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RESUMO

Magnetolipossomas sdo vesiculas formadas pela adsorgdo de fosfolipidios na superficie
de particulas de um fluido magnetico coloidal, tal como a magnetita. Essas vesiculas
apresentam uma estrutura na qual os fostolipidios. agregados na forma de bicamada,
encapsulam o ferrofluido no seu interior. Os lipossomas assim constituidos preservam as
propriedades da sua bicamada lipidica, além disso podem ser capturados da solug@o ou
direcionados para sitios especificos pela a¢do de um alto gradiente de campo magnético.

Atualmente, as pesquisas no campo de particulas magnéticas vém se intensificando pela
importancia de suas aplicagBes em varias areas da ciéncia. A literatura sobre
magnetolipossomas, porém, ainda ¢ escassa. Os trabalhos concentram-se na preparagdo e
caracterizagdo de vesiculas constituidas de um tnico componente lipidico, sem modificagdes
quimicas na superficie, As principais aplicagdes estudadas foram na area meédica, mais
especificamente na liberagdo controlada de medicamentos.

Neste trabalho, magnetolipossomas toram preparados e caracterizados para aplica¢Oes
em processos de adsorcdo por afinidade. Essas aplhicagdes contemplam a utilizagdo de
lipossomas em terapia extracorporea, como biossensores, em diagnostico, além de veiculos
para encapsulamento e liberagdo controlada de medicamentos. A potencialidade do sistema foi
analisada na adsor¢iio da tripsina utilizando p-aminobenzamidina, PAB, como ligante de
afinidade.

Os magnetolipossomas foram preparados por adsor¢do dos fosfolipidios dimiristoil
fosfatidil etanolamina, DMPE, e dimiristoil fosfatidil colina, DMPC, na superficie de magnetita
coloidal, previamente sintetizada a partir de cloretos de ferro e estabilizada com acido laurico.
Essas vesiculas foram capturadas da solugdo através de um sistema de magnetoforese de alto
gradiente. A superticie dos magnetolipossomas foi modificada através da ligagdo covalente de
PAB, um inibidor da tripsina. As vesiculas foram caracterizadas guanto ao didmetro,
estabilidade na presenca de tensoativo, teor de fosfolipidios, magnetita, ¢ PAB ligado a
superficie.

Os resultados obtidos mostraram que a relagdo de saturagio dos fosfolipidios adsorvidos
sobre a magnetita foi de 1,29 + 0.04 mmol de fosfolipidios/g de magnetita, obtida em
aproximadamente 40 horas de dialise. A concentragdio de fosfolipidios na monocamada foi de
0.4 mmol de fosfolipidios/g de magnetita. A constante de associagdo, calculada pelo ajuste dos
dados a Equacdo de Langmuir foi de 11,3 mM™'. Os dados da cinética de adsorgdo obedeceram
a um modelo de pseudo primeira ordem, com uma constante da taxa de reacdo de 0,066 =
0,002 ', e um tempo de 10,5 + 0.3 horas para se atingir 50% da saturagdo. A retengio das
particulas pelo sistema de magnetoforese foi de 100% e o suporte mostrou boa estabilidade e
capacidade para reutilizacio. Para uma concentragdo de PAB na superficie das vesiculas de 8.9
nmol/ml, obteve-se uma adsorgido de 13% de tripsina, quantificada pela sua atividade.

Essas caracteristicas demonstram que ha uma grande potencialidade para aplica¢des dos
magnetolipossomas em varios processos que utilizam adsorcio por afinidade.
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“ABSTRACT”

Magnetoliposomes are vesicles which are made by adsorption of phospholipids in
the surface of particles of the colloidal magnetic fluid, like magnetite. These particles have
structures formed by phospholipids in bilayer which encapsule magnetite inside of them. These
liposomes preserve almost all properties of lipidic bilayer, besides to be captured from solution
or take to specific sites, by action of high gradient magnetic field.

Nowadays, the research in the field of magnetic particles increases because their
applications are important i various areas of science. However, the literature about
magnetoliposomes is still not long. The studies are mainly about the preparation and
characterization of the vesicles made by one lipidic component only, without chemical
modifications in the surface. The main appiications of the magnetoliposomes are in the medical
area, as vehicles to the encapsuiating of therapeutic drugs and their control release.

in this work, magnetoliposomes were prepared and characterized for applications in
process of adsorption by affinity. These applications lead to the use of liposomes in extrabody
therapy, as biosensor, in diagnostic, and to the encapsulating and controlled release of drugs.
The potenciality of the system was anaiyzed in the adsorption of the trypsin by the use of p-
amincbenzamidine, PAB, like affinity ligand.

The magnetoliposomes were prepared using dimyristoil phosphatidyl ethanolamine,
DMPE, and dimyristoil phosphatidyl choline, DMPC phospholipids, on the surface of colloidal
magnetite, which are made from iron chlorides and stabilized by lauric acid. These vesicles
were captured from the medium through a high gradient magnetophoresis system. The affinity
magnetoliposomes were prepared by covalently attaching PAB, a trypsin inhibitor, to the
surface of vesicles. Vesicles were characterized by diameter measurements phospholipids,
magnetite, and PAB concentrations, and by their stability in the presence of surfactant.

The obtained results showed that the relation of saturation of the adsorbed phopholipids
on the magnetite was 1,29 + 0,04 mmol of phospholipids/g of magnetite, obtained in about 40
hours of dialysis. The concentration of the phospholipids in the monolayer was 0,4 mmol of
phospholipids/g of magnetite. The association constant, obtained by adjustment of the results
to the Langmuir Equation was 11,3 mM~. The resuits of the kinetic of adsorption obeyed to
the model of pseudo first order, with a reaction rate of 0,066 + 0,002 h', and a time of 10,5 &
0,3 hours to reaches 50% of the saturation. The retention of the particles by the system of
magnetophoresis was 100% and the magnetoliposomes showed good stability and ability to
reutilization. A adsorption of 13% of the trypsin, which was quantified by its activity, was
obtained to a concentration of 8.9 nmol/ml of the PAB in the surface of vesicles.

These characteristics show that there is a large potenciality to applications of the
magnetoliposomes in several processes which use adsorption by affinity.
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INTRODUCAO

Magnetolipossomas sdo vesiculas formadas pela adsor¢do de fosfolipidios na superficie
de particulas solidas de magnetita coloidal. A cobertura lipidica formada possui estrutura de
bicamada, que associada a magnetita da origem a particulas capazes de serem separadas do
meio de dispersdo através de um campo magnético de alto gradiente, em um processo
designado por magnetoforese.

Os magnetolipossomas fazem parte dos sistemas complexos coloidais que utilizam
fluidos magnéticos. Esses sistemas compreendem principalmente as microcapsulas, emulses,
nanoparticulas e vesiculas. O vasto campo de aplica¢Bes destes sistemas tem conduzido a
intensifica¢do dos trabalhos de pesquisa na tltima década, que se concentram em sua maioria
nas microcapsulas e nanoparticulas. Embora com poucos trabalhos na literatura, os
magnetolipossomas apresentam-se como sistemas muito promissores especialmente para
aplicagBes na area medica.

Devido 4 resisténcia a oxidacdo, os coldides magnéticos mais utilizados comercialmente
sio preparados com os Oxidos de ferro: magnetita, maghemita e bertholita. Em geral as
particulas sdo estabilizadas no meio liquido por acidos graxos, como o acido laurico e o acido
oléico, que proporcionam um impedimento estérico interparticulas, dificultando a sua
agregacdo e floculagdo provocadas pelas interagbes eletrostaticas e de Van der Waals
(Berkovski, 1996).

A preparac3o e caracterizagdo de nanoparticulas magnéticas de maghemita, com
estabilidade quimica maior que da magnetita, foram estudadas nos trabathos de Da Silva et al.
{(1997), bem como as suas aplicacdes na selegio de células e caracterizagfio de membranas
celulares /n vitro (Halbreich et al.,1997), além de seu uso na termolise de células (Bacn et al,,
1997).

A adsorgdo de fosfolipidios sobre a magnetita foi estudada por De Cuyper e Jomau
(1988) usando tipos diferentes de fosfatidilglicerdis como fostolipidios modelo. O processo de
adsor¢do € composto de duas etapas: a primeira envolve o comportamento de aita afinidade,
com a formagdo da monocamada interna. Nessa monocamada os fosfolipidios s@o adsorvidos
muito rapidamente, com suas cabegas polares orientadas na diregdo da superficie da magnetita.
O carater de alta afinidade da ligagdo foi refletido nas isotermas de dessorgiio, através da

resisténcia a extracdo quando exposta a altas concentragdes do tenscativo Tween 20. A



segunda etapa corresponde 4 formagdo da camada externa e representa a etapa limitante do
processo. As isotermas de adsorgdo para essa camada s3o do tipo Langmuir, as constantes de
afinidade aumentam com a natureza hidrofobica dos fosfatidilglicerdis (De Cuyper e Joniau,
1988).

As propriedades magneticas conferidas aos lipossomas potencializam importantes
aplicagdes em processos biotecnoldgicos tais como o uso em suporte para imobilizagio de
enzimas de membrana e utilizagdo em processos continuos (De Cuyper e Joniau, 1990, 1993);
no estudo de membranas biologicas (Menager e Cabuil, 1995; Bacri et al., 1995); nos
processos de separagio seletiva de células com acoplamento de anticorpos na sua superficie
(Margolis et al., 1983); como veiculos para o encapsulamento e liberagdo controlada de drogas
terapéuticas (Kiwada et al, 1986; Ishii et al, 1990), ¢ em processos de adsor¢io de
biomoleculas por afinidade, cuja factibilidade utilizando lipossomas convencionais foi
demonstrada por Powers et al. (1990), na purifica¢do da tripsina.

As vantagens da aplicagdo de lipossomas em processos de purificagio de biomoléculas
estdo no pequeno tamanho, na capacidade de acoplamento de ligantes a superficie e na
grande area superficial das vesiculas, de aproximadamente 100m%/ml para lipossomas
compostos de DMPC/Col/DMPE  (razdo molar - 1:1:0,5) com raio de 300 A, tendo-se
aproximadamente 60% das moléculas de fosfolipidios na camada externa. Essas caracteristicas
fazem com que ndo haja Imitagdes difusionais durante o processo de adsorgdo e dessorgdo,
além de tornar especifica a ligagdo das biomoléculas.

O processo proposto por Powers et. al. (1990) para a purificacdo da tripsina, utiliza
ultrafitiragdo para a separacdo dos lipossomas do meio. Apesar dos bons resultados obtidos na
purificagdo, verificou-se que as altas pressdes envolvidas na ultrafiltraco prejudicam a
estabilidade dos lipossomas diminuindo o rendimento do processo. Por outro lado, a
quantidade de agua utilizada na operacdo de ultrafiltragdo dilui substancialmente as fragdes
coletadas.

Dentro desse contexto, as condigbes brandas da separagio magnetica dos
magnetolipossomas do meio, apresentam-se como uma alternativa muito promissora para
aplicagbes em processos que utilizam adsor¢do por afinidade. Qutras vantagens da aplicagio
dos magnetolipossomas nesse processo, estio na simplicidade do método de captura das
particulas do meio e na sua posterior libera¢3o por retirada do campo magnético. Além disso,
particulas dessa natureza ndo apresentam magnetizacfo residual, dispensando a necessidade de

desmagnetizagdo ou pressdo mecanica.
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Um novo processo utilizando lipossomas, teria portanto as vantagens do sistema
lipossomal para a adsorgdo de biomoiéculas, associadas as vantagens da separagdo magnética
dos lipossomas do meio e a possibilidade de operagdo continua. Estas caracteristicas
motivaram o desenvolvimento deste trabalho.

Na primeira parte, foi feita a preparagdo e caracterizagdo de magnetolipossomas (d =
16énm) constituidos de magnetita (d = 9 nm) e da mistura dos fosfolipidios dimiristoil fosfatidil
colina {DMPC) e dimiristoil fosfatidil etanolamina (DMPE), na proporg¢io molar de 4:1,
respectivamente. A fosfatidil colina € geralmente usada na preparagdo de vesiculas estavels
projetadas para varas aplicacdes. A presenga de moléculas de DMPE possibilita o
acoplamento de ligantes de afinidade na superficie das particulas. Lipossomas com essa
composicdo sdo adequados para aplicagdes em processos de separagido por afinidade, dentre
outros.

A captura dos magnetolipossomas do meio foi feita por magnetoforese de alto
gradiente, cujo campo magneético foi provido por um eletroimd de polo dividido projetado para
induzir um campo magneético de 1,8T. Imerso no campo magnético foi colocado um tubo de
vidro de 2,5 mm de didmetro internc recheade com [ magnética, cuja fungio ¢ gerar
inomogeneidades no campo causando um gradiente, fundamental para a captura dos
magnetolipossomas. A constru¢do do sistema de magnetoforese e as condigbes operacionais
usadas na captura das particulas sio apresentadas neste trabalho.

O estudo da adsorgdo de fosfolipidios nas particulas de magnetita coloidal foi feito a
partir de dados experimentais obtidos de analises do teor total de fosfolipidios e de magnetita
na soluclo original, e nas fracdes retidas e eluidas nas lavagens. Além disso, os
magnetolipossomas foram caracterizados quanto ac didmetro, estabilidade na presenga de
tensoativo, teor de fosfolipidios, magnetita e PAB ligado a superficie.

Na segunda parte, foi realizada a caracterizagio da operagio do sistema de
magnetoforese em relagfo 4 capacidade de reten¢do das vesiculas em fun¢io da intensidade do
campo magnético, da vazdo de alimentagio, concentragdo de fosfolipidios para a saturagdo da
14 magnética e do posicionamento da 13 magnética no tubo.

Finalmente, na ultima parte do trabalho, foi analisada a potencialidade da utilizagdo dos
magnetolipossomas em processos de adsorgdo por afinidade. A analise foi feita usando a
tripsina como enzima modelo e a p-aminobenzamidina como ligante de afinidade.

A metodologia utilizada e os resultados obtidos sio apresentados neste trabalho.
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OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo gerai o estudo da preparagdo e caracterizagdo dos
magnetolipossomas, ¢ a analise da sua potencialidade para aplicagbes em processos de

adsorcdo de biomoléculas por afinidade.

O desenvolvimento do trabalho envolve os seguintes objetivos especificos:

» sintese da magnetita e estabilizagdo do fluido magnético com &cido laurico;

e preparagdo de lipossomas unilamelares pela hidratagio do filme seco de lipidios e
extrusdo em membrana de policarbonato;

e preparagdo dos magnetolipossomas por processo de dialise;

» determinagio das condigbes de operagdo do sistema de magnetoforese;

» avalacio da eficiéncia do processo de captura dos magnetolipossomas do melo;

e obtencdo dos perfis da cinética de adsorgdo do DMPC/DMPE sobre a magnetita, da
isoterma de adsor¢do a 37°C e de extragdo dos fosfolipidios adsorvidos com
tensoativo Triton X-100;

e caracteriza¢do do tamanho dos magnetolipossomas por raios-X a baixos angulos € a
sua estabilidade em presenga de tensoativo;

e avaliagdo da estabilidade dos magnetolipossomas no processo de magnetoforese;,

s imobilizagio do ligante de afinidade p-aminobenzamidina (PAB) na superficie dos
magnetolipossomas,

s analise do desempenho do sistema magnético no processo de adsorgdo da enzima

tripsina.



1- REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os fluidos magnéticos representam uma nova classe de materiais usados em engenharia.
As primeiras tentativas de se obter um ferrofluido foram realizadas em 1779 por Gowan
Knight, porém os fluidos magnéticos tiveram seus estudos cientificos intensificados somente ha
cerca de 30 anos atras. Atualmente esses materiais tém se tornado muito uteis do ponto de
vista tecnologico, com muitas aplicacGes de engenharia nas mais diversificadas industrias,
como a de semicondutores, audios, amortecedores, de produtos médicos e de instrumentagio.
A versatilidade desses materiais torna o escopo das suas aplicagSes muito amplo, e se prevé
um crescimento rapido tanto na pesquisa basica como em produtos comerciais.

Além das varias aplicagdes, os fluidos magnéticos podem também ser usados para
produzir outros sistemas magneéticos tais como filmes, microesferas, e géis. Na sua forma
estavel, esses fluidos sdo monofasicos e podem constituir uma das fases de sistemas polifasicos
tais como microemulsdes magnéticas e capsulas, fases magnéticas ordenadas, e vesiculas
magneticas, dentre outros. Misturados a outros coloides, eles formam compositos com
propriedades especificas. Esses sistemas complexos possuem um vasto campo de aplicagdes.

Os magnetolipossomas fazem parte dos sistemas polifisicos que se apresentam na forma
de vesiculas magnéticas de fosfolipidios. Sua preparagdo envolve inicialmente a sintese e
estabilizagdo de um fluido magnético em meio aquoso, seguida do envolvimento das particulas
com fosfolipidios agregados na forma de bicamada. A estrutura resultante ¢ a de um lipossoma
encapsulando o fluido magnético.

A preparagdo dos magnetolipossomas envolve os aspectos ligados a preparagio e
estabilizagio de fluidos magnéticos coloidais, a preparagio de lipossomas, e a formagdo do
sistema polifésico resultante da interagdo dos lipossomas com o fluido magnetico.

O estudo dos fluidos magnéticos e dos sistemas derivados desses fluidos ¢
essencialmente interdisciplinar e abrange um amplo campo da ciéncia, que vai desde a fisico-
quimica e o comportamento termodinimico desses fluidos até a dindmica da magnetizago de
coldides. No entanto, a revisdo bibliografica, aqui apresentada, sera restrita aos aspectos
pertinentes ao escopo deste trabatho. Nesse contexto, a abordagem dos sistemas magnéticos
complexos se concentrara nos aspectos envolvidos na preparacdo e caracterizagdo dos

magnetolipossomas, € nas suas aplicagdes biotecnologicas.



1.1 - Fluaidos Magnéticos

Os fluidos magnéticos, ou coldides magnéticos, sd8o compostos por particulas
ferromagnéticas (~100A), em geral, suspensas num liquido carreador (4gua, querosene,
fluocarbonos, ¢steres). Estas suspensdes, que sdo ultra-estaveis, possuem a fluidez de uma
solucdo homogénea, comportam-se como liquidos isotropicos e possuem alta susceptibilidade
magnética.

Quando aplicamos um campo magnético sobre esse fluido, as particulas se orientam
paralelamente ao mesmo, sendo que ao desligarmos o campo elas retornam ao seu estado
inicial, com orientacio magnética arbitraria de suas particulas, devido a agdo da energia
térmica. Esse fendmeno ¢ denominado superparamagnetismo extrinsico.

Para que produzam uma substincia estavel, as particulas ferromagnéticas tém que ser
pequenas o suficiente para permanecerem suspensas no liquido carreador através de agitagdo
térmica. Esta, por sua vez, deve ter maior importincia do que a interacdo magnética atrativa de
longo alcance, interagdo dipolar, para evitar a aglomeragio de particulas e consequente
destrui¢do do fluido magnético; além disso, essas particulas devem possuir uma repulsao de
curto alcance que previna a aglomeracio devido a interagdo atrativa do tipo Van der Waals.

As particulas usadas nos coloides magnéticos s3o geralmente as ferritas, oxidos de ferro
tais como a magnetita, bertholida e maghemita. Essas particulas sdo adequadas devido a sua
resisténcia a oxidagdo, embora possuam niveis menores de saturacdo magnética que os metais
de transi¢do. Quando as particulas sdo cobertas com tensoativos formam dispersdes em meios
aquosos ou ndo, ¢ devido as suas dimensdes o movimento Browniano ¢ suficiente para manté-
las estaveis na dispersdo.

Os coloides magnéticos tém sido usados comercialmente em varios equipamentos tais
como selos, aparelhos para surdez, etc. Numerosas patentes ¢ artigos cientificos foram
publicados relacionados & prepara¢do, propriedades e suas aplicagdes. Uma extensa revisdo
sobre o estado da arte de fluidos magnéticos foi editada por Berkovski (1996) de cuja

referéncia provém os conceitos e defini¢des apresentados acima.



1.1.1 - Estabilidade Quimica

Embora a maioria dos éxidos seja inerte ao oxigénio, a magnetita pode ser oxidada para
maghemita, v Fe;0s;. A oxidagiio em presenca de ar ¢ lenta, porém é muito rapida para a
magnetita obtida por co-precipitagdo. Aproximadamente 40% do ferro ferroso é oxidado a
ferro férrico em 1 hora apos a co-precipitagio.

A magnetita € estavel em meio alcalino, porém em meio acido é decomposta em

maghemita, que € a forma mais estavel, segundo a reacio:

2H
FesQy » y Fe,0: + F€2+ + H,0

instavel estavel

Em geral, os fluidos magnéticos necessitam de uma forte protecdo contra a oxidagdo. Os
oxidos de ferrita 530 estaveis em solventes organicos, porém em solugdes aquosas para manter
a sua estabilidade deve-se prevenir a presenca de complexantes ou agentes redutores e o pH

acido.

1.2 - Preparacio de Particulas Magnéticas Coloidais

Particulas magnéticas de dimensdes coloidais podem ser preparadas por moagem umida
de ferritas. O meétodo, usa um moinho de bolas e tensocative como aditivo para a separagfo das
particulas no liquido suporte. O processo apesar de simples € muito lento (cerca de 1000
horas), comparado com a precipitagio quimica, que € o processo mais usado para a produgio

dessas particulas.
1.2.1 - Co-Precipitacio Quimica
Esse método envolve a co-precipitagiio de ions férrico e ferroso (Fe™” e Fe' ') e outros

ions, usando excesso de base, resultando na formagio de oOxidos de ferro. Além do menor

tempo de processo, esse meétodo apresemta outras vantagens tais como a flexibilidade da
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variagdo da composigio das particulas pela incorporagdo de diferentes ions metalicos, e da
variagdo do didmetro das particulas pelo uso de diferentes alcalis. A distribui¢io de tamanho
das particulas obtida com esse método € mais estreita do que 2 obtida com a moagem Umida.
Para produzir magnetita por co-precipita¢do, a razdo entre os sais de Fe' e Fe'' na
mistura deve ser teoricamente 2. Estudos feitos por Reimers e Khalafalla (1976), mostraram
que a maxima saturagdo na magnetizagdo ocorre quando essa razio ¢ de aproximadamente
1,75. Entretanto, a maior parte dos trabalhos incluindo os mais recentes, usam a razdo 2 para a
mistura de sais. Isso ¢ atribuido 4 maior susceptibilidade do Fe™™ a oxidagdo pelo ar em meio
aquoso, resultando na formacgio de uma mistura de Oxidos de ferro (bertholida). A preparagio
de maghemita, y-Fe,O;, € obtida quando as particulas sdo totalmente oxidadas por fervura com
nitrato de ferro aquoso. A maghemita possui magnetizacdo mais baixa que a magnetita, mas ¢
quimicamente estavel na maioria das condigGes. Para que a saturag@o seja atingida com as
ferritas, € requerida uma intensidade de campo de aproximadamente 20 T, ao invés de

aproximadamente 1 T, como € o campo de referéncia usual (Berkovski, 1996).

1.3 - Dispersdo das Particulas no Meio Liquido

As particulas ferromagnéticas sdo solidos cristalinos, e ndo possuem afinidade por
liquidos. Portanto, agentes dispersantes devem ser usados para a sua formulagio em meio
liquido. A descrigdo e discussiio dos métodos aqui apresentados referenciam-se & revisdo sobre
fluidos magnéticos editada por Berkovski (1996).

Na maioria das formulagdes comerciais, o meio liquido € apolar, constituido de solventes
orgénicos, € as particulas magnéticas sfo dispersas, estabilizadas, através da interagdo com
moléculas de tensoativos. Esses compostos sdo constituidos de uma cabega polar, hidrofilica,
e uma cauda ndo polar, lipofilica. As moléculas de tensoativo sZo adsorvidas sobre a superficie
das particulas pela sua extremidade polar, e a particula resultante torna-se lipofilica, tal como
mostrada na Figura 1.

A camada de tensoativo adsorvida aumenta a estabilidade coloidal através da repulsio
estérica, impedindo a agregagio das particulas, que € induzida pelas forcas de atragdo de Van
der Waals e pelas interagSes de dipolos magnéticos. Assim, as moléculas de tensoativo sobre &
superficie das particulas formam uma camada protetora, aumentando a distincia minima entre

as particulas.
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Os tensoativos mais usados para esse tipo de estabilizacdo de coldides sdo os acidos
graxos laurico e oléico, ou estearilamina e/ou alcool estearil. A adsor¢do dos tensoativos na
superticie das particulas pode ser descrita através de dois mecanismos; interagdo eletrostatica e

tormacdo de complexo. A Figura | ilustra esses mecanismos.

N

{

s
. (—OH; 80;— 0— (CHyn —CH,  (a)
N

0
4 0> C— (CHy)s — (CHps— CH, ()

Figura 1: Fluidos magneticos em ciclohexano. Exemplos de recobrimento da superficie das
particulas com o tensoativo. (a): via interagfo eletrostatica (dodecil sulfato de sodio); (b): via

complexacio superficial {(acido oléico).{ Adaptado de Berkovski, 1996).

O mecanismo de interagdo cletrostatica envolve as cargas da superficie das particulas e
da cabega polar das moléculas do tensoativo. Para os ¢xidos de ferro, as cargas da superficie
sdo devidas aos atomos de oxigénio, e o sinal da carga depende do pH do meio. O grupo polar
do tensoativo liga-se a superficie da particula pela atragdo eletrostatica e efeito de
compensacdo de cargas. As moléculas sido deslocadas quando a carga da superficie € revertida
ou anulada. Esse mecanismo aplica-se a tensoativos anidnicos e catidnicos.

O mecanismo da formagdo de complexo envolve uma interagdo quimica entre ©
tensoativo e a superficie das particulas. Embora a ligagdo covalente ndo seja observada, 0s
atomos de metal da superficie podem ser ligados com grupos polares por meio de uma ligagio
de coordenagdo. Nesse modelo, o grupo polar ¢ considerado como ligante. Grupos
carboxilicos. COOQ", sdo considerados bons ligantes para atomos de metais de transigdo.
Portanto, acidos graxos sdo facilmente adsorvidos sobre a superficie dos oxidos de ferrita ou
particulas metalicas. A ligagdo por esse mecanismo, ndo depende do sinal da carga da
superficie das particulas nem do pH do meio.

Para ambos os mecanismos, um bom tensoativo deve conter um grupo polar de alta

afinidade pela superficie da particula, e uma cauda lipofilica que seja muito solivel no meio
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liquido. Essas caracteristicas no entanto ndo podem ser analisadas isoladamente, mas através
do balango hidrofilico-lipofilico (BHL) do tensoativo, o qual é definido pela Equacio 1
(Schick,1987). Segundo Massart (1996) uma boa estratégia para a escolha do tensoativo é

ajustar 0 seu BHL para o do meio apolar no qual as particulas devem ser dispersas.

Yl B 20.mH
5  mH+mlL

HLB = (1)

onde: E, € a porcentagem do peso molecular da porgio hidrofilica (polioxietileno), mH é a
massa molecular da porgfo hidrofilica da molécula de tensoativo e ml. a massa da porgéo
lipofilica da molécula de tensoativo.

A cobertura, ou a quantidade de moléculas de tensoativos na superficie, depende da
concentragdo do tensoativo no meio. Concentragdes muito baixas induzem a dessor¢io do
tensoativo da superficie, de modo a manter o equilibrio entre adsorgio e dessorgio. Por outro
lado, altas concentragdes de tensoativo produzem uma superficie hidrofilica devido 4 formagio
de uma segunda camada de tensoativo adsorvido (Massart, 1996). Na Figura 2 ¢ ilustrado ¢

efeito da conceniragio de tensoativo sobre a cobertura da superficie das particulas.

