomas, HV(2) NP, e lipossomas-controle,
HV(2), preparados pelo método de hidratacdo de vesiculas (HV) usando tampé&o tricina como
solvente. A razdo m/m de NPM:ASO foi de 0,002.
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Os valores de CSA foram obtidos para as amostras e estao listados na Tabela 9.
Os resultados demonstram que a NPM induz um aumento da largura do pico de RMN
31P equivalente a 0,45 ppm para o sistema hidratado com agua (HV(1)_NP) e 5,78 ppm
para o sistema hidratado com tampao (HV(2)_NP), em comparagdo aos lipossomas-
controle, indicando uma restricdo da liberdade de movimento dos grupos fosfatos pre-
sentes nos magnetolipossomas. Esta restricdo pode estar relacionada com interagdes
eletrostaticas entre o grupo fosfato e os ions de ferro presentes nas NPM estudadas
(Santhosh et al., 2012).

Tabela 9: Valores de largura de pico obtidos a partir dos espectros de RMN 3'P para os
magnetolipossomas e seus lipossomas-controle.
HV(1) HV(1)_NP A HV(2) HV(2)_NP A
largura (ppm) 15,91 16,36 0,45 14,22 20,00 5,78

A largura (CSA) em relacédo aos tensores paralalos e perpendiculares dos movimentos
do nucleo de fésforo.Magnetolipossomas, HV(1) NP, e lipossomas, HV(1), preparados pelo
método de hidratacdo de vesiculas usando agua como solvente; magnetolipossomas,
HV(2)_NP, e lipossomas, HV(2), preparados pelo método de hidratagdo de vesiculas usando
tampao tricina como solvente. Razao m/m NPM: ASO de 0,002.

5.3.1.1.2 Regido Colina

Os resultados descritos na Tabela 7, referentes ao estiramento do grupo colina,
v N*(CHas)s3, mostraram que ndo houve variagbes na frequéncia ao compararem-se 0s
valores associados a magnetolipossomas e seus lipossomas controle. Assim, através
da técnica de HATR-FTIR, nao foi possivel evidenciar uma interagado entre o grupo co-
lina e a NPM para os sistemas preparados pelo método HV (Wong e Mantsch, 1988;
Moreno et al., 2009).



Assim, para complementar os estudos realizados sobre a dindmica do grupo co-
lina em magnetolipossomas preparados por HV, foram realizadas medidas de RMN de
'H. A Figura 39 mostra a curva referente a recuperagdo do sinal de decaimento por
inducao livre (FID), através dos quais s&o calculados os valores de T; dos hidrogénios
da colina (regido entre os deslocamentos quimicos de 3,2 a 3,4 ppm). Os valores de T+
estdo apresentados na Tabela 10. No sistema, em que o solvente utilizado foi agua
(HV(1)_NP), o T1 aumentou em 51,2%, quando comparado ao seu lipossoma-controle.
Os resultados refletem uma redugdo da mobilidade molecular, induzida pela NPM, na
regido da colina do magnetolipossoma. No entanto, para os sistemas em que o solven-

te utilizado foi o tampao tricina (HV(2)_NP), nao foi verificada influéncia da NPM nessa

regiao.
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Figura 39: Curvas referentes a relaxagao longitudinal dos hidrogénios da colina (regido
entre 3,2-3,4 ppm) em lipossomas de ASO puro e na presenca de NPM. A partir destas curvas
os valores de Ti foram obtidos. Magnetolipossomas, HV(1) NP, e lipossomas, HV(1),
preparados pelo método de hidratagdo de vesiculas usando &agua como solvente;

magnetolipossomas, HV(2)_NP, e lipossomas, HV(2), preparados pelo método de hidratacao
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de vesiculas usando tampéao tricina como solvente. Razao m/m NPM: ASO de 0,002.
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Tabela 10: Valores de tempo de relaxacdo longitudinal (T1) referentes aos hidrogénios
da colina (deslocamentos quimicos entre 3,2-3,4 ppm) para os magnetolipossomas e seus

lipossomas-controle.

HV(1) HY(1_NP A HV(2) HV(2)_NP A
Ti(s) 0,64 125 0,61 1,13 112 0,01

Magnetolipossomas, HV(1) NP, e lipossomas, HV(1), preparados pelo método de

hidratacdo de vesiculas usando agua como solvente; magnetolipossomas, HV(2) NP, e
lipossomas, HV(2), preparados pelo método de hidratagao de vesiculas usando tampao tricina
como solvente. Razao m/m NPM: ASO de 0,002.

Diante desses resultados, pode-se verificar que a NPM apresentou um maior
efeito de ordenamento e no grau de hidratagdo nos magnetolipossomas preparados
pelo método de hidratacdo de vesiculas em que o tampao foi usado como solvente,
amostra HV(2) NP. O uso do tampao no preparo do lipossoma-controle, sistema
HV(2), ocasionou um aumento no numero de ligagdes de hidrogénio no grupo fosfato,
bem como uma fluidificacdo da regido polar, quando comparado ao controle, HV(1). A
presenca dos ions provenientes do tampéao pode justificar a maior susceptibilidade de

variacao verificada no magnetolipossoma, HV(2) NP.

5.3.3.2 Regiao de interface

As variagdes de frequéncia obtidas pela técnica de HATR-FTIR para os magne-
tolipossomas analisados (obtidos a partir da Figura 35 e apresentados na Tabela 7)
para a regiao de interface dos magnetolipossomas indicaram que os magnetoliposso-
mas nao sofreram alteracbes na frequéncia referente ao estiramento axial do grupo
carbonila (v C=0). Assim, nédo foram verificadas interagcoes diferenciadas em relagao
aos lipossomas-controle, via ligagdes de hidrogénio, com o grupo carbonila lipidico
(Arrondo e Goni, 1998). Através da analise da largura da banda da regido de v C=0

nao foi observada uma variagao significativa. Assim, por FTIR, para as amostras prepa-
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radas pelo método de HV, n&o foi verificada influéncia da NPM, nem do tampéao, sobre

a ordem conformacional desta regiao.

5.3.3.3 Regiao apolar

Os resultados de variagbes de frequéncia e largura obtidos pela técnica de
HATR-FTIR para os magnetolipossomas analisados (obtidos a partir da Figura 35 e da
Tabela 7) estao ilustradas na Figura 38. Os dados nao indicaram alteragdes nos valo-
res de frequéncia referentes aos estiramentos axiais simétricos e assimétricos dos me-
tilenos da cadeia acil lipidica (vs CH2 a 2854,05 cm™ e vas CH2 a 2924,09 cm'), quando
comparados aos seus lipossomas controle. Tampouco o uso de solventes diferentes
(dgua e tampao) provocou alteragcdes nos valores de frequéncia dos estiramentos estu-
dados. Assim, por FTIR, para as amostras preparadas pelo método de HV, nao foi veri-
ficada influéncia da NPM sobre a ordem conformacional e isomerizagao trans / gauche

desta regido.

{ Regido apolar [T HV(1)_NP 0 Regigo apolar [T HV(1)_NP
€ = HV(2)_NP A HV(2)_NP

Variagso de frequéncia (cm™)
Variagao de largura (cm”)

v, CH, v, CH,

v, CH, v, CH2

Figura 40: Variagbes de frequéncia e largura para a regido apolar dos
magnetolipossomas em relagdo aos seus controles. Magnetolipossomas, HV(1) NP, e
lipossomas, HV(1), preparados pelo método de hidratagdo de vesiculas usando agua como

solvente; magnetolipossomas, HV(2) NP, e lipossomas, HV(2), preparados pelo método de
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hidratacdo de vesiculas usando tampao tricina como solvente. Razdéo m/m NPM: ASO de
0,002.

A ampliagdo do espectro de HATR-FTIR na regido de vs CH2, demonstrada na
Figura 35, mostra um aumento na largura do pico de 3 cm™' e de 5 cm™' para as amos-
tras hidratadas com agua e tampao, HV(1)_NP e HV(2) NP, respectivamente (ver Ta-
bela 7), quando comparado com os lipossomas-controle. Isto indica que a presenga de
NPM provoca um desordenamento na regido hidrofébica dos magnetolipossomas,
quando comparados a lipossomas-controle, para ambos os solventes usados no prepa-
ro por HV. Comparado ao uso de agua como solvente, a presenca de tampéao parece
estar associada ao maior desordenamento da regido hidrofébica dos magnetoliposso-
mas, em relacdo aos respectivos lipossomas-controle. O aumento da fluidez pode ser
importante por facilitar a circulagcdo de moléculas de fosfolipidios e de proteinas na
membrana, auxiliando em varias fungdes bioldgicas, como transporte de ions, sinaliza-
cao e crescimento celular (Park et al., 2005). Estudos sobre os efeitos das NP na esta-
bilidade da membrana revelaram que a incorporacdo de NP metalicas dentro da mem-
brana alteram o comportamento de fase dos lipidios: aumentando a fluidez da bicama-
da (Roiter et al., 2008; Bhandary et al., 2011).

A fim de obter maiores informagdes sobre os parametros fisico-quimicos da re-
gido acil de magnetolipossomas, comparando-os com seus lipossomas-controle, foram
realizadas medidas de T+ de 'H nesta regi&o, considerando os picos a 1-2 ppm no es-
pectro de RMN. As curvas referentes ao FID, através dos quais foram calculados os
valores de T7 dos hidrogénios dos metilenos da cadeia acil dos magnetolipossomas,
estdo demonstradas na Figura 39. Os valores de T7estao apresentados na Tabela 11.
Através dos resultados obtidos, observou-se uma diminuigdo discreta no T7 da regido
metilica de magnetolipossomas hidratados com agua de 0,47s (amostra HV(1)_NP),
em relagdo aos lipossomas-controle, HV(1). Para os magnetolipossomas hidratados

com tampéao (amostra HV(2)_NP), a diminuicdo do valor de T7 foi de 0,15 s, quando
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comparado aos lipossomas-controle, HV(2). A reducdo do ordenamento da regido hi-
drofdbica verificado nos magnetolipossomas preparados pelo método HV esta de acor-

do com os resultados obtidos pela técnica de HATR-FTIR, bem como dados da literatu-
ra: Santhosh et al (2012 e 2014).

CH, . [ CH,
e O a o—0
. R
4.0x10° B 4.0x10° o o
E/j,g SN o
o o _O—
/ O
dd d o
T 200 o & 20x10° o
c / c
»n Lo 1) [m)
P/ o}
¢ o
0.0 4 00+—F
I4 —o— HV(1) J o HV()
of o HV(1)_NP T —o— HV(2)_NP
[/ >
-2.0x10° (0 -2.0x10° g
([ r
|2 : LA T
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
Tempo (s) Tempo (s)

Figura 41: Tempo de relaxagao longitudinal (T7) dos hidrogénios da cadeia acil (regido
entre 1-2 ppm) de ASO na auséncia (quadrados abertos) e na presenca (circulos abertos) de
NPM. Magnetolipossomas, HV(1)_NP, e lipossomas, HV(1), preparados pelo método de
hidratacdo de vesiculas usando agua como solvente; magnetolipossomas, HV(2) NP, e

lipossomas, HV(2), preparados pelo método de hidratagao de vesiculas usando tampao tricina
como solvente. Razao m/m NPM: ASO de 0,002.
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Tabela 11: Valores de tempo de relaxagéo longitudinal (T7) dos hidrogénios da cadeia
acil (regido entre 1-2 ppm) para os magnetolipossomas e seus lipossomas-controle.
HV(1) HV(1). NP A HV(2) HV(2) NP A
T1(s) 1,61 1,14 0,47 1,16 1,01 0,15

Magnetolipossomas, HV(1) NP, e lipossomas, HV(1), preparados pelo método de

hidratacdo de vesiculas usando agua como solvente; magnetolipossomas, HV(2) NP, e
lipossomas, HV(2), preparados pelo método de hidratacao de vesiculas usando tampao tricina
como solvente. Razao m/m NPM: ASO de 0,002.

As informagdes sobre a regido apolar dos magnetolipossomas foram comple-
mentadas por analise calorimétrica. As curvas de DSC dos magnetolipossomas prepa-
rados pelo método de hidratagdo de vesiculas usando agua e tampao tricina como sol-
ventes (amostras HV(1)_NP e HV(2) NP, respectivamente) e seus lipossomas-controle
(HV(1) e HV(2)), estdo apresentadas na Figura 42. Em todas as curvas, foi observada
uma transi¢cao endotérmica na faixa de -30 a -18 ° C, que corresponde a faixa de tem-
peratura tipica de fosfatidilcolina insaturada, completamente hidratada. As curvas estéao
de acordo com as descritas na literatura para fosfolipidios insaturados demonstrando
uma transicdo relativamente ampla, mas bem definida (Ulrich et al., 1994; Taylor e
Morris, 1995). A partir desta transi¢cao, foram calculados os valores referentes a AH e

de Tm dos sistemas. Tais valores estao expressos na Tabela 8.

A partir dos dados obtidos, observou-se que, tanto em agua como em tampao,
0s magnetolipossomas apresentam valores discretamente reduzidos de AH e Tm em
relagdo aos lipossomas-controle. Isto indica um rearranjo molecular muito discreto na
fosfatidilcolina para um estado menos ordenado, ou seja, com maior rotagdo e mobili-
dade (Biltonen e Lichtenberg, 1993).

Salvatore e colaboradores (2016) verificaram o mesmo efeito de fluidificagdo em
membranas constituidas de DMPC e NPM de magnetita revestida com acido oleico. No

entanto, na literatura, a influéncia da NP na Tm ainda é discutida devido aos tipos de
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estabilizantes usados nas NP, bem como, diferencas de carga e tamanho das mesmas
(Ester Anstad 2011). Por exemplo, NP de Ag estabilizadas com decantiol e com tama-
nhos de 5,7 nm incorporadas em membranas zwiteribnicas (em uma razao lipidio para
NP de 73:1) nao influenciaram a Tm (Bothun, 2008). Por outro lado, NP de éxido de
ferro revestidas com acido oleico ocasionaram um aumento da Tm de lipossomas zwi-
teribnicos (Chen, Y. et al., 2010), enquanto que um decréscimo foi verificado em lipos-
somas catidnicos contendo NP de ZnS/ CdSe (Bothun et al., 2009).

