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Resumo
No presente trabalho, nanoestruturas obtidas da auto-associagdo de misturas de lipossomas compdsitos de

fosfatidilcolina, purificada da lecitina de soja (PC), e do anfifilico glicoconjugado C,,PEOGIcNAc (Cy) foram
caracterizados por microscopia eletronica de transmissdo (MET), potencial zeta (PZ), espalhamento de luz dindmico
(DLS) e estatico (SLS) e espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS). Os resultados obtidos por TEM e DLS
revelam valores de didmetros de aproximadamente 100 nm para as amostras de lipossomas contendo somente PC e Cyy,
bem como para a amostra de lipossomas contendo ambos PC e Cy, (C,PC). O potencial elétrico superficial das trés
amostras analisadas foi negativo, indicando relativa estabilidade coloidal em relagdo aos processos de agregacdo. A
determinacdo da temperatura de transigdo de fase (7;) por SLS mostrou que o sistema lipossdmico C»,PC apresenta uma
Ty de 47 °C, estando na fase gel em temperatura ambiente. Além disso, os perfis de SAXS sugerem que os lipossomas
compostos de C,,PC sdo unilamelares em suspensdo.
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Introducéo

Lipossomas sdo estruturas coloidais contendo um nucleo interno aquoso e uma membrana formada pela auto-
associagdo de moléculas fosfolipidicas em solugdo aquosa.' Lipossomas tém sido muito aplicados como modelos de
membranas bioldgicas, pois sdo constituidos por bicamadas lipidicas.” A composigéo lipidica da membrana lipossomica
varia muito, dependendo dos fosfolipidios que a constituem. Dessa forma, sdo possiveis alteragdes estruturais, o que
permite a modificagio de suas caracteristicas fisico-quimicas.** A estabilidade lipossdmica é a chave para a sua
aplicagio na indistria farmacéutica e na pesquisa como um importante modelo de membrana celular.” Sendo assim, é
possivel o estudo da intera¢do de lipossomas com moléculas bioldgicas de interesse.

Anfifilicos glicosilados tém sido muito estudados, devido a possibilidade de se auto-organizarem em diversas
nanoestruturas e servirem como uma fungdo bioativa, dando a essas nanoestruturas diversas aplicagdes desde o
transporte de farmacos a sitios de reconhecimento especificos por receptores, tais como as lectinas.® Entretanto,
existem poucos estudos de anfifilicos glicosilados constituidos em sua estrutura de poli(6xido etileno) (PEO) e nenhum
estudo sobre misturas desses anfifilicos com compositos de fosfatidilcolina. Neste trabalho, lipossomas gliconjugados
foram preparados a partir do anfifilico glicoconjugado C,,PEOGIcNAc e fosfatidilcolina (PC) (Fig. 1).

Figura 1. Representagdo esquematica de um lipossoma constituido de fosfatidilcolina purificada da lecitina de soja
(PC) e do anfifilico glicoconjugado C,,PEOGIcNAc (Cy,).
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Parte Experimental

Preparacéo dos lipossomas

Os Lipossomas foram preparados pelo método de evaporagio em fase reversa. Para tanto, amostras de
lecitina de soja bruta foram purificadas por meio de processo de purificagio por extracdo.® Para a preparagio dos
lipossomas, a fosfatidilcolina purificada foi dissolvida em cloroférmio e dispersa em agua ultra-pura por meio de ultra-
som. Em seguida, o cloroféormio foi evaporado em rotaevaporador e um organogel foi formado. Apos a adigdo de agua
ultra-pura, sob agitacdo, obtém-se a suspensdo de lipossomas. Foram preparados lipossomas contendo somente a
fosfatidilcolina purificada (PC), lipossomas de fosfatidilcolina purificada contendo o anfifilico glicoconjugado
C»PEOGIcNACc (Cx,PC, 5:5) e lipossomas contendo somente o anfifilico C,,PEOGIcNAc (Cy,).

Espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS)

As medidas de SAXS foram realizadas na linha SAXS1 do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS,
Campinas, Brasil). O comprimento de onda da radia¢do incidente foi de 1,55 Aea radiacdo espalhada foi detectada
utilizando-se um detector 2D Pilatus 300 K. Todas as imagens 2D se mostraram isotropicas e foram normalizadas pela
transmissdo de cada amostra. Os perfis I(q) vs. ¢ foram corrigidos subtraindo-se o espalhamento de radiacdo
proveniente do solvente (agua).