Figura 2: Influéncia da concentragiio de tensoativo livre: (&) dessor¢do de tensoativo por
diminui¢do da concentragdo de tensoativo livre; (b) formagio de uma bicamada hidrofilica por

aumento de tensoativo livre. (Adaptado de Berkowvski, 1996).

Em aplicagtes biomédicas, a 4gua é o meio liquido no qual as particulas magnéticas

devem ser dispersas. Em meio polar, a superficie das particulas deve ser carregada ou ter
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carater hidrofilice. Nesse meio, a estabilizagdo das particulas € feita por dois métodos:
formagio de uma bicamada de tensoativo ou pela presenca de ions sobre a superficie das
particulas.

Em ambos os casos, os acidos graxos sdo os principais tensoativos usados. Através da
adsor¢do da prnimeira camada de tensoativo a superficie torna-se hidrofobica. Com a
continuidade da adsorgdo ha a formagdo da bicamada e a carga da superficie ¢ revertida ou
torna-se neutra. Em ambos os casos, a formagdo da bicamada expde as cabegas polares do
tensoativo ao meio liquido, tornando hidrofilica a superficie das particulas. Na Figura 3 €

apresentado um esquema da estabilizagio das particulas por esse método.

Figura 3: Formagdo da bicamada hidrofilica: (a) camada monomolecular com tensoativo
aniénico (superficie com carga positiva); (b} camada bimolecular; (bl) carregada
negativamente pela adi¢io de um segundo tensoativo anidnico; (b2) neutra por adigdo de um

tensoativo ndo ionico. (Adaptado de Berkovsk:, 1996).

A estabilizagdo obtida por esse processo € devida a repulsdo das particulas causada pelo
impedimento estérico produzido pelas cadeias de tensoativo, ou pelos grupos carregados
orientados na diregco do meio aquoso.

De Cuyper ¢ Joniau {1988) e Sinkai et al. {1994) observaram que o acido laurico € o
acido graxo mais efetivo para a estabilizagdo de particulas de magnetita. Shimoiizaka (1996)
estudou a estabilizagio de particulas de ferrita. O processo foi eficiente com a cobertura da
primeira camada feita com oleato, e a segunda camada com tensoativo anidnico com 8 a 30

stomos de carbono ou nfo-idnico com 8 a 20 itomos de carbono. Além disso, os BHL’s dos
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tensoativos devem ser maiores que 12. A estabilidade do fluido magnético depende também do
pH e da forga 16nica do meio (Morais et al., 1995).

Além dos acidos graxos, as particulas magnéticas podem ser estabilizadas por
mecanismos semethantes através do recobrimento com polimeros hidrofilicos tais como as
dextranas contendo grupos OH. Esse tipo de estabilizagdo ¢ usado nas aplicagdes das
particulas magnéticas como contrastes de imagens médicas (Oksendal et al., 1993).

Nesse processo, as cargas sdao geradas por pequenos ions ligados quimicamente a
superficie dos oxidos. Esses ions sdo produzidos por reagdes acido-base. Assim, sobre a
superficie das particulas de oxido de ferro, os atomos de ferro sio ligados na forma de ponte
por grupos OH. Esse grupo tem carater anfotérico e torna-se catibnico, OH, , em meio acido,
e O em meio alcalino. Uma outra fonte de cargas sobre a superficie € através da complexacio
de ligantes aos atomos da superficie. Um exemplo é a adsorgiio especifica do ifon citrato
através da ligag@o aos atomos de ferro pelo seu grupo carboxilico. Em aplicagdes médicas, a
presenca de cargas € usada para se associar drogas diretamente a superficie das particulas. Um
esquema desse tipo de estabiliza¢@o ¢ apresentado na Figura 4,

Através do equilibrio dcido - base, a densidade superficial das cargas das particulas (%)
pode ser progressivamente e reversivelmente modificado: se [} for suficientemente grande,
particulas do fluido magnético estaro em uma solugdo (SOL). Ao redor do ponto de carga
zero (PZC), onde . = 0, a repulsdo eletrostatica interparticulas é muito pequena e as particulas
sdo levadas a floculagdo (FLOC). O valor de PZC ¢ relacionado a natureza quimica das cargas
superficiais.

O namero (1), do lado esquerdo da Figura referida mostra um esquema relativo a um
fluide magnetico citratado, em que particulas magneéticas sdo cobertas com ligantes citrato {-
LH). O nimero {2) que se encontra do lado direito é referente a um fluido magnético

precursor, em que particulas magnéticas sic cobertas com ligantes -OH.
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Figura 4: Faixa de estabilidade de fluidos magneéticos idnicos. ., densidade superficial das

cargas das particulas, que € uma fungdo do pH do meio.

1.4 - Caracterizaciio das Particulas Magnéticas

As particulas magnéticas dispersas no meio liquido sdo caracterizadas pelo teor de ferro
e pelo seu tamanho. O teor de ferro pode ser medido por absor¢do atdmica usando o reagente
o-phenanthrolina (Kiwada et al., 1986), ou através de método colorimétrico usando o reagente
Tiron {(De Cuyper e Joniau, 1988).

A determinagdo do tamanho das particulas em fluidos magnéticos envolve as técnicas
usuais de analise de coldides, tais como: microscopia eletrénica de transmissdo, difracido de
raios-X, espalhamento de néutrons ou de luz. Entretanto, outras técnicas mais especificas para
particulas magneéticas podem ser usadas, tais como medidas da magnetizagdo, espalhamento

polarizado de néutrons, medidas dticas (birrefringéneia, dicroismo e poténcia rotatoria), etc.

Bt o b 4
- P |
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Os metodos de determinagio do tamanho das particulas podem ser classificados em dois
grupos: estaticos ¢ dindmicos. Os primeiros geralmente consideram médias termodindmicas
durante tempos que s3o longos comparados as flutuagBes do sistema. Esses métodos
conduzem a determinagdo do tamanho estatico das particulas (espalhamento estatico de luz,
raios-X de pequeno angulo ou espalhamento de néutrons). Os métodos dindmicos conduzem a
determinacdo do raio hidrodindmico das particulas, uma vez que consideram o atrito das
particulas coloidais contra as moléculas de solvente, através do coeficiente de difusdo
translacional ou rotacional. Esses métodos determinam a dependéncia temporal do
espalhamento (espalhamento quase elastico de luz), ou a intensidade de luz transmitida
(birrefringéncia transiente), ou determinam uma quantidade hidrodindmica tal como a

viscosidade. Um descrigdo didatica desses métodos ¢ apresentada por Berkovski (1996).

1.5- Conceitos Basicos sobre Magnetismo

Os conceitos aqui apresentados foram extraidos da referéncia Jiles (1991).

Uma das idéias fundamentais em magnetismo € o conceito de campo magnético.  Um
campo magnético € produzido onde ha carga elétrica em movimento. Isso pode ser devido a
uma corrente elétrica num condutor, por exemplo. Um campo magnético ¢ também produzido
por um magneto permanente. Nesse caso ndo ha corrente convencional mas existem
movimentos orbitais e spins de elétrons {corrente Amperiana) dentro do material do magneto
permanente, que leva a magnetizagdo dentro do material € a um campo magnético externo. O
campo magnetico exerce uma forga tanto no condutor de corrente quanto nos magnetos
permanentes.

Quando um campo magnético {H) ¢ gerado num meio por uma corrente, de acordo com
a lei de Ampeére, a resposta do meio ¢ sua indugdo magnética (B), também chamada de
densidade de fluxo. Todo meio respondera com alguma inducdo, e a relagio entre indugdo
magnética e campo magnético ¢ uma propriedade chamada de permeabilidade do meio (u). O
espago livre também é considerado um meio devido & indugic magnética também ser
produzida em espago livre pela presenca de campo magnético.

A induc3o magnética ¢ relacionada ao campo magnético pela Equagdo 2

B=yp. H (2)



17

sendo: Bem T = Vso/m*
HemA/m
uem Vs/Am = H/m

Em muitos meios B ¢ uma fungdo linear de H, em particular no espago livre, em que a
permeabilidade magnética () ¢ uma constante universal, sendo igual a 4 = .107 T.m/A.
Porem em outros meios, particularmente ferromagnetos e ferrimagnetos, B ndo € fung¢fo linear
de H, sendo que p ndo ¢ necessariamente uma constante. Em materiais paramagnético e
diamagneticos p € constante numa faixa consideravel de valores de H, porém em
ferromagnéticos a permeabilidade varia rapidamente com H.

O efeito que um material magnético tem sobre a indugdo magnética quando submetido a
um campo ¢ representado pela magnetizagdo. A intensidade desse efeito em relacdo a indugéo
que pode ser observada no espaco livre depende da sua permeabilidade. Assim, os materiais
podem aumentar a indugdo magneética como € o caso dos paramagnéticos e dos
ferromagneticos, ou diminui-la como em diamagnetos.

Quando considera-se materiais magnéticos, primeiramente deve-se definir quantidades
que representem a resposta destes materiais ao campo. Essas quantidades sdo o momento
magnético e a magnetizagdo. Apos tais quantidades deve-se considerar a susceptibilidade, que
esta bastante relacionada a permeabilidade.

O circuito mais simples que pode gerar um campo magnético € o de um “loop” circular
de corrente elétrica num condutor. Assim, um “loop” de corrente pode ser considerado a mais
elementar unidade de magnetismo.

Se um “loop” tem area A e carrega uma corrente i, entfio seu momento de dipolo
magnético (m) é m = iA, que tem como unidade Am’. O torque sobre o dipolo magnético de

momento m numa indugdo magnética B € entdo:

T=mx B (3}

e no espago hivre

T=io mH {43
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Isso significa que a indug@o magnética B tenta alinhar o dipolo, e assim, o momento m
encontra-se paralelo a indugdo. Alternativamente, considera-se que B tenta alinhar o “loop” da
corrente de maneira que o campo produzido por um “loop™ de corrente seja paralelo a ele. A

Figura 5 representa o torque no “loop™ da corrente num campo magnético externo.
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Figura 5. Torque num “loop” de corrente em um campo magnético externo.

A magnetizagio (M), € definida como o momento magnético por unidade de volume de

um solido.

M=m/V {(5)

A outra quantidade que representa a resposta do material magnetico ao campo € a

susceptibilidade 7y, que € definida como:

x=M/H (6

Como B ¢ M podem ou ndc ser fungdes lineares de H, dependendo do tipo de material

ou meio, pode-se notar que a permeabilidade e susceptibilidade podem ou ndo ser constantes.
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Quando a indugio magnética € definida em termos de forga exercida sobre a corrente no

condutor, a expressdo ¢ representada por:

F=m B (7)
e no espaco livre:

F=uwp m. H (8)

Derivando a Equagio 8 em termos do eixo x e substituindo m, pela Equagdo 5 e M pela
Equagdo 6, tem-se a seguinte expressdo da forga sobre uma espécie de volume V, em termos

das variaveis ja definidas anteriormente.

dH
F, = —#OZVHE; (9)

1.5.1 - Classificaciio dos Materiais Magnéticos

Os varios tipos de materiais magnéticos podem ser classificados de acordo com sua
susceptibilidade (y). O primeiro grupo desses materiais s30 0s em que ¢ pequena e negativa,
~ -107. Esses materiais sio chamados de diamagnéticos, suas respostas magnéticas se opdem
ao campe aplicado. Exemplos de diamagnetos s3o o ccbre, a prata, o ouro, o bismuto € 0
berilio. Supercondutores formam outro grupo de diamagnetos em que %, = -1.

O segundo grupo em que ), € pequeno € positivo, € normalmente entre 107 ¢ 107 sdo os
paramagnetos. A magnetizagdo desses materiais ¢ fraca mas alinhada em paraieio com a
direcio do campo magnético. Exemplos desses materiais sdo o aluminio, a plating, e o
mangangés.

(Os mais amplamente reconhecidos materiats magnéticos sdo os ferromagnetos, com §
positiva e bem maior do gue 1, tendo valores tipicamente entre 50 e 10000. Exemplos tipicos

sdo o ferro, o cobalto e o niquel (Jiles, 1991).
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Os materiais magnéticos podem também ser classificados em relagdo ao seu momento
magnetico medio, sendo: paramagnéticos os que possuem uma distribuicio randdmica de
spins, que resulta em momento magnético médio nulo ( MNNAVTNT); ferromagnéticos os
que possuem todos os spins alinhados paralelamente num mesmo dominio, portanto com ©
maior momento magnetico { TTMT ), antiferromagnéticos, com spins vizinhos antiparalelos,
e portanto com valor médio do momento magnético nulo (T, ); ferrimagnéticos os que
possuem vizinhos antiparalelos de magnitudes diferentes, e assim com momento magnético ndo

aulo  ( TWTWTW ), e superparamagnéticos com momento magneético total maior do que 0s

materiais paramagnéticos e menor do que os ferromagnéticos.
1.5.2 - Propriedades dos Materiais Ferromagnéticos

Os materiais ferromagneéticos possuem permeabilidade relativa alta, que usualmente
situa-se entre 10 e 10°. Além disso, os ferromagnetos podem ser magnetizados, ou seja, uma
vez expostos a um campo magnético eles retém sua magnetizagio mesmo quando o campo €
removido, 0 que ndo ocofre com 0s paramagnetos.

Outra propriedade dos ferromagnetos é possuirem histerese, que significa um atraso ¢ €

notada plotando-se a indugio magnética B pela forga do campo H.

BiTestal

Figura 6: “Loop” tipico de histerese {Adaptado de Jiles, 1991).

Através do grafico de histerese pode-se ver que os ferromagnetos em seu estado inicial
ndo estio magnetizados. A aplicagdo de um campo H causa a indugdo magnética que cresce na

direcdo do campo. Se H cresce indefinidamente a magnetizagio eventualmente alcanga a



21

saturagdo, no valor designado de M, Isso representa a condigdo onde todos os dipolos
magnéticos dentro do material estdo alinhados na diregdo do campo magnético H. A saturagio
da magnetiza¢do ¢ dependente somente da magnitude do momento magnético atdmico m e do

mimero de atomos / unidade de volume n.

My=nm (10)

Para o ferro, a satura¢do da magnetizagdo ocorre a 1,71T. My s6 depende do material
presente e ndo ¢ sensivel a sua estrutura.

Para que a indugdo magnética seja reduzida a zero pode-se aplicar um campo magnético
reverso de forga He, que € conhecida como coercividade. Essa forga depende das condigdes da
amostra, sendo afetada por fatores como tratamento térmico ou deformagio.

Para se entender a organizagdo dos momentos magnéticos dentro de ferromagnetos
surgem duas questoes: os momentos magneéticos sdo permanentes ou induzidos pelo campo, e
eles sdo alinhados aleatoriamente ou em ordem ?

Pela teoria de dominio de Weiss, existem dominios magnéticos em ferromagnetos, nos
quais os momentos magneéticos atdmicos sio alinhados paralelamente em grandes volumes de
solidos. Nesses dominios grande numero de momentos atdmicos 10'> a 10'°, sdo alinhados
paralelamente e entdo a magnetizagdo € quase saturada. Porém, a dire¢do de alinhamento varia
de dominio para dominio de uma maneira mais ou menos aleatoria. Existem certos eixos
cristalograficos que sdo preferidos pelos momentos magnéticos, 0 que os leva, na auséncia do
campo, ao alinhamento ao longo desses eixos denominados de eixos magneticos faceis.

As consequéncias imediatas disso sdo: a) momentos magnéticos atdmicos em existéncia
permanente, b) momentos atémicos ordenados (alinhados) mesmo no estado desmagnetizado,
¢) dominios alinhados apenas aleatoriamente no estado desmagnetizado, d) processo de
magnetizagdo consistir da reorientagdo de dominios e entdo mais dominios s@o alinhados com
o campo, ou volumes de dominios alinhados com o campo serem bem maiores do que volumes
de dominios alinhados contra o campo.

Ha regides de transicdo nos dominios, em que 08 momentos magneticos se reorientam,
com propriedades magnéticas locais devido 4 proximidade dos limites dos domimios, e que $30
denominadas de paredes de dominio ou paredes de Bloch. A maioria das mudangas magneticas
sob a agdo de campo magnéticos fraco e moderado ocorrem nessas paredes de dominio (Jiles,

1991).
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1.8.3 — Propriedades Magnéticas dos Fluidos Magnéticos

As propriedades magneéticas dos ferrofluidos dependem das propriedades magnéticas dos
solidos que os constituem. Assim, as ferritas possuem estrutura do tipo mineral espinélio,
sendo que os espinclios representam um exemplo classico de estrutura de cristal que permite
um tipo especial de ordem magnética chamada de fernimagnetismo.

A estrutura de espinélio € uma das mais frequentes encontradas nos compostos MM X,
nos quais ¢ X representa o oxigénio ou algum anion bivalente calcogénico (8%, Se™, Te™), que
pode ser parcialmente substituido por anmions monovalentes (F', I', Br), e M, M’ sdo ions
metalicos, ou uma combinacdo deles, cujas valéncias tém que cumprir o requerimento de
eletroneutralidade. Devido a grande eletronegatividade do oxigénio as ligagdes do tipo idnico
prevalecem em quase todos os oxidos de espinelio.

A estrutura de espinélio ¢ formada por um arranjo fcc de dnions com espagos
parcialmente preenchidos com cations. Ha 2 tipos de espacos diferindo na coordenagdo: o
tetraédrico ou A e o octaédrico ou B. De todos estes sitios disponiveis em cubo elementar
contendo 32 dnions, somente sdo ocupados por cations 8 do tipo A e 16 do tipo B. A
geometria dos intersticios ocupados pode ser vista na Figura 7, em que a célula primitiva
contendo 2 unidades da formula MM, X, é mostrada. A simetria € cubica e corresponde ac

espago do grupo O, (Fd3m),

PR

Figura 7. Célula primitiva da estrutura do espinélio.
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Nesta estrutura os cations s@o mutuamente separados por anions maiores, 0s ions de
oxigénio, que praticamente excluem um contato direto entre os orbitais de cations, fazendo
quaiquer troca direta muito fraca. Ao contrario disso, aparecem interagbes de super troca,
como a troca indireta via orbital p do anion, que pode ser forte o suficiente para ordenar os
momentos magnéticos. Sabe-se que, independentemente das estruturas eletronicas dos cations,
este tipo de interagdo depende bastante da geometria do arranjo de interagdes dos 2 cations e
do anion interveniente, sendo que tanto a distincia quanto os angulos de interagdo sdo
relevantes. Normalmente, somente as interagOes na primeira coordenagdo da esfera (ambos 0s
cations em contato o anion) sdo consideradas importantes, sendo as outras frequentemente

desconsideradas (Krupicka e Novak, 1982).
1.5.3.1 - Relaxacao Browniana e de Néel

O material ser ou ndo magnético ¢ uma caracteristica da presenga de momento
magneético, o qual possui uma orientagdo mais favorecida energeticamente, que € o eixo de
anisotropia. Esse eixo indica a dire¢do de menor energia para a orientagio do momento
magnético podendo estar paralelo ou anti-paralelo ao mesmo.

Dependendo da razio entre energia anisotropica magnetica (E,) ¢ energia térmica (kgT),
as particulas podem ser ferromagnéticas ou superparamagnéticas. A agitagdo termica,
relacionada 4 energia de anisotropia, também se relaciona aos processos de relaxagdo do
momento magnético, sendo a sua rotagio dependente de uma barreira de energia interna

anisotropica, rotagdo de Néel, e o tempo de relaxacgéo:
T= %o €Xp (Ea/kBT) (11)

sendo o tempo caracteristico de difusdo orientacional: 1, = 1 ns.

Se E, / ksT >> 1, tem-se a relaxacio Browniana, sendo que as particulas sdo
ferromagnéticas, e seus momentos magnéticos seguem o eixo magnético facil ou de
anisotropia. O processo de relaxacio ocorre com o momento magnético fixo na particula, que
gira com esta na presenca de um campo magnético, relaxaco extrinsica. O tempo de relaxacdo

¢ entdo representado pela equacdo seguinte:

w=3Vn/ikT {12)
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onde V € o volume da particula e n € a viscosidade do liquido carreador.

Se E. / ksT << 1, tem-se a relaxacio de Néel, sendo que as particulas sdo
superparamagneticas, € seus momentos magnéticos, ndo estando preso ao eixo de anisotropia,
podem sofrer rotac@o livremente no interior dos grdos na presenca de um campo magnetico,
sem haver necessariamente 0 movimento da particula, relaxac¢io intrinseca (Halbreich et al,,

1998). O tempo de relaxagio € representado por:
™~ =Ty exp Ea/ kaT (13)
Dependendo da faixa de temperatura o material pode apresentar dois tipos de relaxagio:
=g Ty (14)

Quando a fragdo do volume ¢ das particulas ndo € grande: ¢ < 8%, devido ao

movimento Browniano, a magnetizacio do fluido magnético segue a lei de Langevin:

ME»=¢ M L(©) (15)
onde M, € a magnetizagdo no volume de material. L (§) € a fungio de Langevin ¢ € definida
por:

L (&) =cotg & -(1/8) (16)
onde £ ¢ o parametro de Langevin:

sendo m = M, V (Bacri et al., 1997).
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1.6 - Estabilidade Coloidal dos Fluidos Magnéticos

Um dos problemas chave para o uso industrial de ferrofluidos ¢ sua estabilidade coloidal.
A separacgdo de fases em dois liquidos de concentragdo diferente de particulas é bastante
comum. Muitos fatores sdo capazes de induzir a separa¢do de fases, como a diminuigdo da
temperatura, algumas variagdes na concentragio do tensoativo livre para particulas
estabilizadas estericamente, e um aumento na for¢a idnica, para particulas estabilizadas
eletrostaticamente.

O balango entre as varias interagdes interparticulas € que assegura a estabilidade do
liquido magnetico. Estas interagdes sdo: interagdo dipolo-dipolo; interagdo Van der Waals,
interagdo dipolo-campo magnético, e também repulsio estérica via solvente para particulas

cobertas com tensoativo, ou repulsdo eletrostatica por parte de particulas i6nicas,

1.7 - Sistemas Magnéticos Multifasicos

Os fluidos magnéticos podem formar sistemas multifasicos tais como microemulsdes
magnéticas, fases lamelares e hexagonais, vesiculas, emulsGes e capsulas, ou formar
compOsitos magneticos.

Fases lamelares s3o constituidas pelo arranjamento peridédico de camadas alternadas de
oleo e agua. Nas fases magnéticas lamelares, particulas solidas sfo introduzidas nas fases
liquidas lamelares sem destruirem a sua ordem. Particulas magnéticas foram introduzidas em
baixas concentragdes (aproximadamente 10° particulas/cm’), em fases nematicas liotropicas,
misturando um fluido magnético a um suporte liquido cristalino, Esses sistemas, denominados
de ferronematicos, foram preparados com o objetivo de orientar e estudar fases nematicas

liotropicas. Um esquema desses sistemas € apresentado na Figura 3.
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Figura 8: Esquema de fases lamelares magnéticas (Adaptado de Berbovski, 1996).

Heve et al. (1984) incorporaram particulas magnéticas em vesiculas preparadas com
cloreto de diocatadecildimetilamonio, para estudar os efeitos magnéticos da fotolise da
benzofenona.

De Cuyper ¢ Joniau (1988) prepararam vesiculas de fosfolipidios, lipossomas, contendo
magnetita, que foi anteriormente estabilizada com acido laurico, em meio aquoso no seu
interior. Essas vesiculas foram preparadas por dialise e designadas como magnetolipossomas.
Uma descricdo detalhada sobre a preparagio dessas vesiculas com tamanhos da ordem de
nandmetros, sera apresentada no item referente a preparagio dos magnetolipossomas.

Kiwada et al. (1986) prepararam magnetolipossomas pelo método da hidratagio do filme
lipidico. Nesse método os fosfolipidios sdo misturados as particulas magnéticas e pela
evaporagdo do solvente é formado um filme lipidico, que € posteriormente hidratado formando
os magnetolipossomas. O didmetro médio dos lipossomas formados por este método ¢ de
aproximadamentel,54 pm.

Menager e Cabuil (1995) misturaram os fosfolipidios as particulas magnéticas utilizando
o método da emulsdo multipla, obtendo assim magnetolipossomas gigantes, de didmetro de 10

a40 um.

1.8- Aplicacbes dos Sistemas Magnéticos Vesiculares

Sistemas magnéticos vesiculares tém sido usados em varias aplicagbes de processos

biotecnologicos, algumas dessas aplicagdes sio descritas a seguir.
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1.8.1 - Suporte e Direcionamento de Drogas

Lipossomas tém sido usados como veiculos para o encapsulamento e liberacdo
controlada de drogas, por serem de composicio semelhante & da membrana celular,
biodegradaveis, relativamente n3o-imunogénicos e nio toxicos.

Os hpossomas tradicionais injetados intravenosamente em animais, tiveram o
direcionamento preferencial para 6rgdos do sistema imunologico tais como o figado e o bago.
Assim, para que se conseguisse um direcionamento em sitios especificos, Ishii et al.(1990),
prepararam lipossomas com magnetita e drogas terapéuticas (ML’s), e conseguiram
direciona-los por for¢a magnética externa, com um campo magnético inofensivo ao sistema
biologico em qualquer parte do corpo.

Kiwada et al. (1986), encapsularam lipossomas de PC com magnetita e “H-inulina
acoplada a supercifie, e analisaram suas caracteristicas de transporte i vitro e in vivo. In vivo,
os ML’s com drogas, quando submetidos a um campo magnético, liberaram mais
radioatividade nos tecidos do tumor do que lipossomas sem magnetos, apesar dos resultados
terem sido inferiores aos obtidos in vifro. Praticamente 30 % da radioatividade injetada ndo foi
recuperada em tecidos ou orgdos, devido a degrada¢do dos ML’s na circulagdo e excregio da
inulina pela urina, diferentemente de quando se usa lipossomas convencionais que acumula a
inulina nos tecidos.

Ishii et al. (1990), prepararam ML’s com o agente anticancer S-fluorouracil (3FU) e
estudaram sua viscosidade e capacidade de retengdo em sitios especificos. Os ML’s se
comportaram como esferas rigidas, apesar das membranas destas vesiculas serem flexiveis
como os globulos vermelhos do sangue. /n vitro, as quantidades de 5FU liberadas dos ML’s
aumentaram com o tempo no sitio submetido ac campo magnético, enquanto que a
quantidade de S5FU liberada de lipossomas sem magnetita permaneceu inalterada com ©
tempo.

In vivo, os ML’s com 5FU foram aplicados intravascularmente na orelha de coelhos, que
foi submetida a campo magnético de 4000G. Mais de 80 % dos ML’s injetados foram retidos
no local, além disso, os magnetolipossomas se mantiveram no local de campo magnético por
mais de uma hora, representando uma eficiéncia quanto a liberagdo do medicamento, ja que
este tinha 75 % da sua liberacdo realizada na primeira hora.

Tais experimentos evidenciam que vesiculas lipidicas contendo magnetos podem ser

usadas como um sistema novo para veiculacio de medicamentos.
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1.8.2 - Classificacio e Separaciio de Células

A idéia de separacdo magnética de uma populacdo de células das outras ndo é nova. Ha
muitos anos, uma maneira rotineira de isolar células fagociticas das ndo fagociticas era fazer
com que elas ingerissem ferro magnético. Qutra tentativa de separagdo magnética de células foi
o uso de ferro como carga celular.

Atualmente, a separacdo magnética em alto gradiente de campo € usada para separagio
fisica de células fracamente magnéticas, como por exemplo, globulos vermelhos do sangue que
contém hemoglobina no estado paramagnético (deoxihemogiobina ou metaemoglobina). Esta
técnica permite a purificagdo de linfocitos que sdo ligados aos eritrocitos de metaemoglobina.

As particulas magnéticas tém sido usadas para otimizar a separagdo das células. O
principio da classificagio magnética é o seguinte: um antigeno especifico para um dado
anticorpo a ser separado ¢ fixado na superficie das particulas magnéticas e introduzido na
mistura. A associag@o antigeno - anticorpo induz o acoplamento especifico entre as particulas e
as células. As células classificadas podem ser separadas do meio por um simples gradiente de
campo magnetico. O mesmo principio pode ser aplicado para sistemas veiculadores de drogas.