Apesar destas diferencas encontradas na literatura, cabe mencionar que o efeito
de diminuicdo de Tm ocasionado pelas NPM deste trabalho estdo de acordo com o
comportamento observado via técnica de FTIR e RMN. E possivel que a interacéo veri-
ficada entre as NPM e grupos polares dos fosfolipidios seja a responsavel pela altera-
¢ao do comportamento de fase da regido apolar. Este efeito de fluidificagdo da mem-
brana também foi verificado por Bhandary e colaboradores (2011) e Roiter e colabora-
dores (2008).
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Figura 42: Ampliagdo das curvas de DSC para magnetolipossomase seus lipossomas-
controle, preparados por HV. Magnetolipossomas, HV(1)_NP, e lipossomas, HV(1), preparados
pelo método de hidratacdo de vesiculas usando agua como solvente; magnetolipossomas,
HV(2)_NP, e lipossomas, HV(2), preparados pelo método de hidratagdo de vesiculas usando

tampao tricina como solvente. Razao m/m NPM: ASO de 0,002.

Tabela 12: Valores de variagdo de entalpia (AH) e temperatura de transicao de fase
(Tm) dos magnetolipossomas e lipossomas-controle.
HV(1) HV1)_NP A HV(2) HV(2_NP A
AH (J g') 0,007 0,003 0,004 0,014 0,002 0,012
Tm (°C) -25,53 -27,32 1,79 -24,83  -26,57 1,74
Magnetolipossomas, HV(1)_NP, e lipossomas, HV(1), preparados pelo método de

hidratagdo de vesiculas usando agua como solvente; magnetolipossomas, HV(2) NP, e
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lipossomas, HV(2), preparados pelo método de hidratagao de vesiculas usando tampao tricina
como solvente. Razao m/m NPM: ASO de 0,002.

Ensaios de turbidez, a 400 nm, foram realizados para avaliar variagbes de orde-
namento e/ou tamanho dos magnetolipossomas em relagdo aos seus lipossomas-
controle. Os valores de absorbancia de tais amostras estdo apresentados na Tabela
13. O volume total de lipossomas é reciprocamente proporcional a turbidez em 400 nm
(Matsuzaki et al., 2000). Porém, os magnetolipossomas nédo apresentaram variagao de

turbidez frente aos lipossomas-controle.

Tabela 13: Valores de turbidez obtidos a 400 nm por espectroscopia UV-vis dos
magnetolipossomas e lipossomas-controle.
HV(1)  HV(1)_NP A HV(2) HV(2)_NP A
Abs (u.a.) 0,52+0,02 0,54+0,01 0,02 0,42+0,01 0,450,001 0,03

Ensaios realizados em triplicata; Magnetolipossomas, HV(1)_NP, e lipossomas, HV(1),
preparados pelo método de hidratagdo de vesiculas usando agua como solvente;
magnetolipossomas, HV(2)_NP, e lipossomas, HV(2), preparados pelo método de hidratagédo

de vesiculas usando tampao tricina como solvente. Razao m/m NPM: ASO de 0,002.

Em magnetolipossomas preparados pelo método HV as NPM parecem interagir
mais fortemente com o grupo fosfato e colina lipidicos, ordenando-os quando o sistema
foi preparado com agua. Entretanto, quando preparado com tampao, somente parece
ordenar o grupo fosfato. Nao foram observadas interagbes das NPM com a interface
lipidica de magnetolipossomas, porém a regiao hidrofébica foi afetada indiretamente e
discretamente, tornando-se mais fluida. Nesta regido, ambos os preparos em diferentes
solventes parecem influenciar da mesma forma, suportando a hipétese do efeito das
NPM na regido hidrocarboneto do magnetolipossoma ser uma consequéncia da intera-
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¢é&o com a regido polar do mesmo. Um esquema simplificado, determinado através das
comparagdes entre os dados obtidos por diferentes técnicas, da influéncia da insergcao
das NPM sobre a dinamica molecular lipidica dos magnetolipossomas preparados pelo

meétodo HV estdo apresentados na Figura 43.

HV(1)_NP HV(2)_NP
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Figura 43: Esquema simplificado do efeito das NPM dos magnetolipossomas (HV1)_NP
e HV(2) _NP) em relagao aos seus lipossomas-controle (HV(1) e HV(2)) na dindmica molecular
lipidica avaliados por diferentes técnicas instrumentais. A percentagem de incorporacado da
NPM nestes magnetolipososmas, bem como o didmetro médio <D> verificado pela técnica de
DLS logo apés o prepararo também estdo apresentados. Solventes utilizados: 1) agua e 2)

tampao tricina.

5.3.3.4 Correlagao das propriedades fisico-quimicas com a estabilidade e incor-
poragdao nos magnetolipossomas preparados pelo método de hidratacao de vesi-

culas

De uma forma geral, a insercdo de NPM nos magnetolipossomas preparados pe-
lo método HV apresentaram maiores altera¢gées da dindmica molecular nos sistemas
preparados com tampao (amostra HV(2) NP) quando comparados aos preparados em
agua. Uma maior diferenga entre cargas (variagéo de |51,8| mV quando comparados os
valores de potencial zeta obtidos para as NPM e o lipossoma-controle, ambos em tam-
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pao) pode explicar a maior 1% (ver Tabela 7, que reporta a 1% dos sistemas) verificada
no magnetolipossoma HV(2) NP. Além disso, a orientagdo da colina voltada para a
superficie da bicamada pareceu estar mais acentuada em magnetolipossomas prepa-
rados com tampao, o que deixaria a colina mais disponivel para realizar interacdes ele-
trostaticas com a NPM (de carga negativa), aumentando, assim, a 1%. Michel e Gradzi-
elski (2012) mostraram que quanto mais intensas forem as atracdes eletrostaticas entre
a membrana e a superficie da NP, maior quantidade de NP sera incorporada ou adsor-
vida na membrana. Porém, ao apresentar maior concentracdo de NPM, o magnetoli-
possoma preparado em tampao sofreu uma maior oxidagdo, como visto pelo método
de TBARS. Este aumento no percentual de peroxidacao lipidica foi causado, ndo so-
mente, pelo maior numero de NPM incorporadas nos lipossomas de ASO, mas, tam-
bém pelo aumento da fluidez destes sistemas. Os magnetolipossomas, quando em
tampdao, apresentaram uma fluidificagdo nas regides polar (visto pelas variacbes de
largura de banda do vas PO2" e os valores de T1 do grupo colina) e hidrofébica (verifica-

do pelos dados de T1 dos CH2 presentes na cadeia acil).

A diminuicado nas forcas de atracdo de Van der Waals entre as membranas vizi-
nhas devido ao uso de solventes zwiteribnicos (como a tricina) pode causar uma dimi-
nuindo do didmetro médio dos magnetolipossomas (Koerner et al., 2011). Além disso, a
reducdo do tamanho (de cerca de 65 nm) do magnetolipossoma preparado com tam-
pao, HV(2) NP, em relagao ao preparado em agua, HV(1)_NP proporcionou uma maior
curvatura da superficie dos fosfolipidios, tornando a disposicdo menos empacotada,
permitindo, assim, uma maior difusédo de radicais que aceleram a oxidac&do (Fagali e
Catala, 2009; Reis e Spickett, 2012). Quanto a estabilidade ao longo do tempo, verifi-
cada através das medidas de diametro médio, os magnetolipossomas preparados em
agua pareceram ser mais estaveis. Este comportamento dos magnetolipossomas tam-
bém pode ser devido a agcao das NPM no processo de peroxidacao nas membranas de
ASO.
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5.3.2 Caracterizagao fisico-quimica dos magnetolipossomas preparados pelo mé-

todo de evaporagao em fase reversa

5.3.2.1 Regiao polar

5.3.2.1.1 Regido Fosfato

A partir dos dados apresentados na Tabela 7, as variagdes de frequéncia e lar-
gura para a regiao polar dos magnetolipossomas em relagao aos seus controles estao

ilustradas na Figura 44.

Comparando-se o espectro de FTIR do magnetolipossoma (FRa(1)_NP, prepa-
rado usando agua como solvente e NPM adicionada juntamente com a dissolugédo do
fosfolipidio) com seu lipossomas-controle, FR(1), a frequéncia referente ao estiramento
axial do grupo fosfato lipidico (vas PO2°) para o sistema diminuiu em 3,86 cm'. O mag-
netolipossoma, preparado pelo método descrito acima, apresentou maior quantidade
de ligagdes de hidrogénio entre o grupo fosfato lipidico e a agua, aumentando o seu
grau de hidratagdo em relagdo aos seu lipossoma-controle (Lopezgarcia et al., 1993).
Em agua, a inser¢cdo de NPM no lipossoma HV(1) também ocasionou um aumento no
numero de ligagdes de hidrogénio entre a agua e o grupo fosfato lipidico. Porém, a
variagao verificada do vas POz foi mais intensa no magnetolipossoma preparado pelo
meétodo HV.

No entanto, para os demais sistemas (FRb(1) NP, FRa(2) NP e FRDb(2)_NP),
nao foram verificadas variagées quanto ao numero de ligagbes de hidrogénios do grupo
fosfato lipidico em relagdo aos respectivos lipossomas-controle, devido a adicao de
NPM, através da técnica de HATR-FTIR.
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Figura 44: Variagcbes de frequéncia e largura para a regido polar dos
magnetolipossomas em relacdo aos seus controles. Os magnetolipossomas estdo abreviados
como FRa(1)_NP, FRb(1)_NP, FRa(2) NP, FRb(2) NP, enquanto que oslipossomas-controle
por FR(1) e FR(2). Os numeros das abreviagdes indicam os solventes utilizados: (1) agua e ( 2)
tampéo tricina. A identificagdo “a” indica a adigdo da NPM juntamente com a dissolugdo do
lipidio e “b” a adicdo da NPM na etapa de hidratacao.

Para os magnetolipossomas preparados pelo método de FR hidratados com
tampao (FRa(2) NP e FRb(2)_NP) ndo foram observadas variagdes na largura de ban-
da referentes a regido polar dos lipossomas de ASO induzidas pela NPM. Ja para os
sistemas hidratados com agua (FRa(1)_NP e FRb(1)_NP) foi verificada uma discreta
diminuicdo na largura de banda do estiramento axial assimétrico do grupo fosfato (vas

PO2’) de 1 e 2 cm™, respectivamente.

Como dito anteriormente, na discussao sobre os efeitos da NPM sobre os mag-
netolipossomas preparados pelo método HV (item 5.3.1.1.1), a diminuicdo de largura
de banda de HATR-FTIR indica um aumento da ordem da membrana da regido de esti-
ramento avaliada (Toyran e Severcan, 2003; Moreno et al., 2009). Os magnetoliposso-
mas preparados pelo método de HV apresentaram uma maior variagao referentes aos
valores de largura de banda do grupo fosfato (vas PO2’) quando comparados aos valo-
res dos controles. Diante dos resultados, pode-se verificar que os magnetolipossomas
preparados pelo método HV apresentaram uma maior susceptibilidade de variagdo na
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dindmica molecular do grupo fosfato lipidico, indicando uma maior influéncia da NPM
para estes magnetolipossomas. De fato, os magnetolipossomas preparados pelo méto-
do HV apresentaram um maior 1% (cerca de 90%), quando comparados aos prepara-
dos pelo método de FR (1% cerca de 60%). Assim, a maior percentagem de NPM in-
corporada poderia estar influenciando, com maior intensidade, a dinamica de movimen-

tos desse grupo.

Com relagao a influéncia do tampéao sobre a dinamica molecular do grupo fosfato
nos magnetolipossomas preparados pelo método de FR, pode-se verificar um aumento
na largura de banda do estiramento axial assimétrico do grupo fosfato (vas PO2’) de 5
cm™' (quando comparados o magnetolipossoma FRa(2) NP com o FRa(1)_NP, siste-
mas em que a NPM foi adicionada com a dissolu¢ao do fosfolipidio e preparados com
tampdo e agua, respectivamente). O aumento nos valores de largura de banda de vas
POz indica um aumento da fluidez da membrana no magnetolipossoma em que o sol-
vente utilizado foi o tampéo (Toyran e Severcan, 2003; Moreno et al., 2009). O efeito de
fluidificacdo causado pelo tampao também foi verificado nos magnetolipossomas pre-
parados pelo método HV, porém com menor intensidade (variagdo de 2 cm™', quando
comparadas as larguras de banda referentes ao vas PO2" do magnetolipossoma HV(2) e

HV(1), preparados em agua e tampao, respectivamente.

De forma a obter mais informagdes sobre a dinAmica rotacional do grupo fosfato
dos magnetolipossomas avaliados, foram efetuadas analises de RMN de 3'P. Os es-
pectros obtidos sdo mostrados na Figura 45. Esses espectros, assim como os obtidos
pelos lipossomas preparados pelo método de HV (item 5.3.1.1.1), mostram um ombro a
campo alto e um pico isotrépico a campo baixo, tipico de fosfolipidios associados em
fase Hi, devido a presenga de fosfatidiletanolamina, um dos constituintes da ASO
(Rand et al., 1971; Higashi et al., 1987).
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Figura 45: Espectros de RMN de *'P de magnetolipossomas preparados pelo método de
evaporacgao em fase reversa (FR); Os magnetolipossomas estdo abreviados como FRa(1)_NP,
FRb(1)_NP, FRa(2)_NP, FRb(2)_NP, enquanto que os lipossomas-controle por FR(1) e FR(2).
Os numeros das abreviacdes indicam os solventes utilizados: (1) agua e ( 2) tampé&o tricina. A
identificacdo “a” indica a adicdo da NPM juntamente com a dissolugéo do lipidio e “b” a adigéo

da NPM na etapa de hidratacéao.

Os valores da largura considerando os tensores paralelos e perpendiculares re-
lativos as diferentes orientagdes do nucleo de fosforo foram obtidos para as amostras
de magnetolipossomas e seus lipossomas-controle e estéo listados na Tabela 14. Nos
magnetolipossomas em que foi utilizada agua como solvente (amostras FRa(1) NP e
FRb(1)_NP), ndo foram verificadas variagdes significativas nos valores de CSA em re-
lagdo aos lipossomas-controle. Porém para os sistemas em que foi utilizado o tampéo
tricina como solvente (amostras FRa(2)_NP e FRb(2)_NP) foi verificado um aumento
na distancia entre os tensores analisados dos espectros de RMN 3'P de 20 e 23%, res-
pectivamente, em comparagao ao lipossoma-controle (FR(2). Assim, os resultados in-

dicam que os magnetolipossomas apresentam uma restricdo de movimento do grupo
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fosfato em relacédo aos seus controles (Timoszyk et al., 2004). O efeito de ordenamento
do grupo fosfato devido a presengca de NPM também foi verificado no magnetoliposso-
ma preparado pelo método HV quando foi utilizado como solvente o tamp&o. Assim,
como visto pela técnica de HATR-FTIR, os magnetolipossomas preparados pelo méto-
do HV apresentaram uma maior susceptibilidade as mudancas orientacionais do grupo

fosfato lipidico ocasionada pela inser¢gao da NPM.