Espalhamento de luz dindmico ( DLS) e estatico(SLS)

Todas as amostras foram filtradas com filtro de 0,45 um de porosidade para dentro de cubetas Oticas. As
amostras foram entfo analisadas em um espectrometro do espalhamento de luz Brookhaven Instruments (gonidmetro
BI-200, correlator digital AT BI-900), com laser de He-Ne (A, = 632,8 nm) como fonte de radiagdo. Para os
experimentos de DLS, o volume de espalhamento detectado pelo detector foi minimizado com uma abertura de 0,4 mm,
e também utilizou-se um filtro de interferéncia entre o porta-amostras e a detec¢do do sinal na fotomultiplicadora. A luz
espalhada foi coletada a um angulo de 90° entre a radiacdo incidente na amostra ¢ a radiagdo espalhada detectada (luz
espalhada pelas particulas). As fungdes de correlagdo temporal foram obtidas em um modo denominado multi-t,
usando-se 224 canais e analisadas utilizando-se o método dos cumulantes, disponibilizado pelo fabricante do
equipamento (sofiware Bookhaven Instruments). As medidas de intensidade de luz espalhada (/s) em funcdo da
temperatura foram realizadas utilizando-se um banho externo acoplado, o qual permite variar a temperatura numa faixa
de 15 a75° C. Dessa forma, as amostras de lipossomas foram aquecidas de 15 a 75° C seguindo uma rampa de 1° C/min
com intervalos de 10 minutos a cada 2° C. As medidas foram obtidas no angulo de 135°, para maximizar a contribui¢do
da bicamada lipidica na luz espalhada.

Potencial zeta (PZ)
As medidas de potencial zeta foram realizadas no equipamento ZetaPALS, Zeta Potential Analyzer,
(Brookhaven Instruments). A temperatura de analise foi mantida constante (25 °C).

Microscopia eletrénica de transmissdo (MET)

As imagens MET foram feitas no Centro de Microscopia Eletronica da UFRGS. O tamanho e a estrutura da
morfologia dos anfifilicos foram gravados em filmes Kodak SO163 utilizando um microscépio eletronico (Eletronico
de Transmissdo JEOL JEM 1200ExII) operando em 80 kV. Os negativos foram digitalizados usando uma cadmera CCD
Kodak Mega plus. Para preparar as amostras MET, 4uL. de uma solucdo aquosa de micelas formadas foi espalhado
sobre uma grade de cobre revestido com fino filme de carbono. Excesso de solucdo micelar foi delicadamente
removida com papel absorvente. As amostras foram entdo marcadas negativamente pela adicdo de uma gota
aproximadamente 4pL de 2% acetato de uranila, e o excesso de solucdo foi novamente removido antes da secagem em
condi¢des ambiente.

Resultados e Discussao

Caracterizacao dos lipossomas por MET, DLS e PZ.

A caracterizacdo dos lipossomas foi, primeiramente, feita por TEM, DLS e PZ. Os valores de didmetros
obtidos por meio das técnicas de DLS e MET (Fig. 2) foram de aproximadamente 100 nm para todas as amostras (tabela
1). O indice de polidispersao (I.P), obtido por DLS, apresentou um valor em torno de 0,3 para todas as amostras. O I.P
esta diretamente relacionado com a variacdo de didmetro, representando a distribui¢do de tamanhos das vesiculas em
suspensﬁo.4

O potencial zeta ¢ um importante indicador de carga na superficie coloidal e pode ser usado para predizer e
controlar a estabilidade de sistemas coloidais. Valores elevados de potencial zeta indicam vesiculas estaveis em
suspensdo devido a repulsdo entre as particulas causada pela carga superficial, o que evita a agregacdo entre as
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vesiculas.” De acordo com a tabela 1, os valores obtidos de potencial zeta para as nanoestruturas sfo negativos,
. . . iy . ~ ~ 4
indicando relativa estabilidade coloidal em relag¢@o aos processos de agregagdo.