Anticorpos acoplados a magnetolipossomas, ML’s, foram propostos como uma nova
maneira de se realizar a selegio das células, e designados como  imunomagnetolipossomas.
Foram preparados ML’s de DSPC ou DPPC suportando imunoglobulinas anti-fibronectinas
especificas capazes de se ligar a superficic das células. Apos a ligacdo, as células magneto
sensiveis foram expostas ao campo magnético, e se concentraram no local do centro
magnético, podendo ser removidas com ¢ uso de uma pipeta, apos o desligamento do campo.
As vesiculas foram depois removidas das células por tratamento com tripsina (Margolis et al.,
1983).

Hancock e Kemshead (1993) prepararam coloides imunomagnéticos, com tamanho de
aproximadamente 50 a 70 nm, cobertas com imunoglobulinas. O material ndo sofreu
agregacdo e nem perdeu a biorreatividade no periodo de um ano.

Por possuirem propriedades de solugdo este tipo de coloide pode oferecer vantagens
distintas quanto & sua capacidade de se ligar as células quando comparado a microesferas
magnéticas maiores. Conseguiu-se isolar células B e células T com alto grau de pureza apos
incubagdc com anticorpos monoclonais e o ferrofluido de imunogiobulinas. Para isso, foi
usado um separador de alto gradiente magnético para capturar as células e depois liberta-las.

Foi observado que as ligagOes ndo especificas que ocorreram foram poucas, € que a separagao



29

das celulas se completava em 30 minutos. Assim, células separadas por este método podem

permanecer altamente viaveis além de serem recuperaveis.

1.8.3 - Processos de Purificacie de Biomoléculas

Particulas magneticas foram consideradas também como suporte de fase soélida
magnética (SFSM) em estudos de processos de adsor¢do e elui¢do, como a cromatografia de
afinidade. Para a purificagdo de acidos nucléicos, particulas magnéticas de oxido de ferro,
foram incorporadas a matriz de afinidade, agarose (Pyle,1994).

Desta forma, foi formado o SFSM - agarose, no qual foram feitas ligagdes covalentes
cruzadas para que a matriz tivesse maior estabilidade quimica e térmica. Apds a adsorgdo do
substrato, o SFSM foi retido magneticamente e o sobrenadante removido, otendo-se assim
uma facil separagdo.

O SFSM mostrou-se funcional para varios tipos de ligantes de acidos nucléicos, entre
eles os grupos dietilaminoeti! (DEAE), epiclorohidrina / trietanolamina (ECTEOLA),
epiclorohidrina / 2-hidroxietilpiperazina (EHEP), dentre outros, os quais possuem superficie
carregada positivamente pelo grupo amino protonado, que confere afinidade com os acidos
nucléicos em solugio, que possuem cauda com grupo fosfato carregado negativamente.

Estes derivados de SFSM s@o ndo-especificos na captura de acidos nucléicos e
oligonucleotideos, mas podem ser usados especificamente para a separag¢do de diferentes
formas de acidos nucléicos. Usando-se SFSM - DEAE, pode-se ter a separagdo de misturas de
DNA e RNA pela aplicagio de diferentes concentragdes de solugio eluente.

Os procedimentos estudados levaram a bons resultados para o SFSM - DEAE na
purificagdo de DNA de plasmidio, tanto em escala reduzida quanto em larga escala. Além
disso, o SFSM pode ser utilizado com propdsitos analiticos ou preparativos.

Futuras aplicagdes para este tipo de suporte em separagdes de acido nucléico inclui
estudos da purificagdio do RNA mensageiro ¢ isolamento de sequéncia especifica de genes por
captura com sonda de SFSM ligado a oligonucleotideo.

A versatilidade do SFSM - agarose € tanta que a purificaciio de muitos outros tipos de

importantes moléculas bioldgicas também podera ser possivel (Pyle,1994).



1.8.4 - Imobilizaciio de Enzimas e Proteinas

A utilizagdo de suportes magnéticos para a imobilizagdo de enzimas tem como vantagem
a facilidade de separagdo de materiais insoliveis do meio, 0 que ndo € possivel nos suportes
convencionais que tém como restri¢do o uso de substratos soliveis.

Com a ajuda de um dispositivo magnético que retém o suporte no meio da reagdo,
consegue-se uma facil separagdo, sendo o sobrenadante decantado. Desta forma, além de
possibilitar a preparagdio da enzima na presenga de outros componentes insoliveis, também
facilita a sua recuperagio.

Alem dessa facilidade, as enzimas imobilizadas em material magnético, como a
magnetita, podem apresentar melhor estabilidade térmica e serem mais ativas a altas
temperaturas que as ndo imobilizadas, provavelmente devido a reducdo da autdlise promovida
pela imobilizagdo (Van Leemputten e Horisberger, 1974).

De Cuyper e Joniau incorporaram a enzima de membrana citocromo c-oxidase aos ML.-
PC’s, que foram previamente sonicados para facilitar a incorporagdo. Com o ambiente da
bicamada ocorre a inducdo da reativacdo da enzima, sendo que a citocromo c-oxidase sem
ambiente lipidico tem taxa de atividade de 0,03 min." e com os ML’s esta ¢ de 0,15min”. Além
disso, as moléculas lipidicas sdo também responsaveis pela firme fixacdo da enzima no
complexo solido-bicamada (De Cuyper e Joniau, 1990, 1993).

Foi também observado um aumento na atividade da enzima de um fator de
aproximadamente 5 com rela¢do a enzima em mistura com poucos lipidios.

Ap6s o primeiro fracionamento magnetizado 67 % da atividade permaneceu nos ML’s
retido, sendo que parte dela foi perdida pela relutincia das moléculas de enzima em se
incorporarem firmemente e também a recupera¢do incompleta feita pelo filtro magnético. Além
disso, a estabilidade térmica também foi aumentada com os ML’s, e foi dependente do
comprimento da cadeia acil do lipidio.

A capacidade das proteinas de membrana de se inserirem espontaneamente na bicamada
- lipidica dos ML’s e o alto rendimento na atividade da enzima imobilizada, fazem dos ML’s
suportes de enzima de membrana interessantes no uso em biorreatores controlados

magneticamente e em cromatografia de afinidade.
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1.8.5 - Estudo da Deformacio de Membranas

Magnetolipossomas grandes foram preparados como sistema modelo para a realizagdo
de estudos das propriedades elasticas das membranas celulares pelo efeito de um campo
magnético externo.

Estas vesiculas magnéticas, com fosfolipidio DOPC, foram sintetizadas pelo processo da
emulsdo multipla, em que o fluido magnético € incorporado dentro das vesiculas. Estas
vesiculas aparecem como esferas com didmetro na faixa de 10 a 40 um. Quando submetidas &
campo magnético de baixa intensidade, 0,01 T, se alinham ao longo da diregdo do campo.
Isoladas umas das outras as vesiculas maiores flutuam em campo zero, e exibem uma
deformagdo em sua forma sob campo constante, assumindo a forma elipsoide e permitindo a
determinagdo de constantes viscoelasticas da membrana. Tem-se que quanto maior o campo
maior sera o elongamento da vesicula.

Ha duas constantes que determinam as propriedades da bicamada externa: a constante
elastica de curvatura, Kec, contabilizando a curvatura local da membrana, e a eléastica
extensional, Ka, que mede o estiramento da membrana no regime inflado. Sem o campo a
forma da vesicula depende da competi¢do entre a energia térmica de flutuagdo (ksT) ¢ energia
elastica.

O fluido magnético, neste caso, é disperso na agua e tem sua superficie negativa devido
ao citrato adsorvido sobre as particulas, que estabiliza a solugdo coloidal pelas repulsdes
eletrostaticas, sem o uso de tensoativos. Nesse método de preparo, a fragio de volume das
particulas magnéticas estaveis na solugdo coloidal € de aproximadamente 20%, enquanto que a
fragdo dos lipossomas incorporados a elas pode ndo ser maior que 6 %o.

Os estudos destas vesiculas gigantes artificiais sdo importantes para se obter medidas da
sensibilidade das células biologicas a agentes externos como anticorpos, proteinas e algumas
drogas que poderiam atacar as membranas das células, mesmo que ndo reflitam as
propriedades exatas das membranas biologicas reais (Menager e Cabuil, 1995; Bacri et al,

1995).

1.8.6 - Processos de Hipertermia

Hipertermia € uma terapia para tratamento de céncer, baseada no fato de células

tumorais serem mais sensiveis 4 temperaturas na faixa de 42-45°C gue as células de tecidos



normais. Comparada com as terapias convencionais, a hipertermia possui poucos efeitos
colaterais.

Particulas magnéticas podem gerar calor sendo uma das causas a perda de histerese sob
campo magnetico de alta frequéncia, como 500 kHz. Além disso, para a aplicagdo da técnica
de hipertermia uma das melhores estratégias ¢ o direcionamento da droga. Desta forma, tem
sido estudada a aplicagdo de particulas magnéticas para tratamento de hipertermia localizado,
observando-se elevagdes locais de temperatura (Bacri et al., 1995, Jordan et al., 1993).

Shinkai et al. (1994) prepararam magnetolipossomas usando os fosfolipidios DMPC e
DMPE e imobilizaram o anticorpo monoclonal sobre eles. Foi encontrada uma composi¢io
otima para dispersibilidade na razdo massica de 2:1 (DMPC/DMPE). O tamanho médio dos
magnetolipossomas, contendo magnetita de 10nm, foi de quase 80nm e o conteido de DMPE
na camada interna for maior do que na externa, devido a diferenca na configuragio de PC e
PE, sendo PC conico e o PE cilindrico.

Os magnetolipossomas foram cobertos com hidrazida para estabilizar as capsulas de
fosfolipidios e fornecer uma ancora para a imobilizagdo dos anticorpos. Com a incubacio dos
magnetolipossomas conjugados com anticorpos e células de cincer, conseguiu-se a adsorgdo
na superficie das células. Através de medidas da evolugdo das taxas de calor dos
magnetolipossomas, concluiu-se que o aquecimento depende do tamanho das particulas de
magnetita usadas, € que 40nm ¢ o tamanho 6timo para tratamento de hipertermia.

Os magnetolipossomas  desenvolvidos tiveram  excelentes propriedades de
dispersibilidade, afinidade e geragdo de calor, e de acordo com uma simula¢do aqueceriam as
células cancerosas acima de 42°C enquanto que as saudaveis ao redor ndo seriam aquecidas a
temperaturas maiores do que esta.

Viroonchatapan et al. (1996) desenvolveram um magnetolipossoma termossensivel
utilizando magnetita de dextrana como particula magnética ¢ DPPC como fosfolipidio. A
magnetita de dextrana ¢ utilizada devido & sua alta dispersibilidade em 4gua ou em solvente
orgénico. De acordo com os experimentos in vivo, que utilizaram 16 grupos de camundongos
(n=3), os magnetolipossomas termossensiveis foram capturados pelo figado com a ajuda de um
magneto extracorporal.

Os beneficios apontados para esses sistemas com relagio ao direcionamentc 4 orgios
especificos sdo: a retencdo adicional ajuda numa efetiva hipertermia, a toxicidade de drogas
pode ser minimizada pela redugdo da quantidade de ML’s termossensivel que chega a outros

orgdos, a passagem mais lenta dos ML’s pelo campo magnético pode facilitar a endocitese do



lipossoma pelas celulas endoteliais provocando um direcionamento celular e subcelular as
celulas do tumor. Os ML’s termossensiveis também podem ser usados em sistemas de imagem

de ressonancia magnetica (MRI), ou em direcionamento & outros orgdos do corpo.

1.9 - Lipossomas

1.9.1 - Estrutura

Os lipossomas sdo vesiculas lamelares formadas por bicamadas de fostolipidios. Os
fosfolipidios sao moléculas anfifilicas, ou seja, que possuem uma parte hidrofilica, a cabega
polar de grupo fosfato, e outra hidrofobica, as caudas apolares de acidos graxos. Os
lipossomas podem ser preparados a partir da mistura de diferentes fostolipidios, como
fosfatidilcolina (PC), alguns carregados eletricamente, como a fosfatidilserina (PS),
fosfatidilglicerol (PG) e lipidios como o colesterol.

Quando em meio aquoso, estas moléculas anfifilicas tendem a se orientar de forma a se
encontrarem num estado de menor energia, em que as forgas repulsivas entre o meio polar e as
partes apolares das moléculas sejam minimzadas. Assim, as cadeias de hidrocarbonetos se
arranjam paralelamente umas as outras, para que se tenha uma melhor agregacdo. Os
agregados comecam a ser formados a partir de uma certa concentracdo de mondmeros na
solugdo, que € chamada de concentragdo micelar critica (cmc), acima da qual ha um equilibrio
entre os agregados e os monomeros, que sempre estarfo na solugdo a uma concentragao
proxima a ¢me.

O tipo do agregado formado depende da concentragio das moléculas, do tipo de
molécula anfifilica, nimero de cadeias de acido graxo e seus comprimentos. Israelachvili et al.
{1994) propuseram que o tipo de morfologia das estruturas formadas por moléculas de lipidios
e outros componentes anfifilicos em solugdes aquosas pode ser predito a partir de suas
propriedades geométricas de empacotamento. Tais propriedades podem ser convenientemente

representadas pelo pardmetro p, de acordo com a seguinie equagdo:

p=v/(a.L) (18)
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onde v € o volume molecular da por¢do hidrofobica, a, € a area superficial otima, (defimida
como a area ocupada pela porgdo hidrofilica quando a energia de interagdo entre os lipidios €
minima) ¢ l; € o comprimento critico da cadeia ou cadeias de hidrocarboneto, ndo podendo
ultrapassar © comprimento maximo efetivo que as cadelas podem assumir quando
completamente dispendidas. As relagdes entre o tipo de organizagio do agregado e a

geometria da molécula se apresentam na Figura 9.
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Figura 9: Modelo de empacotamento geométrico de moléculas anfifilicas baseado no

pardmetro p. {Adaptado de Israelachvili et al., 1994).



No caso dos lipossomas, as estruturas com dupla cadeia de hidrocarboneto podem se
agregar em forma de bicamada. Como os agregados planos sdo instaveis termodinamicamente,
devido o contato das bordas laterais de hidrocarbonetos com a solucdo polar, estes se curvam
formando estruturas esféricas fechadas, ¢ neste processo englobam parte do meio aquoso e
substdncias hidrofilicas contidas nele. Desta forma, a cabeca polar estard exposta a superficie e
as cadeias apolares isoladas em seu interior.

A curvatura pode ser forgada pela adigio de agentes que aumentam a area da
monocamada externa em relagdo a interna, ou pelo aumento do tamanho das cabecas dos
lipidios externos, como no caso da hidratagio pela ionizagdo da camada externa, que provoca
a atragdo da dgua que se liga 4 cabega aumentando o seu tamanho.

A altas concentragdes de agua, a fase lamelar & estavel e composta de bicamadas
alternadas de moléculas lipidicas e camadas de dgua. A baixas concentragGes de agua podem
ocorrer fases inversas estaveis, tendo-se micelas reversas, que tém as caudas orientadas a
superficie e as cabegas para centro.

Dependendo da concentragdo dos lipidios pode-se ter diferentes geometrias dos
agregados, tendo-se a mais altas concentra¢des agregados em fases diferentes, que podem ser
hexagonal, lamelar ciibica ou hexagonal reversa. Além disso, a baixas concentragdes podem
estar presentes no sistema vesiculas multilamelares (VML’s), vesiculas unilamelares grandes
(VUG’s) ou vesiculas unilamelares pequenas (VUP’s), dependendo da forma de preparagio.
Com o aumento da concentragdo lipidica as vesiculas unilamelares tém transformagdo
progressiva em di- tri- e multilamelas.

A estabilidade do sistema pode ser aumentada pela inclusdo de moléculas carregadas na
membrana, devido & forgas eletrostaticas que evitam o contato e aglutinagdo das vesiculas

(Lasic, 1992; 1993),

1.9.2 - Fases do Sistema

O sistema de lipossomas € do tipo anfotropico, ou seja, aquele com ordem e mobilidade
determinados pelo solvente e temperatura {Ringsdorf, 1988). Quando as mudangas de fase do
sistema forem fungio somente da temperatura, ele sera classificado como termotropico,

quando forem fungdo da concentragdo ou tipo de solvente ¢ da temperatura sera liotropico.



As fases deste sistema sdo classificadas como de cristais liquidos. Os cristais liquidos
termotiropicos exibem simultaneamente, a certas temperaturas, propriedades do estado liquido
como baixa viscosidade e tendéncia a formar goticulas, e propriedades do estado solido, como
anisotropia das propriedades mecdnicas, Opticas, elétricas e magnéticas. De acordo com os
diferentes arramos moleculares, podem ser subdivididos em nematicos, esméticos ou
colestéricos.

Nos cristais liquidos do tipo nematico, o eixo longitudinal das moléculas ¢ paralelo a
diregdo do vetor (n), com seus centros de gravidade distribuidos aleatoriamente, o que
caracteriza um ordenamento orientacional e um desordenamento posicional. Os do tipo
esmetico sdo caracterizados pelo ordenamento orientacional e posicional, com as moléculas
dispostas perpendicularmente ao plano das camadas. Nos cristais liquidos termotropicos do
tipo colestérico, as moléculas apresentam-se também dispostas em camadas, porém orientadas
paralelamente a0 plano destas e com seus eixos longitudinais deslocados de camada em
camada, seguindo um padrio helicoidal.

Os sistemas cristalinos liotropicos apresentam ainda maior polimorfismo estrutural que
0s termotropicos, com a coexisténcia de mais de uma fase sob deterrmnadas condigdes. A
grande diversidade estrutural dos cristais liquidos liotropicos esta diretamente relacionada a
existéncia de moléculas anfifilicas com diferentes geometrias moleculares e propriedades de
solubilidade. Os liotropicos, em geral, s3o caracterizados por ordem orientacional e desordem
posicional. Além da concentragio e temperatura, as fases do deste sistema podem ser
influenciadas também pelo pH e forga idnica do meio quando as moléculas anfifilicas
apresentarem grupos ionizaveis, come no caso dos tensoativos idnicos.

A mudanga de fase dos sistemas de gel, solida, para a de liquido cristalino ocorre numa
temperatura denominada de temperatura critica de transi¢do de fase (T¢). O pardmetro de
ordem do sistema depende da temperatura e do tipo de molécula lipidica presente, € pode ser
modificado pela presenga de colesterol em concentragdes molares de até 1:1 com o lipidio,
acima da qual ha desestabilizacio do sistema por saturagio devido a formagdo de um
complexo que se forma entre o lipidio da bicamada e o colesterol.

O colesterol aumenta a ordem na fase liquido cristaline e diminui na fase gel. Isso ocorre
devido o arranjo estrutural se acomodar melhor na fase liquido com esta molécula de uma so
cadeia. Ja na fase gel, ocorre uma maior desordenacgio devido 4 menor fluidez da membrana,
ocorrendo portanto dificuldade de acomodagdo destas moléculas na membrana formada (Lasic,

1993).



1.9.3 - Métodos de Preparaciio de Lipossomas Convencionais

Dependendo da maneira como os lipossomas sdo preparados, apresentam caracteristicas
estruturais diferentes, além de diferencas nas propriedades como eficiéncia de encapsulamento,

permeabilidade e estabilidade da bicamada.

1.9.3.1 - Método da Hidratacio do Filme

O método da hidrata¢do do filme consiste da preparagio de vesiculas multilamelares pelo
deposito de uma camada fina de lipidios nas paredes de um baldo, que sdo formadas pela
evaporacdo do solvente orginico, no qual estdo dissolvidos. Apos a formagdo do filme,
excesso de fase aquosa € adicionado e a solugdo € constantemente agitada em temperatura
mator que a Tc, temperatura de transicdo dos fosfolipidios, fazendo com que os lipidios se
desprendam do baldo e se agregem em lipossomas enquanto encapsulam parte da solugio,
ocorrendo assim a hidratacdo do filme. Este método normalmente resulta em hipossomas
muitilamelares, com varias bicamadas lipidicas.

Para a formag¢do de lipossomas menores e solugdes mais homogéneas pode-se utilizar
lipidios carregados, o que faz com que haja melhor dispersdo da solugdo pela repulsdo
eletrostatica, ou pode-se usar uma agitagio mais rigorosa € por mais tempo, que resulta em
fragdes maiores de estruturas menores ¢ unilamelares. Outra maneira de diminuir o tamanho
dos lipossomas € pela repeti¢do do congelamento e descongelamento das vesiculas, o que leva
a menor tigidez da membrana das VML’s, que podem ser facilmente extrudadas.

Caso seja necessario se produzir lipossomas com camada simples e com distribuigio mais
homogénea, sio utilizados procedimentos posteriores a esta preparagdo, como a sonicagdo €

extrusdo (Lasic, 1993).

1.9.3.2 - Métode do Esgotamento do Detergente

O método do esgotamento do detergente baseia-se em mudancas assimétricas das areas
superficiais de ambas as monocamadas, que assim podem causar a indug@o da vesiculagdo.
Para 1s50, aumenta-se a area superficial relativa da monocamada externa pela inser¢do de
moléculas anfifilicas. Os detergentes mais usados neste método sdc o cholato de sodio, octil

glucosideo e o alquil oxi polietileno.
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A solugdo micial do meétodo € uma solugdo coloidal de micelas mistas de detergentes ¢
fosfolipidios. Na maioria dos casos a razdo molar entre detergente / fosfolipidio é de
aproximadamente 10. O método consiste da dissolugdo da dispersdo de VML’s em solu¢do de
detergente em fase orgénica.

Diferentes detergentes conduzem a diferentes distribuigdes de tamanhos das vesiculas
formadas, no caso, o cholato leva 8 VUP’s e o octil glucosideo a VUG’s. A cinética de
remogio e formacgdo das vesiculas também pode predizer o tamanho dos lipossomas, por
exemplo, taxas mais rapidas de esgotamento produzem estruturas menores.

Além do detergente pode-se utilizar como co-solubilizador anfifilico outros co-solventes

como o acido acético ou ions caotropicos (Lasic, 1993).

1.9.3.3 - Métodos de Injecio

Em métodos de mjegdo os lipidios so dissolvidos em etanol ou éter, e injetados em fase
aquosa, na qual serdo produzidas as vesiculas. Como é considerado um método brando, é
recomendado nos casos em que hd incorporagdc de proteinas sensiveis no lipossoma, que
podem se desnaturar ou se inativar durante a preparagdo. Utilizando-se etanol ocorre a
produgdo de solugdo homogénea de VUP’s e com o éter de VUG’s.

No caso da injegdo de éter, solvente imiscivel em fase aquosa, a taxa de injegdo deve ser
mais lenta que a de etanol e a temperatura da fase aquosa deve ser maior para que ocorra a
evaporacdo do eter logo apos a injecdo.

Neste método o tamanho dos lipossomas aumenta com a concentracio de lipidios e séo
produzidas vesiculas em baixa concentragdo.

Outros solventes também podem ser usados neste método. Os solventes misciveis em
agua sdao normalmente removidos por dialise, cromatografia em gel ou osmose reversa, ¢ 0s

imisciveis por um processo de extragdo {Lasic, 1993).

1.9.3.4 - Métodos de Emuisificacio

Nos métodos de emulsificagdo, como o da evaporagio da fase reversa e da emulisio
dupla, os lipidios sdo introduzidos na fase aquosa a partir da fase orgfinica, a qual é removida
lentamente formando sistemas multifases simples, dgua / dleo (a /o) e dupla, agua/ dleo/ agua

{a/o/a).



As moléculas lipidicas em emuisdo simples ou dupla se orientam em monocamadas em
torno de porgdes de agua, com as cabegas orientadas para dentro da estrutura, € com o
esgotamento da fase organica estas micelas invertidas se agregam formando lipossomas.

No método da fase reversa, por adi¢do subsequente de fosfolipidio, apés formacio do
lipossoma, pode-se criar membranas com composigdes diferentes de lipidios em cada camada.

Os lipossomas resultantes podem ser VML’s, VOL’s (vesiculas oligolamelares grandes)

e LMV’s (lipossomas multivesiculares). A eficiéncia do encapsulamento pode alcancar 100%
(Lasic, 1993).

1.9.3.5 - Homogeneiza¢iio doTamanho dos Lipossomas

a) Extrusio

A extrusdo ¢ utilizada para homogeneizagio das vesiculas e transformagio de VML’s em
VUP’s. O metodo € baseado na dispersdo forcada de VML’s em filtros com poros de
tamanhos bem definidos, com varias ceélulas de alta pressdio. Além disso o processo deve
também ocorrer em temperaturas maiores que a Te,

Para que o tamanho meédio dos lipossomas obtidos seja aproximadamente igual ao dos
poros, € preciso fazer varias extrusdes. A literatura indica um nimero minimo de 10 extrusdes
para a obten¢do de VUP’s de tamanho homogéneo.

Para membranas de poros grandes, maiores que 0,4 yum, o tamanho das vesiculas
depende da concentragdo ¢ composicdo dos lipidios, ndo ocorrendo o mesmo para membranas
com poros menores que 0,2 um. Outros fatores experimentais que podem facilitar o processo
sdo a utilizagdo de bicamadas carregadas e a adi¢do de pequenas quantidades de etanol.

As nitimas porgdes que saem do extrusor sdo acompanhadas de espuma e grande area
superficial € com muitas monocamadas que podem levar a formagdo de estruturas lamelares
oligo ou simples, gigantes ou grandes.

Qutro processe que utiliza o mesmo prineipio que a extruso ¢ a prensa francesa, no qual
a pressdo que forga a solucdo no cilindro € feita por um pistdo, através de orificio ajustavel e
pequeno com pressdo maior que 25000 psi e que produz uma distribuigdo de tamanhos ndo
muito bem definida. Ha também o método da microfluidizagio, que € um processo continuo

conectado A prensa francesa, o qual pode operar a altas concentragdes e em condigdes estéreis,
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e alcangar eficiéncia de encapsulamento de 70% do volume aquoso. Além disso, vesiculas

menores que 100 nm podem ser formadas com poucas passagens (Lasic, 1993).
b) Sonicacio

Este meétodo também ¢ usado para a obten¢do de vesiculas unilamelares pequenas a
partir de VML’s. Envolve a adigdo de altas energias que podem ser aplicadas a VML’s direta
ou indiretamente. Pode ser aplicado de duas maneiras: com imersio do sonicador na dispersdo
do lipossomas ou por colocagio da amostra em banho sonicador, sem contato direto com as
ondas de ultra-som. Devido a alta densidade de energia ha produgdo de vesiculas unilamelares
pequenas e homogéneas. Nesta Gltima maneira de aplicagio, a posigdo da amostra no banho ¢
importante para definir as caracteristicas das vesiculas.

Como ha grande dissipagdo de energia, ocasionando o aumento de temperatura, €
utilizado um sistema de restriamento. Além disso, ao contrario dos outros métodos, podem ser
utilizadas temperaturas abaixo de T dos lipidios usados, porém os lipossomas produzidos nao
sdo estavels e podem sofrem fuséo.

O meétodo com contato entre amostra e sonicador tem a desvantagem de haver

contaminagdo por particulas metalicas que devem ser posteriormente removidas (Lasic, 1993).

1.9.4 - Aplicacbes de Lipossomas em Processos de Purificacio de

Biomoléculas por Afinidade

1.9.4.1 - Ultrafiltracio de Afinidade

A maioria dos métodos de purificagdo de produtos biotecnologicos requer varios passos,
acabam por representar grande parte dos custos totais do processo, devido & muitos desses
compostos serem bastante sensiveis a4 condi¢bes extremas de temperatura, pH, solvente
organico, entre outros contaminantes biologicos.