Com relagao a influéncia do tampao no preparo dos magnetolipossomas, a partir
da técnica de RMN de 3'P, nio foi possivel verificar alteragdes na conformacgao do gru-

po fosfato, as quais haviam sido verificadas pela técnica de HATR-FTIR.

5.3.2.1.2 Regiao Colina

O comportamento do grupo colina (regido de estiramento da amina, v N*(CH3)3),
dos diferentes magnetolipossomas dos sistemas preparados pelo método de FR, foi
estudado a partir da analise dos espectros de HATR-FTIR. Os resultados de variagao
de frequéncia para a regido do grupo colina, Tabela 7, ndo mostraram variagées signifi-
cativas para os magnetolipossomas preparados agua (FRa(1)_NP e FRb(1) NP) em
relacdo aos lipossomas-controle, FR(1). Porém, para os sistemas em que o tampao
tricina foi usado como solvente (FRa(2) NP e FRb(2) NP), foi verificado um aumento
no valor de frequéncia (de 3,84 cm-') em relagdo aos controles. De acordo com Wong e
Mantsch (1988) o grupo colina pode interagir com moléculas de agua através de intera-
¢bes de dipolo, Figura 46, e alteragdes nas regides de v N*(CHas)s indicam variagdes
nas interagcdes agua-colina (Wong e Mantsch, 1988). Assim, os resultados obtidos para
a regiao de banda de vibragdao do grupo amina revelam interagdes eletrostaticas entre
a NPM e a parte polar do fosfolipidio nos magnetolipossomas em que a tricina foi utili-

zada como solvente.
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Tabela 14: Valores de largura obtidos a partir dos espectros de RMN 3P dos
magnetolipossomas e lipossomas-controle preparados pelo método de evaporagdo em fase

reversa.

FR(1) FRa(1_NP A FRb(1) NP A FR(2) FRa(2_ NP A FRb(2_NP A

largura 17,84 17,78 0,06 18,89 1,05 15,56 18,67 3,11 19,11 3,55

A largura foi calculada em relacdo aos tensores paralalos e perpendiculares dos
movimentos do nucleo de fésforo. Os magnetolipossomas estdo abreviados como FRa(1)_NP,
FRb(1)_NP, FRa(2)_NP, FRb(2)_NP, enquanto que os lipossomas-controle por FR(1) e FR(2).
Os numeros das abreviacdes indicam os solventes utilizados: (1) agua e (2) tampao tricina. A
identificacao “a” indica a adicdo da NPM juntamente com a dissolugéo do lipidio e “b” a adigéo
da NPM na etapa de hidratagdo. Razdo NPM: lipidio igual a 0,002.

ord
o:> g .
+
(0 o
R ® O
Figura 46: Interagéo de moléculas de agua com o grupo colina de fosfatidilcolinas.

Para complementar os estudos realizados no grupo colina, a caracterizagao dos
magnetolipossomas e lipossomas-controle foi efetuada por RMN 'H. A Figura 47 mos-
tra a curva referente a recuperagéo do sinal de FID dos hidrogénios da colina (regido
entre 3,2-3,4 ppm) dos sistemas. A partir desta curva, os valores de T7 obtidos estéo

mostrados na Tabela 15. Em todos os magnetolipossomas preparados pelo método de
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FR, foi verificado um aumento no tempo de T; dos hidrogénios da colina em relagéo
aos seus controles. Nos magnetolipossomas em que agua foi utilizada como solvente
(FRa(1)_NP e FRb(1)_NP, onde no primeiro a NPM foi adicionada na etapa de dissolu-
¢ao do fosfolipidio e no segundo, na etapa de hidratagéo) foi verificado um aumento,
nos valores de T+, de 0,76 e 0,84 s, respectivamente, quando comparado aos valores
obtido para o lipossoma-controle FR(1). Ja para os magnetolipossomas preparados em
tampao a variagao foi menor: de 0,66 para o sistema FRa(2) NP e de 0,59 s para o
FRDb(2)_NP. As alteragcbes observadas nos valores de T7 dos hidrogénios do grupo co-
lina, para os diferentes magnetolipossomas preparados por este método, refletem uma
reducao da mobilidade molecular em relagdo aos seus lipossomas-controle(Brown,
1984; Bloom e Thewalt, 1994). A maior variagdo observada nos valores de T; para o
grupo colina nos magnetolipossomas preparados pelo método de FR em agua
(FRa(1)_NP e FRb(1)_NP) também foi verificada no magnetolipossoma preparado pelo
método HV com o mesmo solvente (amostra HV(1)_NP). Isto pode ser um reflexo da
maior diferenca entre cargas (NPM/lipossomas) e a maior 1% observada nos sistemas
em que a agua foi utilizada como solvente (ver Tabela 7), como discutido no item
5.3.3.4.

Diante dos dados obtidos, pode-se verificar que a NPM ocasionou um efeito de
ordenamento na regido polar nos magnetolipossomas preparados pelo método de FR.
Pelas medidas de HATR-FTIR uma maior interagcdo da NPM com o grupo colina foi ve-
rificada nos magnetolipossomas preparados em tampao. O efeito de fluidificacdo nos
magnetolipossomas, ocasionado pelo uso do tampao, como verificado nos magnetoli-
possomas preparados pelo método de HV, foi verificado pelo aumento da largura de
banda do estiramento do grupo fosfato. A etapa de adigdo da NPM pareceu nao influ-

enciar nos dados de dinamica dos grupos polares lipidicos.
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Figura 47: Curvas referentes a relaxacao longitudinal dos hidrogénios da colina (regiao
entre 3,2-3,4 ppm) dos magnetolipossomas e lipossomas-controle, preparados pelo método de
evaporacdo em fase reversa. A partir destas curvas os valores de T; foram obtidos. Os
magnetolipossomas estao abreviados como FRa(1)_NP, FRb(1)_NP, FRa(2) NP, FRb(2)_NP,
enquanto que os lipossomas-controle por FR(1) e FR(2). Os numeros das abreviac¢des indicam
os solventes utilizados: (1) agua e(2) tampao tricina. A identificacdo “a” indica a adicdo da NPM

juntamente com a dissolugao do lipidio e “b” a adicdo da NPM na etapa de hidratagéo.

Tabela 15: Valores de tempo de relaxagao longitudinal (T1) dos hidrogénios da colina
dos magnetolipossomas e lipossomas-controle.
FR(1) FRa(1). NP A FRb(1) NP A FR(2) FRa(2) NP A FRb(2)_NP A
Ti(s) 0,37 1,13 0,76 1,21 0,84 0,60 1,26 0,66 1,19 0,59
Os magnetolipossomas estdo abreviados como FRa(1) NP, FRb(1)_NP, FRa(2)_NP,
FRb(2) NP, enquanto que os lipossomas-controle por FR(1) e FR(2). Os numeros das

abreviacdes indicam os solventes utilizados: (1) 4gua e (2) tampéao tricina. A identificagdo “a”

indica a adicdo da NPM juntamente com a dissolugéo do lipidio e “b” a adicdo da NPM na
etapa de hidratacéao.
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5.3.2.2. Regiao de interface

As variagdes de frequéncia e largura para a regido de interface, calculados a
partir dos dados obtidos por HATR-FTIR (Tabela 7) dos magnetolipossomas em rela-

¢éo aos seus controles estdo ilustradas na Figura 48.
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Figura 48: Variagbes de frequéncia e largura para a regido de interface dos
magnetolipossomas em relagdo aos seus controles. Os magnetolipossomas estao abreviados
como FRa(1)_NP, FRb(1)_NP, FRa(2)_NP, FRb(2)_NP, enquanto que oslipossomas-controle
por FR(1) e FR(2). Os numeros das abreviagdes indicam os solventes utilizados: (1) agua e ( 2)
tampéo tricina. A identificagdo “a” indica a adigdo da NPM juntamente com a dissolugdo do
lipidio e “b” a adicdo da NPM na etapa de hidratacao.

Os magnetolipossomas apresentaram alteracdes na frequéncia referente ao esti-
ramento axial do grupo carbonila (v C=0) somente para o sistema FRa(1)_NP quando
comparados aos seus lipossomas-controle. O aumento no valor de frequéncia obser-
vado, de 3,85 cm™, indica uma diminuigdo das interagées via ligagdes de hidrogénio do
grupo carbonila lipidico (Arrondo e Goni, 1998). Porém, para os demais magnetolipos-

somas, a insercao da NPM nao provocou alteragdes na frequéncia do grupo carbonila.
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Através da analise da largura da banda referente ao grupo carbonila lipidico (v
C=0 a 1734,01 cm™") presente no fosfolipidio dos magnetolipossomas preparados pelo
método de FR (ilustrado na Figura 48) observou-se que os magnetolipossomas apre-
sentaram uma diminuigdo na largura de banda nesta regidao em relagao aos seus con-
troles. Uma maior variagao foi verificada no sistema hidratado com tamp&o FRb(2)_NP
(diminuigdo na largura de banda de 10 cm-') indicando um maior aumento da ordem da
membrana para estes sistemas (Moreno et al., 2009; Toyran e Severcan, 2003). Nos
magnetolipossomas preparados pelo método de HV, nao havia sido verificada influén-
cia das NPM na dindmica molecular da regido de interface. O menor tamanho dos
magnetolipossomas preparados pelo método de FR (como apresentado na Tabela 5),
e, por consequéncia, menores empacotamento e ordenamento dos grupos polares lipi-

dicos poderia estar facilitando uma interacdo da NPM com a regido de interface.

5.3.2.3. Regiao apolar

Assim como nos estudos de magnetolipossomas preparados por HV, a regido
apolar dos sistemas preparados por FR foram avaliados por FTIR, RMN e DSC. A partir
dos dados apresentados na Tabela 7, as variagées de frequéncia para a regido apolar

dos magnetolipossomas em relagdo aos seus controles estao ilustradas na Figura 49.

Os dados de HATR-FTIR indicaram que os magnetolipossomas preparados pelo
método FR nao apresentaram alteragdes significativas na frequéncia referente aos esti-
ramentos axiais simétricos (vs CH2) e assimétricos (vas CH2) dos metilenos da cadeia
acil lipidica em ambos os sistemas (agua e solvente), Figura 49. Assim, para as amos-
tras preparadas pelo método FR nao foi verificada influéncia da NPM sobre esta regiao

por esta técnica.
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Figura 49: Variacbes de frequéncia e largura para a regido apolar dos
magnetolipossomas em relacdo aos seus controles. Os magnetolipossomas estao abreviados
como FRa(1)_NP, FRb(1)_NP, FRa(2)_NP, FRb(2)_NP, enquanto que os lipossomas-controle
por FR(1) e FR(2). Os numeros das abrevia¢des indicam os solventes utilizados: (1) agua e (2)
tampéo tricina. A identificagdo “a” indica a adigdo da NPM juntamente com a dissolugdo do
lipidio e “b” a adicdo da NPM na etapa de hidratacao.

A ampliagao do espectro de HATR-FTIR na regido da banda de estiramento dos
metilenos do grupo acil lipidico (vs CH2 a 2854,05 cm™ e vas CH2 a 2924,09 cm™') esta
apresentada na Figura 36, bem como as variagbes calculadas entre os magnetolipos-
somas e seus controles estdo apresentados na Figura 49. Para o magnetolipossoma
FRa(1)_NP foi verificada uma diminuigdo na largura da banda de 5 cm-' em relagéo ao
lipossoma-controle, ver Figura 49. Isto indica um aumento na presenca de ligagdes
gauche no sistema, tornando esta regido hidrofébica mais ordenada. Para os demais
sistemas, nao foi verificada influéncia da NPM no ordenamento da regido do grupo acil
lipidico (Moreno et al., 2009).

As curvas referentes a intensidade do pico de RMN de hidrogénios presentes
nos metilenos da cadeia acil (1-2 ppm), dos magnetolipossomas e lipossomas-controle,
em funcao do intervalo entre pulsos de radiofrequéncia, estdo demonstradas na Figura
50. A partir destas curvas, os valores de T7 foram calculados para a regiao lipidica em

estudo e estdo apresentados na Tabela 16.
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Nos magnetolipossomas hidratados com &gua, amostras FRa(1) NP e
FRb(1)_NP, foram verificados um aumento nos valores de T; da regido metilica de
0,49¢ 0,64 s, respectivamente. Isto demonstra que os magnetolipossomas preparados
pelo método de FR apresentaram uma redugédo da mobilidade na regi&do acil, o que es-
ta de acordo com os resultados obtidos pela técnica de HATR-FTIR para a amostra
FRa(1)_NP. Para os magnetolipossomas hidratados com tampao, amostras FRa(2) NP
e FRb(2)_NP foram verificados um aumento nos valores de T; da regido metilica de
0,56 e 0,48 s, respectivamente. No entanto, para os magnetolipossomas preparados
pelo método HV, a insercdo da NPM aumentou a fluidez dos sistemas, o que pode es-
tar relacionado aos maiores tamanhos dos magnetolipossomas preparados pelo méto-
do HV.
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Figura 50: Tempo de relaxagdo longitudinal (77) dos hidrogénios do do CH. de
magnetolipossomas. Os magnetolipossomas estdo abreviados como FRa(1)_NP, FRb(1)_NP,
FRa(2)_NP, FRb(2)_NP, enquanto que os lipossomas-controle por FR(1) e FR(2). Os numeros
das abreviagdes indicam os solventes utilizados: (1) agua e (2) tampao tricina. A identificacao
“a” indica a adigdo da NPM juntamente com a dissoluc¢ao do lipidio e “b” a adigdo da NPM na

etapa de hidratagao.
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Tabela 16: Valores de tempo de relaxacao longitudinal (T7) dos hidrogénios da cadeia
acil nos magnetolipossomas e lipossomas-controle.
FR(1) FRa(1). NP A FRb(1) NP A FR(2) FRa(2) NP A FRb(2)_NP A

Ti(s) 0,46 0,95 0,49 1,10 0,64 0,6 1,16 0,56 1,08 0,48

Os magnetolipossomas preparados pelo método de evaporagao por fase reversa (FR)
estdo abreviados como FRa(1)_NP, FRb(1)_NP, FRa(2)_NP, FRb(2)_NP, enquanto que os

lipossomas-controle por FR(1) e FR(2). Os numeros das abreviagdes indicam os solventes

[T}

utilizados: (1) agua e (2) tampao tricina. A identificacdo “a” indica a adicado da NPM juntamente

com a dissolugao do lipidio e “b” a adicdo da NPM na etapa de hidratagao.