Tabela 1. Valores de didmetro, indice de polidispersdo (I.P) e potencial zeta (PZ) para as amostras de
lipossomas PC, C,, e C,PC.

Amostra Diametro (nm) I.P PZ (mV)
PC 99,1 0,30 -51,3+£0,7
Cy 93,2 0,32 -16,9+0,5

C,,PC 100,0 0,36 -253+£0.9

Figura 2. Imagens de MET para as amostras de PC (a), Cy, (b) e C;,PC (c). Barra de escala corresponde a 100nm.

Temperatura de transicdo de fase (Ty)

A importancia do estudo de transi¢des de fases em lipossomas esta no fato que, em lipidios termotrépicos, as
transigdes de fases estdo relacionadas com descontinuidades ou anomalias nas propriedades fisicas macroscopicas tais
como: estabilidade, fluidez ou permeabilidade de membranas.® Os lipossomas tornam-se altamente permeaveis em
temperaturas proximas da temperatura de transicio de fase gel para liquido-cristalino.” As transicdes de fases induzem
modifica¢des nas propriedades opticas do sistema que refletem em mudancas de intensidade de luz espalhada (/s) pelo
sistema. Na temperatura de transicdo de fase (pré-transi¢do ou temperatura da transi¢do principal) podem ocorrer na
membrana lipossdmica modificagdes de difusdo lateral, espessura da bicamada, permeabilidade, etc.'® Essas alteragdes
sdo produzidas ou correlacionadas com modificagdes conformacionais de compostos anfifilicos. Assim, as fases podem
ser relacionadas com a intensidade de luz espalhada em fun¢do da temperatura, na qual o ponto a meia altura da curva
corresponde a temperatura de transicdo de fase do sistema em estudo. Na Fig. 3 pode-se observar a existéncia de pelo
menos uma temperatura de transi¢do de fase (7)) nas amostras de C,, (7; =32 °C) e C,PC (T;= 47 °C). Esta transi¢éo
provavelmente refere-se a transicéo de fase principal que € a transi¢do de gel ondulado (Pf’) para liquido-cristalino (La)
(Fig. 4). Portanto, na temperatura ambiente os lipossomas se encontram na fase gel.
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Figura 3. Intensidade de luz espalhada em fungdo da temperatura para as amostras ¢Cy e 0 C,,PC.

Figura 4. Representacdo esquematica da transi¢do de fase principal PS8’ = La.
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A Fig. 5 mostra os perfis de SAXS obtidos para a amostra C,,PC em diferentes temperaturas. Pode-se obervar
a auséncia de picos de Bragg, sugerindo apenas a existéncia de lipossomas unilamelares em suspensdo. Este fato pode
ser explicado pela presenca da molécula C,, na membrana lipossomica, impedindo a formagdo de uma segunda
bicamada devido ao seu volume e, assim, formando apenas estruturas unilamelares. A diferenga de intensidade
observada na temperatura de 45 °C pode ser relacionada com a temperatura de transi¢do desses lipossomas, que foi
determinada por SLS para ser de 47 °C. Dessa forma, algumas caracteristicas importantes podem ser atribuidas as fases
Pp’e Locil Comparada com a fase La, a fase Pf’ é caracterizada por um tempo de difusdo menor e baixa mobilidade das
cadeias.
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Figura 5. Curvas de SAXS em diferentes temperaturas para a amostra C,,PC.

Conclusao

Os lipossomas obtidos neste trabalho, por meio da auto-associacdo de fosfatidilcolina e do anfifilico
glicoconjugado C,,PEOGIcNAc apresentaram um didmetro médio de 100 nm e valores de PZ que sugerem relativa
estabilidade coloidal em suspensdo. A técnica de DLS revelou que os lipossomas compostos de fosfatidilcolina e de
C»PEOGIcNAc encontram-se na fase gel na temperatura corporal e os perfis de SAXS sugerem a presenga de
lipossomas unilamelares em suspensdo. Sendo assim, os resultados obtidos até momento, do estudo fisico-quimico das
nanoestruturas lipossomicas de fosfatidilcolina e C,PEOGIcNAc, serdo importantes para estudos futuros com a
aplicacdo desses lipossomas como carreadores de farmacos.
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