Desta forma, para o desenvolvimento de um processo de purificagdo mais econdmico €
eficiente, Powers et al. (1990) desenvolveram um sistema de ultrafiltracgo de afinidade, em que
utilizaram lipossomas unilamelares pequenos com area superficial de alta especificidade. Neste

sistema, ligantes de afinidade capazes de fazer ligagSes seletivas e reversiveis as proteinas,
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foram covalentemente ligados a superficie dos lipossomas unilamelares (didmetro = 25 - 70
nm) para o processo de purificagfio. A proteina desejada, quando adsorvida especificamente
aos lipossomas modificados de afinidade, foi retida na membrana de ultrafiltracio com peso

molecular de corte maior que dos compostos nfo ligados ¢ muito menor que dos lipossomas,

como mostra a Figura 10,

Trgnaresas Permeavers

Figura 10: Esquema idealizado da purificagdo de macromoléculas bioativas por lipossomas

modificados (Adaptada de Powers et al.,1990).

Apds a remogio das impurezas a proteina alvo foi dessorvida do macroligante pela
mudanca nas condigbes de solvente em favor da dissociaciio, tais como: mudanga de pH e
forca i6nica, ou adigdo de ligante livre em excesso,

Ha varios métodos para a ligagio covalente de proteinas e ligantes pequenos a superficie
de lipossomas unilamelares. Num deles o ligante ¢ ligado covalentemente ao fosfolipidio
reativo numa solugio orgénica apropriada. O fosfolipidio denvatizado € entfic misturado em
solugdo aquosa ao fosfolipidio ndo modificado, ¢ a dispersdo é sonicada para formar
lipossomas modificados com ligante de afinidade.

Na segunda estratégia de preparo o ligante € acoplado aos lipossomas pré-formados que

possuem grupo funcional reativo apropriado na superficie externa. Em ambos os casos um
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brago espagador pode ser incorporado para compensar o ligante da superficie do lipossoma e
desta forma reduzir efeitos de impedimento estérico associados ao ligante de afinidade. Além
disso, a capacidade de ligacdo aumenta inicialmente com o aumento da concentracio do
ligante na superficie até atingir um “plateau” em que os ligantes se tornam inacessiveis
estericamente para a ligacdo da proteina.

Lipossomas como ligante de afinidade oferecem diversas vantagens. Uma delas € a
grande area superficial do macroligante, por exemplo, lipossomas com raio de 300 A& possuem
area superficial especifica de 100 m” / ml de lipossoma. Em termos de area / volume de
carregador € aproximadamente o mesmo valor encontrado na silica porosa.

Devido a0 seu pequeno tamanho e ao ligante estar na superficie externa do lipossoma,
ndo ha limitagSes difusionais durante a adsorgdo e dessor¢do da proteina, além da vesicula
permanecer em suspensdo na solugdo pelo movimento browniano. Isso ajuda a prevenir a
polarizagdo da membrana e entupimento durante a filtra¢gio necessaria para a remog¢do do
material ndo ligado. Além disso, pelo fato da superficie do lipossoma ser hidrofilica, a adsorgo
ndo especifica de impurezas indesejadas ¢ minima. Outra vantagem do lipossoma ¢ que a
densidade de ligante em sua superficie pode ser controlada variando-se as quantidade de
fosfolipidios derivatizados na preparagdo das vesiculas.

Como as VUP’s sdo estavets em ampla faixa de pH e forga idnica, mudangas no tampdo
podem ser usadas para a dessor¢do de proteinas ligadas especificamente a superficie do
lipossoma.

Powers et al. (1989, 1990) estudaram o sistema de lipossomas para a separagio por
afinidade utilizando avidina como biomolécula modelo e como ligante de afinidade a biotina.
Para a eluigo da avidina do lipossoma biotinilado foi usado o hidrocloreto de guanidinio, sem
indica¢do de agregacdo dos lipossomas. Neste caso, a capacidade de ligacdo dos lipossomas
biotinilados foi comparavel ao empacotamento cromatografico convencional da agarose ou de
contas acrilicas, e a constante de ligacdo indicou um complexo extremamente estavel. O
numero de sitios de ligagdo disponiveis foi avaliado pela titulagdo dos lipossomas biotinifados
com solugdes de avidina padrio e a cinética de ligagdo foi determinada pela concentracgio de
avidina livre em solug@o como fungdo do tempo apés a adigdo dos lipossomas biotinilados.

As interagGes antigeno - anticorpo também possuem constante de ligagio bastante altas,
assim pode-se esperar purificagdes similares de anticorpos utilizando lipossomas modificados

com antigeno.



Powers et el. (1990) também usaram tais lipossomas para a purificagio da tripsina, uma
enzima proteolitica, importante comercialmente, encontrada no pancreas de mamiferos, que foi
inibida pela p-aminobenzamidina (PAB), utilizando lipossomas modificados com PAB num
sistema de ultrafiltracdo. Os resultados obtidos tendo lipossomas como carregadores (mais de
39 umol PAB / ml lipossomas) foram comparaveis aos de géis PAB - sepharose (0,9 - 30 pmol
PAB / ml gel). Os experimentos indicaram um carregamento 6timo de PAB a 15 umol PAB /
ml lipossomas. Além disso, os PAB - lipossomas mantiveram sua capacidade de ligagdo a
tripsina apos 5 ciclos de ligagdo em um periodo de 30 dias. Os lipossomas ndo se agregaram
nem fundiram, também ndo foi observado escape de PAB das vesiculas. Uma das
possibilidades de se aumentar o tempo da integridade de sua estrutura e capacidade de ligagdo
¢ pelo uso de lipossomas polimerizados, que sio mais estaveis na presenga de surfactantes e
impurezas hidrofobicas e exibem vida Gtil por varios meses.

A purificagdo da tripsina do extrato pancreatico requer uma separacdo de afinidade
devido a presen¢a da quimotripsima, uma enzima estruturalmente similar. Recentemente,
diversos metodos cromatograficos de afinidade tém sido desenvolvidos para a purificagdo
desta enzima usando tanto ligantes de peso molecular pequeno como o PAB, como inibidores
proteinaceos maiores. Os ligantes tém sido mobilizados em matrizes insoluvels como
poliacrilamida, poliestireno, agarose, e derivados de celulose.

Os autores concluiram que os lipossomas modificados com ligantes de afinidade podem

ser uma alternativa viavel a cromatografia de afinidade tradicional.

1.9.4.2 - Processos de Cromatografia

Suportes solidos cobertos com membranas celulares artificiais tém sido desenvolvidos
para possibilitar sua utilizagdo em processos de cromatografia para a purificagdo de
biomoléculas como proteinas, peptideos pequenos e deoxinucleotideos.

Membranas artificiais imobilizadas (MAI) consistem de monocamadas de moléculas
lipidicas que se ligam covalentemente as particulas de silica, suporte solido, atraves da cadeia
lipidio-alquil. Estas membranas tentam imitar o ambiente fisico-guimico das membranas
biologicas, porém nestas ultimas os peptideos s3o embebidos através da bicamada completa da

membrana.
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Pidgeon e Venkataram (1989) sintetizaram membranas imobilizadas de nucleosii-lecitina
e mostraram que a densidade da superficie de lecitina nestas membranas € igual a densidade de
lecitina nas membranas biologicas. Além disso, constataram que o colesterol pode mudar a
superficie de cromatografia da membrana imobilizada assim como outros lipidios adsorvidos a
ela, que poderdo influenciar no comportamento do soluto. Outra propriedade notada foi de que
peptideos mais hidrofilicos, como aqueles que portam cisteina, se ligam mais fortemente a
membrana imobilizada.

Em processos de CLAP de membranas imobilizadas, as colunas com bioafinidade ndo
limitam o sitio de ligagdo, ao contrario das cromatografias de afinidade tradicionais, nas quais a
purificagdo da proteina ¢ baseada em sequéncias de aminoacidos bem definidas e necessitam de
alta especificidade da ligagdo entre o soluto e partes da membrana. A ligagio nfo especifica é
baseada na dissolugio do composto no ambiente de hidrocarbonetos da bicamada. Isto faz com
que a purificagdo de proteinas possa ocorrer com poucos aminoacidos sendo o sitio de ligagdo,
ou um lado inteiro como sitio. Neste processo, as cabegas dos lipidios da membrana sdo o
primeiro sitio de contato entre as biomoléculas e a superficie de cromatografia. Estas cabecas
também irdo interagir com o soluto, atuando como barreira para alguns, barreira temporaria
para outros e ainda como sitio de ligag3o para outros.

No processo, as membranas ligam cations e 4nions aos grupos cabega formando a
interface da membrana, entdo as membranas dissolvem as moléculas no meio de
hidrocarbonetos da bicamada, usando interagdes nos peptideos tanto hidrofilicas como
hidrofobicas. Assim, a purificagdo ira depender de como as moléculas interagem com a
membrana artificial ou celular, podendo ocorrer em sitio pequeno ou grande, além de ser
efetiva em solutos bastante diluidos.

MAI utilizando como membrana a dimirstoilfosfatidilcolina (DMPC) tem sido
desenvolvida. A cabeca desse fosfolipidio exibe seletividade com proteinas como a citocromo
P450, porém a seletividade pode ser minima com outras e assim, a utilizagdo de outros lipidios
pode ser requerida.

Dentre os tipos de cromatografia ha as que realizam a separa¢do por forgas polares entre
soluto, adsorvente e fase movel e as que utilizam a variagio da carga liquida dos solutos.
Porém a cromatografia de seletividade explora também as fracas forgas de Van der Waals entre
regibes ndo polares do soluto ¢ hidrofdbicas do suporte, e é assim chamada de cromatografia
de interagdo hidrofobica (CIH), que € recomendada para solutos com regides de grande

hidrofobicidade, como as proteinas de membrana.
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A maiona das cromatografias de fase movel, requer a elui¢do dos solutos em solventes
organicos, grandes mudangas de pH, polaridade, e forga idnica, ou detergentes fortes. Porém
essas condigdes normalmente desnaturam as proteinas, resultando em perda da estrutura
terciaria e fungdes enzimaticas ou receptoras.

Comparando-se com a cromatografia CIH tradicional, a MAI * PC CLAP oferece
vantagens quanto a velocidade e eficiéncia, e ainda mantém o ambiente fisico-quimico tanto na
fase estacionaria quanto na movel, permitindo a retencdo da conformagdo nativa da proteina
além de grande fracdo de sua atividade catalitica. A MAI * PC também oferece a vantagem de
ser reutilizavel. Com algumas precaugdes, pode-se fazer mais de 100 separagdes na coluna,
sem deterionizacdo na performance, enquanto que os suportes convencionats sobre geis podem
ser utilizados para duas ou trés separagdes antes de se tornar inefetivo.

Ainda com relag#o a cromatografia MAI * PC, notou-se que o glicerol ou o etilenoglicol
quando adicionados a fase movel reduziram a magnitude das interagdes hidrofobicas entre a
proteina e a superficie adsorvente e também minimizaram as interagdes proteina-proteina na
fase aquosa. Este fato contribui para a recuperagio de proteinas funcionais devido a redugdo
da agregacdo e desnaturagio das proteinas (Pidgeon e Venkataram, 1989, Pidgeon et al,
1991).

1.10 - Magnetolipossomas

1.10.1 - Preparacio e Caracteristicas Estruturais

Os fosfolipidios quando expostos a campos magnéticos de aita intensidade tendem a ser
repelidos. Isso ocorre por causa de suas cadeias de acido graxo, que conferem-lhes
propriedades diamagnéticas fracas, ou seja, sob campo magnético as cadeias de
hidrocarbonetos sido induzidas a se orientar perpendicularmente ao vetor do campo.

Para ser possivel a remogdo de vesiculas de fosfolipidios da solu¢do sob agdo de um
campo magnético, sistemas complexos envolvendo fluidos magnéticos devem ser formados. As
forcas de atragdo ferromagnéticas devem portanto exceder as de repulsdo fosfolipidicas. Os
magnetolipossomas possuem na sua estrutura particulas magnéticas na sua parte central,
revestida por fosfolipidios agregados em estrutura de bicamada.

De Cuyper ¢ Joniau (1988) prepararam magnetolipossomas através da incubagio e

dialise de fluido magnético na presenca de vesiculas fosfolipidicas pre-formadas, a temperatura
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de 37°C com 4 trocas de tamp@do. Os magnetolipossomas foram capturados da solugdo com
alta eficiéncia por magnetoforese de alto gradiente (MAG), com campo magnético de
aproximadamente 1,7 T.

Menager ¢ Cabuil (1995) ¢ Bacri et al. (1995) prepararam magnetolipossomas com
DOPC, pelo método da emulsdo multipla. Kiwada et al. (1986) prepararam estes pelo método
da hidratagdo do filme lipidico.

A forga pela qual os magnetolipossomas s3o atraidos sob agdo do campo magnético ¢
expressa pela Equagdo 9, apresentada no item 1.5.

Na pratica, particulas com didmetros menores do que 50 nm, chamadas de subdominios,
sdo capturadas apenas em MAG. As vantagens do uso de particulas de subdominios, como a
magnetita, € que as forgas gravitacionais s3o superadas pela agitac&o térmica Browniana. Apés
a retirada do campo, os coloides ndo apresentam magnetismo residual, sendo facilmente
liberados sem necessidade de desmagnetizacdo ou pressdo mecdnica, como a sonicagio.

De acordo com De Cuyper e Joniau (1988), a associagio dos fosfolipidios e particulas
magnéticas provavelmente ¢ aumentada pelas interagdes laterais inter-cadeias, o que faz com
que os fosfolipidios desloquem moléculas anteriormente associadas as particulas magnéticas
para estabilizacido do coloide, como ¢ o caso do deslocamento do acido laurico.

Experimentos realizados pelos mesmos autores, usando fosfatidilglicerol (PG) e a
magnetita (Fe;0,) com didmetro 14 nm, resultaram em bicamada com 3,5 nm de espessura,
com 992 moleéculas de fosfolipidio na monocamada interna e 2233 moléculas na externa. A
soma das duas camadas esta de acordo com o numero encontrado em vesiculas unilamelares
pequenas de dimiristoilfosfatidiiglicerol (DMPG). Assumindo-se a densidade de 5,1 g/cm’ para
Fe;0., a razdo em mmol DMPG/ g Fe; O, encontrada para bicamada ¢ de 0,73.

O processo de adsorgdo dos fosfolipidios consiste de duas etapas. A primeira envolve o
comportamento de alta afinidade, com concentracBes maiores de fosfolipidio ¢ € seguida pela
adsor¢do do tipo Langmuir, quando utilizado o PG. A zona de alta afinidade acaba com
aproximadamente 1/3 do valor achadc na saturagdo para a adsorgdo de DMPG sobre a
magnetita, e acredita-se que corresponde a formagdo da monocamada interna, A camada
externa, quando comparada com a interna, geralmente € mais dificil de ser formada, jd que a
maioria das for¢as envolvidas s3o as hidrofobicas de Van der Waals. Experimentos de extragdo
com o Tween 20, em DMPG -ML’s, confirmaram que a ligagdo da camada interna com a

magnetita ¢ muito mais forte que a associagdo da externa.
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A isoterma de Langmuir ¢ valida somente para situacdes ideais, em que ndo hi
interacdes soluto-soluto ou soluto-solvente. Attwood e Florence (1983) mencionam entretanto
que © comportamento de tensoativos ionicos sobre superficies hidrofobicas pode ser
satisfatoriamente descrito pela Equagio de Langmuir. Baseado nesse fato, De Cuyper e Joniau
{(1988) interpretaram a adsorcdo de lipidios considerando que muito provavelmente durante a
adsor¢do os lipidios mudam o seu modo de orienta¢do em relagdo a particula magnética, de
uma orientagcdo plana para perpendicular.  Alguns fosfolipidios, tals como o
lisofostatidilglicerol, no entanto nao obedecem rigorosamente a isoterma de Langmuir na

adsorcdo.

1.10.2 - Aspectos do Mecanismo de Adsorcdo

Alguns aspectos do mecanismo da adsorcdo dos fosfolipidios de fosfatidilghcerois
(PG’s), sobre os nanocoloides de magnetita estabilizados com é&cido laurico foram estudados
por De Cuyper e joniau (1991) atraves do comportamento cinético no processo de ligagio.

Ha um consenso em sistemas diluidos, em que a cinética da transferéncia lipidica
espontanea entre diferentes vesiculas esta de acordo com o mecanismo que envolve a taxa de
transferéncia limitante de mondmeros das superficies doadoras, seguidas pela rapida difusdo
através da fase aquosa e captura pelas particulas receptoras. Isto implica em que as cadeias
hidrofobicas das moléculas fosfolipidicas entrem em contato, pelo menos temporariamente,
com a fase aguosa, 0 que leva ao comprimento destas cadeias influenciarem no processo. De
acordo com este mecanismo proposto, foi observado um decréscimo de 5 a 10 vezes na taxa
de adsorgdo com o aumento de um grupo -CHy- no comprimento da cauda apolar do
fosfolipidio. Além disso, a taxa global de transferéncia foi limitada pela taxa de dessorgdo dos
fosfolipidios da vesicula doadora.

A cinética da associagdo, entre os fosfolipidios e Fe;0, seguiu o comportamento de
primeira ordem (Equagdo 18) a baixas razdes de fosfolipidio/magnetita, at¢ o limite
correspondente a 30% da adsorc3o, com uma razdo de saturagdo de aproximadamente 0.8
mmol de fosfolipidio/g de magnetita.

Em grandes proporgdes entre PL/Fe:Qy, ap0s o comportamento inicial de primeira
ordem, ocorre um desvio drastico da linearidade, provavelmente devido a camada externa da
vesicula ligada ao solido ser adsorvida com menor forca ao complexo PL - Fe:Os que a

interna.
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= =kl (18)

A integragdo da Equagdo 18 entre os limites de tempo 0 ao de saturagio e do tempo t ao
de saturagdo (), fornece a relagdo linear entre o logaritmo da fragdo adsorvida e o tempo,

expressa pela Equagdo 19:

=2 =k (19)

onde: I quantidade de PL’s adsorvidos / g de particulas magnéticas (mmol/g)
indices t:no tempo, 0: no inicio, e «: na satura¢io.
ki constante da taxa de pseudo-primeira ordem (h™')

t: tempo em horas

O tempo de meia vida (t1,) do processo de adsorgio, definido como ¢ tempo para se

atingir metade da quantidade de satura¢do, € calculado pela Equagdo 20.

In2
tyy = T (20}

i

A etapa limitante do processo de adsor¢do € o deslocamento dos lipidios das vesiculas
pré-preparadas para a superficie da magnetita. Porém moléculas come o DMSO, um solvente
orginico solivel em agua, podem acelerar a adsor¢do. Elas estimulam a taxa de deslocamento
dos lipidios pelo enfraquecimento do contato entre lipidio-lipidio das vesiculas doadoras e
aumentam a solubilidade aquosa das moléculas fosfolipidicas pelo rompimento das estruturas
da agua.

Embora ¢ mecanismo responsavel pela formagdo dos magnetolipossomas ndo seja
explicito na literatura, De Cuyper e Joniau (1991) consideram a hipotese de formacdo da
camada interna de fosfolipidios dos magnetolipossomas consistir da adsor¢do das cadeias acil
graxas dos fosfolipidios na interface do coldide magnético e subsequentemente desprendimento
das cabecas polares de acido laurico da cobertura e assim, forte quimissor¢do sobre a

superficie de oxido de ferro pelo deslocamento das moléculas de 4cido laurico. No caso da
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camada externa, ¢ importante se considerar as forgas atrativas de Van der Waals e a relagio

entre o comprimento das cadeias e as constantes de ligagdo (De Cuyper e Joniau, 1991).

1.11 - Adsorcio sobre Superficie Sélida

1.11.1 - Caracteristicas Gerais

Os conceitos apresentados abaixo foram retirados da referéncia Cardoso (1987).

Nos sistemas de estado condensado, ou seja, liquidos e solidos, as particulas que se
encontram na superficie ou na interface com outro sistema estdo numa situagfo diferente das
que se encontram no interior do sistema: enquanto as particulas do interior estdo sujeitas a
forgas em todas as dire¢des, dando como resultante uma forga nula, as particulas da superficie
possuem for¢as onundas sO das particulas do interior, como representado a Figura 11. A
resuitante R € uma forga no sentido do intertor do sistema, como se estivesse puxando a
particulas para o interior. O que impede o seu deslocamento da superficie € que a interagdo
entre as particulas subjacentes € maior que a resultante da superficie. Por isso, as particulas da
superficie possuem um excesso de energia superficial, Es. Esta energia € responsavel pela
tensdo superficial dos liquidos e pela adsor¢do de um fluido sobre um solido, como mostra a

Figura 12

Figura 11: Interagdo entre as moléculas de um sistema condensado (liquido ou sélido),

{Cardoso, 1987).
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Figura 12: Interagdo entre moléculas de um fluido (gas ou liquido) com a superficie de um

solido (Cardoso, 1987).

A adsor¢do de um fluido sobre a superficie ¢ portanto um fendmeno espontineo e
termodinamicamente significa que a variacio da energia livre de Gibbs do sistema final (dG)
em relagdo ao inicial € negativa. Por outro lado, a entropia (S) do sistema final também
diminui ja que ela mede o grau de desordem, e este é menor quando a molécula esta adsorvida,

logo dS < 0.

Portanto, podemos estimar o que ocorre com a entalpia na adsor¢do. Sendo:
dH =dG + TdS (ZhH

e como tanto a variacdo da energia livre quanto a da entropia sdo negativas, também dH sera
negativo, ou seja, a adsor¢do deve ser um processo exotérmico, o que realmente se observa na
maioria dos casos. Além disso, pelo principio de Le Chatelier pode-se prever que um aumento
de temperatura, diminuiria a quantidade de material adsorvido.

Dependendo da forga de adsorcdo das ligagdes que ocorrem entre as moléculas que
estdo sendo adsorvidas (adsorbato) e o adsorvente, pode-se ter dois tipos principais de
adsorgdo: a adsorcio fisica e a quimica,

A adsorcdo fisica ¢ causada por forgas de intera¢do molecular que envolvem dipolos
permanentes, dipolo induzido ou atra¢do quadripolar, forgas da mesma ordem de grandeza que
as de Van der Waals, existentes entre as moléculas de liquido. Por esse motivo, o tipo de
interagdo existente na interface gas-solido podera ser semethante a interacdo gas-gas, existente
entre a molécula adsorvida diretamente sobre a superficie e outra adsorvida sobre ela. Esse
processo podera se estender a outras moléculas mais afastadas da superficie, formando uma
multicamada semejhante a uma pelicula de liquido sobre a superficie do solido. Como mostra a

Figura 13.
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Figura 13: Fisissor¢do de um gas sobre um solido (Cardoso, 1987).

A fisissor¢do ocorre a temperaturas baixas e € mais pronunciada quanto mais proxima
estiver da temperatura de condensagdo do gas. Devido & inexisténcia de uma energia de
ativagdo para que a adsorgdo ocorra, a fisissor¢do atinge rapidamente o equilibrio, sendo por
1ss0 classificada como reversivel (Cardoso, 1987).

A adsorgdo quimica envolve rearranjo dos elétrons do matenal que interage com o
solido, tendo-se formacgdo de ligagdes quimicas, e € restrita & primeira camada superficial do
adsorvente (Ciola, 1981). A quimissor¢do, ao contrario da fisissorgéo, ocorre a temperaturas
bem maiores que a do ponto de ebulicdo do gas adsorvido. A existéncia de uma energia de
ativagdo, Ea, que representa a repulsdo da maior aproximagdo do gas a superficie, e o alto
valor da entalpia, fazem com que a dessorgdo da molécula quimissorvida seja lenta, ou que
ocorra transforma¢do quimica. Por isso, a quimissor¢do € classificada como irreversivel
(Cardoso, 1987).

Quando se tem mais de um soluto e principalmente se um deles for uma macromolécula,
podera haver competi¢io pelos mesmos sitios de adsorgo. Assim, solutos que sdo adsorvidos
fortemente sobre varios sitios podem ser inibidos estericamente, e macromoléculas podem ser
excluidas de poros pequenos. Com isso, a adsor¢do de misturas geralmente ndo apresenta um

comportamento padrdo (Belter, 1988).

1,11.2 - Isotermas de Adsercio

O desenvolvimento da equagdo diferencial fundamental até chegar s isotermas de
adsorcdo de Gibbs e de Langmuir foram extraidas de Ruthven (1984), sendo que a principal
diferenca entre as duas isotermas ¢ que a isoterma de Gibbs € encontrada considerando que a
equacdo de estado para a fase adsorvida corresponde a lei dos gases ideais e a de Langmuir

utilizada outra relagéio, como sera mostrado no desenvolvimento a seguir.
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Em termodindmica, a equacdo diferencial fundamental que sumariza a primeira e segunda

leis pode ser expressa por:
dU = TdS— PdV + ) udn, 22)

sendo: U a energia interna, n nimero de moles do componente i e i € 0 potencial quimico do

componente 1.
Se considerarmos a fase adsorvida como uma solugio de n, moles de adsorbato e n,
moles de adsorvente ndo volatil, entdo a Equagio 22 pode ser escrita como:
dU = TdS - PdV + u dn, + pdn, (23)
A eguagdo também pode ser escrita para o adsorvente (a) na auséncia de adsorbato (s):

dU,, =TdS,, — PdV,, + p,.dn, + p dn, (24)

subtraindo, tem-se;

dU_ =1dS, —PdV -®dn, + u dn, (25)
Us = U - UOa
Vs = V - VOQ
onde: S=5-— SOQ
M(D: /ua-ll'l(]a

Se adotarmos a visio de Gibbs ¢ considerarmos n. moles de adsorvente ser
termodinamicamente inerte, essas quantidades, definidas por diferencas, tornam-se
propriedades termodindmicas da fase adsorvida, uma vez que qualquer contribuicdo do
adsorvente ¢ eliminada na subtragio. Por exemplo, U, agora refere-se a energia interna de n,
moles de adsorbato no campe potencial do adsorvente.

O significado da varidvel © requer a consideracio adicional:
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a Sg)a ,Vog a’y FVon, 4 S.: ,Vs i,

E evidente que ® representa a variagio na energia interna por unidade de adsorvente
devido a difusdo do adsorbato sobre a superficie ou através do volume do microporo do
adsorvente. Para adsor¢gdo numa superficie bidimensional, a area da superficie (4 ) ¢
diretamente proporcional a n, enquanto para adsor¢io tridimensional no microporo

adsorvente, o volume (1) € proporcional a n,. Pode-se entdo escrever:
ddn, = n7dA = ¢gdV 27

onde: ™ e ¢ sdo respectivamente a expansio da pressdo bidimensional e tridimensional

definidas como:

a0 A, @

S, .n, S,V .n,
Definido dessa maneira, © corresponde a diferenga na tensdo superficial entre uma
superficie limpa e uma coberta com adsorbato.
De forma analoga, as equagdes fundamentais da termodindmica representadas pela
combinacdo da primeira e segunda leis, podem ser escritas de 4 maneiras equivalentes em
termos de energia interna, entalpia, energia livre de Helmoltz (A), ou energia livre de Gibbs,

Para uma fase adsorvida:
I
a,) (@ a
an an a

@ ST a’Syn, a’s V.,

(29)

O= o, — 44, =

Sendo o volume da fase adsorvida desprezivel em comparagdo com o volume da fase
vapor, o termo PdV, pode ser desprezado. Essas equagles quando integradas com todas as

variaveis intensivas constantes resultam nas expressdes a seguir;



U,=TS,—Pn, +7 n,

H =715, ~®n, +7n

A =-®dn_ + 7 n (30)
G, =-®dn, + 7.1

As quatro definigdes equivalente de @ e p, sdo:

U, =U-U,,

V.=V -V,

S=S-S,, 3D
0=, u,

34

A partir das expressdes mostradas acima pode-se chegar a diferentes isotermas de

adsorgdo.