Em adicao, foram realizadas medidas calorimétricas para os magnetolipossomas
e lipossomas-controle, preparados pelo método de FR. As curvas de DSC dos magne-
tolipossomas estdo apresentadas na Figura 51 e os resultados de AH e T, obtidos a
partir destas curvas estdo expressos na Tabela 17. Os magnetolipossomas preparados
pelo método de FR apresentaram um aumento discreto nos valores de AH. O magneto-
lipossoma FRa(1) NP, em relagdo aos demais magnetolipossomas, apresentou a mai-
or variagdo (em torno de 0,05 J g') quando comparado ao seu controle, FR(1). A in-
fluéncia da NPM nos valores de T foi evidente nos magnetolipossomas preparados
com tampéo tricina (o aumento da T foi de, aproximadamente, 3°C para os magnetoli-
possomas FRa(2) NP e FRb(2) NP em relacdo aos controles. Para os magnetolipos-
somas preparados com agua (amostras FRa(1)_NP e FRb(1) NP) foi verificado um
discreto aumento nos valores de Tn,. Assim, o aumento nos valores de AH e Tm verifi-
cados para os magnetolipossomas em relagdo aos seus respectivos controles indicam
que a NPM promove um discreto rearranjo molecular na fosfatidilcolina para um estado
mais ordenado, ou seja, com menor mobilidade. Tal comportamento é sustentado com
os dados obtidos pelas analises de HATR-FTIR e RMN de 'H.
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Figura 51: Zoom das curvas de DSC para os magnetolipossomas. Os
magnetolipossomas estao abreviados como FRa(1)_NP, FRb(1)_NP, FRa(2)_NP, FRb(2)_NP,
enquanto que os lipossomas-controle por FR(1) e FR(2). Os numeros das abrevia¢des indicam
os solventes utilizados: (1) agua e (2) tampao tricina. A identificacdo “a” indica a adicéo da

NPM juntamente com a dissolugao do lipidio e “b” a adigdo da NPM na etapa de hidratagéao.

Tabela 17: Valores de variagdo de entalpia (AH) e temperatura de transicdo de fase

(Tm) obtidos a partir dos graficos de DSC dos magnetolipossomas e lipossomas-controle.
FR(1) FRa(1)_ NP A FRb(1) NP A FR(2) FRa(2) NP A FRDb(2)_ NP A

AHJg') 0,11 0,17 0,05 0,13 0,02 0,02 0,01 0,01 0,01 0,01
Tm (°C) -26,94 -26,80 0,14 26,31 0,31 -29,57 -25,96 3.61 -26,54 3,03

Os magnetolipossomas preparados pelo método de evaporagéo em fase reversa (FR)
estdo abreviados como FRa(1)_NP, FRb(1)_NP, FRa(2)_NP, FRb(2)_NP, enquanto que os
lipossomas-controle por FR(1) e FR(2). Os numeros das abreviagbes indicam os solventes

utilizados: (1) agua e (2) tampéao tricina. A identificagéo “a” indica a adicdo da NPM juntamente

com a dissolugao do lipidio e “b” a adigdo da NPM na etapa de hidratagao.
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Os valores de turbidez estdo mostrados na Tabela 18. Com relacdo a compara-
¢ao dos magnetolipossomas preparados pelo método de FR e o solvente utilizado agua
(FRa(1)_NP e FRb(1)_NP) e de seus lipossomas-controle (FR(1), ndo foram verificadas
variagdes significativas. Ja nos magnetolipossomas preparados pelo mesmo método,
mas usando tampé&o tricina como solvente (amostras FRa(2) NP e FRb(2) NP) foram
verificadas variagdes discretas, mas significativas: uma variagao nos valores de absor-
bancia de aproximadamente 0,03 e 0,04 u.a. para os magnetolipossomas FRa(2) NP e
FRDb(2)_NP, respectivamente em relagdo ao controle FR(2). A reducdo dos valores de
absorbancia observados esta relacionado a diminuicdo do tamanho médio desses sis-
temas (Matsuzaki et al., 2000) o que esta de acordo com os dados obtidos de didmetro

médio pela técnica de DLS, Tabela 5.

Tabela 18: Valores de turbidez obtidos, a 400 nm, dos magnetolipossomas e
lipossomas-controle preparados pelo método de evaporacdo em fase reversa.
FR(1) FRa(1)_NP A FRb(1) NP A FR(2) FRa@2) NP A FRb(2)_NP A

Abs
wa) 0,47 +0,01 047+001 0 047+0,01 0 045+0,01 0,42+0.01 0,03 0,41+0,01 0,04
u.a.

Ensaios realizados em triplicata. Os magnetolipossomas preparados pelo método de
evaporagado em fase reversa (FR) estdo abreviados como FRa(1)_NP, FRb(1)_NP, FRa(2)_NP,
FRb(2) NP, enquanto que os lipossomas-controle por FR(1) e FR(2). Os numeros indicam os
solventes utilizados: (1) agua e (2) tampao tricina. A identificagdo “a” indica a adicao da NPM

durante a dissolucao do lipidio e “b” a adicado da NPM na etapa de hidratagao.

Em frente aos dados obtidos pelas técnicas de HATR-FTIR, RMN, DSC e UV-vis
pode-se verificar que nos magnetolipossomas preparados pelo método FR, as NPM
parecem interagir mais fortemente com o grupo fosfato e colina lipidicos, tornando-os
mais ordenados. Quando comparados os controles entre si, FR(1) e FR(2), foi verifica-

do um desordenamento na regido polar induzido pelo tampao. Assim, pode-se verificar
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a forte interacdo da NPM com a regido polar (grupos fosfato e colina) com os magneto-
lipossomas preparados com tampao. Também foi observada interagcdo da NPM com a
interface lipidica de magnetolipossomas, em qual foi observada um ordenamento. A
regido hidrofobica lipidica foi afetada indiretamente e discretamente, tornando-se mais
ordenada. Nesta regido, ambos os preparos em diferentes solventes parecem influen-
ciar da mesma forma, suportando a hipotese do efeito das NPM na regido hidrocarbo-
neto do magnetolipossoma ser uma consequéncia da interagcdo com a regiao polar do
mesmo. Um esquema simplificado sobre o efeito da NPM nos magnetolipossomas

comparados aos seus lipossomas-controle, estdo apresentados na Figura 43.

FRa(1)_NP FRa(2)_NP
*Grau de hidratagdo
+ Fluidez + Grau de hidratago + Fluidez +Fluidez
ICI) o
o~ \ 0 /lk o~ F|>\O /lk
CH3\ /\/ CH3\+/\/ o “, (0] R
R’ + Fluidez N\ H O, R' + Fluidez
/
CHa CH;
O (@)
+ Mobilidade + Mobilidade
Plano da colina acima 1% = 69 % 1% = 69 %
do plano do fosfato <D> =270 nm <D>=223 nm
FRb(1)_NP FRb(2)_NP
+ Fluidez + Fluidez + Fluidez + Fluidez
o~ \ /lk o~ \ )k
oH, < A~ O/>/\ o, g A~ o/>/\
\ + Fluidez \ + Fluidez
/ /
CH3 CHs;
O O
+ Mobilidade + Mobilidade
Plano da colina acima 1% =59 % I%=63%
do plano do fosfato <D>=293 nm <D> =234 nm

Figura 52: Esquema simplificado do efeito da NPM nos magnetolipossomas
(FRa(1)_NP, FRb(1)_NP, FRa(2)_NP, FRb(2) NP) em relacdo aos seus lipossomas-controle
(FR(1) e FR(2)) na dinamica molecular lipidica, percentagem de incorporagdo e didmetro
médio. Solventes utilizados: 1) agua e 2) tampao tricina. A identificacdo “a” indica a adigéo da

NPM juntamente com a dissolug&o do lipidio e “b” a adigdo da NPM na etapa de hidratagao.
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5.3.3.4 Correlagao das propriedades fisico-quimicas com a estabilidade e percen-
tagem de incorporagao nos magnetolipossomas preparados pelo método de eva-

poragdo em fase reversa

Diante dos dados obtidos, pode-se verificar que a NPM ocasionou um efeito de
ordenamento na regido polar nos magnetolipossomas preparados pelo método de FR.
Pelas medidas de HATR-FTIR uma maior interagdo da NPM com o grupo colina foi ve-
rificada nos magnetolipossomas preparados em tampéao. Além disso, a orientagcéo da
colina voltada para a superficie da bicamada (verificada pelas medidas de potencial
zeta) pareceu estar mais acentuada em magnetolipossomas preparados com tampao.
A regiao de interface e apolar dos fosfolipidios dos magnetolipossomas preparados
pelo método de FR, apresentou-se mais ordenada apos insercdo da NPM, o que n&o

havia sido verificado nos preparados pelo método de HV.

O menor tamanho dos magnetolipossomas preparados pelo método de FR, e,
por consequéncia, menores empacotamento e ordenamento dos grupos polares lipidi-
cos poderia estar facilitando uma interagdao da NPM com a regides de interface e hidro-
fébicas, sugerindo que o efeito das NPM sobre essas regides ser uma consequéncia da
interagdo com a regido polar. Um efeito de reducdo de tamanho (verificado pelas medi-
das de DLS) e fluidificacao (verificada pelas técnicas de HATR-FTIR, DSC e RMN) da
membrana foi verificado nos magnetolipossomas preparados com tampao, em relagao

aos preparados em agua.

A etapa de adigdo da NPM influenciou a 1% de NPM nos magnetolipossomas,
sendo que os magnetolipossomas em que a insergdo da NPM ocorreu durante a etapa
de dissolucao do fosfolipidio, apresentaram maiores concentragdes de NPM incorpora-
da. Porém nao foram verificadas grandes influéncias da etapa de adigdo da NPM sobre
o tamanho, estabilidade e dindmica dos grupos lipidicos. Estes ultimos fatores parecem
ter sido fortemente influenciados pela utilizagao do tampao, como também havia sido
verificado pelo método de HV. Os magnetolipossomas preparados em agua apresenta-

ram um maior efeito pré-oxidante. Como mencionado anteriormente, o tamanho dos
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lipossomas exerce um efeito significativo na susceptibilidade oxidativa das membranas
(Li et al., 2000). Assim, seria esperado que os magnetolipossomas preparados em
tampao apresentassem um maior efeito pré-oxidante. Porém, pode-se perceber que a
diferenca entre os tamanhos (de, aproximadamente, 50 nm ao comparar-se os magne-
tolipossomas preparados em agua e tampao) nao foi determinante para os resultados

de atividade oxidante nos magnetolipossomas preparados pelo mesmo método: FR.

Dentre todos os magnetolipossomas avaliados neste trabalho, o0 método de FR,
bem como o uso do tampao e adicdo da NPM na etapa de dissolugcdo do fosfolipidio
(amostra denominada FRa(2)_NP) proporcionaram a obtencdo de um sistema mais
estavel, com menor variagdo de tamanho, satisfatoria 1% e menor indice de peroxida-
¢ao. Para esta amostra, em complementacdo aos estudos realizados anteriormente,
foram realizadas medidas de SAXS para estudar a morfologia dos magnetolipossomas
formados. Apds a otimizacdo do método de preparo, neste trabalho, foi realizado o en-
capsulamento de um farmaco-modelo e sua influéncia sobre a 1% de NPM, estabilidade

e dindmica molecular nos magnetolipossomas sera discutida na segao 2.

5.4. Ensaios de SAXS no sistema de magnetolipossoma mais estavel

Para a avaliacdo de parametros de rigidez, tamanho e numero das bicamadas
formadas nos magnetolipossomas FRa(2) NP, e do seus lipossomas-controle, FR(2),
foram realizadas medidas de SAXS (Figura 53). Os perfis de espalhamento foram des-
critos pelos fatores de forma P(q) e estrutura S(q), sendo este ultimo, baseado na teoria
de Caillé. Foram necessarios ajustes experimentais em fung¢ao da presenca do espa-
Ihamento difuso (Ndiuso), geralmente formado pela presenga de vesiculas n&o intera-
gentes. Portanto, a intensidade de espalhamento foi ajustada de acordo com a Equa-
cao:

(1= N5 ) P@S(@) + N 45,5 P(q)

I(q) = 5 Eq. 16
q
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A Figura 53 apresentou semelhangas nos perfis de SAXS de magnetoliposso-
mas FRa(2) NP, e lipossoma-controle, FR(2). A existéncia de vesiculas multilamelares
é facilmente evidenciada pela presenga de um pico de correlagdo ~ 0,98 nm-' sobre-
posto ao espalhamento difuso. Sabe-se que magnetolipossomas multilamelares tém
importantes aplicagbes biomédicas. Por exemplo, na area de ressonancia magnética e
segmentacgao celular, os magnetolipossomas compostos por varias lamelas destacam-

se como agentes de contraste (Meyre et al., 2011).

Através dos parametros determinados no ajuste das curvas experimentais, foram
obtidos os parametros que descrevem a flexibilidade e a estrutura das bicamadas. Na
Tabela 19, estédo representados os valores para a periodicidade lamelar (d), o parame-

tro de Caillé (n) relacionado a rigidez de flexdo da bicamada, o numero de bicamadas

(N) e a espessura da bicamada lipidica.

1000

100

I(q) (u.a)

@ RF(2)
104 © RFa(2) NP )
Modelo B

0.6 1 3
q (m™)
Figura 53: Dados experimentais de SAXS para as amostras de magnetolipossomas,
FR(2)_NP, circulos abertos, e lipossomas-controle (FR(2), circulos fechados. As linhas solidas

mostram os melhores ajustes alcangados usando-se teoria de Caillé modificada.
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Tabela 19: Valores dos parametros do modelo obtido a partir dos dados experimentais

de SAXS para o magnetolipossoma, FRa(2)_NP, e lipossoma-controle, FR(2).

d(nm) n N Espessura da bicamada (nm)
FR(2) 6,3 079 9 4,8
FRa(2) NP 64 1,25 9 4,9

Periodicidade lamelar (d); Parametro de Caillé (n); numero de bicamadas (N).