1.11.2.1 - Isoterma de Adsorcio de Gibbs

Utilizando a Equagio 29 em relagdo a expressdo que representa a energia livre de

Helmholtz, e considerando temperatura constante ¢ desprezando o termo PdV,, obtem-se:

dA, = —®dn_+ udn =-mdh +pudn. (32)
e pela diferenciagdo da Equagio 29 em relacdo a mesma expressio, tem-se:

dA, =-Odn, —n do+ udn +ndu,  (33)
subtraindo a Equagédo 33:

ndd=Adr =Vd¢ =n_du_ (34)
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Considerando o equilibrio entre a fase adsorvida e a fase vapor ideal, tem-se a Equagio

33, que assume equilibrio se os potencials quimicos das espécies adsorvidas nas diferentes

fases sdo iguais:

14
M= p, = /u; +RTlr(~;5J (35)

, . I gt + P . 0 -

onde: {5 € 0 potencial quimico na fase solida, ., potencial quimico na fase gasosa, e j, € 0
. p. - . . f ~ At 1]

potencial quimico padrido da fase vapor que € o potencial quimico na pressdo de referéncia p .

Pela diferenciacio da Equagdo 35 tem-se a Equagdo 36:

RTdp
du, = ——— (36)
P
substituindo-se a Equagio 34 na 36, obtem-se a expressio:
AD RT or RT
n(l L =5 nS ~ o = —nS ﬂ7
@), P &) P G7

que € a isoterma de adsor¢io de Gibbs,

A isoterma de adsorgdo de Gibbs expressa uma relagio geral entre pressdo expandida
{ou energia) e concentragio da fase adsorvida. Porém, nem a pressdo expandida nem a energia
®, sdo adequadas & medidas experimentais diretas e, do ponto de vista pratico, ha maior
interesse na relagdo entre concentragdo da fase adsorvida e pressdo de vapor de equilibrio.
Para um sistema de fase vapor de componente nico a concentragdo ¢ determinada pela
temperatura ¢ pressdo. Similarmente, na fase adsorvida de um unico componente, a
concentragdo € determinada pela temperatura e pressdo expandida. Como um sistema de fase
vapor pode ser caracterizado por uma equagio de estado V(P,T), ent3o a fase adsorvida pode
ser caracterizada pela equagio de estado numa pressio expandida A(,T) ou ¥(9,T).

Se a equacdo de estado para a fase adsorvida corresponde a lei dos gases ideais (lel de

Henry), entdo:
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74 = nRT (38)

substituindo na isoterma de Gibbs, Equagio 37:

[é’fr] T
- = 39
) " (39)
integrando:
T=K'p (40)
n Kp
=4 Rr T @

Entdo uma relagio linear entre pressao e concentragio da fase adsorvida é equivalente a
uma equacdo de estado do tipo gas ideal para uma camada adsorvida em termos de pressio

expandida.
1.11.2.2 - Isoterma de Langmuir

A concentragdes mais altas pode-se usar uma equacio de estado na forma:
(A - B)=nRT (42)

em analogia com P(V-b)=nRT:

(aﬂ,—) _ nRT
e (a-py W

e com a isoterma de Gibbs, Equacdo 37
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dp  AdA
P (A ‘,6)2 (44)

Assumindo B<<2A, que razoavel a baixas concentragdes, e desprezando o termo em B* no

denominador da Equagdo 44, essa expressio integrada resulta em:

o 2B/A _( @) s
P12/ U-e) @9

que vem a ser igual a isoterma de Langmuir, sendo ®=2f/A (Ruthven, 1984). Qutra maneira

de se expressar essa isoterma € na forma da Equagdo 46 apresentada a seguir para a adsorgio

de um dnico componente:

_ 4
K+ ¥y (46)

onde: K € a constante de associagdo, gy € 0 numero de sitios ativos no adsorvente, e q € o
niamero de sitios ocupados.

A primeira dedugdo da isotema de Langmuir foi cinética. Para se chegar ao modelo da
equacdo, Langmuir partiu das seguintes hipoteses: as moléculas sdo adsorvidas e aderem na
superficie do adsorvente em sitios definidos e localizados; cada sitic pode acomodar uma, ¢
somente uma, entidade adsorvida; a energia da entidade adsorvida € a mesma em todos os
sitios da superficie e ndo depende da presenca ou auséncia de outras entidades adsorvidas nos

sitios vizinhos (Ciola, 1981).
1.11.3 - Adsorciio por Afinidade

A adsorg¢do por afinidade depende de intera¢des quimicas especificas entre soluto e
adsorvente, mais do que das forgas London - Van der Waals responsaveis pela adsorcio fisica
convencional ou de interagSes eletrostaticas de troca idnica.

A adsor¢do por afinidade € muito mais especifica. O adsorvente consiste de um suporte

na superficie do qual € acoplado um ligante, por liga¢do covalente ou idnica. Na adsorgdo, o
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ligante interage especificamente com o soluto. Como exemplo de sistemas de adsor¢do por
afinidade citam-se: substrato analogo ligando enzimas, antigenos para absorver anticorpo,
sequéncia especifica ligando acido nucléico e proteinas para capturar um hormodnio particular
(Belter, 1988).

Quanto a orientagdo das moléculas na adsorgdo, o mais provavel ¢ que durante a
adsor¢io dos lipidios haja mudanca gradual do modo de orientagdo, do plano para o

perpendicular (De Cuyper e Joniau, 1988).
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2 - MATERIAL

O material utilizado nos experimentos compreende reagentes para a sintese da

magnetita, preparagio e caracterizagdo de magnetolipossomas, além do material usado para o

acoplamento do PAB aos ML’s e reagentes de caracteriza¢do da enzima,

Para a sintese e estabilizagdo da magnetita coloidal foram usados os seguintes reagentes:

-

cloreto de ferro I1I hexahidratado (FeCl;.6H;0), P.M. 270.3 g/mol;
cloreto de ferro II tetrahidratado (FeCl; 4H,0), P.M. 198,81 g/mol;
hidroxido de amonio, obtidos da Merck;

acido laurico (Cy2H2402), P. M. 200,32 g/mol, obtido da Sigma.

Os lipossomas foram preparados utilizando os seguintes lipidios, solventes e tampio:

»

colesterol (COL), P.M. 4027 g/mol;

diesteroil fosfatidil colina (DSPC), P. M. 790,2 g/mol;

dimiristoll fosfatidil colina (DMPC), P.M. 677,9 g/mol;

dimiristoil fosfatidil etanolamina (DMPE), P.M. 635,9 g/mol, obtidos da Sigma;
tampdo N-[2-hidroxietil] piperazina -N’-[2-4acido etanosulfonico] (HEPES), P.M.
238,3 g/mol obtido da Sigma que foi usado para a preparagdo das solugdes;
cloroformio (CHCls), P.M. 119,38 g/mol;

metanol (CH;0H), P.M. 32,04 g/mol, obtidos da Merck.

Para as analises quantitativas dos fosfolipidios e da magnetita foram usados os

reagentes:

®

acido 2,4,6 - trinitro benzenosulfonico hidratado (TNBS),

acido 4,5-dihidroxi-1,3-benzeno dissulfdnico (CeHa0sS:Nay), P.M.314,2Zg/mol
(Tiron);

r-octilfenoxi polietoxi etanol {Triton X-100),obtidos da Sigma;

hidréxido de potassio (KOH), P M. 56,11 g/mol;

acido sulfurico (H;S04), P.M. 98,8 g/mol;

acido nitrico (HNG;), P.M. 63,01 g/mol;

acido cloridrico (HCI), P.M. 36,46 g/mol;

peroxido de hidrogénio (H,0,), P.M. 34,01 g/mol;

acido ascorbico (CeHzOg), P.M. 176,13 g/mol, da Merck;

molibdatc de amodnio ((NH,)6MoQ,4.4H:0), P.M. 1235,86 g/mol, obtido da Ecibra;
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s sOdio fosfato bibasico heptahidratado p.a. (NasHPO.4.7H,0), obtido da Reagentes
Analiticos Ecibra.
Para a determinagio do tamanho das particulas foram usados os reagentes a seguir:
Na microscopia, para preparacdo da amostra usou-se:
¢ molibdato de aménio, da Merck e
e bacitracina, obtida em tarmacia de manipulagio.
No raio-X, o teste de estabilidade utilizou o seguinte tensoativo:
e polioxietileno 5 lauril éter (Cy; Es), P.M.406,6 g/mol, obtido da Sigma.
Para o acoplamento do PAB aos ML’s foram usados os seguintes reagentes:
» cloreto de sédio (NaCl), obtido da Merck;
e 4cido diglicolico, P.M. 116,07 g/mol, obtido da Aldrich Chemical Company Inc.;
+ p-aminobenzamidina dihidrocloridrico (PAB), P.M. 2081 g/mol,
e 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC), P.M. 191.7 g/mol;
e Z-etanolamina, P.M. 61,08 g/mol, obtidos da Sigma;
e dimetilsulfoxido (CH3),SO, P.M. 78,13 g/mol, obtido do Grupo Quimica.
Para a adsorcdo, dessorcio e caracterizagio da enzima tripsina foram utilizados os
reagentes a seguir:
e tripsina, P.M. 23000 g/mol, obtida da Biobras;
e benzamidina, P.M.156,6 g/mol,
» N-benzoil -L- arginina etil éster (BAEE), P.M. 3428 g/mol;
e N-benzoil -DL- arginina p- mtroanilida (BAPNA), P.M. 434,9 g/mol;
e 4,4° - dicarboxi - 2,2” - biquinolina (BCA), P.M. 344,3 g/mol, obtidos da Sigma,
e sulfato de cobre (CuSQOy),
¢ carbonato de sodio (Na;CO,);
# hidroxido de sodio (NaQH), obtidos da Merck, e
e tartarato de sddio (C.HsOsNa; 2H,O), obtido da Synth Produtos para Laboratorio
Ltda.
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3-METODOS

3.1 - Sintese e Estabilizacio da Magnetita Coloidal

O método utilizado para a sintese da magnetita coloidal foi baseado no trabalho de
Reimers ¢ Khalafalla (1976). O método consiste da preparagiio da magnetita coloidal pela co-
precipitagio dos cloretos de ferro e oxidagio do ferro 11, seguida da lavagem das impurezas e
solubilizagéio ou estabilizagdo da magnetita formada com acido laurico. A Figura 14
apresenta o esquema da rota de sintese e estabilizagio da magnetita coloidal com acido

laurico.

ETAPA 1. Co-precipitacdo dos cloretos de ferro

Fez-i— ; Fe3+
+OH

l

Fe304 l

ETAPA 2: Solubilizagdo com acido laurico

Figura 14; Esquema da rota de sintese e estabilizagio da magnetita coloidal com o 4cido

fatGrico.
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Segundo a nietodologia de Reimers e Khalafalla (1976), para a obten¢do da magnetita,
dissolve-se inicialmente 3 g de FeCl; 4H;0 e 6g de FeCl;.6H;0 em 25 ml de agua destilada e
em seguida adiciomia-se 12,5 ml de amdnia concentrada para a precipitacdo dos compostos.
Lava-se o precipitado, 2 vezes, com 50 ml de mistura de amonia / agua (5/95 - v/v) para
retirar as impurezas. Adiciona-se | g de acido laurico durante o aquecimento da mistura a

90°C por 4 minutos, para solubilizagdo do acido laurico. Dilui-se a solugdo resultante em agua

ate 100 ml, e estoca-se a 4°C.

3.2 - Caracterizacio da Magnetita Coloidal

3.2.1- Dosagem de Ferro

Apés a preparagido do coloide magnético, sua concentragdo na solugdo fol quantificada
atraves da dosagem do ferro, feita segundo metodologia proposta por De Cuyper e Jomau
(1992) e Yoe eJones (1944).

As amostras de 6xido de ferro foram primeiramente convertidas em sais de ferro, gue
sdo soluveis em agua, pela reagdo com a agua régia (HC/HNO; - 3/]1 em volume). Dessa
forma, o ferro Il pode reagir com o Tiron formando um complexo de cor vermetha em meio
basico, que € mostrado na Figura 15 e permite que o ferro seja quantificado por colorimetria.

Para garantir a conversio total dos oxidos de ferro em sais, foram feitos ensaios
variando a concentragdo de agua régia e o tempo de reagdo. Na Tabela 1, sdo apresentadas as
concentragbes dos acidos usados na preparagdo da agua régia para os varios ensaios, na

proporgao de normalidade de 3:1 entre HCl e HNO;.

Tabela 1: Concentragdes de Acidos na Agua Régia

Concentracio de HCI (N) Concentracio de HNO; (N)

0.75 0,28
1,5 0,56
5 1.87

PREPARACAO DA SOLUCAO PADRAO DE FERRO
Para a prepara¢do da solugdo padrio de ferro, dissolve-se o FeClL.6H;O em agua

destilada para se obter uma solugdo final de 100 p.p.m (mg/l) de Fe III. Em seguida faz-se



diluigdes a varias concentragdes de ferro, de 5 a 100 p.p.m., para se obter a curva de

calibrag@o do ensaio.

PREPARACAQ DA AMOSTRA

Converte-se o oxido de ferro em sais de ferro adicionando-se, a 500 yi de amostra
convenientemente diluida, 200 pl de agua régia ( HC1/ HNO; a 5M de HCI).

As particulas de magnetita cobertas com a bicamada de fosfolipidios sdo aquecidas, se
necessario, a8 60°C para methor solubilizagdo, apés a adi¢3o de 100 ul de Triton X-100 para a

desestabilizagdo das vesiculas, tornando a solugfo limpida para que ndo haja interferéncia dos

fosfolipidios na andlise.

PROCEDIMENTO DE ANALISE

A 0,5 ml da amostra oxidada, com no maximo 120 pg Fe / ml, adiciona-se 100 pl de
solugio de Tiron a 0,25M. Em seguida, adiciona-se 0,5 ml de KOH a 4N, que além de
aumentar o pH para favorecer a formag¢do do comptexo vermetho, oxida o Fe II na solugdo
para Fe II. Apos o hidroxido ¢ adicionado 1 mi de tampdo fosfato a 0,2M, pH 10. A

intensidade de absor¢do ¢ medida em espectrofotometro, loge em seguida, a 480nm.

F
L 0\ —

NaQ;S C“‘“‘“ O N /O — SO;Na
S0O:Na O O SOsNa

N&;
SO3N3

SO3N&

Figura 15: Férmula estrutural do complexo vermelho formado pela reago do ferro Il com o

Tiron, o catecato sulfonado de sodio.

A curva de calibragdo obtida para a quantificagdo do teor de ferro se encontra

apresentada no Anexo I, Figura .1,
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3.3 - Preparacio dos Lipossomas

A prepara¢do dos lipossomas foi realizada peio método da hidratagdo do filme seco de
lipidios com posterior extrusdo em membranas de policarbonato, para a homogeneizagdo do
tamanho das vesiculas {Lasic, 1993). A composicdo utilizada na prepara¢io das vesiculas

encontra-se na Tabela 2.

Tabela 2: Composigdo das Vesiculas Preparadas

Fosfolipidio Fracio Molar % Fracio Molar %
DSPC 60 -
Colesterol 40 -
DMPE - 20
DMPC - 80

3.3.1 - Método da Hidratacio do Filme Seco

Os fosfolipidios foram dissolvidos em 10ml de mistura de cloroformio/metanol (9/1,
v/v) para se obter uma solucdo final de 7,5 mM em 10 mi de tampdo. Coloca-se a solugdo em
evaporador rotatorio por 5 minutos para se obter a homogeneizacdo da mistura. Em seguida
liga-se o VAcuo e evapora-se ¢ solvente a temperatura ambiente por 15 minutos e depois a 65 -
70°C por mais 15 minutos. Com isto, obtém-se um filme seco de lipidios sobre o fundo do
baldo, que € hidratado com 10 ml de solugdo tampdo HEPES (10 mM, pH 7.4). O tampdo ¢
preparado com dissolugdo em dgua Milli - Q, obtida em equipamento de ultrapurificagdo Milli
- 3 plus da Millipore. A solugio permanece em rotagdo & temperatura de 65 - 70°C, maior do
que a Tc do fosfolipidio por mais 30 minutos. Dessa forma sdo obtidas vesiculas
multilamelares de diversos tamanhos. Para que se consiga obter vesiculas unilamelares

homogéneas em relagdo ao didmetro faz-se a extrusdo da solugdo preparada.
3.3.2 - Obtencio de Vesiculas Unilamelares - Homogeneizacio dos Tamanhos
A amostra obtida no método da hidratagdo do filme ¢ deixada em repouso por 30

minutos para atingir o equilibrio, antes de se fazer a extrusdo. A extrusfo é realizada com a

utilizagdo de 2 membranas de policarbonatos (100 nm de didmetro) sobrepostas e colocadas
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em cima de um disco dreno. A extrusdo € feita em equipamento de ago inox de 10 ml de
volume, com camisa térmica para circulagdo de agua, modelo T.001 da Lipex Biomembranes
Inc., ao qual € incorporado um redutor / regulador de pressdo e um cilindro de nitrogénio. A
pressdo utilizada € ajustada a 10 kgf/cm2 e 0 banho térmico de circulagio a 75°C. A extrusora
sdo adicionados 5 mi de solugdo das vesiculas pré-formadas, que permanecem pelo menos 3,5
minutos na extrusora antes de cada passagem, para que a amostra atinja o equilibrio térmico.
Para que se atinja a homogeneizagdo da solucio esta é passada na extrusora por 15 vezes
{Ribas, 1997).

3.4 - Caracterizacio dos Lipossomas

3.4.1 - Dosagem de Fosfolipidios

Os lipossomas foram caracterizados em relagdo a sua concentragdo molar de
fosfolipidios quantificada através do fosfato (PO4”) em solugdo, ja que cada fosfolipidio
possui um grupo fosfato. O ensaio baseia-se no método desenvelvido por Chen et al. (1956),
no qual primeiramente ¢ feita a oxidagio das cadeias de acido graxo com o acido sulfarico,
que resulta em carbonos elementares. Em seguida ¢ adicionado perdxido de hidrogénio livre
de fosfato para garantir o oxidag¢do total dos carbonos em didxido de carbono (COz). O
tosforo € entdo transformado em ortofosfato pelo molibdate de amonio, o qual é reduzido pelo

acido ascérbico resuitando num complexo de coloragio azul.

PREPARACAQ DA CURVA DE CALIBRACAQ

Prepara-se uma solucgo de fosfato de 2,68 mM, dissolvendo o sodio fosfato bibasico em
tampio HEPES. Faz-se diluigdes em concentragdes de 1,07, 0,54 ¢ 0,27 mM. Prepara-se
também solucdo de fosfolipidic a 1,95 mM de concentragdo, dissolvendo-o em HEPES e
sonicando-o em banho de Ultrasonicador Branson 2200. Entdo faz-se diluigdes em
concentragdes de 0,78, 0,39 mM, obtendo-se os padrdes para a curva de calibragdo do ensaio

fosfato.

PROCEDIMENTO DE ANALISE
Toda a vidraria € lavada com detergente livre de fosfato para que no haja interferéncias

na analise. S3o colocadas 2 pérolas de vidro em cada tubo de ensaio para melhorar a
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distribuigdo de calor e em seguida é adicionado 100 ul de solugdo padrio ou amostra
adequadamente diluida. Adiciona-se 500 wl de acido sulfurico (10 N) e deixa-se em
aguecimento & 200°C durante 30 minutos, em placa de aquecimento Fisatom. Retira-se os
tubos da placa, ap0s atingirem a temperatura ambiente adiciona-se 165 ul de agua oxigenada
e coloca-se por mais 30 minutos 4 temperatura de 200°C. Novamente espera-se esfriar e
adiciona-se 4 ml de agua deionizada. Coloca-se 500 yl do molibdato de amodnio (0,02 g/ml) e
500 ul de acido ascorbico (0,1 g/ml), dilvidos em HEPES. Aquece-se por até 7 minutos em
agua fervente, tempo em que ocorrera a formagdo de um complexo azul do qual sera hida a
intensidade de absorbaneia 3 830 nm (Ribas, 1997).

Para garantir a precisio dos resultados, uma curva de calibrag@o € sempre construida em
paralelo com as analises das amostras. Uma curva de calibracio tipica do ensaio ¢ apresentada

no Anexo I, Figura 1.2,
3.4.2 - Dosagem do Teor de DMPE

Os lipossomas foram caracterizados em relagdo a concentragdc de DMPE nas
vesiculas pela quantificagio da amina (NH*") primaria em solugdo, viste que cada DMPE
possui um grupe amina em sua estrutura. A estrutura do DMPE ¢ mostrada na Figura 16
abaixo. O método consiste em se romper as vesiculas da solugdo com o tensoativo Triton X~
100, para se quantificar a amina total, e em seguida reagi-la com o TNBS em meio basico,
que forma um composto amarelo, parando-se a reagdio com a adigdo de acido cloridrico, que
diminui o pH do meio (New,1990).

CHA(CHy),COOH ~™ O~ CH,

|
“H3(CH2)12COOH 0 —C—H o
| |

CIDO MIRISTICO CHy —Q — P —Q —CH,CH,NH;"
¥ FOSFATIDIL
O ETANOLAMINA

Figura 16: Estrutura do DMPE.
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PREPARACAO DA CURVA PADRAO DE AMINA PRIMARIA

Dissolve-se DMPE em tampdo HEPES a concentragio de 0,36 mM em banho de
ultrasonicagdo Branson 2200 por 20 minutos, para melhor solubilizagdo do fosfolipidio. Faz-
se difuigbes a 0,27, 0,19, 0,10 e 0,02 mM obtendo-se a curva de calibragio do ensaio.
PROCEDIMENTO DE ANALISE

Adiciona-se 300 pl de Triton X-100 (160 mM ) a 300 pl de amostra com adequada

diluigdo. Incuba-se por 2 horas para rompimento das vesiculas e adiciona-se 225 ul de
solugdo bicarbonato de sodio (NaHCO; a 0,8 M, pH 8,5) para se ter um pH adequado para a
reagdo. Coloca-se entdo 120 pl de TNBS (2,5 mg / ml) e agita-se. Apos a agitagdo os tubos
sdo incubados por 30 minutos no escuro a temperatura ambiente. A reacdo ¢ interrompida por
adigdo de 450 pl de HCI (1,5 N). Mede-se a absorbancia a 410 nm em no maximo 1 hora do
término da reagdo, tempo em que o cromoforo formado € estavel .

Para garantir a precis3o dos resultados, uma curva de calibragio € sempre construida em
paralelo com as analises das amostras. Uma curva de calibragio tipica dessa analise €

mostrada no Anexo I, Figura 1.3

3.5 - Preparacio dos Magnetolipossomas

Os magnetolipossomas foram preparados pelo método da adsorgdo de lipidios sobre
superficie solida em dialise, com posterior separagdo dos fosfolipidios ndo adsorvidos em
magnetoforese de alto gradiente, método proposto por De Cuyper e Joniau (1988, 1990).

Para a adsor¢do dos fosfolipidios sobre a superficie solida da magnetita, mistura-se as
vesiculas pré-formadas com as particulas magnéticas estabilizadas, na relagdo PL / Fe;04
aproximadamente de 4,5 mmol/g, relagdo estimada para a saturagdo das particulas, ou seja,
formagdo da bicamada lipidica. Incuba-se essa solucdo e dialisa-se por 48 horas em sacos de
dialise Inlab de peso molecular de corte 10000 Da, utilizando tampdo HEPES em volume de
500ml, que ¢ trocado 4 vezes em intervalos regulares de tempo. Mantem-se o sistema de
dialise a 37°C em banho termostatico.

Nesse processo o acido laurico é deslocado da magnetita pelos fosfolipidios que sdo
adsorvidos na superficie até que se atinja o equilibrio de transferéncia de massa entre os
fosfolipidios nos lipossomas e magnetolipossomas. Apos a didlise as particulas que
precipitaram foram separadas da solugdo através de decantagio. Um esquema representativo

do mecanismo de adsorcgdo dos lipidios sobre a magnetita ¢ mostrado na Figura 17.
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lipossoma

magnetita com

Figura 17. Esquema do mecanismo de adsor¢iio dos fosfolipidios sobre a magnetita.

acido laurico '

Usando esse procedimento, foram feitos experimentos para a verificagio da influéneia,

na adsorgdo dos fosfolipidios na superficie da magnetita, da natureza dos fosfolipidios e do

tipo de tratamento apds a formagdo das vesiculas.

Para a analise da influéneia da natureza dos lipidios nas preparagbes foram usados
DMPC, dimiristoilfosfatidilcolina e DMPE, dimiristoilfosfatidiletanolamina, na razio molar

de 4.1 (DMPC/DMPE), e DSPC, diestercilfosfatidilcolina, e colesterol, Col, na raz3o molar

3:2 (DSPC/Col). Na Tabela 3 sdo apresentadas as concentiragdes usadas na dialise, em ambos

08 ensaios.
Tabela 3: Composigdo Final das Solugdes de Dialise
Lipossoma Conc. PL (mM) Conc. Magnetita PL/Magnetita
E4) {(mmol/ g)
DSPC/Col 3,8 0,9 4,2
DMPC/DMPE 3.5 1,3 46
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3.5.1 - Separacio dos Fosfolipidios nio Adsorvidos

3.5.1.1 - Sistema de Magnetoforese

As particulas de Fe;O4 cobertas com fosfolipidio foram separadas dos fosfolipidios ndo
adsorvidos por magnetoforese de alto gradiente (MAG). O sistema de magnetoforese foi
constituido de um eletroimd convencional de poélo dividido projetado para induzir um campo
magnético de 1,8T (maior que a saturagio da magnetizagio do ferro) através de uma fonte de
tensdio estabilizada (5 A,~60 V). O menor didmetro do polo tem 40 mm e a distdncia entre
eles é de 3,5 mm. Imerso no campo magnético foi colocado um tubo de vidro de 2,5 mm de
didmetro interno recheade com 1& magnética. A funcdo da 18 magnética ¢ gerar
inomogeneidades no campo causando um gradiente. A for¢a magnética utilizada na separagdo
¢ proporcional ao gradiente multiplicado pelo campo magnético. O eletroimd utilizado foi
projetado e construido no Instituto de Fisica da UNICAMP para esse trabalho de cooperagio

interdisciplinar. O esquema do equipamento de magnetoforese esta representado na Figura 18.

Figura 18: Esquema do equipamento da magnetoforese. A: fonte de tensdo,

B: eletroimé com tubo de vidro, C: bomba peristaltica.

O sistema de magnetoforese utiliza uma bomba peristaltica Masterflex com tubo Silastic
Mecial Grade Tubing (da Dow) de didmetro interno de 1,98 mm para a alimentagfo da

dispersdo contendo 0s magnetolipossomas.
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PROCEDIMENTO DOS ENSAIOS

A dispersdo resultante da dialise foi submetida a magnetoforese de alto gradiente,
MAG, para a separa¢do dos fosfolipidios (PL) ndo adsorvidos. Os magnetolipossomas
resuitantes da dialise foram bombeados em porgdes de 0,5 a 1 mli através do tubo com 13
magnetica, colocado entre os 2 polos eletromagnéticos. A vazdo usada na separagdo esteve
entre 5 ¢ 20 mi / hora. Apds a separacdo dos PL ndo adsorvidos o campo magnético foi
desligado. Posteriormente os magnetolipossomas foram eluidos do sistema & vazdo entre 400
e 1000 ml/h, utilizando o mesmo volume de solugdo tampdo usado na solugdo inicial. Esta
eluigdo representa a amostra retida no sistema e utilizada nas analises para quantificagdo dos
fosfolipidios e magnetita contidos nos magnetolipossomas. A 13 magnética fol posteniormente

lavada varias vezes para remocdo de residuos de magnetita e fosfolipidios do sistema.

3.6 - Caracterizacio dos Magnetolipossomas

Os magnetolipossomas foram caracterizados através das quantidades de ferro e
fosfolipidios total para as fragdes eluidas e retidas na magnetoforese. A quantificacdo do
DMPE foi feita apenas nas fracdes de lavagem, devido a interferéncia significativa da
magnetita no método de TNBS. Os métodos usados sdo os mesmos ja descritos anteriormente

nositens 3.2.1.34.1e342.

3.6.1 - Experimentos para a Construcie dos Perfis de Adsorgio

Foram feitos estudos da adsor¢do dos fosfolipidios sobre a superficie da magnetita em
relacdo a cinética e a isoterma de adsorgdo. Os fosfolipidios usados foram o DMPC e DMPE

na proporcdo molar de 4:1.

3.6.1.1 - Cinética de Adsorcio

A cinética de adsorgdo foi obtida variando-se o tempo de dialise e realizando-se a
magnetoforese logo apds a retirada das amostras incubadas na dialise. As amostras foram
dialisadas na relacgdo fixa fosfolipidio {PL) / magnetita proxima de 4,5. A metodologia usada
baseou-se nos trabalhos de De Cuyper & Joniau (1988).

Devido as dimensdes do banho termostatico usado na dialise, ndc foi possivel incubar
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simultaneamente todas as amostras, conduzindo-se os experimentos em varias bateladas.

A instabilidade da solugdo de magnetita nio permitiu que, durante a estocagem, a
concentragdo de magnetita em suspensdo, estabilizada com acido laurico, fosse mantida. Por
esse motivo, tinha-se uma concentragdo de magnetita diferente a cada batelada de preparagdo
embora fosse mantida a relagio PL/magnetita.

Na Tabela 4 sdo apresentadas as concentragdes iniciais de PL e magnetita usadas nestes

ensatos.
Tabela 4: Concentragdes Iniciais de PL e Magnetita Usadas na Didlise
Tempo de V total | Concentracio Total de {Concentragio Total de m /) my

Dialise (horas) {ml) PL (mM) = Magnetita (g/l) = m; {mmol/g)
0,5 2.5 6.3 1.39 45
3,0 2.5 37 (0,83 4.5
3.5 2.8 35 0.73 4,5
15,0 25 3.7 0,76 4.9
20,0 2,5 37 0,76 4,9
2473 2.5 6,3 1,39 4.5
30,0 2.8 35 0,77 45
40,0 2.5 3.7 0,76 4.9
65.0 2,5 6.3 1.39 4.5
70.8 3.0 6.4 1,36 4.7

Nesses ensaios as principais fontes de erros experimentais foram na obtencgio da razdo
PL/magnetita variando ambas as concentragbes nas varias bateladas de ensaios, e na
determinacdo do teor de fosfolipidios e magnetita. No primeiro caso esse erros ndo puderam
ser quantificados, enquanto que para as dosagens de fosfolipidios e magnetita o erro meédio foi
de 10% e 5%, respectivamente.

O erro global médio referente a associagdo dos erros nas analises citadas foram
calculados através da Equagio 47 (Mickley et al.[1957) e sdc apresentados como barras de

erro na Figura 22.
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i ) 1 - Cn
Al =5 }: . “AC,, +~:§5W.ACmag (47)

' mag. mag

onde Cp;, € a concentragdo media de fosfolipidios calculada pela média aritmética das
duplicatas obtidas no ensaio fosfato, Cy,p € a concentracdo média de magnetita, e ACpL €
ACug 530 a metade da diferenga entre os valores obtidos nas duplicatas das analises.

Na Figura 23 o erro global de cada ponto foi obtido através do calculo do maior e menor
valor do primeiro termo da Equagdo 19 para cada ponto, considerando os resultados das
duplicatas das analises de fosfolipidio total e de magnetita.

Os dados cinéticos foram analisados através de um modelo de pseudo primeira ordem,

dI'/dt = -k;(t-t), que integrando entre os tempos t=0 e t=t resulta na Equacido 19:

zn(rfwf’”j— k.t (19
1"0_1':0 = TRy ( )

onde: I, € a razdo PL/magnetita na saturacdo, e Iy e I, a mesma razdo nos tempos zero e &

um tempo qualquert

e pelo tempo para se atingir metade da quantidade de saturagdo, representado pela Equacio

15, que foi obtida atraves da Equagao 20:

_n2

L= (20)

1

A analise dos erros do item 4.4.3 foi feita de maneira analoga a utilizada nas figuras don

estudo da adsorgdo dos fosfolipidios sobre a magnetita, usando a Equacgdo 48:
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3.6.1.2 - Isoterma de Adsorcio

A isoterma de adsor¢do foi construida a partir de dados experimentais obtidos pela
variagdo da relagdc fosfolipidio / magnetita nas amostras colocadas nas dialises. A relacio
variou de 0,35 a 5,0 mmol/ g. A metodologia usada baseou-se nos trabalhos de De Cuyper ¢
Joniau (1988).

Os ensaios de adsorgdo foram conduzidos & temperatura de 37°C, utilizando amostras
com quantidades iniciais de dialise mostradas na Tabela 5. O tempo de didlise de cada
amostra foi de aproximadamente 48 horas. O erro médio no ensaio fosfato para as amostras

do retido to1 de 9%. Para a colorimetria do ferro esse erro médio foi de 11%.

Tabela 5: Concentragdes de PL e de Magnetita Usadas na Dialise

Amostras [V total (ml)] C Total de PL CTotal de ny/m(mmeol/g)
(mM) =m Magnetita (g/l)=m;
A 2,5 0,7 1,87 0.4
B 2.5 1,3 1.87 0,7
C 2,5 2.0 1,87 1
D 2.5 2,7 1,87 1,4
E 2,5 34 1,49 23
F 2.5 4,1 1,53 2.7
G 2,5 5.7 1,53 3.7
H 2,5 3.2 0.65 5.0
I 3,0 6,4 1,36 4,7
J 2,5 1,2 1,36 0.9
K 2.5 2,7 1,36 2.0
L 2.5 4.8 1,36 35
M 2,5 3,7 0,76 4,9

3.6.2 - Identificacio da Formacfo da Bicamada Lipidica

A identificacdo da formagdo da mono e bicamada de fosfolipidios sobre a magnetita foi
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feita com o tensoativo Trton X-100. Apos a didlise dos magnetolipossomas, foram
adicionadas a iguals massas de amostra, diferentes porcentagens massicas de tensoativo
Triton X-100, calculadas de acordo com a Equagdo 49. Os magnetolipossomas foram entdo
expostos a agdo do tensoativo por 2 horas e em seguida foi feita a magnetoforese das
solugdes.

A quantidade de fosfolipidios adsorvida na monocamada foi determinada pela
interseccdo das regressdes lineares feitas no perfil de solubilizagio das vesiculas, utilizando os
resultados obtidos para concentra¢des massicas de Triton X-100 entre 0 e (,2%, e entre 0,3 ¢

2,5%.

%T= (49)

My Wy + My o

onde o indice T representa o tensoativo, ML os magnetolipossomas, e m ¢ a massa em

gramas.

3.6.3 - Determinacio do Tamanho das Particulas Formadas

A determinacfio do didmetro médio e a visualizagdo das estruturas das particulas da
magnetita coloidal e dos magnetolipossomas preparados foram feitas atraves de SAXS:

espalhamento de raios-X a baixos dngulos e microscopia eletronica de transmissdo.

3.6.3.1 - Microscopia Eletrdonica de Transmissioc (MET)

A metodologia de preparacgdo das amostras para a realiza¢do da microscopia eletronica €
descrita por New (1990}

De acordo com o método, as amostras sdo colocas em uma grade de carbono coberta
com um filme hidrofébico, filme de mancha negativa. A grade ¢ inicialmente preparada com
uma gota de solugdo aquosa de bacitracina na concentragdo de 0,1mg/ml, para torni-la
hidrofilica. Apés um minuto, seca-se a gota tocando perpendicularmente a borda da grade

com a borda de um pedaco de papel de filtro (Whatman n°1). Adiciona-se uma gota de



amostra a concentragdo entre 1 ¢ 5 mg/ml e aguarda-se de !-2 minutos para que o filme
possa aderir a grade, secando-se em seguida a amostra com o papel de filtro da mesma
maneira ja descrita acima. Antes que o filme remanescente na grade seque completamente,
adiciona-se uma gota do corante negativo, o molibdato de aménio (1%, pH 7.0 em agua
destilada). Apos um minuto, seca-se a gota de corante e espera-se a secagem total da grade

antes de se fazer a microscopia.
3.6.3.2 - SAXS: Espalhamento de Raios-X a Baixos Angulos

As medidas do didmetro das particulas preparadas foram feitas por raios-X a baixos
angulos. O método utilizado se baseia na teoria inicialmente desenvolvida por Guinier (1955).

Nas experiéncias realizadas foi utilizada a estagio experimental de SAXS do
Laboratorioc Nacional de Luz Sincrotron (LNLS). O monocromador foi sintonizado para
escolher um comprimento de onda A= 1,77 & (7,005 KeV) cuja energia ¢ menor que a da
borda de absorcdo do Fe (7,112 KeV), para evitar efeitos de fluorescéncia, que poderiam
afetar as curvas de espalhamento das particulas de magnetita. A distancia amostra-detector
igual a 1811 mm foi escolhida para poder registrar valores do vetor de espalhamento g
minimos iguais a aproximadamente 0,001 &' As amostras foram colocadas em porta-
amostras especiais para liquidos, com janelas de “mylar”. Os tempos de exposigdo foram de
30 minutos.

A intensidade espalhada  foi registrada com um detetor sensivel & posi¢do
unidimensional. As curvas obtidas foram corrigidas por efeitos de inomogeneidade do
detetor, absor¢do da amostra, espalhamento parasita devido as janelas de “mylar” do porta-
amostra, radiacdo de fundo devida a instrumentacdo e espalhamento devido ao solvente.

O raio das particulas preparadas foi medido em amostras de magnetolipossomas por
raios-X a baixos angulos.

Foram também obtidas medidas, a4 trés temperaturas diferentes (30, 39 e 70°C), de
lipossomas convencionais extrudados de DMPC/DMPE (4.1 M) para avaliagdo da influéncia

na estrutura das vesiculas.
3.6.3.3 - Estabilidade da Bicamada Lipidica

A estabilidade da bicamada lipidica foi avaliada em presenga de tensoativo ndo i6nico
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polioxietileno 5 lauri ¢ter (C\:Es). A penetracdo de moléculas de tensoativo na bicamada
lipidica produz instabilidades que podem ser caracterizadas por um aumento de tamarnho,
seguido de fusdo das particulas e colapso em micelas. Sendo a ag3o dos tensoativos da série
CxEy mais branda do que a do Triton X-100, torna-se possivel avaliar a integridade da
bicamada lipidica através do seu pertil de estabilidade expresso pelo tamanho das particulas
em fungdo da concentragdo de tensoativo. Nesses ensalos foram usadas concentragdes
massicas de tensoativo de 20, 60, 80 e 96%. A medida do raio das particulas apos exposi¢io a

agdo do tensoativo foi fetta atraves de raios-X a baixos dngulos.

PREPARACAO DA SOLUCAQO DE TENSOATIVO

A solugdio mde do tensoativo foi preparada dissolvendo-se em banho de ultra-som
0,2033g de C2Es em 10 m] de tampao HEPES (10mM, pH7 4), para obten¢ao de uma solugio
de 0,05M. Desta solugio foram feitas dilui¢des para obtengdo das varias concentragdes

massicas do tensoativo.

ENSAIOS DE ESTABILIDADE

Magnetolipossomas frescos, retirados imediatamente da dialise, foram submetidos a
acdo das varias concentracdes do tensoativo Ciz2Es durante 90 minutos. A concentracdo total
de fosfolipidios nas solugOes foi de 3,5 M. Apods o tempo de exposi¢do ao tensoativo, foram
retiradas amostras da mistura ¢ colocadas no suporte para a determinagdo do didmetro das

vesiculas atraves de raios-X a baixos dngulos, pelo método descrito no item 3.6.3.2.

3.7 - Influéncia do Tratamento Inicial dos Lipossomas na Adsercio dos

Fosfolipidios sobre a Magnetita

A influéncia do tratamento inicial dos lipossomas na formagdo dos ML’s foi avaliada
utilizando lipossomas muitilamelares, submetidos a sonicagio e extrudados em membranas,
no processo de incubagdo e dialise, descrito no item 3.5.

Nesses ensaios, a dialise foi feita em condicdes de saturagio da adsorgdo, com
concentracdes de magnetita ¢ fostolipidios de 1,27g/1 ¢ 5.8mM, respectivamente. A relagdo
molar DMPC/DMPE foide 4:1.

Apos a dialise, os magnetolipossomas formados foram separados por magnetoforese,

item 3.5.1,1, ¢ analisados segundo metodos descritos nos itens 3.2.1,3.4.1e3.4.2.
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3.8- Estabilidade dos Magnetolipossomas no Processo de Magnetoforese

A estabilidade dos ML’s foi determinada submetendo a mesma amostra a trés
magnetoforeses consecutivas, de acordo com o procedimento descrito no item 3.5.1.1.
Embora com concentracOes diferentes, as amostras usadas nos ensaios estavam nas condigdes
de saturagdo da adsorg¢do. A estabilidade dos magnetolipossomas foi analisada em relagio &

quantidade de fosfolipidios que se mantiveram adsorvidos apds as magnetoforeses.
3.9 - Caracterizac¢iio da Operacio do Sistema de Magnetoforese

A caracterizagdo do sistema de magnetoforese foi feita em relagdo a diversas variaveis
de operagdo. A amostra utilizada nos testes tinha concentragic de fosfolipidios total de
0,176mM e 0,138 g/l de magnetita, estando no estado de saturagdo da adsorcio. O sistema de

magnetoforese continha 11 mg de 18 magnética, distribuidas num comprimento de 32 mm.
3.9.1 - Vazoes de Operacio (Retengdo ¢ Liberagio)

A vazdo maxima de operacdo do sistema para a obtengdo de uma eficiéncia de 100% na
retengdio dos magnetolipossomas foi determinada aumentando-se a vazdo pela bomba
peristéltica e quantificando-se 2 magnetita e os fosfolipidios nas fragdes de eluicdo, de acordo
comositens 3.2.1e3.4.1.

A vazdo maxima para a total liberagdo dos magnetolipossomas do sistema foi
determinada usando 0s mesmos procedimentos.

Os ensaios foram conduzidos com uma corrente de 5A (~45V), produzindo um campo

magnético de aproximadamente 1,8T.
3.9.2 - Saturacio da 1.3 Magnética

A saturac@o da [& magnética foi avaliada inserindo-se volumes crescentes de amostras
de ML’s ao sistema de magnetoforese até que fosse observado visualmente, através da
coloracio escura, o total preenchimento da I3 magnética com magnetolipossomas.
Posteriormente foi feita a liberacdo da amostra do sistema e as quantidades de fosfolipidios e

magnetita foram medidas pelos métodos descritos nos itens 3.2.1 ¢ 3.4. 1.
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3.9.3 - Aquecimento do Sistema

O aquecimento do sistema foi medido através de um termopar em contato com o polo
magnético, O aumento da temperatura foi medido em relagio ao tempo de aplicagdo do

campo magnetico.

3.9.4 - Capacidade de Retencio dos Magnetolipossomas

A capacidade de retengdo dos magnetolipossomas fol avaliada em fun¢do da intensidade

do campo magnético produzido, e da posi¢do da |3 magnética em relagio ao tubo de vidro.

3.9.4.1 - Intensidade da Corrente

A capacidade de retencdo dos ML’s foi caracterizada para diferentes intensidades de
corrente gerada na fonte de tensdo estabilizada. Foram realizadas magnetoforeses utilizando
correntes de 1,5, 2.5, 3,5 e 5A para uma mesma amostra. A diminuigdo da intensidade da
corrente foi feita durante a retengdo da amostra no sistema, sem elui¢do, sendo que para cada
corrente o sistema foi desligado e re-ligado a intensidades mais baixas. Os valores de
gradiente de campo magnético nestes condigdes foram obtidos por calibragdo da intensidade
de campo magnético em relagdo a intensidade da corrente. A vazio de solugdo tampédo usada

nos ensaios toi de 90 ml/h durante a retencdo dos ML’s no sistema.
3.9.4.2 - Influéncia da Posiclo da L3 Magnética

A influéncia da posigo da I3 magnética no sistema de magnetoforese foi avaliada
colocando-a em duas posi¢bes: no interior e envolvendo a superficie externa do tubo de vidro.
Para os ensaios foram usadas amostras de ML’s nas condigdes de saturag3o da adsorgdo, sem
separagdo prévia dos PL ndo adsorvidos. A concentragdo de fosfolipidios foi de 294 mM e a
de magnetita de 0,325 g/l. A vazdo média usada durante a retengBo dos compostos foi de

15ml/h e a de liberago foi de 650 mi/h.
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3.10 - Avaliacdo da Aplicacdo dos Magnetolipossomas em Processos de

Adsorcio per Afinidade

A avaliagdo da aplicagde de magnetolipossomas em processos de adsor¢do por
afinidade foi realizada com a utilizac3o da enzima tripsina.

A adsorgdo da tripsina na superficie dos magnetolipossomas foi feita através de um
ligante de afinidade, o p-aminobenzamidina (PAB), acoplado covalentemente as vesiculas
através de um espagador, o acido diglicolico, que tem como fungio diminuir o impedimento
estérico a adsor¢do. U metodo utilizado foi o desenvolvido por Powers et al. {1990) que ¢
realizado em varias etapas. Nesse trabalho, a separa¢do das impurezas fol feita através de

magnetoforese ao inveés de ultrafiltragdo.

3.10.1 - Modificacio da Superficie dos Magnetolipossomas

Nesses ensaios foi usada uma amostra de magnetolipossomas contendo 6,35 ml, de
0,589 mM de fosfolipidios e 0,349 g/l de magnetita. Para as modificagdes utilizou-se na
primeira etapa (etapa 1) 34,8 mg de acido diglicolico, na segunda (etapa II) 51,5 mg de PAB ¢
6,0 mg de EDC e na ultima etapa {(etapa [lI) 4,3 mg de EDC e 10,83 pl de 2-etanolamina.

3.10.1.1 - Preparacio dos PAB - ML’s

A preparagdo dos PAB - ML’s foi feita em varias etapas que compreendem ©
acoplamento do acido diglicolico e do PAB. O esquema representativo das etapas enconira-se
na Figura 19.

a) Etapa I: Acoplamento de Espagador as Vesiculas

O acido diglicolico foi acoplado aos grupos amina do DMPE do magnetolipossoma

como brago espagador para o ligante de afinidade.

PROCEDIMENTO
Acido diglicolico em excesso molar de 400 vezes foi adicionado & amostra de

magnetolipossoma mantendo-se o pH em 6,0 com NaOH (IN) por 2 horas, para que se
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completasse a reagdo. Terminada a reagdo foi realizada uma magnetoforese na solugio
resultante para que fosse retirado o excesso de acido diglicolico. A amostra foi eluida da
MAG com HEPES contendo Nall a 0.5 M.

b) Etapa II: Acopiamento do PAB

O PAB foi ligado aos magnetolipossomas pela ativagdo do grupo carboxilico do acido
diglicolico que foi derivatizado pela reagio com a carbodiimida (EDC).

Esta etapa da preparagio dos PAB-ML’s fo1 realizada em solugdo contendo NaCl para
reduzir as interagdes eletrostaticas entre o PAB imobilizado, que € carregado positivamente, e

o grupo ndo derivatizado do acido diglicélico, carregado negativamente.

PROCEDIMENTO

Adicionou-se stmultaneamente aos ML’s com espagador, o EDC (50 vezes molar) ¢ o
PAB (400 vezes molar) . O pH foi mantido em 4,75 com HCI (I1N) durante 12 horas, tempo
de reagdo, que ocorre a temperatura ambiente. Apos a reagdo foi realizada uma magnetoforese

para a lavagem dos excessos de EDC e PAB e produtos de reagdes paralelas.
¢) Etapa IIX: Derivatizacio dos Grupos Acido Carboxilico Nio Reagidos

Os acidos carboxilicos ndo reagidos na etapa anterior foram bloqueados pela repetigao
da reagdo anterior com o EDC usando-se 2-etanolamina em substituicdo ao PAB, que ¢ um
nucleofilo muito melhor que o PAB. Esta reagio converte os grupos de acido carboxilico
carregados negativamente sobre a superficie dos ML’s em grupos hidroxil nfio carregados, 0

que ajuda a minimizar a adsorg¢do ndo especifica de proteinas.

PROCEDIMENTO
Adicionou-se simultaneamente, ao retido da segunda magnetoforese, EDC (50 vezes
molar) e 2-etanolamina (400 vezes molar) e repetiu-se a reagdo do item anterior. Ao final,

realizou-se uma magnetoforese na solugdo para retirada dos excessos de reagentes e liberou-

se os PAB - ML’s em tampdo HEPES (pH 7.4, 10 mM) (Powers et al., 1990},
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Figura 190 Esquema do acoplamento covalente da p-gminobenzamidina ao
magnetolipossoma via brago espacador hidrofilico acido diglicédlico. (Adaptado de Powers et
al., 1990).



3.16.2 - Caracterizacio da Adsorcio da Tripsina

3.10.2.1 - Determinaciio da Concentracio de PAB na Superficie dos

Magnetolipossomas

O PAB mmobilizado nos ML’s foi quantificado indiretamente pela cinética de inibigdo
da tripsina utilizando o substrato cromogénico N-benzoil-nL-arginina p-nitroanilida (BAPNA).
Considerou-se que o PAB imobilizado e o PAB livre produzem a mesma inibigdo na tripsina
por nao haver limitagdo difusional nos PAB-ML’s. O procedimento de analise foi descrito no
subitem 3.10.2.3, no qual foi feita uma curva padrio de inibigdo utilizando o PAB livre, de
concentragdo de 0 a 20 uM, em substituicdo aos PAB-ML’s.

A quantificacdo indireta do PAB deveu-se as interferéncias da magnetita nas medidas de

absorbancia em espectroscopia.
3.10.2.2 - Analise da Atividade da Tripsina

A tripsina foi analisada quanto a sua atividade pela velocidade de mudanca na
absorbancia com a adigdo do substrato N-benzoil-L-arginina etil éster (BAEE). Para a
preparagdo da solugdo padrdo de tripsina, dissolveu-se uma guantidade conhecida de tripsina
em solucdo HCI (I mM).

Adicionou-se 0,933 ml de BAEE (0,5 mM), dissolvido em tampdo HEPES, a 66,6 ul de
solugdo de enzima em cubeta de quartzo. Mediu-se a absorbédncia a 25°C por 2-3 minutos a

254 nm.
3.10.2.3 - Cinética de Inibicdo da Tripsina pelos PAB - ML’s

A cinética de mibigdo da enzima pelos PAB - ML’s foi avaliada usando-se o substrato
cromogénico N-benzoil-pL-arginina p-nitroanilida (BAPNA), que também foi analisada pela
variacdo da absorbancia com o tempo. O PAB age como um inibidor competitivo reversivel
da tripsina em presenca do substrato BAPNA.

O BAPNA foi primeiramente dissolvido em dimetilsulfoxido em volume igual a [% do

volume final em que foi diluido em tampdo HEPES.

Colocou-se em cubetas de quartzo aliquotas de 66,6 ul de tripsina a 107 M dissolvida
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em solugdo de HCI {1 mM). Em seguida adicionou-se 0,6 mi de PAB - ML’s em tampio e
deixou-se em incubac¢do por 2 minutos. Apos os PAB-ML’s foi adicionado 0,33 ml de
BAPNA (0,3 mM) a mistura e a absorbéncia foi lida a 25°C por 2-3 minutos a 410 nm
(Erlanger et al., 1961).

3.10.2.4 - Analise da Benzamidina

A analise da benzamidina foi feita através de uma curva padrdo de concentragdo entre
0,05 e 1,5 mM de benzamidina diluida em HEPES. A medida da absorbancia foi feita a 259
nm, que ¢ o comprimento de onda do coeficiente de extingdo maximo deste composto
(Powers et al., 1990).

3.10.2.5 - Dosagem de Proteina

A concentragdo da tripsina na solug¢do foi quantificada utilizando o reagente acido

bicincrénico (BCA) que dosa a concentragdo de proteina em solugdo por colorimetria.

PREPARACAOQ DAS CURVAS DE CALIBRACAO

Preparou-se uma solugdo de tripsina de 10”°M, dissolvendo-se em HEPES. Foram feitas
diluigGes de concentragoes entre 2,2 108 Med.107 M

Preparou-se uma solugdo de tripsina, as mesmas concentragdes citadas acima, porém
dissolvendo-a e diluindo-a em benzamidina, nas mesmas condi¢gdes da usada na dessorgdo da
tripsina.

Foi preparado também um gradiente de benzamidina de 1 a 0,01mM, diluindo-a em
HEPES.

Foram utilizadas solugGes frescas de todos os padrdes para se garantir que estivessem

nas mesmas condi¢des das amostras de eluigdo da magnetoforese.

PROCEDIMENTO DE ANALISE

Foram preparadas 3 solugdes nas seguintes porcentagens massicas; uma com 8% de
carbonato de sodio, 1,6% de hidroxido de sédio e 1,5% de tartarato de sddio (solugdo A), que
teve seu pH ajustado para 11,25 com bicarbonato de sodio, outra de 2% de acido bicincronico
(solugdo B), e a terceira de 4% de sulfato de cobre (solugio C). As solugbes foram feitas em

agua deionizada, podendo ser pré-preparadas.
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A 9,615 ml de solugdio B adicionou-se 0,385 ml de solugdo C. Apods a mistura que
resulta numa coloragdo verde clara, colocou-se 10 ml de solu¢iio A, obtendo-se uma solugdo
reagente final de coloragio plrpura. A mistura deve estar fresca.

Adicionou-se 0,5 ml da solugdo reagente a 0,5 m! de solugio padrio de proteina ou de
amostras das eluiges da magnetoforese em concentracdo de 2.2.10° M a 4.107 M. Os
ensaios foram mantidos por 60 minutos a temperatura de 60°C. Apos este tempo 08 ensaios
foram resfriados até a temperatura ambiente e a intensidade de absorbincia foi medida em
espectrofotometro em comprimento de onda de 562 nm.

O procedimento foi o mesmo para as amostras em HEPES ou benzamidina, sendo que
foram feitas curvas de calibragdo de ambos os solventes. Além disso, o ensaio também foi
feito para os gradientes de benzamidina, para que as interferéncias das amostras de lavagem
do sistema apoés a dessor¢do da tripsina, fossem descontadas das absorbincias obtidas. As
curvas de calibragdo foram obtidas para cada ensaio realizado, pelas quais foram
determinadas as absorbincias inicials em solugdo, a partir das concentragdes conhecidas da
enzima. Curvas de calibragio tipicas da analise feita por este método, nos varios solvente, s3o

apresentadas no Anexo I, Figural4 al6.

3.10.3 - Retencio da Atividade da Tripsina Ligada aos PAB - ML’s

A avaliagdo da adsorg¢io da tripsina aos PAB-ML’s foi feita misturando-se uma
quantidade conhecida de tripsina 4 uma solu¢do de PAB-ML.’s. A mistura foi submetida a
magnetoforese de alto gradiente e foram coletadas 3 fragdes durante a retengdo do composto,
com elui¢do do tampdo HEPES (pH 7.4, 10 mM) em igual volume ao da amostra alimentada
no sistema. Posteriormente, com a retirada do campo magnético, eluiu-se uma fraciio de igual
volume das anteriores com a amostra de PAB-ML’s e a tripsina adsorvida. As atividades
foram medidas com o substrato BAEE (método descrito no item 3.10.2.2) antes da MAG ¢
depois, tanto nas fragbes de elui¢do quanto na retida. O procedimento foi feito a temperatura

ambiente.
3.10.4 - Perfis de Adsorcéo e Dessorciio da Tripsina
Os pertis de adsorgdo e dessorcdo da tripsina dos PAB-ML’s foram construidos de

maneira semelhante a descrita no item anterior 3.10.3. Porém, apos as eluigdes com HEPES, a

tripsina foi dessorvida dos PAB-ML’s pela adi¢io do inibidor benzamidina (50 mM)},
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dissolvida em HEPES, antes de sua elui¢io do sistema e portanto liberada durante a retencdo
magnetica dos PAB-ML’s no sistema de magnetoforese.
As concentragdes de fosfolipidios total nas amostras usadas sdo apresentadas na Tabela

6 a seguir, a concentracdo final da tripsina em todas as amostras foi de 1 uM.