Conforme os dados apresentados da Tabela 19, pode-se verificar que os para-
metros de periodicidade lamelar, numero e espessura da bicamada lipidica apresenta-
ram valores semelhantes para magnetolipossoma e lipossoma-controle. Nappini e co-
laboradores (2016) avaliaram o encapsulamento de NPM de magnetita revestidas com
citrato em lipossomas de POPC por SAXS. Foi verificado que a presenga das NPM nao
alterou os valores de espessura da bicamada, indicando o seu encapsulamento no inte-

rior aquoso dos lipossomas (Nappini et al., 2016).

O parametro Caillé (n) na amostra de magnetolipossoma foi maior do que o valor
obtido para o lipossoma-controle. O parametro de Caillé é inversamente proporcional a
raiz quadrada da rigidez de flexdo da bicamada. Consequentemente, pode-se verificar
que a amostra de magnetolipossoma apresentou uma menor rigidez quando compara-
do ao controle (verificado pelo aumento no parametro Caillé). As diferencas na rigidez
da bicamada podem refletir na permeabilidade e estabilidade dos sistemas (Yadav et
al., 2011).
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SEGAO Il: ENCAPSULAMENTO DE QUERCETINA (FARMACO-MODELO)
NOS MAGNETOLIPOSSOMAS

Nesta segao sera discutida a influéncia da quercetina (farmaco-modelo) sobre a
estabilidade, 1% das NPM, e propriedade fisico-quimicas dos magnetolipossomas. Tal
estudo, baseou-se na insergédo da quercetina no magnetolipossoma definido, a partir da
secao 1 deste trabalho, através de parametros que correlacionaram a 1%, estabilidade

e dindamica molecular de diferentes magnetolipossomas.

O magnetolipossoma definido para o estudo foi o preparado pelo método de FR
onde o tampao foi usado como solvente e a NPM adicionada na etapa de dissolucéo do
fosfolipidio: amostra denominada FRa(2) NP). Assim, nesta parte serdo apresentados
2 sistemas: o magnetolipossoma contendo quercetina (com razdes iniciais m/m NPM:
ASO = 0,002 e quercetina: ASO = 0,0015, amostra denominada nessa se¢ao de
ML_QC); o magnetolipossoma-controle, sem a quercetina (com razdes iniciais m/m
NPM: ASO = 0,002, amostra denominada de ML).

Nesta secdo, a discussao dos resultados sera apresentada da seguinte forma:
primeiramente serdo apresentados os estudos referentes a influéncia da quercetina nos
parametros de estabilidade, 1% e propriedades fisico-quimica dos magnetolipossomas,
posteriormente serdo avaliados o efeito da quercetina sobre as propriedades magnéti-

cas e bioldgicas nestes magnetolipossomas.

5.5 Estabilidade dos magnetolipossomas contendo quercetina

A estabilidade dos magnetolipossomas de ASO contendo quercetina (ML_QC)
foi monitorada através de ensaios de DLS, TBARS e potencial zeta. Da mesma forma,

magnetolipossomas-controle (ML) foram monitorados.
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5.5.1 Medidas de diametro médio, atividade oxidante e potencial zeta dos magne-

tolipossomas contendo quercetina

A influéncia da quercetina nos valores de <D> e PDI dos magnetolipossomas de
ASO foi avaliada através de medidas por DLS e os seus valores estdo apresentados na
Tabela 20. Para o magnetolipossomas de ASO o valor de<D> foi de 145,62 nm. A in-
ser¢cao da quercetina no sistema ocasionou um aumento no valor de <D> de 63 nm,
demonstrando o seu encapsulamento.Com relagédo aos valores de PDI nao foi verifica-
do variagao significativa (p > 0,05). Assim, a inser¢ado da quercetina nos magnetolipos-

somas nao influenciou na forma de distribuicdo de tamanho das particulas.

Tabela 20: Influéncia da quercetina nos valores de didmetro médio hidrodinadmico (<D>)
e indice de polidispersao (PDI) dos magnetolipossomas de ASO.
ML_QC ML A
<D> (nm) 208,62 + 13,34 145,62 + 14,29 63 nm
PDI 0,461 £ 0,078 0,471 £0,017

Os resultados estdo descritos como média + desvio padrdao (n=3). As amostras sao:
ML_QC: lipossomas de ASO contendo NPM e quercetina (com razées iniciais m/m NPM: ASO
= 0,002 e quercetina: ASO = 0,0015); ML: lipossomas de ASO contendo NPM (com razbes
iniciais m/m NPM: ASO = 0,002);

Para determinar a influéncia da quercetina na peroxidagao, in vitro, da membra-
na causada por espécies reativas presentes na atmosfera, as amostras de magnetoli-
possomas foram submetidas ao teste de TBARS. Os resultados estdo mostrados na
Tabela 21. Para o ensaio de TBARS foram preparados mais dois lipossomas-controle,
amostras denominadas como LP_QC (lipossomas de ASO contendo quercetina, com
razdes iniciais m/m quercetina: ASO igual a 0,0015) e LP (lipossomas de ASO com
uma concentragdo de 100 mg mL".



142

Tabela 21: Valores de absorbancia relativos a peroxidacdo lipidica induzida pela

peroxidacdo basal obtidas pelo método de TBARS.

Abs (u.a.) pmol TBARS mg-'de lipidio % de peroxidagao lipidica

ML_QC 0,013 £ 0,002 0,0067 12,43
ML 0,105 + 0,008 0,0539 100
LP_QC 0,020 + 0,002 0,0103 64,78

LP 0,031 £ 0,004 0,0159 100

Os resultados estdo descritos como média + desvio padrdo (n=3). As amostras sao:
ML_QC: lipossomas de ASO contendo NPM e quercetina (com razdes iniciais m/m NPM: ASO
= 0,002 e quercetina: ASO = 0,0015); ML: lipossomas de ASO contendo NPM (com razdes
iniciais m/m NPM: ASO = 0,002); LP_QC: lipossomas de ASO contendo quercetina (com

razdes iniciais m/m quercetina: ASO = 0,0015); LP: lipossomas de ASO.

Como mostrado na Tabela 21, a quercetina incorporada nos magnetolipossomas
de ASO inibiu a peroxidagao lipidica em 8 vezes (equivalente a uma diminui¢cdo de
87,62% nos valores de absorbéancia, quando comparado ao valor obtido no magnetoli-
possomas de ASO). As NPM incorporadas nos lipossomas de ASO aumentaram a pe-
roxidagao em 3,39 vezes, quando comparados aos lipossomas puros (amostra LP).
Com este resultado, pode-se perceber que a quercetina é capaz de inibir o processo de

peroxidacgao lipidica causado pelas NPM.

Um dos mecanismos de acido antioxidante da quercetina € a quelagao de ions
metalicos, como Cu (ll) e Fe (ll), que acaba impedindo-os de participar na formacao de
radicais livres (por exemplo, *OH) (Riceevans et al., 1997; Gabrielska et al., 2006; Amic
et al., 2007). Neste caso, os anéis B (grupos 3' e 4'-hidroxilicos, grupos do catecol) e C
(grupos 3-hodroxil-4-carbonil e 5-hidroxil-4-carbonil) da molécula de quercetina sao
responsaveis pela quelagdo de metais (Tarahovsky et al., 2014). Os sitios preferidos
para quelacao sao localizados no grupo 3-hidroxil-4-carbonil, sendo que o ferro pode
produzir complexos com uma, duas ou trés moléculas de quercetina (Ren et al., 2008).
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A Figura 54 ilustra uma proposta da ag&o antioxidante da quercetina nos magne-
tolipossomas via eliminagao de radicais livres juntamente com a quelacao dos ions fér-
ricos da NPM. Gabrielska e colaboradores (2006) mostraram que a quercetina reduziu
a acao prooxidante de compostos organometalicos em membranas de lipossomas de
fosfatidilcolina irradiadas com ultravioleta a 253,7 nm (Gabrielska et al., 2006). A quer-
cetina em uma concentragdo de 5 pmol L' foi capaz de reduzir a peroxidagao lipidica
em 50% das membranas quando irradiadas durante 10 minutos. Além disso, a forma-
¢ao de complexos da quercetina com trifenitilcloreto ((CeHs)sSnCl) aumentou para 65%

sua atividade antioxidante (Gabrielska et al., 2006).

Assim, a partir dos resultados apresentados na Tabela 21, pode-se supor que a
interacao entre a quercetina e a NPM apresenta um papel importante na estabilidade
dos sistemas ML_QC. A quercetina incorporada nos lipossomas de ASO inibiu a pero-
xidagado em 1,55 vezes (equivalente a uma diminuigdo de 35,48% nos valores de ab-
sorbancia, quando comparado ao valor obtido nos lipossomas de ASO), Tabela 21. Os
resultados obtidos indicam que, na concentracédo avaliada, a quercetina apresenta uma
atividade antioxidante, contra o dano, in vitro, induzido pela peroxidagao basal em li-

possomas de ASO.

Como mencionado anteriormente, os mecanismos de acao antioxidante da quer-
cetina incluem: a eliminagao direta dos radicais livres reativos, a quelagéo dos ions me-
talicos envolvidos na formagao de radicais livres, a inibicdo das enzimas envolvidas na
producao de radicais livres e a regeneragao de antioxidantes ligados a membrana co-
mo o a-tocoferol (Riceevans et al., 1996; Amic et al., 2007). Além disso, foi verificado
um aumento da atividade antioxidante da quercetina nos magnetolipossomas de ASO
(amostra ML) em comparagdo a sua inser¢géo nos lipossomas de ASO (sistemas LP).
Ou seja, a quercetina incorporada nos magnetolipossomas de ASO inibiu a peroxida-
cao lipidica em 8 vezes, enquanto que, quando incorporada em lipossomas de ASO
essa reducao foi de apenas 1,55 vezes.
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A eficiéncia de protecdo € dependente de fatores, como, a estrutura molecular
do complexo, a capacidade dos respectivos compostos para eliminar os radicais livres
e a localizagdo do antioxidante na membrana (Gabrielska et al., 2006). Além disso, a
eficacia de determinados compostos fendlicos como antioxidantes também pode ser
influenciada pelo seu grau de incorporagao, uniformidade de distribuicdo e orientagéo
na bicamada lipidica (Serbinova et al., 1991). Ao ocasionar um maior grau de ordem e
rigidez a membrana, os flavonoides podem reduzir a mobilidade dos radicais livres na
bicamada lipidica (Arora et al., 2000). Consequentemente, a diminui¢ao da fluidez da
membrana resulta na inibicdo da peroxidacao lipidica devido a um abrandamento das
reacoes dos radicais livres. A formagao de complexos que ocasionaram o enrijecimento
da bicamada lipossomal também aumentaram a acao antioxidante frente a peroxidacao
lipidica (Gabrielska et al., 2006).
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Figura 54: Esquema ilustrativo da agao antioxidante da quercetina através da formagéao

de complexos entre quercetina-Fe quando encapsulados em magnetolipossomas (ML_QC).

Os valores de potencial zeta obtidos para os magnetolipossomas de ASO na au-
séncia e na presenca da quercetina estdo apresentados na Tabela 22. O valor de po-
tencial zeta para o magnetolipossoma foi -71,5 mV, sugerindo a obtengdo de uma sus-
pensao estavel (Wongsagonsup et al., 2005; Bolfarini et al., 2012; Hadrich et al., 2016).
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A quercetina nos magnetolipossomas promoveu um aumento no valor de 3,0 mV, indi-
cando um redirecionamento do plano do grupo colina para acima do plano do grupo
fosfato, Figura 55 (Fatouros e Antimisiaris, 2002). E possivel que a reorientacdo da co-
lina e a mudanga de potencial zeta relacionada com valores mais positivos possam ser
consequéncia da interagdo entre as hidroxilas do flavonoide e o grupo do fosfato lipidi-
co (Pawlikowska-Pawlega et al., 2014).

Tabela 22: Influéncia da quercetina nos valores de potencial zeta.
ML_QC ML A
Potencial zeta (mV) -685+1,72 -71,5+1,33 3,0

Os valores estao apresentados como média + desvio padrao (n = 3). Magnetolipossoma
(ML) e magnetolipossoma contendo quercetina (ML_QC).

Potencia zetj
+ positivo

inser¢do da quercetina

ML ML_QC

Figura 55: llustracdo da orientacdo do plano do grupo colina para acima do plano do
grupo fosfato em relagdo ao plano da bicamada lipidica dos fosfolipidios ocasionado pela

quercetina. Magnetolipossoma (ML) e magnetolipossoma contendo quercetina (ML_QC).
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5.6 Percentagem de incorporagao das nanoparticulas magnéticas nos magnetoli-

possomas contendo quercetina (farmaco-modelo)

Os magnetolipossomas puros (amostra denominada ML, considerada a partir de
agora como controle) e contendo quercetina (amostra denominada ML_QC) foram pre-
parados pela modificacdo do método de FR descrito anteriormente na secao 4.2.3. Os
sistemas preparados foram centrifugados (para separagdo das NPM n&o incorporadas).
Assim, como observado na sec¢ao 1 deste trabalho, foram formadas duas fases distin-
tas relacionadas com a precipitagdo das NPM nao incorporadas (fase com precipitado
escuro, fase 1) e aos magnetolipossomas formados (um sobrenadante de coloragao
marrom claro, fase 2) (Floris et al., 2014). A 1% das NPM nos magnetolipossomas foi
determinada através da determinacdo da concentracdo de ferro presente no sistema
através da técnica de HR-CS FAAS, apés MW-AD. Os resultados da 1%, bem como os

resultados da concentragao de ferro, sdo apresentados na Tabela 23.

Tabela 23: Determinagéo da concentragao de NPM e percentagem de incorporagao, 1%,
nas amostras de magnetolipossomas puros (ML) e contendo quercetina (ML_QC), através da
técnicade espectrometria de absorcao atdbmica de alta resolucdo com fonte continua com
atomizagéo em chama (HR-CR FAAS).