Tabela 6. Concentracdes Usadas na Adsorgdo e Dessorgdo da Tripsina

Amostra C gy, Total (mM) Crpag (UM)
A 0,2 5,0
B 0,2 5.5
C 0,1 2.8

Foram feitas elui¢des com HEPES em 3 fragdes de volume de 2m! para separagio da
tripsina ndo adsorvida aos PAB-ML’s. Subsequentemente foram feitas mais 3 eluigdes com
solugiio de benzamidina para a dessor¢do da enzima do suporte, apos a dessorgio foram feitas
mais 3 elui¢des com HEPES para a lavagem da benzamidina e recuperagdo dos suportes
PAB-ML’s, sendo todas as eluigdes em volumes iguais. Apos a retirada do campo magnetico,
foram liberados os PAB-ML’s também com o tampdo HEPES. Todas as fragdes foram
analisadas com rela¢io a4 quantidade de proteina pelo ensaio do BCA, descrito no subitem

3.1025.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAQO

4.1 - Sintese e Caracterizacio da Magnetita Coloidal

A magnetita coloidal estabilizada com acido laurico foi obtida de acordo com a
metodologia descrita no item 3.1, Observou-se que a adigdo do éacido laurico promoveu a
dispersdo da maior parte das particulas. No entanto as preparagtes ndo se mantiveram estavels
durante a estocagem, havendo precipitacdo da magnetita formada devido a agregagdo das
particulas causada provavelmente pelas diferengas de concentracio do acido laurico na
solucdo.

A instabilidade das prepara¢es ndo permitiu a quantificagio do rendimento da sintese,
porém, a observagdo da coloragio das aguas de lavagem sugeriu um bom rendimento do

Processo.

4.2 - Dosagem de Ferro

4.2.1 - Influéncia da Concentracio da Agua Régia na Conversiio dos Oxidos de Ferro em

Sais de Ferro

A concentracgdo de agua régia foi um fator determinante na reagdo de conversdo dos
oxidos de ferro em sais de ferro. Na Figura 20 sdo apresentados os perfis cinéticos dessa
reacdo. Os resultados mostrarar que para adi¢do de concentragdes de SN de HCl e 1,.87N de
HNO;, a reagdo ¢ praticamente completada em 1 hora, o que nos levou a adotar essa
concentragio e um tempo total de incubagdio de pelo menos 2,5 horas para garantir a

transformagdo total dos 6xidos de ferro e a reprodutibilidade dos resultados.
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Figura 20: Influéncia da concentragfo dos 4cidos na agua régia para a conversdo dos éxidos
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de ferro a sais. Concentragdes de HCI/HNO;:

4.3 - Caracterizacio dos Lipossomas

4.3.1 - Teor Total de Fosfolipidios

Os lipossomas preparados pelo método da hidratagdo do filme seco e extrudados
tiveram rendimentos em torno de 98%, que foram verificados pela quantificacio do teor de
fosfolipidios nas amostras. As pequenas perdas ocorridas de PL foram devide as dificuldades
relativas ac desprendimento do filme lipidico formado na parede do baldo.

4.3.2 - Teor Total de DMPE

A mesma proporcdo usada na preparacio dos lipossomas, ou seja, de 20% de DMPE em
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refagdo a concentracdo total de fosfolipidios, foi mantida nas vesiculas resuitantes apos a

hidratacdo do filme o tratamento com extrusio.

4.4 - Preparacio dos Magnetolipossomas

Os magnetolipossomas foram preparados de forma satisfatoria pelos procedimentos
descritos no item 3.5. Durante a dialise, foi observada a precipitacio de parte da magnetita.
Isto provavelmente ocorreu devido ao rapido deslocamento do dcido laurico, em relagdo a
adsor¢do dos fosfolipidios na superficie da magnetita, conforme também observado nos
experimentos de De Cuyper e Joniau (1988). O tamanho das moléculas dos fosfolipidios em
relacdo a de acido faurico, bem como a forte ligagdo que € estabelecida com o oxido de ferro,
resultante da atinidade destas moléculas, s3o fatores que contribuem para a diferenca de

velocidades de deslocamento observada.

4.4.1 - Influéncia do Colestersl

Os resultados experimentais mostraram que o deslocamento dos fosfolipidios dos
lipossomas convencionais, durante a incubagdo, € a etapa limitante do processo de formagdo
dos magnetolipossomas por adsorgdo. A presenca de colesterol torna as vesiculas mais
estaveis devido ao melhor empacotamento da bicamada lipidica. Nessas condigdes, observou-
se precipitacio total da magnetita, sem a substituigdo do acido laurico pelas moléculas de

lipidios na superficie da magnetita.

4.4.2 - Cinética de Adsorciio de Fosfelipidios sobre Magnetita Estabilizada com

Acido Liurico

O pertil obtido para a cinética de adsor¢io dos fosfolipidios na superficie da magnetita é

apresentado na Figura 21.
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Figura 21: Cinética de adsor¢io dos fosfolipidios (DMPC/DMPE) sobre magnetita, onde I é a

razdo entre PL adsorvido / magnetita.

Observa-se, na Figura 21, que a adsor¢do de 30 a 35% dos fosfolipidios ocorre nas
primeiras 3,5 horas de dialise, enquanto que a saturacfo ¢ atingida em aproximadamente 40
horas. Nessa saturagdo, a quantidade total adsorvida € de aproximadamente 1,3 mmol PL / g
magnetita.

Qs dados experimentais foram analisados através do modelo cinético de pseudo

primeira ordem, descrito no item 1.10.2:

A opr (18
dt A )

As barras de erro apresentadas foram calculadas pelo procedimento descrito no itemn
3611

A Figura 22 representa o ajuste dos dados linearizados conforme a Equacdo 19, do item
3.6.1.1. A regressdo linear da curva ndo incluiu os pontos superiores a 30 horas devido a
ampliacdo dos erros na proximidade da saturagdo pelo uso da referida Equagdio, que ¢

exemplificada pelas barras de erro da figura.
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Figura 22: Ajuste dos dados da cinética de adsorc¢io, onde Y = (I'y - ' M(Tg - D).

Os valores obtidos para os pardmetros cinéticos foram 0,066 + 0,002 h' para a
constante da taxa de pseudo-primeira ordem ki, e 10,5 = 0,3 horas (630 minutos) para o tempo
necessario para se atingir metade da quantidade de saturagio, 1.

De Cuyper e Jomau (1991), construiram perfis da cinética de adsorgdo de fosfolipidios
sobre a magnetita, com 0 DMPG e o DC,sPG separadamente, para 0s quais obtiveram tempos
para 50% da saturagdo de 11 e 116 minutos, respectivamente. Os autores obtiveram esses
valores pela regressdo linear da Equagio 19 até o limite de 30% da adsorqdo, para que o
coeficiente de correlagdo da curva fosse melhor que 0,95, Comparando-se com os resultados
obtidos neste trabalho, observou-se que esse tempo para a mistura DMPC/DMPE foi
consideravelmente maior do que os de PG’s isoladamente, ou seja, a adsorgdo € bem mais
lenta, provavelmente devido 4 maior estabilidade dos lipossomas.

Os balangos de massa dos fosfolipidios totais e da magnetita das amostras utilizadas na

cinética de adsorgdo séo apresentados no Anexo II, Tabelas I1.1 e [1.2.
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4.4.3 - Relacio entre DMPC / DMPE Adsorvidos

Os resultados das analises da concentragio total de fosfolipidios e de DMPE nas frages
de eluigdo mostraram que, dentro dos limites dos erros experimentais, a relagdo molar entre
DMPC / DMPL adsorvida ¢ aproximadamente igual 2 inicial em solugio (4:1), como mostram
as Tabelas 7 e 8.

Tabela 7. Razdo DMPC / DMPE para as Amostras da Cinética de Adsorgio

Tempo de Dialise |Concentracio Total DMPE (mM) Razio (DMPC/DMPE)

das Amostras (h) de PL (mM)
0,5 23 0,80 2
3.0 1,5 0,32 4
3.5 1,3 0,50 2
15,0 1,3 0,25 4
20,0 1,5 0,26 5
243 1,9 0,51 3
30,0 L1 0,34 2
40,0 1.3 0,23 4
63,1 2.0 0,41 4
70.8 13 0,30 3

Nesses ensaios, o erro médio foi de aproximadamente 20% para a quantificagdo do
DMPE e de 10% para a determinagdo do PL total, o que resulta num valor medio, da relagio
DMPC/DMPE, de 4 + 1,5 conforme calculado pela Equagdo 48 do item 3.6.1.1 referente ao

desvio.



92

Tabela 8: Raziio DMPC / DMPE para as Amostras da Isoterma de Adsorcdo

Amostras Concentracgio Total DMPE (mM) Razio DMPC/DMPE
de PL {(mBM)
A 0,01 0,02 0
B 0,01 0,01 0
C 0,3 0,07 4
D 0,4 0,11 3
E 0.4 0,11 2
F 1,0 0,18 4
G .8 0,43 3
H 1,0 0,18 4
| i3 0,30 3
J 0,1 0,04 4
K 0,6 0,17 3
i 1,6 0,42 3
M i3 0,23 4

A manuten¢io dessa relagdo, em uma grande parte das fragdes, indica que ndo ha

competicio e a velocidade de adsor¢do ¢ praticamente a mesma para ambos os fosfolipidios.

Esse resultado estd em concordancia com os obtidos por De Cuyper e Joniau (1988), para

fosfatidilglicerdis, os quais mostram que a velocidade de transferéncia de massa na adsorgdo €

uma fun¢do do tamanho das cadeias de acidos graxos dos fosfolipidios. O tempo para se

atingir a saturagdo aumenta com o tamanho dessas cadeias. No caso da mistura DMPC /

DMPE, o acido miristico é o constituinte comum para ambos os fosfolipidios, o que justifica a

auséncia de competigdo na adsor¢io.

4.4.4 - Isoterma de Adsorcie

A isoterma obtida para a adsorcio dos fosfolipidics DMPC e DMPE na superficie da

magnetita ¢ apresentada na Figura 23
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Figura 23: Isoterma de adsorgdo de DMPC/DMPE (4/1 M) sobre magnetita 3 37°C. A seta

indica a regifio linear de alta afinidade.

A regifo inicial da isoterma, aproximadamente linear, pode ser associada ao
comportamento de adsorcdo de alta afinidade, na qual virtualmente todas as moléculas sdo
adsorvidas. A regido com mais altas concentragdes de PL, cuja forma é ndo linear e aproxima-
se de um valor constante igual 4 1,3 mmol de PL / g magnetita, é considerada correspondente
4 saturagio da adsorgdo, ou seja, a completa formago da camada externa.

Considerando-se que a adsorgdo dos dois fosfolipidios na mistura ndo € competitiva, a
adsorcdo da mistura pode ser tratada como a adsor¢do de um sO componente. Nesse caso, oS
dados da segunda regido de adsor¢do podem ser ajustados ao modelo de Langmuir, expresso

pela Equagdo 50

c 1 1]
e (o 50

onde: I' LG ¢ a quantidade de fosfolipidios adsorvida na saturagdo por g de magnetitae K ¢ a
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constante de associagdo, C ¢ a concentragdo de fosfolipidios em equilibric com os
magnetolipossomas e I'], € a quantidade de fosfolipidios adsorvida.

A dispersdo dos pontos em relagio a curva deve-se provavelmente a ndo idealidade das
solucdes causada pelas interagdes entre os fosfolipidios, uma vez que a isoterma de Langmuir
foi deduzida para solugdes sem interagdes soluto-soluto ou soluto-solvente.

Pela regressdo dos dados da Figura 24 obtém-se os valores de 1,29 + 0,04 mmol/g para
o valor de saturacd3o da adsor¢do, I' LU? e de 113 mM’E para a constante de associagdo.
Comparando-se esses valores com os obtidos por De Cuyper ¢ Joniau (1990), para a adsorgio
do DMPC isoladamente, observa-se que o valor de saturagdo da mistura, obtido neste
trabalho, ¢ maior que o obtido para 0 DMPC isoiadamente, de 0,9 mmol DMPC / g Fe;04.
Isso provavelmente se deve a maior area superficial da magnetita, com menor didmetro que as
particulas de magnetita obtidas por De Cuyper e Joniau (1988), que tinham 14 nm. Os
resultados do tamanho das particulas preparadas ¢ apresentado no item 452. Em
consequéncia disso, a constante de associagdo obtida nesse trabalho para 0 DMPC na mistura,
11,3 mM™" ¢ maior do para a adsor¢do do DMPC isolado, 1,3 mM'], obtida por De Cuyper e
Joniau {1990}

Apesar dos erro envolvidos, os dados experimentais apresentam um bom ajuste ao-

modelo, com um coeficiente de correlagdo de 0,99 para a relagdo linear, como mostra a Figura

24,

Qs balan¢os de massa para os fosfolipidios totais e da magnetita sdo apresentados no

Anexo 1L, Tabelas H.3 e 11.4.
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Figura 24: Dados ajustados ao modelo da isoterma de Langmuir (Equagdo 50).

4.4.5 - Identificacio da Formac#io da Bicamada Lipidica

O perfil de solubilizagdo dos fosfolipidios pelo tensoativo Triton X-100 ¢ apresentado
na Figura 25. Observa-se que a baixas concentragdes de tensoativo (0-0,2%) ha um rapido
decréscimo da concentracio de fosfolipidios adsorvidos, indicando a remogdo de fosfolipidios
ligados por interagdes fracas, situados na monocamada mais externa dos magnetolipossomas.
Para concentragdes maiores que 0,25% de tensoativo, praticamente ndo ha remocdo,
indicando fortes interagdes dos fosfolipidios com a magnetita, caracteristicas da monocamada
interna.

A presenca dessas duas regides no perfil de solubilizagdo dos fosfolipidios identifica
claramente a formagdo da bicamada lipidica nos magnetolipossomas obtidos por didlise.

Aos dados experimentais foram ajustadas retas que representam os perfis de extracdo
dos PL situados na camada externa, reta azul, e na monocamada interna em contato com a

magnetita, reta vermelha. A intersecdo entre as retas representa a razdo entre PL e Fe30y4

correspondente & monocamada adsorvida . Para a adsor¢do do DMPC / DMPE, o valor obtido
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para a concentragio de fosfolipidios na monocamada foi de aproximadamente 0,4 mmol de
PL / g de Fe304 A reta amarela se ajusta a regressfio dos pontos de 0 a 0,2% de Triton X-100,
enquanto que a vermelha esta relacionada aos pontos maiores do que 0,25%.

Comparando esse valor com o obtido por De Cuyper e Joniau (1988) para a adsorgio do
DMPG sobre a magnetita, 0,2 mmol de PL /g de Fe;04, na monocamada, pode-se atribuir a
maior concentragiio obtida neste trabalho, 3 maior area superficial devido ao menor didmetro
das particulas. Esses resultados sfio portanto consistentes com os obtidos para a isoterma de

adsorcdo.
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Figura 25: Perfil de solubilizagio dos fosfolipidios DMPC e DMPE pelo tensoativo triton X-

100. A intersecfio das retas indica a razio PL/magnetita correspondente & monocamada.
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4.5— Determinacio do Tamanho das Particulas Formadas

4.5.1 - Microscopia Eletronica de Transmissio (TEM)

Nas Figuras 26 e 27 sdo apresentadas as micrografias obtidas por microscopia eletrdnica

de transmissdo, da magnetita coloidal e dos magnetolipossomas.

Figura 26: Micrografia da magnetita coloidal obtida em microscopia eletrénica de

{ransmissio. Aumento de 85000 vezes.
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Na micrografia da Figura 26, pode-se observar um espalhamento de tamanhos das
particulas de oxido de ferro estabilizadas com acido Jaurico, o que provavelmente ¢ devido ao
método de preparacio por precipitagio. O tamanho médio do Oxido de ferro obtido dessa
micrografia foi de 7,7 nm aproximadamente.

A aglomeragio das particulas n&o permitiu uma visualizagdo clara da bicamada lipidica
dos magnetolipossomas na fotografia da Figura 27. Considerando a regifio da direita mais
diluida, pode-se observar uma distribui¢iio de tamanhos das particulas de éxido de ferro na

faixa entre 7.5 € 10 nm, com um didmetro médio de 8,75 nm.

Figura 27: Micrografia dos magnetolipossomas obtida por microscopia eletrbnica de

transmissdo. Aumento de 200000 vezes.
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Embora ndo haja uma grande diferenga entre os valores dos didmetros determinados
pelas micrografias das Figuras 26 e 27, devido a limitagdes de estabilidade da solugio de
magnetita, considerou-se como mais representativo o valor de 8,8 nm, correspondente a
amostra medida na mesma época da construgio das curvas da cinética e da isoterma de

adsor¢ao.
4.5.2 - Raios-X a Baixes Angulos

Os resultados da analise de raios-X a baixos Aangulos para amostras de
magnetolipossomas foram obtidos de acordo com o método do item 3.6.3.2.

A analise dos dados revela duas populagdes de particulas: uma com raio médio de
aproximadamente 5,2 nm € a outra com raio maximo de 35,2 nm. De acordo com as
caracteristicas da amostra, acredita-se que a primeira corresponda as particulas de oxido de
ferro, e a segunda populacio aos lipossomas unilamelares em equilibrio com os
magnetolipossomas.

Os resultados da avaliagdo da influéncia da temperatura na estrutura dos lipossomas
extrudados, para as temperaturas abaixo da temperatura de transi¢do de fase dos lipidios ndo
tiveram espalhamento significativo de raios-X. Isso provavelmente ocorreu devido as
estruturas das vesiculas unilamelares formadas terem dimensdes acima do limite de detecgio
dos comprimentos de onda de raios-X, de aproximadamente 100 nm. Para 70°C, notou-se um
espalhamento bem definido que pode ser atribuido as vesiculas com raio méaximo de 38,0 nm,
¢ uma evidente polidispersidade, constatada no grafico de Guinier sem uma linearidade
definida para toda a curva (Anexo [IL, Figura T11.1). Esta mudanga estrutural dos lipossomas
extrudados poderia ser explicada pela influéneia da temperatura na estabilidade das vesiculas
unilamelares de tamanho grande. A unilamelaridade das vesiculas foi constatada pela
auséncia de picos a uma distdncia de correlagdo tipica de sisternas multilamelares. A curva de
intensidade de espalhamento pelo vetor de espalhamento ¢ apresentada na Figura 28. O

grafico de Guinier correspondente ¢ apresentado no Anexo HI, Figura HI 1.
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Figura 28: Intensidade de espalhamento de raios-X por lipossomas.

4.5.3 — Estimativa Tedrica da Formaciio da Bicamada Lipidica

A Tabela 9 apresenta a comparagio dos valores do tamanho das particulas de

magnetita medidos por espalhamento de raios-X a baixos dngulos e microscopia eletrénica de
transmissao.

Tabela 9. Tamanho das Particulas de Magnetita

Método da Medida Figura Didmetro Médio
(nm)
microscopia eletrénica de transmissfo 26 1.7
27 8,8
espalhamento de raios-X a baixos dngulos - 5,2

A discrepancia entre os valores obtidos deve-se & diferenca de idade das amostras. Por
esta razdo foi considerado, para os célculos, um raio de 4,7 nm para as particulas de oxido de

ferro, que representa a média entre os valores dos raios obtidos pelas medidas de raios-X, e
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pela micrografia (Figura 27) nas amostras de magnetolipossomas. A partir do raio das
particulas de oxido de ferro, pode-se estimar o numero de moléculas de fosfolipidios
adsorvidas em sua superficie.

Calculando-se uma area meédia da segdo transversal da cabeca dos fosfolipidios
DMPC/DMPE (4:1 M), de 0,65 nm®, de acordo com os valores individuais de PC e PE iguais
a 71 nm e 41 nm (Israelachvili e Mitchel, 1975), respectivamente, tem-se um raio meédio de
0,455 nm através do qual chega-se ao valor de ~0,4 nm’ para o volume médio ocupado pela
cabeca de cada molécula. Utilizando o valor de volume das cadetas hidrofobicas de dimiriltoil
(DM), apresentado por De Cuyper e Joniau (1988), de 0,754 nm’, tem-se um volume total
médio ocupado por molécula de fosfolipidio de ~1,2 nm’, que ¢ a soma dos volumes da
cabeca com o das cadetas hidrofobicas.

Estimando-se a espessura da bicamada através da diferenca dos raios das cabecas de PG
e (PC-PE), e utilizando o valor da espessura da bicamada lipidica de DMPG, de 3.5 nm,
chega-se a espessura de ~3,6 nm para a bicamada lipidica de DMPC/DMPE. O raio externo
da bicamada ¢ ent3o calculado adicionando-se o valor da espessura ao raio medido do oxido
de ferro, de aproximadamente 4,7 nm, chegando-se a um valor de ~8 nm. Subtraindo o
volume externo da bicamada do interno, tem-se o volume da bicamada, de ~2000 nm’, e desta
forma calcula-se que o niumero de moléculas de fosfolipidios por bicamada seja 1gual a 2000
ou ~3.10"* mmol / vesicula.

Como a magnetita possui uma densidade de 5,1.10% g / nm’ (De Cuyper ¢ Joniau,
1988), calcula-se ~2.10°"* g de magnetita / vesicula. Com isso, tem-se uma razdo de
aproximadamente 1.3 + 0,1 mmol de fosfolipidios adsorvidos por grama de magnetita.

O numero de moléculas da monocamada ¢ calculado de forma analoga, utilizando nos
calculos metade do valor da espessura. Assim, chega-se ao valor estimado de ~0,5 + 0,1 mmol
de PL/ g magnetita para a monocamada interna.

Esses resultados confirmam a consisténcia dos dados experimentais obtidos tanto para a
concentragio total de PL adsorvido (1,3 mmol de PL/ g de magnetita}, como a concentracdo

de PL na monocamada interna (0,4 mmol de PL/ g de magnetita), nos itens 4.4.4 e 4.4.5.
4.5.4 - Estabilidade da Bicamada Lipidica em Presenca de Tensoative

Os resultados do teste de estabilidade dos magnetolipossomas com o tensoativo CioEs

apresentados nas Figuras 29 e 30 mostraram a presenca de dois perfis, caracteristicos das duas
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populagdes de particulas observadas.

A Figura 29 mostra o perfil de estabilidade para a populacdo de maior tamanho. Essa
populagio corresponde aos lipossomas unilamelares, usados na incubagio, em equilibrio com
os magnetolipossomas, uma vez que seu raio inicial ¢ proximo ao raio das vesiculas medido
no item 4.5.2. Observa-se o comportamento tipico da interagdo de lipossomas extrudados com
tensoativo: uma regifo Inicial, até aproximadamente 25% de tensoativo, em que as particulas
praticamente ndio soffem alteragdes de tamanho. A concentragio de 60% de tensoativo as
particulas aumentam cerca de 3% do seu tamanho original, seguindo-se o colapso em micelas

a maiores concentra¢des de tensoativo,
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Figura 29: Perfil da estabilidade da bicamada lipidica dos lipossomas na presenga do

tensoativo Ci2Es.

Esses resultados mostram que a bicamada lipidica desses lipossomas apresenta uma boa
integridade, e um empacotamento que pode ser considerado estavel nas condigdes de trabatho,
sendo rompido somente & altas concentragdes de tensoativo. Essa estabilidade pode ser a
razdo do atraso do deslocamento desses lipidios em relagdo ao acido laurico, ocasionando a

precipitagio da magnetita durante a preparacio dos magnetolipossomas.
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A populagio de menor tamanho, cujo perfil de estabilidade é mostrado na Figura 30,
corresponde praticamente as particulas de magnetita, com raio inicial de 41 A,
aproximadamente igual ao raio determinado na Figura 26 do item 4.5.1, que mediu a amostra
de magnetita da mesma preparagdo. Acredita-se que na realidade, essa populagdo represente
os magnetolipossomas presentes na amostra, e que a intensidade de espalhamento dos raios
resultantes pode estar representando em maior proporgéo o espalhamento devido a magnetita
do que a bicamada lipidica adsorvida em sua superficie.

Essa pode ser a razdo do perfil praticamente constante, mesmo a concentragdes elevadas
de tensoativo, apresentado na Figura 30. O pequeno aumento inicial de raio das particulas,

deve-se provavelmente a presenga de micelas do tensoativo em solugio.
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Figura 30: Perfil de estabilidade da bicamada lipidica dos magnetolipossomas em presenga do

tensoativo CizEs .

A barra de erro nas Figuras 29 e 30 representa o erro devido ao ajuste das retas nas
regides mostradas na Figura 1.3, do Anexo IIl. Estas barras de erro sdc pequenas
{aproximadamente 3% do valor medido) porgue a regido do ajuste € pequena e bastante linear.

Para estimar se este erro reflete o erro experimental do valor do raio das particulas ¢
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preciso levar em conta os critérios fisicos do ajuste e da teoria de SAXS comentados a seguir:

I

(F¥)

Os graficos de Guinier obtidos das experiéncias correspondem a sistemas
polidispersos, pois ndo s3o lineares em toda a sua extensiio. Nestes casos ndo se
pode encontrar um Gnico valor médio do raio de giro das particulas pois existe uma
distribui¢io de tamanhos podendo esta ser bimodal. O tratamento matematico das
curvas permite o calculo dessa fungio de distribuigdo. Entretanto, os dados
experimentais permitiram um tratamento mais simples do problema.

Foi observado que as curvas apresentavam duas regides lineares, mostradas na
Figuras 1I1.2, do Anexo III (para valores de q menores que 0,010 e para valores
maiores que 0,015). Assumiu-se que cada regido linear representava uma populagio
diferente de particulas espalhadoras, cada uma com um tamanho médio
caracteristico. A primeira regido (q menores que 0,01) corresponde as particulas
maiores € vice-versa.

Desta maneira foram calculados tamanhos medios (maximo e minimo) a partir das
retas ajustadas a estas duas regides lineares. Evidentemente, o ajuste resulta melhor
no caso de uma maior linearidade da curva. Portanto, considera-se valido estimar o
erro do raio das particulas através do erro no ajuste das retas correspondentes, tal

como esta mostrado nas Figuras 29 e 30.

4.6 - Influéncia do Tratamento Inicial dos Lipossomas na Adsorcio dos

Fosfolipidios sobre a Magnetita

Os resultados da adsorgio dos diferentes tipos de lipossomas preparados sobre a

magnetita sdo apresentados na Tabela 10,

Tabela 10: Adsor¢io dos Fosfolipidios sobre a Magnetita para Diferentes Tratamentos Iniciais

nos Lipossomas

Tipo de Lipossoma PL / magnetita (mmol/g) | Relacio DMPC/DMPE nas
Fracdes de Lavagem
Multilamelar 3.2 2,9
Sonicados 7.3 2,8

Extrudados 1,3 3,8
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De acordo com estes resultados, pode-se observar que as quantidades adsorvidas de
fosfolipidios sobre a magnetita sdo consideravelmente maiores com a utilizagdo de lipossomas
multilamelares ou com os sonicados do que com os unilamelares extrudados. As diferengas
nos valores obtidos podem ser devidas tanto ao nimero de lamelas formadas (multilamelares
e unilamelares), quanto, no caso dos sonicados, a diferenca na taxa de adsorgio dos
fosfolipidios sobre a magnetita. Isso, deve-se a presenca de lipossomas tanto multi como
unilamelares, havendo uma maior facilidade de transferéncia dos fosfolipidios possiveimente
em decorréncia de uma maior mobilidade dos fosfolipidios nessas vesiculas.

Em todas as situagdes a relagio DMPC/DMPE, das fragdes de lavagem dos
fosfolipidios foi aproximadamente a mesma, dentro do erro médio apresentado no item 4.4.3.

Para o caso dos lipossomas multilamelares, apds a dialise, foi observada uma separagio
de fases nas amostras de ML’s obtidas, que provavelmente ocorreu devido a agregac¢do das
vesiculas. Esta agregag@o deixou de ocorrer apos a passagem das vesiculas através do sistema
de magnetoforese devido, provavelmente, ao efeito de separagio dos agregados pela 13
magnética. Os ML’s preparados a partir de lipossomas sonicados e extrudados ndo
apresentaram separagdo de fase. Esses resultados indicam que o trabalho com vesiculas

extrudadas garante & preparagdes mais estaveis e reprodutiveis.
4.7 - Estabilidade dos Magnetolipossomas no Processo de Magnetoforese

A avaliagio da estabilidade dos magnetolipossomas no processo de magnetoforese
constitui-se em um pardmetro operacional importante na reutilizagdo dessas vesiculas em
sucessivos processos de adsorcdo e dessorgdo de biomoiéculas,

Os resultados obtidos em decorréncia da passagem das amostras por trés
magnetoforeses sucessivas sdo apresentados na Tabela 11, em funglo da razdo fosfolipidio
por magnetita, retidos em cada passagem através do campo magnético, em trés amostras
diferentes designadas por A, B, e C.

A amostra B foi estocada por 75 dias antes da realizago do teste da estabilidade, o que

demonstra também a estabilidade dos magnetolipossomas com o decorrer do tempo.
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Tabela 11: Estabilidade dos Magnetolipossomas por Magnetoforese.

Retido na Magnetoforese: Raziio PL - Magnetita (mmol / g}
Amostra 1* Magnetoforese 2" Magnetoforese 3" Magnetoforese
A 1,28 1,82 1,84
B 1,76 1,83 1,83
C 1,39 1,11 1,73

Como pode ser observado na Tabela 11, os resuitados mostram residuos positivos e
negativos em relag@o a um valor meédio, o que deve-se provavelmente aos erros nas analises e
a diluigdo das amostras. Nio ha uma tendéncia de decréscimo da concentragio de
tosfolipidios adsorvidos em decorréncia das varias magnetoforeses.

Em face deste comportamento, pode-se considerar que as vesiculas permaneceram
praticamente integras durante as varias passagens pelo sistema, mantendo a associagdo PL /
Fe;0s com as varias magnetoforeses. No entanto, o rendimento obtido nas varias
magnetoforeses realizadas foi em média 75%, em relagdo a magnetita presente na amostra de

eluicdo dos ML.’s.

4.8 - Caracterizagiio da Operacio do Sistema de Magnetoforese
4.8.1 - Vazdes de Operaciio (Retencio e Liberacio)
As vazdes de operagdo testadas em relagio a retencdo da magnetita na magnetoforese

sdo apresentadas na Tabela 12 a seguir, sendo que as concentragdes foram determinadas nas

amostras eluidas durante a retengio na MAG.
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Tabela 12: Eficiéneia de Retencdo na Magnetoforese de Alto Gradiente

Vazao (mi/h) Conc. Magnetita (g/l) Conce, Fosfolipidios (mM)

50 0,000 0,03

85 0.000 0,02

250 0.000 0,01

530 0,000 0,00

850 0,000 0,00
1090 0,000 0,00
1400 0,004 0,03
2450 0,004 0,00

Pode-se notar que ate aproximadamente 1100 mi/h houve uma retengdo de 100% da
magnetita, sendo que a 1400 ml/h a retengdo diminuiu para 97%. Em relagdo a integridade das
vesiculas, considerando-se os erros na analise do fosfato, as maiores vazdes ndo alteraram de
forma significativa a adsor¢do dos fosfolipidios sobre a magnetita.

Na Tabela 13 sio mostradas as vazdes de operagdo testadas na liberagdo das amostras
do sistema e os resultados obtidos em relagdo as quantidades liberadas apods a retirada do

campo magnetico.

Tabela 13: Rendimentos na Liberag@o dos ML’s do Sistema de Magnetoforese

Vazdes (mi/h) Conc. Magnetita Conc. Fosfolipidios Rendimento (%)
(gD (mM)
080 0,066 0,11 63
1590 0,061 0,11 63
2290 0,075 0,13 73

Pode-se observar um aumento de aproximadamente 10 % no rendimento dos
fosfolipidios na amostra liberada a vazio maxima do sistema, que € de 2290 ml/h, em relagéo
a vazido de 680 mi/h

De acordo com os resultados da Tabela 13, pode-se concluir que para se obter a melhor
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eficiéncia de retencdo o sistema deve ser operado a vazdes menores do que 1100 ml/h, e para

os melhores rendimentos deve-se utilizar as matores vazdes na liberagdio dos ML’s do

sistema.
4.8.2 - Saturacdo da La Magnética

A saturagdo da 13 magnética contida no tubo de vidro do sistema de magnetoforese,
determinada nas condigbes descritas no item 3.9, foi de 0,8 umol de fosfolipidios e 0,63 mg
de magnetita.

4.8.3 - Aquecimento do Sistema

Os resultados da varia¢do de temperatura em fungdo do tempo de funcionamento do

reator magnético nas correntes de SA e 1,5A sdo mostrados nas Figuras 31 e 32,

respectivamente.
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Figura 31: Perfil de aquecimento do sistema de magnetoforese a SA.
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Figura 32: Perfil de aquecimento do sistema de magnetoforese a 1,5A.

¢ de apenas 5°C.

4.8.4.1 - Intensidade de Corrente

4.8.4 - Capacidade de Retencio dos Magnetolipossomas

corrente elétrica apresentam-se na Tabela 14.

Pode-se notar, como ja era esperado, que o aquecimento do sistema ¢ muito mas
pronunciado quando a operagio do sistema ocorre a corrente de 5A, com uma variagio de

aproximadamente 125°C em 90 minutos, enquanto que para a corrente de 1,5A, essa variagio

Os resultados obtidos na avaliagdc da retengic dos ML’s em diferentes intensidades de
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Tabela 14: Retencdo dos ML.’s a Diversas Intensidades de Corrente

Corrente {(A) Yoltagem (V) Conc. Magnetita nio Retida (g/i)
5 46 0
3.5 36 0
25 26 0
1,5 16 0

Os resultados mostram que mesmo para correntes menores, intensidade de campo

magnético menores do que a de saturagdo de magnetizagdo do ferro, ha uma retengiio de

100% dos magnetolipossomas no sistema. Isso pode ser devido a condugdo do ensaio, no qual

a amostra foi primeiramente submetida a intensidade de saturagdo, levando a retengdo da

magnetizagdo mesmo apds o campo ter sido retirado, o que esta de acordo com as

propriedades dos materiais ferromagneticos.

Esse resultado sinaliza que o sistema pode ser operado a intensidades de campo mais

baixas apos a submissdo da amostra inicialmente a 1,7 T. A utilizagdo de campos mais baixos

tem as vantagens de menor aquecimento do sistema e menor consumo de energia para a

geracdo do campo.

4.8.4.2 - Influéncia da Posiciio da L3 Magnética

Para a avaliagdo da influéncia da 13 magnética na retengido dos magnetolipossomas

durante a magnetoforese, a 1@ magnética foi colocada em duas posicSes: no interior e

envolvendo a superficie externa dos tubos, de acorde com o procedimento do item 3.9.4.2. Os

resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 15,
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Tabela 15; Influéncia do Posicionamento da L3 Magnética na Retengdo dos

Magnetolipossomas.
Posigiio da Cone. de Conc. Razdo
La Passagens | Volume PL Magnetita | PL/magn. | Eficiéncia de
Magnética {ml) Retidos | (g/l) retida| (mmol/g) | Retencio (%)
no Tubo {mM)
na A 0.5 0,340 0,190 1,79 88
supertficie B 0,2 0,598 0,200 2,99 79
C 0,4 0,217 0,075 2.88 23
no interior D 0,8 0,236 0,172 1,3 100

Os dados experimentais mostram uma retengio de 100% obtida com a 1& magnética
posicionada no interior do tubo. Nessa situacdo, as vesiculas ndo somente sotrem os efeitos do
campo magnético, mas também os efeitos mecidnicos de interagdo com a ld magnética. A
presenga da 13 no intertor do tubo impede a agregacdo e auxilia na retencdo das vesiculas. No
entanto, ha uma maior dificuldade de liberagdo das vesiculas do sistema e de residuos
deixados durante a magnetoforese, principalmente de magnetita.

O posicionamento da [d magnetica na superficie externa do tubo apresenta as vantagens
de liberagio total das amostras do sistema sem deixar residuos, e de ndo expor a amostra
eluida em contato com a 13 magnética. Porém, a retenc@o € muito prejudicada, como pode ser
visto para a amostra C, e as vesiculas ficam propensas a agregacdo por perturbagles no
processo, como foi o caso das amostras A e B, cujo bombeamento de ar no sistema durante a

magnetoforese provavelmente favoreceu a agregacéo das vesiculas.

4.9 - Avaliacio da Aplicacio dos Magnetolipossomas em Processos de

Adsorcio por Afinidade

A avaliag@o da aplicagdo dos magnetolipossomas, em processos de adsorgdo por
afinidade, foi feita através da quantificagdo dos rendimentos das etapas intermediarias de
modificacdo da superficie dos magnetolipossomas com o ligante de afinidade, e das etapas

finais de adsorcdo e dessorgdo da tripsina.
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4.9.1 - Modificaciio da Superficie dos Magnetolipossomas

A modificac@o da superficie dos magnetolipossomas foi feita pela ligacdo covalente do
inibidor da tripsina, PAB, na superficie dos magnetolipossomas. De acordo com o
procedimento apresentado no item 3.10.1, o processo global foi feito em 3 etapas, sendo a
primeira a ligagdo do acido diglicolico, para atuar como brago espagador entre a superficie do
magnetolipossoma ¢ o PAB. A segunda etapa, envoive a ligagio do PAB, ¢ a terceira, a
derivatizacdo dos grupos acidos carboxilicos para bloquea-los e minimizar a adsor¢do ndo
especifica de proteinas.

Os rendimentos obtidos, expressos em fung¢do da quantidade de magnetolipossomas, sdo

apresentados na Tabela 16, onde as etapas do processo sdo designadas por I, Il e 1L

Tabeia 16: Rendimentos das Etapas de Modifica¢io da Superficie dos ML’s com PAB.

Quantidade de PL Quantidade de Rendimento (%)**
(pmol)* Magnetita (mg)*
inicial 3,74 2,22 -
Etapa I 3.09 1,92 82,6
Etapa 11 2,21 1,62 71,6
Etapa Iil 2.12 1.44 96,1
Total - . 56.8

* - guantidades finais de cada etapa.
#*: rendimenio calculado em relagic as quantidade iniciais de fosfolipidios utilizada na etapa ¢ a quantidade

final. ou seja, apds a MAG de separacio dos excessos de reagentes e das impurezas formadas.

Os resultados mostram que o rendimento global nos processos de reacdo e separagio
dos magnetolipossomas do material nfio reagido € da ordem de 56,8%, sendo a maior perda

verificada no acoplamento do PAB, etapa IL.

4.9.1.1 - Concentraciio de PAB na Superficie dos Magnetolipossomas

A determinacfo indireta da concentragdo de PARB na superficie dos magnetolipossomas

foi obtida segundo procedimento descrito no item 3.10.2.1.
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‘Na Figura 33 ¢ apresentada a curva de inibi¢3o da tripsina pelo PAB, ambos livres em
solugdo, na reagdo com 0,3 mM de DL-BAPNA. A velocidade de reagdo ¢ inversamente
proporcional a concentragdo de PAB, caracterizando a inibicdo. A reta obtida por regressio
linear apresenta coeficientes angular e linear iguais a 1,09 + 0,04 ¢ 1,18 =+ 0,04
respectivamente, e coeficiente de correlagdo 0,999 considerado de bom ajuste.

Dados de inibi¢do da tripsina pelo PAB ligado a superficie dos magnetolipossomas

apresentaram os seguintes resultados:

Tabela 17: Inibi¢do da Tripsina pelo PAB Ligado aos Magnetolipossomas

Diluigiio V (Abs/s) 1/V.107 (1/(Abs/s)) C (M)
1:2 0,00064 1,56 7,02
1.4 0,00073 1,37 6,96
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Figura 33: Curva de inibi¢8o da tripsina pelo PAB livre.



114

Admitindo-se que o efeito da inibicdo da tripsina ¢ uma fungdo somente da
concentragdo do PAB, a partir dos valores dos inversos das velocidades de reacido da Tabela
17 e através da curva da Figura 33, determinou-se o valor médio de 6,99 puM para a

concentragdo de PAB na superficie dos magnetolipossomas.
4.9.1.2 — Estimativa da Eficiéncia de Acoplamento do PAB nos ML’s

O numero de moléculas de PAB acoplado por magnetolipossoma pode ser obtido a

partir da Equac¢io 51:

AML
(PAB),, = [T) < e ) % (Ef) (51)

onde fpmer € a fragdo molar de DMPE, Ef ¢é a eficiéncia de acoplamento do PAB, Aw. € a
area superficial dos ML’s, e Ap, € a area superficial da bicamada por molécula de fostolipidio

(Powers et al., 1990), expressos respectivamente pelas Equagdes 52 ¢ 53.
Aw =11 (52)

Apr = Apc Somec + Apg fpmpe (53)

onde: Apc € App s3o as areas da segdo transversal das moléculas de DMPC ¢ DMPE

respectivamente e r o raio do magnetolipossoma.

Nos calculos foram considerados os seguintes valores:
r= 83,2 A {obtido no 1tem 4.5.3), entdo pela Equacdo 52:
A, = 2,17.1(}4 g’.z

Apc=T14*
Aps = 414&” (Israelachvili e Mitchel, 1975)
Pela Equacdo 33, obtem-se:

Ap. = 65 &*/ molécula de fosfolipidio
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fDMPE = 0,2 (DNIPC/DWE =4 IM)
Cpap= 6,99 uM, resultado do item 4.9.1.1
superficie dos magnetolipossomas com 60% do total de fosfolipidios

Com esses dados, obteve-se a seguinte eficiéncia de acoplamento:
Ef=0,197 ou 19,7%

Substituindo os valores acima na Equacdo 51, tem-se:

(PABML = 13,2 moléculas de PAB acopladas por magnetolipossoma

A area superficial por molécula de PAB acoplado covalentemente ¢ calculada pela

Equag¢io 54:

drea A4y,
PAB (PAB),, (>4)

srea/PAB = 1650 &°

O carregamento de PAB ¢é entdo calculade pela Equagdo 55:

PAB).
PABF P —“wmm""‘( ” )ML (55)
ML
onde:
47r’
Vi = 3 (56)

Vi = 2,4.107° mi

PABc = 9,0 nmol/ml}

A eficiéncia obtida por Powers et al. (1990) para experimentos de acoplamento do PAB
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aos lipossomas foi de 40%, tendo tido melhor aproveitamento das aminas do DMPE na
superficie das vesiculas do que o obtido neste trabalho. A perda na eficiéncia provavelmente
ocorreu devido ao efeito estérico das moléculas covalentemente ligadas & superficie de

magnetolipossomas de menor didmetro.

4.9.2 -Retenciio da Atividade da Tripsina

O metodo usado para este estudo apresenta-se descrito no item 3.10.3. A concentragio
de fosfolipidios da solugao de PAB-ML’s utilizada era de 0,295 mM e de PAB de 6,99 uM,
com um carregamento de PAB de 9,0 nmol/mi, como calculado no item anterior. A Figura 34
mostra a curva de calibragio da atividade da tripsina livre em relagfio a concentragdo. A

Tabela 18 apresenta os valores obtidos na eluigdo da tripsina do sistema de magnetoforese.

T T T T e LA
0,0+ ]
“a Q008 - .
~— -
o
2 oo 4
= P
s
W 0,004 ) ' -
& _
<
0,002 e .
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Figura 34: Curva de calibragdo da atividade da tripsina.

O ajuste dos dados a curva de regressio linear resulta em um coeficiente angular de
0,001 (= 0,00001) e um coeficiente linear de 0 (+ 0,00008), tendo uma correlagfio de

aproximadamente 1.
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Tabela 18: Atividades da Tripsina na Adsor¢ido na Superficie dos Magnetolipossomas.

Fracoes de Atividade .10° Concentracio de Namero de Molécuias de
Eluicio {Abs/s) Tripsina (uM) Tripsina {(.10™")
Inicial 6.16 0616 3,708
1 0.81 0,081 0,488
2 0,00 0,000 0,000
3 0,00 0,000 0,000
Retido 0,82 0,082 0,494

A quantidade de tripsina recuperada nas fragdes de eluigdo representa 13,15% da inicial
¢ a recuperada na fragdo retida 13,31%, tendo-se portanto uma fragio de ligagdo aos PAB-
ML’s de ©,133.

De acordo com os dados apresentados na Tabela 18, foi constatada a perda total de
73,54% da atividade. Essa perda provavelmente deve-se a alta reatividade da tripsina em pH
7.4 e a temperatura ambiente, levando a um alto grau de autolise que pode ainda ter sido
intensificado pela pressio mecdnica e aquecimento do sistema de magnetoforese.
Provavelmente as maiores perdas ocorreram na elui¢do da tripsina no estado livre, ja que a
imobilizagdo aumenta sua estabilidade.

Essas instabilidades no sistema podem também ser observadas através do numero de
moléculas de tripsina adsorvidas, apresentado na Tabela 18. Calculou-se uma razdo de 85
vezes o niamero de moléculas de PAB (4.10") em relagio as moléculas de tripsina que

consegue adsorver.

4.9.3 - Perfis de Adsorcio ¢ Dessorcio da Tripsina nos PAB-ML’s

Com a autdlise da enzima, ndo foi possivel se fazer um balanco de massa da tripsina
através da quantificacdo da proteina. Desta forma, foi feita uma analise da tripsina nas fragdes
eluidas através dos valores das absorbancias relativas obtidas no ensaio do BCA, item
3.10.2.5, dividindo-se a absorbincia medida pela inicial em solugdo. Para isso foi considerado

o solvente de cada frac@o eluida, HEPES ou benzamidina e a variagio da concentracio de
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benzamidina nas fragdes de lavagem. A concentracio de benzamidina nestas fragdes foi
determinada de acordo com o subitem 3.10.2.4.

Observou-se que a benzamidina interfere na analise do BCA. Devido a isto, as
absorbéncias consideradas na dessorgdo, ja levam em conta essas interferéncias, determinadas
através de curvas de calibragdo para ¢ BCA em tampéo, e em benzamidina, apresentadas no
Anexo L.

Os perfis foram construidos para trés amostras de tripsina (Figura 40) cuja adsorgdo e

dessor¢ao foram feitas a vazdes diferentes.

°71  Adsorcdo "
0,6 . Dessor¢do
o3 .
Z ] \
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o | \
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Figura 35: Perfis de eluigfio da adsorgHo e dessorgio da tripsina a diferentes vazdes. B- 20
ml/h (adsorgio de dessorgdo) ®- 40 ml/h (adsorcdo) e 70 mi/h (dessorgdo) X - 20 ml/h
{(adsor¢@o) e 60 ml/h (dessor¢do).

Em todas as condices, a tripsina nfio adsorvida foi eluida nas fragdes 1 a 3. A tripsina
total adsorvida foi eluida nas fragdes subsequentes 4 a 7. Estes resultados mostram que a
capacidade do adsorvente foi mantida durante os varios ciclos de adsorgdc ¢ dessorgdo a

diferentes vazdes.
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5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos permite-nos tirar as seguintes conclusdes:

» a preparagdo da magnetita coloidal pelo método da precipitagio dos cloretos e estabilizagdo
com o acido laurico, ndo produz solugdes estaveis durante a estocagem,

e magnetolipossomas podem ser preparados a partir de uma mistura de fosfolipidios DMPC e
DMPE de mesmo tamanho de cadeia de 4cido graxos, atraves dos processos simultaneos de
adsorgdo e dialise. A presenca do DMPE na superficie, permite o acoplamento de ligantes
de afinidade aos magnetolipossomas;

» 0s fosfolipidios foram adsorvidos na superficie da magnetita sem competi¢io, apresentando
uma concentrag¢io total na saturagdo de 1,3 mmol de PL / g de magnetita, apos
aproximadamente 40 horas;

¢ os dados experimentais apresentaram um bom ajuste ao modelo da isoterma de Langmuir,
apresentando uma constante de associagdo de 11,3 mM’ ! para a mistura de fosfolipidios;

e os fosfolipidios foram adsorvidos na superficie da magnetita na forma de bicamada lipidica,
tendo a monocamada interna uma concentragio de 0,4 mmol de PL / g de magnetita;

e apesar dos erros significativos apresentados nas analises, os resultados experimentais
obtidos para a concentracdo dos fosfolipidios na saturagio e na monocamada foram
consistentes com as estimativas teoricas;

e a captura dos magnetolipossomas da solugdo foi de 100%, para o sistema de magnetoforese
operando com uma corrente de SA (~45V), e produzindo um campo de 1,8T. A retencdo ¢
total até uma vazio de operagiio de 1100 ml/h. A liberagio dos magnetolipossomas do
sistema deve ser feita a altas vazdes, maiores do que 1600 ml/h, embora residuos de
magnetita ainda permanegam retidos na 1d magnética;

e os magnetolipossomas apresentaram-se estaveis durante magnetoforeses sucessivas, a
eficiéncia de aproveitamento das vesiculas foi de 75% por magnetoforese. Os
magnetolipossomas formaram-se com didmetro médio de ~16 nm;

e os meétodos de microscopia eletrdnica de transmissdo e raios-X a baixos angulos foram
eficientes na determinagio do didmetro das particulas de magnetita ¢ dos

magnetolipossomas;
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s a modificagdo da superficie dos magnetolipossomas com o ligante de afinidade PAB,
apresentou um rendimento global de 56,8%, sendo a maior perda verificada na etapa de
acoplamento do PAB;

e a adsorcdo da tripsina ac PAB verificou-se com uma eficiéncia de aproximadamente 20%,;

¢ esses resultados mostram que os magnetolipossomas apresentam boa potencialidade para
aplicagdes na adsor¢do de biomoléculas por afinidade. As limitagSes observadas podem ser

contornadas com a otimizacdo do processo nas suas varias etapas.
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6 - SUGESTOES

A repetigio da sintese da magnetita ndo foi reprodutiva em todas as suas
caracteristicas, como por exemplo ¢ tamanho médio das particulas formadas, sendo desta

forma interessante um estudo mais detalhado do procedimento para a obtengdo do coloide

magnético.

Para que a taxa transferéncia de fosfolipidios seja aumentada quando utilizadas
vesiculas contendo colesterol ¢ sugerido o uso de DMSO durante a dialise, j& que a menor taxa

de transferéncia desse tipo de vesicula € devido a maior estabilidade.

Como o sistema demonstrou-se capaz de realizar a adsorgdo por afinidade porém com
uma perda significativa da atividade da proteina devido a autdlise, sugere-se que seja testado

outros tipos de enzima com maior estabilidade.

O uso de lipossomas polimerizados com uma bicamada mais resistente certamente

aumentara o rendimento em magnetoforeses sucessivas.
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ANEXO |

No Anexo I sdo apresentadas as curvas de calibragdo utilizadas nas quantificagdes

feitas neste trabatho em relag@o ao ferro, fosfato, DMPE e tripsina.
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Figura I.1: Curva de calibragio da analise do ferro (coeficiente angular = 0,023, coeficiente

linear = 0,011 e coeficiente de correlagido da reta = 0,999)
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Figura 1.2: Curva de calibrag@o da andlise do fosfolipidio total. (coeficiente angular = 0,618,

coeficiente linear = 0,006 e coeficiente de correlagdo da reta = 0,999)
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Figura 1.3: Curva de calibragio da analise do DMPE .{coeficiente angular = 0,707, coeficiente

Concentragio de DMPE (mM)

linear = - 0,011 e coeficiente de correlacdo da reta = 0,997)
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Figura 1.4: Curva de calibrag@o da interferéncia da benzamidina na analise da tripsina pelo
meétodo do BCA. (coeficiente angular = 0,045, coeficiente linear = 0,001 e coeficiente de

correlagdo da reta = 0,999)
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Figura [.5: Curva de calibragdo da anélise da tripsina em HEPES pelo método do BCA.
(coeficiente angular = 1,057, coeficiente linear = 0,008 e coeficiente de correlag2o da reta =

0,999)
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Figura 1.6: Curva de calibrag@o da analise da tripsina em benzamidina pelo método do BCA.
(coeficiente angular = 0,755, coeficiente linear = - 0,008 ¢ coeficiente de correlagdo da reta =

0,998)



ANEXOQO i

No Anexo I sdo apresentados os balangos de massa de magnetita e fosfolipidios totais,

feitos para as amostras utilizadas na obtengfo das curvas de cinética e isoterma de adsorgdo.

Tabela I1.1: Balango de Massa da Magnetita Total para a Cinética de Adsorgio.

Amostra Massa de entrada (mg) | Massa de saida (mg) | diferenca (%)
A 0,47 0,32 31,56
B 0,20 0,16 20,79
C 0,28 0,29 4,24
D 0,80 1,00 19,73
E 0,37 0,33 13,08
F 0,32 0,40 24,48
G 0,20 0,23 17,00
H 0,89 0,75 15,70
i 0,30 0,30 0,52
J 0,69 0,57 17,08

Tabela 11.2: Balango de Massa dos Fosfolipidios Totais para a Cinética de Adsorcao.

Amostra pumero de moles de namero de moles de | diferenca (%)
entrada (nmol) saida (umol)
A 6,2 6.4 3,22
B 3,9 4,0 1,35
C 1.7 8,1 5,73
D 47 46 2,05
E 3,6 3,4 8,51
F 3.6 3,5 4,00
G 2.1 2,1 3,41
H 4.9 4.8 1,25
1 2.9 2.9 1,16
I 4,9 4,5 8,99




Tabela I1.3: Balango de Massa da Magnetita Total para a Isoterma de Adsor¢do.

Amostra Massa de entrada (mg) | Massa de saida (mg) | diferenca (%)
A 0,57 0,68 17,89
B 0,26 0,30 15,72
C 0,92 0,85 -8,11
D 1,14 0,30 14,04
E 1,05 1,10 4,54
F 0,54 0,60 9,97
G 0,39 0.42 7,53
H 0,21 0,24 12,47
1 0,69 0,57 17,08
J 1,60 1,17 -26,83
K 1,29 0,83 35,73
L 1,64 1,32 -19,49
M 0,20 0,23 17,00




Tabela 11.4: Balango de Massa dos Total de Fosfolipidios para as Amostras da Isoterma de

Adsorgdo,
Ameostra ntiimero de moles de nuamero de moles de diferenca
entrada (pmol) saida (umol) (%)
A 0,23 0,29 28,26
B 0,14 0,18 28.43
C 1,58 1,99 25,93
D 2,72 3,08 13,21
E 2,60 235 -9,45
F 2,87 2,94 2,49
G 3,39 331 -2,25
H 2,3 2,36 0,69
I 4 89 4,45 8,99
J 1,97 1,72 -12,87
K 3,94 3,41 -13,62
L 7,35 6,48 -11,89
M 2,09 2,11 3,41




ANEXO III

No Anexo 11 sdo apresentadas as curvas de intensidade de espalhamento em fungdo do
vetor de espalhamento ¢ as de Guinier obtidas por raios-X a baixos adngulos para a

determinag@o do tamanho das particulas preparadas.
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Figura II1.1: Curva de Guinier para os lipossomas & temperatura de 70°C.
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Figura 111.2: Intensidade de espalhamento de raios-X das amostras de magnetolipossomas na

In {1 {u.a.)

presenca do tensoativo Cy;Es.
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Figura H1.3: Curva de Guinier dos magnetolipossomas na presenca do tensoative CioEs.