Parametro HR-CS FAAS

ML_QC [NPM], mg mL" 0,101 £ 0,001
1% 50

ML [NPM], mg mL-" 0,116 + 0,006
1% 58

Os resultados estao expressos como média + desvio padrdao, n = 2. O preparo de

amostra baseou-se na a digestéo acida assistida por micro-ondas (MW-AD)

Aproximadamente 0,101 mg mL-' de NPM foram incorporadas no magnetolipos-
soma, equivalente a uma 1% de 50%. Os valores de concentracdo de NPM mostraram

boa precisdo, com recuperagédo de 103%, com RSD menor que 9% e LOD de 0,025 mg
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mL-'. Em estudos envolvendo magnetolipossomas contendo fosfatidilcolina de soja, a
% de NPM de magnetita foi de 78,10% + 0,24 (Gharib et al., 2014). A 1% de NPM de
ferro em magnetolipossomas termosensiveis a base de metotrexato modificado (em
uma razado de NPM: lipidio = 0,33 m/m), preparado pelo método de HV, foi de 87,6 +
1,83% (Guo et al., 2017). O tipo de concentracgédo lipidica, pH e forga idnica do tampao,
carga de superficie, método de preparado, numero de ciclos de congelamento-
descongelamento e o tempo de cada ciclo sédo fatores conhecidos por afetarem a 1%
(Shariat et al., 2014).

O método utilizado neste trabalho para o preparo dos magnetolipossomas con-
tendo quercetina, como descrito na sec¢ao 4.2.3, foi o0 método de FR. Este método é
conhecido por encapsular uma grande quantidade de substancias hidrofilicas
(Akbarzadeh et al., 2013). Porém a 1% encontrada neste trabalho foi inferior ao citado
na literatura. A diferenca entre os resultados experimentais com os dados reportados
da literatura podem dever-se ao tipo de lipidio, bem como o tipo de método de preparo
utilizado (Lichtenberg e Barenholz, 1988).Além disso, a inser¢do da quercetina no
magnetolipossomas reduziu a 1% de ferro em torno de 15%, indicando uma competi¢cao
entre o flavonoide e as NPM pela mesma regido. A redugéo de 1% foi mencionada por
Hardiansyah e colaboradores (2014). Os autores compararam a 1% de doxorrubicina
em lipossomas e magnetolipossomas a base de DSPC. A 1% da doxorrubicina foi 22,1
e 15,5% nos lipossomas e magnetolipossomas, respectivamente (Hardiansyah et al.,
2014).

5.7 Eficiéncia de encapsulamento da quercetina (farmaco-modelo) nos magneto-

lipossomas

A quantificagdo da concentragdo de quercetina incorporada nos magnetolipos-
somas foi determinada por espectroscopia UV-vis a 367 nm. Experimentos controle

foram realizados em magnetolipossomas puros, na auséncia da quercetina. Os resulta-
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dos de EEq%, bem como os resultados da concentragdo de quercetina (em mg mL™")
verificado nos magnetolipossomas contendo quercetina (amostra ML_QC) estao apre-

sentados na Tabela 24.

Tabela 24: Determinagdo da concentracdo e do percentual de eficiéncia de
encapsulamento (EEq%) de quercetina, nas amostras de magnetolipossomas, através da

técnica de espectroscopia UV-vis.

Parametro UV-vis
ML_QC [quercetina], mg mL-'  0,0088 + 0,001
EEq% 56,05

Os resultados estao expressos como média £ desvio padréo, n = 3.

Com a finalidade de verificar e quantificar o conteudo total de quercetina que ha-
via sido adicionado nos magnetolipossomas de ASO, antes da etapa de centrifugacao
(que foi realizada para retirar a parte de quercetina ndo encapsulada), a determinagao
da concentracido de quercetina por UV-vis também foi realizada. Assim, na amostra de
magnetolipossomas contendo quercetina (sem passar pela etapa de centrifugacao),
ML_QC, a concentragdo de quercetina encontrada foi de 0,0157 + 0,001mg mL-'. Esse

valor foi utilizado para determinar a EEq%, como mencionado na sec¢ao 4.4.

A configuragao planar da quercetina que facilita sua intercalagéo entre as molé-
culas de fosfolipidios explica a sua alta afinidade com lipossomas (Van Dijk et al.,
2000). Lipossomas preparados com uma mistura de fosfatidilcolina de ovo, colesterol e
quercetina em uma propor¢cao molar de 1:1:2 apresentaram uma EEq% entre 62 - 81%
(Priprem et al., 2008). Em outros trabalhos, a quercetina quando inserida em liposso-
mas constituidos de lecitina de soja preparados pelo método de emulsificagdo apresen-
tou uma EEq% de 69,42% (Gang et al., 2012), o que ¢é similar aos resultados deste tra-
balho.
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5.8 Caracterizagcao dos magnetolipossomas contendo quercetina (farmaco-

modelo)

Neste capitulo, a influéncia da quercetina na dindamica molecular das membra-
nas lipidicas dos magnetolipossomas foi avaliada. Como mencionado anteriormente, a
localizagdo da quercetina, bem como sua influéncia sobre as propriedades fisico-
quimicas dos magnetolipossomas de ASO (concentragao inicial de NPM igual a 0,2 mg
mL-", equivalente a proporgédo inicial de NPM:ASO de 0,002 (m/m)), e concentragdo
inicial de quercetina igual a 0,15 mg mL-", equivalente a proporgao inicial de quercetina:
ASO de 0,0015 (m/m)), foram investigadas pelas seguintes técnicas instrumentais:
HATR-FTIR, RMN 3'P, RMN 3'H, DSC e UV-vis.

Para o estudo da influéncia da quercetina na dindmica de regides especificas do
lipidio, através do estudo dos seus movimentos vibracionais, foram obtidos espectros
de HATR-FTIR do magnetolipossomas puro e contendo quercetina, como mostra a Fi-

gura 56.

A influéncia da quercetina nos valores de frequéncia e largura de banda referen-
tes as regides polar, interfacial e hidrofébica dos magnetolipossomas de ASO, estédo
apresentadas na Tabela 25. Tais resultados serdo complementados a partir das anali-
ses realizadas com as outras técnicas instrumentais citadas anteriormente, de acordo

com a regido lipidica estudada.
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Figura 56: Espectros de HATR-FTIR e suas ampliagdes: Magnetolipossomas de ASO:
puro (ML) e contendo quercetina (ML_QC). Raz&o de NPM: ASO de 0,002 (m/m) e quercetina:
ASO de 0,0015 (m/m).

Tabela 25: Valores de frequéncia e largura de banda e suas variagbes (A) encontradas
no espectro de HATR-FTIR para picos de grupos especificos do fosfolipidio presente nos

magnetolipossomas puros (ML) e contendo quercetina (ML_QC).

ML_QC ML A ML_QC ML A
Frequéncia (cm") Largura a 75% da altura do pico (cm')
vas CH2 2924,72 2924,09 - 6,44 6,44 -
vs CH2 2852,72 2852,72 - 6,44 6,44 -
v C=0 1734,01 1734,01 - 10,00 6,44 3,56
vas PO2~ 1219,01 1219,01 - 11,67 11,11 0,56
vas N*(CHs)s 972,12 972,12 - - - -

Razao de NPM: ASO de 0,002 (m/m) e quercetina: ASO de 0,0015 (m/m).
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5.8.1 Interagao da quercetina com a regiao polar dos magnetolipossomas

Como pode ser observado na Tabela 25, comparando-se o espectro de magne-
tolipossomas de ASO puro (ML) com o espectro de magnetolipossomas na presenca
de quercetina (ML_QC), ndo houve variagdo na frequéncia referente ao estiramento
axial do grupo fosfato (vas PO27) lipidico. Para esse sistema, através da técnica de
HATR-FTIR, os resultados obtidos indicam que a quercetina nao influenciou no numero
de ligagdes de hidrogénio entre o grupo fosfato lipidico e a agua (Lopezgarcia et al.,
1993).

A Figura 56 apresenta uma ampliagdo do espectro de HATR-FTIR da regido de
banda do estiramento axial assimétrico do grupo fosfato (vas PO27). Os resultados cal-
culados para variagdo da largura nessa regido sdo apresentados na Tabela 25. Através
dos resultados, nao foi verificada influéncia significativa da quercetina nos valores de
largura da banda, referente ao estiramento axial assimétrico do grupo fosfato, indican-

do que a quercetina nao influencia na fluidez da membrana nesta regiao.

Em adicdo, ensaio de RMN de 3'P foram realizados, para a obtencéo de infor-
macgodes sobre o efeito da quercetina na dindmica rotacional do grupo fosfato. Os es-
pectros obtidos sdo mostrados na Figura 57. Os espectros obtidos apresentaram a
mesma forma dos magnetolipossomas estudados na sec¢ao | deste trabalho: associa-
céo em fase Hi (Rand et al., 1971; Higashi et al., 1987). Em adi¢do, a inser¢ao da
quercetina n&o ocasionou alteragdo da fase Hi dos magnetolipossomas. Sabe-se que
os complexos de flavonoides e metais podem influenciar o comportamento da fase de
fosfatidiletanolamina, como a transicao de bicamadas para Hi de palmitoiloleoilfosfatidi-
letanolamina depois de interagir com o complexo quercetina-ferro (20 umol L' de quer-
cetina para 10 umol L' de NPM) (Kim et al., 2013). E possivel que, neste trabalho a
concentracdo de NPM nao tenha sido suficiente para realizar uma transicdo de fase
dos ML.
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Figura 57: Espectros de RMN de 3'P de magnetolipossomas de ASO puros (ML) e na
presenca de quercetina (ML_QC).

Os valores da largura do pico, obtido a partir da equagao de Seelig, Equacéo 9,
foram obtidos para as amostras e estao listados na Tabela 26. A adicao da quercetina
ocasionou um aumento da largura do pico de equivalente a 9,4%. Assim, o resultado
indica que a quercetina induz uma diminuigdo da liberdade de movimento do grupo fos-
fato dos magnetolipossomas de ASO (Timoszyk et al., 2004).Estudos sobre a interacéo
entre apigenina e membranas de DPPC associam um efeito de rigidez na cabeca polar
lipidica induzida por flavonoides através da formacao de ligagcdes de hidrogénio
(Pawlikowska-Pawlega et al., 2013). Assim, na auséncia de ligagdes de hidrogénio en-
tre quercetina-fosfato em ML_QC, o efeito de ordenamento na regido do grupo fosfato
pode ser devido a uma interagao fisica entre NPM e o flavonoide (complexo quercetina-
ferro) (Kim et al., 2013).
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Tabela 26: Influéncia da quercetina nos magnetolipossomasde ASO nos valores de

largura obtidos a partir dos espectros de RMN *'P.

MLQC ML A

largura (ppm) 18,14 16,58 1,56

A largura foi medida em relagdo aos tensores paralalos e perpendiculares dos

movimentos do nucleo de fésforo obtidos no espectros de RMN *'P,

O comportamento do grupo colina foi estudado a partir da analise dos espectros
de HATR-FTIR, vas N*(CHs)s, Tabela 25. Os resultados obtidos mostraram que a quer-
cetina ndo induziu, significativamente, alteragdes nas intera¢des dipolares entre o gru-

po colina e o grupo fosfato do fosfolipidio vizinho (Moreno et al., 2009).

Para complementar os estudos realizados sobre a influéncia da quercetina no
grupo colina foram realizados estudos de RMN de'H. A Figura 58 mostra a curva refe-
rente do sinal de FID apos pulsos de inversao e recuperagao nos magnetolipossomas.
Os valores de T7 obtidos estdo mostrados na Tabela 27. A insercao da quercetina au-
mentou o T7 em torno de 20%: de 1,58 s (verificado no sistema ML) para 1,86 s (verifi-
cado no ML_QC). Assim, as alteracbes observadas nos valores de T, obtidas para a
regido do grupo colina, refletem variagdes nos movimentos deste grupo, indicando uma
reducao da mobilidade molecular induzida pela quercetina (Brown, 1984; Bloom e
Thewalt, 1994). Em trabalho divulgado por Pawlikowska-Pawlega (2014) e colaborado-
res foi verificado que a insercdo de quercetina em lipossomas de DPPC também ocasi-

onou um ordenamento na parte polar do fosfolipidio.
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Figura 58: Curvas referentes a relaxacado longitudinal dos hidrogénios da colina (-
N*(CHas)s, regido entre 3,2-3,4 ppm no espectro de RMN 'H) em magnetolipossomas de ASO

na auséncia (ML, quadrados) e na presenca de quercetina (ML_QC, circulos).

Tabela 27: Influéncia da quercetina nos valores de tempo de relaxac&o longitudinal (77)
dos hidrogénios da colina, N*(CHzs)s, regidao entre 3,2-3,4 ppm nos magnetolipossomas.
MLQC ML A
Ti(s) 1,86 1,58 0,28

5.8.2 Interagao da quercetina com a regiao de interface dos magnetolipossomas

Os dados de HATR-FTIR, Tabela 25, indicaram que a presencga da quercetina
nao provocou alteragdes na frequéncia referente ao estiramento axial do grupo carboni-
la (v C=0). A ampliagao do espectro de HATR-FTIR na regido do estiramento axial do
grupo carbonila (1734,01 cm-') presente no fosfolipidio, esta apresentada na Figura 56.
Através da analise da largura da banda referente ao grupo carbonila lipidico, observou-
se que a presenca da quercetina provocou um aumento de 3,56 cm™' na largura de
banda nesta regido. Este aumento indica que a inser¢do da quercetina ocasionou um
aumento na fluidez da membrana para estes sistemas na regido de interface. A con-

formacgao planar assumida pela quercetina, bem como, sua interagao via ligagdes de
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hidrogénio entre seus préprios grupos hidroxilicos e os grupos polares no segmento C-
O-P-O-C dos fosfolipidios podem ser responsaveis pela modificagcdo do grau de orde-
namento da bicamada lipidica (Saija, Scalese, et al., 1995; Pawlikowska-Pawlega et al.,
2014).

5.8.3 Interagao da quercetina com a regiao apolar dos magnetolipossomas

A ampliacao do espectro de HATR-FTIR na regidao da banda do estiramento as-
simétrico e simétrico dos metilenos do grupo acil lipidico (vas CHz2 e vas CH2, respecti-
vamente) e os valores de frequéncia para os sistemas de magnetolipossomas puros e
contendo quercetina estdo apresentados na Figura 56 e Tabela 23. O encapsulamento
da quercetina ndo provocou alteragdes na frequéncia para esta regiao, indicando que a
presenca da quercetina nao alterou o numero de ligagdes gauche no sistema lipidico
(Moreno et al., 2009).

A fim de obter maiores informacdes sobre a influéncia da quercetina na dinadmica
lipidica da regiao acil de lipossomas de ASO, foram realizadas medidas de Ty, a partir
de RMN de "H. As curvas referentes a intensidade do pico de RMN de hidrogénios pre-
sentes nos metilenos da cadeia acil (1-2 ppm), com e sem quercetina, ao tempo de in-

tervalo entre pulsos de radiofrequéncia estdo demonstradas na Figura 59.
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Figura 59: Curvas referentes a relaxagao longitudinal dos hidrogénios dos metilenos da
cadeia acil (CHa, regido entre 1-2 ppm no espectro de RMN 'H) em magnetolipossomas de

ASO na auséncia (ML, quadrados) e na presenga de quercetina (ML_QC, circulos).

A partir destas curvas, os valores de Tsforam calculados para a regido lipidica
em estudo e estdo apresentados na Tabela 28. Para o magnetolipossomas de ASO o
valor de T7 obtido foi de 1,46 s, ja a inser¢cdo da quercetina nos magnetolipossomas de
ASO, o valor de T foi de 0,48 s. Esse decréscimo no valor de T (de 0,98 s) indica que

a insergao da quercetina aumentou a mobilidade na regido acil.

Tabela 28: Influéncia da quercetina nos valores de tempo de relaxagéo longitudinal (T7)
dos hidrogénios da cadeia acil (CH., regido entre 1-2 ppm no espectro de RMN 'H) nos

magnetolipossomas de ASO.

ML QC ML A

T1(s) 0,48 1,46 0,98

Em adicao, para a compreensao sobre o efeito da quercetina na regido apolar

dos magnetolipossomas de ASO foram realizados ensaios de DSC. As curvas obtidas
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para os magnetolipossomas de ASO puro e na presenga de quercetina, bem como os
valores de AH e de Tm, estdo apresentados na Figura 60 e Tabela 29. Os resultados
mostraram que a adicdo da quercetina nos magnetolipossomas de ASO ocasionou
uma diminuigdo nos valores de AH (0,1267 J g') e de Tm (3,66 °C). Os resultados indi-
cam que a quercetina promoveu um rearranjo molecular na fosfatidilcolina para um es-

tado menos ordenado, ou seja, com maior mobilidade.

Gunther e colaboradores (2015) verificaram que a presencga de quercetina em li-
possomas de DPPC ocasionou a fluidificagdo da membrana (Gunther et al., 2015). Este
efeito fluidificante pode ser devido a introdu¢cdo de moléculas de quercetina na estrutu-
ra ordenada da bicamada lipidica que atua como um espacador, em tal estrutura, cau-
sando uma desestabilizagcdo do mosaico lipidico, e por consequéncia, uma diminuigao
na Tm(Saija, Bonina, et al., 1995). A interacdo de moléculas de quercetina com a inter-
face lipidica ocasiona uma modificagdo estrutural das cadeias acil (inclinagdo) perto da
regido de interface (Movileanu et al., 2000). Esse resultado também foi sustentado pe-

las analises de RMN 'H.
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Figura 60: Curvas de DSC dos magnetolipossomas de ASO na auséncia (ML) e na

presencga de quercetina (ML_QC).
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Tabela 29: Influéncia da quercetina nos valores de variacdo de entalpia (AH) e
temperatura de transigcéo de fase (T») nos magnetolipossomas de ASO.
ML_QC ML A
AHJg') 0,1562 0,2829 0,1267
Tm(°C) -30,59 -26,93 3,66

A influéncia global da quercetina (razdo quercetina/ASO (m/m) igual a 0,0015)
nos magnetolipossomas de ASO foi monitorada através de ensaios de turbidez a 400
nm, Tabela 30. A adigdo da quercetina nos magnetolipossomas de ASO ocasionou um
aumento nos valores de absorbancia de 0,064 u.a. Assim, o aumento dos valores de
absorbancia esta relacionado ao aumento do tamanho meédio desses sistemas
(Matsuzaki et al., 2000). Conforme as medidas de DLS, a inser¢do da quercetina no
sistema ocasionou um aumento no valor de <D> de 63 nm, o que esta de acordo com

os dados de turbidez obtidos.

Tabela 30: Influéncia da quercetina nos valores de turbidez, medida a 400 nm, nos

magnetolipossomas de ASO.

ML_QC ML A
Abs (u.a.) 0,613 +0,003 0,549 + 0,003 0,064

Os ensaios foram realizados em ftriplicata.

Em resumo, a inserg¢do da quercetina nos magnetolipossomas reduziu a 1% das
NPM de maghemita em 11%, mostrando uma competi¢ao entre o flavonoide e as NPM
em uma regiao especifica do sistema. A peroxidacao lipidica dos magnetolipossomas
foi prevenida 8 vezes pela presenga da quercetina. Os resultados de RMN de 3'P e 'H
mostraram que a quercetina ndo alterou o estado da fase do sistema hexagonal inverti-

do, mas diminui a mobilidade da parte polar lipidica. O flavonoide também pareceu ori-
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entar o grupo de colina acima do plano fosfato da membrana, conforme indicado pelos

valores do sistema de potencial zeta.

As respostas de FTIR, RMN e DSC mostraram que a quercetina desordenou as
regides de interface e hidrofébicas dos magnetolipossomas. A quercetina, pareceu es-
tar localizada na regido de interface dos magnetolipossomas, diminuindo a comunica-
cao intermolecular lipidica nas regides de interface e hidrofébicas. Um esquema simpli-
ficado, determinado através das comparagdes entre os dados obtidos por diferentes
técnicas dos magnetolipossomas contendo quercetina aos magnetolipossomas puros,

esta apresentados na Figura 43.

ML_QC

Plano da colina acima 1% nevy =43 %
do plano do fosfato <D> =208 nm

Figura 61: Esquema simplificado do efeito da QC nos magnetolipossomas (sistema
ML_QC) em relagdo aos seus controle (ML) na dindmica molecular lipidica avaliados por
diferentes técnicas instrumentais. A percentagem de incorporagdo da NPM nestes
magnetolipososmas, bem como o didmetro médio <D> verificado pela técnica de DLS logo

apos o prepararo também estdo apresentados.

5.9Estudos de magnetizacao das nanoparticulas magnéticas e magnetoliposso-

mas

A curva de magnetizagdo mostrada na Figura 62 exibe o comportamento magné-
tico das NPM puras. As NPM apresentaram Hc de 111 Oe, Ms de 63,3 emu g' e M, de
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15,1 emu g'. Esses resultados estdo proximos com valores citados na literatura
(Wahajuddin e Arora, 2012; Kucheryavy et al., 2013; Cao et al., 2016).
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Figura 62: Curva de magnetizacdo da NPM em p6 a temperatura ambiente.

A temperatura ambiente, as NPM de maghemita apresentaram fator de quadra-
tura de 0,25, indicativo de material ferrimagnético (Buschow 2005). Em materiais ferri-
magnéticos os atomos possuem momentos de dipolo permanentes que interagem entre
si, causando alinhamento antiparalelo e desigual, e na presenga de um campo magneé-
tico externo alinham-se na direcdo e sentido do campo aplicado sendo assim atraidos
por campos magnéticos (Callister Jr., 2012). Era esperado que as NPM apresentassem
comportamento superparamagnético. Entretanto, para apresentarem tal comportamen-
to as NPM necessitam ter um tamanho menor que 20 nm (Ajroudi et al., 2014) e o valor
de tamanho encontrado através da técnica de difragcao de raios X para as NPM utiliza-

das neste trabalho, foi de 35,5 nm.

A curva de magnetizacdo mostrada na Figura 63exibe o comportamento magné-
tico dos magnetolipossomas. Em comparagao a NPM na forma livre, os magnetolipos-
somas puros apresentaram menor valor de magnetizagao de saturagéo em 5,5 emu g'.

Como relatado em outros trabalhos, a incorporacdo de NPM em sistemas lipossomais
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deve ocasionar uma diminuigdo nos valores de magnetizagdo de saturagcdo (Rodrigues
etal., 2017).
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Figura 63: Curva de magnetizacdo das amostras de magnetolipossomas: puros (ML) e
contendo quercetina (ML_QC) a 37 °C.

Os ciclos de histerese magnética dos magnetolipossomas exibem comportamen-
to magnético tipico de material superparamagnético, ou seja, na aplicagdo de um cam-
po magnético externo, as NPM tornam-se magnetizadas até sua Ms e, na remogao do
campo magnético, ndo apresentam mais nenhuma interacdo magnética residual (Callis-
ter Jr., 2012). As amostras ndo apresentaram M,, indicando que a incorporagao em li-
possomas favorece o comportamento superparamagnético das NPM de maghemita.
Assim, a produgdo de magnetolipossomas de ASO pelo método de FR é um preparo
simples e que gera um sistema estavel, com propriedade de superparamagnetismo, o
que pode viabilizar o uso do magnetolipossoma como sistema carreador, ou de libera-

¢ao prolongada de farmaco.

A curva de magnetizagdo do magnetolipossoma contendo quercetina (amostra
ML_QC) esta mostrada na Figura 63. Esta curva apresenta um comportamento tipico

de material superparamagnético. O valor de Ms encontrado para os magnetolipossoma
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contendo quercetina foi de 52,5 emu g'. A insergdo da quercetina ocasionou uma pe-

quena diminuigdo nos valores da Ms (1,2 emu g).

A presencga de polimeros, moléculas organicas ou surfactante na superficie de
NPM pode diminuir a Ms devido a um aumento da constante de energia de anisotropia
magnética e da supressdao dos momentos magnéticos de superficie (Berkowitz et al.,
1980; Dresco et al., 1999). Neste contexto, a Msfoi 2,2% menor para a amostra ML_QC
do que para a amostra ML que pode ser devido a adigdo de moléculas de quercetina
que também podem interagir com a superficie das NPM e diminuir um pouco mais a
magnetizagdo. Além disso, os valores de Ms encontrados para os magnetolipossomas
puros e contendo quercetina permaneceram em uma regido de campo sensivel a ex-
posicdo de imas externos (por exemplo, imas de neodimio) tornando-os promissores

para aplicacdo em terapias antitumorais (Ding et al., 2012).

5.10. Ensaio Biolégico: MTT

Visto que a peroxidacéo lipidica (dados descritos no item 5.6) também esta rela-
cionada com o processo de tumorigénese e com alteragdes nas propriedades fisico-
quimicas da membrana (item 5.7), procurou-se obter mais informagdes sobre uma pos-
sivel relagao entre os efeitos antioxidantes e antitumorais observados na quercetina, e
sua influéncia na dinamica molecular das membranas de magnetolipossomas. Os re-

sultados referentes ao estudo de atividade antitumoral estao descritos a seguir.

Para determinar o efeito dos magnetolipossomas contendo quercetina sobre a
viabilidade celular das linhagens de glioma C6, estas foram expostas a magnetolipos-
somas puros e contendo quercetina durante 24h. Controles contendo NPM (dispersas
em tampao, em uma concentragdo de 0,2 mg mL™"), lipossomas-controle puros (amos-
tra LP, contendo somente ASO em uma concentragdo de 100 mg mL') e contendo

quercetina (amostra LP_QC, contendo quercetina em uma proporgao de quercetina:
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ASO igual a 0,0015, m/m) também foram analisados. No final da incubacéo, foi realiza-

do o ensaio MTT, como descrito na secéo 4.8.

Como mostrado na Figura 64, a exposigao das células de glioma C6 a magneto-
lipossomas de ASO contendo quercetina na concentragdo de 50 umol L, resultou em
uma reducgédo da viabilidade celular em 44,93%. Comparado com a atividade do magne-
tolipossoma, que reduziu a viabilidade em 33,88%, ML_QC foi 11% mais eficiente so-
bre as células C6. Além disso, ML_QC e ML foram, respectivamente,16% e 5% mais
eficientes que o controle contendo NPM. O sistema LP_QC foi 12% mais ativo sobre as
células C6 do que o controle LP (ambos reduziram a viabilidade celular em 38,77 e

26,12 %, respectivamente) evidenciando um efeito da quercetina na viabilidade celular.

Zamim e colaboradores (2009) avaliaram o efeito da quercetina na forma livre
sobre viabilidade celular de células C6 (Zamin et al., 2009). A quercetina quando em
concentragbes de 25 e 100 uymol L' reduziu a viabilidade das células em, respectiva-
mente, 10 e 30%, apos 24 horas de incubagdo. Na presente Tese, porém os sistemas
contendo quercetina incorporada em lipossomas e em magnetolipossomas ocasionou
uma reducgao da viabilidade de 38,77 e 44,93%, respectivamente. Assim, o encapsula-
mento da quercetina pareceu ser mais efetiva quanto ao crescimento das células C6

nos sistemas de magnetolipossomas.

Wang e colaboradores(2012) avaliaram o efeito sobre células C6 de lipossomas
a base de distearoilfosfatidiletanolamina (DSPE)/ polietilenoglicol contendo quercetina
(Wang et al., 2012). Os resultados demonstraram que os lipossomas contendo querce-
tina em uma concentragdo de 50 pmol L' (a mesma concentragéo avaliada nessa Te-
se) reduziu a porcentagem de células viaveis em, aproximadamente, 25% (Wang et al.,
2012). Este dado ¢ inferior ao obtido no presente trabalho. Vale mencionar que o grupo
experimental, utilizado por Wang e colaboradores (2012), tratado apenas com liposso-
mas de DSPE nao alterou a viabilidade das células C6, ja nos lipossomas de ASO ava-
liados neste trabalho (amostra LP) foi verificada uma reducao da viabilidade celular de

26,12%. Lipossomas constituidos de DMPC mostraram um efeito, in vitro, inibitério no
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crescimento de células derivadas da leucemia promielocitica humana em cerca de 25%
(Nagami et al., 2006).
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Figura 64: Influéncia da quercetina nos magnetolipossomasde ASO na viabilidade
celular das linhagens C6 apds 24h de tratamento. ML_QC: lipossomas de ASO contendo NPM
e quercetina (com razdes iniciais m/m NPM: ASO = 0,002 e quercetina: ASO = 0,0015); ML:
lipossomas de ASO contendo NPM (com razdes iniciais m/m NPM: ASO = 0,002); LP_QC:
lipossomas de ASO contendo quercetina (com razdes iniciais m/m quercetina: ASO = 0,0015);
LP: lipossomas de ASO; NPM: nanoparticulas de maghemita dispersas em tampao (com
concentragdo 0,2 mg mL™"). A concentragéo de quercetina usada foi 50 ymol L. n = 15 pogos,
ANOVA seguido pelo teste Tukey-Kramer. *** p <0.001 (diferenga a partir do controle) && p
<0.01 (diferenga comparando a quercetina incorporada nos lipossoma ou magnetolipossomas e

seus respectivos controles). C: controle (DMEM).

Os grupos hidroxilicos e os orbitais conjugados através dos quais a quercetina
pode doar elétrons ou ions de hidrogénio, bem como eliminar H202 e anions superoxi-
dos tornam a quercetina um excelente agente antioxidante através da eliminagao de
radicais livres (Heijnen et al.,, 2001). Também é possivel que a hidrofobicidade da
quercetina tenha um papel consideravel para reduzir a viabilidade das células C6, uma

vez que a inser¢ao de NPM em bicamadas lipidicas (ML) n&o afetou significativamente
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a respiragao mitocondrial celular (a variagado na viabilidade celular das células C6 apés

interacdo com ML e LP foi de cerca de 7%).

A reducao da viabilidade celular ocasionado pelas NPM se deve, provavelmente,
por processos de agregagdo e mecanismos oxidativos nas células (Yarjanli et al.,
2017). No entanto, é importante notar que nenhum campo magnético foi aplicado nes-
tas experiéncias. A aplicacdo de uma forga magnética externa em lipossomas
magnéticos contendo transferrina e artemisina aumentou a morte celular de MCF-
7(Gharib et al., 2014). Venugopal e colaboradores (2016) avaliaram a citotoxicidade
das NPM carregadas com doxorrubicina em células de glioma C6. Os resultados mos-
traram uma melhor reducédo da viabilidade celular nas amostras em que um campo

magnético foi aplicado (Venugopal et al., 2016).

Em destaque, vale ressaltar que, sem a presenga de um campo magnético, o
sistema ML_QC foi mais eficiente (cerca de 45%) na reducéo da viabilidade celular C6
que os sistemas ML, MNP, LP_QC e LP. Além disso, a inser¢ao da quercetina ocasio-

nou uma reducao (8 vezes) do processo de peroxidacao lipidica ocasionado pela NPM.

O ordenamento do grupo polar lipidico, bem como a formag¢ao de complexos que
aumentam a rigidez da bicamada lipossomal tendem a aumentar a agao antioxidante
frente a peroxidagao lipidica (Gabrielska et al., 2006). As alteragdes da dinamica lipidi-
ca, como o aumento da fluidez nas regides de interface e hidrofébicas nos magnetoli-
possomas de ASO, podem ter influenciado na atividade antitumoral da quercetina, visto
que as membranas de células tumorais s&do mais desorganizadas e fluidas do que as
normais (Yu et al., 1999). Em adicdo ao carater antioxidante e a atividade antitumoral
da quercetina ja estabelecido para a quercetina, o seu encapsulamento em magnetoli-
possomas de ASO pode ter facilitado a interacdo entre a quercetina e a membrana das
células tumorais. Assim, a amostra de magnetolipossoma contendo quercetina,
ML_QC, preparada pelo método de FR (usando como solvente o tampao tricina e com
a adicao da NPM na etapa de dissolugao do fosfolipidio) mostra-se um sistema com

atividade antitumoral promissora contra células de glioma.
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5.11 Correlagao entra a atividade antitumoral com as propriedades dos magneto-

lipossomas contendo quercetina

A quercetina, pareceu estar localizada na regido de interface dos magnetolipos-
somas, desordenando-a e diminuindo a comunicagao intermolecular lipidica. Para o
sistema ML_QC na Figura 65 esta apresentado um esquema que ilustrando os efeitos
relacionados a interagdo da NPM/quercetina com os fosfolipidios dos lipossomas de
ASO verificado neste trabalho. Neste esquema, € mostrada a interagcdo da NPM e da
quercetina com o grupo polar do fosfolipidio em questdo. Além disso, a orientagdo do
grupo colina para acima do grupo fosfato em relagéo ao plano da bicamada lipidica de-

vido a insergao da quercetina.
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Figura 65: Representagcdo esquematica da interagdo molecular entre a NPM/quercetina
e os lipossomas de ASO preparados pelo metodo de evaporacdo em fase reversa. A
quercetina ordenou a regiao polar e desordenou as regides de interface e hidrofébica da

membrana e guiou o plano do grupo colina para acina do plano do grupo fosfato.

O efeito de aumento na ordem do grupo polar lipidico dos magnetolipossomas

contendo quercetina parece estar relacionado com a elevada acao antioxidante verifi-
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cada. A formagédo de complexos que aumentam a rigidez da bicamada lipossomal ten-
dem a aumentar a agao antioxidante frente a peroxidacéo lipidica, reduzindo a mobili-
dade dos radicais livres na bicamada lipidica (Gabrielska et al., 2006). Além disso, a
insercdo da quercetina ndo influenciou no comportamento superparamagnético verifi-
cado nos magnetolipossomas e reduziu em cerca de 45% de viabilidade celular C6

sem a aplicagao de um campo magnético.

As células tumorais por apresentarem tipicamente maior fluidez e menor estabi-
lidade frente as células saudaveis podem ser estabilizadas através da redugao da flui-
dez de membranas (Arora et al., 2000). Isto pode implicar em uma importante capaci-
dade antitumoral por ocasionar uma maior susceptibilidade das células tumorais aos
oxidantes (Gabrielska et al., 2006). Assim, o enrijecimento da regido polar, devido a
formacdo de complexos, entre a quercetina e as NPM, pode ser um mecanismo de

agao importante no combate ao cancer (Matsuda et al., 1994).
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Diante da grande aplicabilidade dos magnetolipossomas, sistemas constituidos
de ASO e NPM de maghemita foram preparados por dois métodos. Para cada um dos
sistemas preparados, a estabilidade, percentagem de incorporagao, processos de oxi-
dacao e dindmica molecular foram avaliados. Estes dados foram complementados por
estudos de caracterizacéo dos efeitos da NPM em regides especificas dos lipidios, bem
como sua correlacdo com a atividade antioxidante e antitumoral. Os resultados mais

importantes inferiram que:

1. O método de preparo de magnetolipossomas influenciou em todos os paréame-
tros citados acima, principalmente ao considerar variaveis, como o solvente utilizado. O
uso do tampao no preparo dos magnetolipossomas proporcionou a obtengado de mag-

netolipossomas menores, mais fluidos e estaveis.

2. O método de HV proporcionou a obtengdo de magnetolipossomas com maior
% de NPM (80-90%) e com valores de diametro médio entre 450-550 nm. Esses sis-
temas apresentaram maiores valores de PDI (0,54 e 0,63) menor estabilidade (sofren-
do oxidacado apds 20 dias de preparo), quando comparados aos magnetolipossomas
preparados pelo método FR. Uma forte interacdo eletrostatica entre as NPM com o
grupo fosfato e colina lipidicos, e a diminui¢do da fluidez da regido polar, foi verificada.
A regiao hidrofébica lipidica tornou-se mais fluida apds insercao das NPM. O preparo
dos magnetolipossomas com tampéao tricina/ MgCl2 (pH 7,4) parece ter influenciado na
maior 1% das NPM, bem como, no ordenamento e no maior grau de hidratagdo dos
magnetolipossomas, quando comparado com os sistemas preparados com agua. Tais
respostas, parecem estar relacionadas a efeitos provindos dos ions presentes no tam-

pao, que aumentaram a forga idnica do sistema.
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3. O método de FR proporcionou a obtengdo de magnetolipossomas de menores
tamanhos (<D> entre 220-290 nm), com menores valores de 1% (60-70%), PDI (0,48-

0,52) e estaveis por um maior periodo, comparados aos produzidos por HV.

A etapa de adigdo da NPM influenciou a 1% nos magnetolipossomas, sendo que
0s magnetolipossomas em que a insergdo da NPM ocorreu durante a etapa de dissolu-
cao do fosfolipidio apresentou maiores concentracbes de NPM incorporada. Porém,
nao foi verificada influéncia da etapa de adicdo da NPM sobre o tamanho, estabilidade
e dinamica dos grupos lipidicos. Ja a presenga de tampdo, durante o preparo, assim
como, nos sistemas produzidos por HV, contribuiu na redugdo de tamanho e fluidifica-
¢ao da membrana, em relagdo aos magnetolipossomas preparados em agua. A regiao
de interface e apolar dos fosfolipidios dos magnetolipossomas preparados pelo método
de FR, apresentou-se mais ordenada apds inser¢ao da NPM, quando comparados aos
lipossomas sem NPM. O menor tamanho dos magnetolipossomas preparados pelo meé-
todo de FR, e, por consequéncia, menores empacotamento e ordenamento dos grupos
polares lipidicos, poderiam estar facilitando uma interacdo da NPM com a regides de

interface e hidrofébicas.

A produgao de magnetolipossomas de ASO pelo método de FR, especialmente,
quando o tampao tricina foi utilizado, mostrou-se um preparo simples e que gera um
sistema mais estavel que HV, o que pode viabilizar o uso do magnetolipossoma como
sistema carreador ou de liberagao prolongada de farmaco. Dentre todos os magnetoli-
possomas avaliados neste trabalho, o método de FR, bem como o uso do tampéo e
adicdo da NPM na etapa de dissolucdo do fosfolipidio (amostra denominada
FRa(2)_NP) proporcionaram a obtencdo de um sistema mais estavel, com menor vari-
agao de tamanho ao longo do tempo, satisfatéria 1% e menor indice de peroxidagao.
Para este magnetolipossoma, as analises de SAXS evidenciaram a formacao de mag-
netolipossomas multilamelares com bicamadas lipidicas mais organizadas em relagao

ao lipossoma-controle.
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A estabilidade dos magnetolipossomas ainda € um desafio para o seu design,
uma vez que suas membranas sao suscetiveis a peroxidagao por ions metalicos pre-
sentes em NPM, como ferro e cobre (Fagali e Catala, 2009; Kiwada et al., 1986). As-
sim, apds a otimizacdo do método de preparo, visando o aprimoramento da estabilida-
de dos magnetolipossomas, foi realizado o encapsulamento da quercetina (farmaco-
modelo) e sua influéncia sobre a estabilidade, 1% das NPM, e dindmica molecular nos

magnetolipossomas foram avaliados.

O efeito de ordenamento do grupo polar lipidico dos magnetolipossomas con-
tendo quercetina parece estar relacionado com a sua elevada agao antioxidante. A
formacao de complexos (quercetina com NP), que aumentam a rigidez da bicamada
lipossomal, tendem a aumentar a agao antioxidante frente a peroxidagao lipidica, redu-

zindo a mobilidade dos radicais livres na bicamada lipidica (Gabrielska et al., 2006).

A insercao da quercetina ndo influenciou no comportamento superparamagnéti-
co verificado nos magnetolipossomas, e propiciou a redu¢do em cerca de 45% da viabi-
lidade celular de células de glioma de rato sem a aplicagcdo de um campo magnético.
As células tumorais, por apresentarem tipicamente maior fluidez e menor estabilidade
frente as células saudaveis podem ser estabilizadas através da reducao da fluidez de
membranas (Arora et al., 2000). Assim, o enrijecimento da membrana na regido polar,
devido a formacao de complexos entre a quercetina e as NPM, pode ser um mecanis-

mo de agao importante no combate ao cancer (Matsuda et al., 1994).

A quercetina tornou o potencial zeta dos magnetolipossomas mais positivos (3,0
mV), podendo favorecer a endocitose mediada por adsor¢ao na barreira hematoencefa-
lica (Vieira e Gamarra, 2016) em relagdo aos magnetolipossomas sem quercetina.
Além disso, os sistemas de magnetolipossomas contendo quercetina, por apresenta-
rem valores de didmetro médio em torno de 200 nm, tem promissora aplicagao no tra-
tamento do cancer devido a possibilidade de penetrar seletivamente nos capilares do
tumor, além de apresentarem um maior tempo de meia vida quando comparado a li-

possomas maiores (Liu et al., 1992).
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Cabe relembrar, que as caracterizagdes fisico-quimicas detalhadas em nivel mo-
lecular dos magnetolipossomas ainda sdo pouco descritas na literatura, principalmente
considerando fontes lipidicas naturais como material componente. Além disso, apesar
do extenso conhecimento documentado sobre a interagdo da quercetina com os lipos-
somas, até o momento nao existem informacgdes detalhadas sobre o comportamento do
flavonoide nos magnetolipossomas. Diante do exposto, o conhecimento das proprieda-
des fisico-quimicas dos magnetolipossomas avaliados nesse trabalho contribuem para
a escolha adequada de materiais de forma a aumentar a eficiéncia de sistemas de
magnetolipossomas, seja como agente terapéutico ou carreador de farmacos antitumo-

rais.

Em destaque, a producdo de magnetolipossomas de ASO e maghemita conten-
do quercetina através de um método de preparo simples gerou um sistema estavel,
com propriedade de superparamagnetismo, o que pode viabilizar o uso dos magnetoli-
possomas como sistemas carreadores ou de liberagao prolongada de farmaco. Além
disso, a abordagem de interagdo molecular descrita neste trabalho é pioneira para a
correlagdo e aplicagdo do design para sistemas de liberagdo de medicamentos basea-

dos em magnetolipossomas.
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7 PERSPECTIVAS

Os resultados e discussdes descritos neste trabalho permitiram propor as se-

guintes perspectivas:

A) Testar a quercetina incorporada em magnetolipossomas em diferentes ra-
z0es molares, através de ensaios de RMN de 3'P, para averiguar seus efeitos na
cabeca polar e por RMN de 'H, para obter maiores informagdes sobre seus efei-
tos na cadeia apolar dos lipidios. Nestas condigbes experimentais, realizar os
testes em diferentes associagcdes de fosfatidilcolinas como o DMPC, variando a
composicao de acordo com a permeabilidade do sistema;

B) Investigar os efeitos da quercetina em membranas através de estudos de
anisotropia de fluorescéncia de sondas localizadas nas regides apolares e inter-
facial dos lipidios, tais como o difenilhexatrieno e a merociania-540;

C) Investigar os efeitos da quercetina nas regides polares através do uso de
reagentes de deslocamento para medidas de RMN 'H como o ferricianeto de po-
tassio, Ks[Fe(CN)e], a partir da comparagao entre os valores de integrais dos pi-
cos espectrais referentes aos hidrogénios ligados a porgao colina localizada na
face externa e interna da bicamada;

D) Em complementacdo aos estudos de estabilidade, realizar estudos, em
funcdo do tempo, dos processos de peroxidacao lipidica dos sistemas de mag-

netolipossomas, via ensaio de TBARS.
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