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RESUMO

Cabral, E.C.M. — Reconhecimento molecular de autoanticorpos e desenvolvimento de sinal
colorimétrico utilizando lipossomas polimerizados.
Tese (Mestrado) — Faculdade de Engenharia Quimica, UNICAMP, 2000.

A pesquisa no campo de doengas auto-imunes vem despertando grande interesse,
pelas dificuldades de diagndstico preciso e necessidade de melhor conhecimento das suas
causas e mecanismos. O ensaioc ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) & o mais
utilizado para a detecgac de auto-anticorpos. Nesse meétodo, os problemas apresentados
estéo baseados na variabilidade dos kits disponiveis e na natureza muiti-etapas envolvida na
deteccdo dos auto-anticorpos.

Visando contornar esses problemas, neste trabalho, foi desenvolvido um método de
deteccdo de auto-anticorpos, quantitativo e qualitativo, em Unica etapa, baseado no
reconhecimento molecular e desenvolvimento do sinai colorimétrico, usando lipossomas
polimerizados.

Na preparacdo dos lipossomas monoméricos foi usada cardiolipina como ligante
especifico e acido 10,12-tricosadiindico como lipidio estrutural. Os lipossomas polimerizados
sob irradiagdo UV, absorveram a luz no comprimento de onda referente ao azulsasnm,
pUrpurasqonm © CSassonm. A adsorcio de auto-anticorpos na superficie dos lipossomas e o
desenvolvimento do sinal colorimétrico foram estudados com soros de referéncia, de
individuo sadio e auto-imunes. Os resultados experimentais mostraram que a prepara¢éo
dos lipossomas polimerizados foi reprodutivel. A adsorgéo de auto-anticorpos na superficie
desses lipossomas produziu resposta colorimétrica, com alta sensibilidade de mudanca de
cor do “azul” ou “purpura” para “rosa’, detectidvel em Unica etapa. A especificidade do
sistema foi 7 vezes maior com soro de referéncia que com 19G. A utilizacdo de soros auto-
imune e sadio reduziu a especificidade do sistema, devido as interferéncias dos outros
componentes do soro. Esses resuitados mostraram a potencialidade dos lipossomas
polimerizados para a detecgdo de auto-anticorpos, pela reprodutibilidade do sistema e
desenvolvimento de sinal em dnica etapa.

Palavras-chave: reconhecimento molecular, lipossomas polimerizados, biossensor.



25

ABSTRACT

Cabral, E.C.M. — Molecular recognition of autoantibodies and signal colorimetric development
using polymerized liposomes.

Master Thesis — Chemical Engineering School, State University of Campinas, 2000.

The research in the field of autoimmune diseases has been increased in the last years,
due to the difficulties on the precise diagnostic, and the knowledgement of its causes and
mechanisms. ELISA (Enzyme -linked immunosorbent assay), commercially availabie, is the
most used method for detection of autoantibodies. The problems presented in its procedure
are based on the variability of the commercial kits and on the multi-steps included on the
autoantibodies detection.

Aiming to circumvent these problems, a alternative method for detection of
autoantibodies using polymerized liposomes was developed in this work. The main advantage
of this approach is the reprodutibility of the liposomes and the molecular recognition and
development of colorimetric signal in only one step.

Monomeric liposomes were prepared using cardiolipin a na affinity ligand and 10,12-
tricosadiynoic acid as structural lipid. The polymerization was performed by UV irradiation in
the blue, purple and pink phase. The adsorption of antibodies and the development of the
colorimetric signal was studied using reference, normal and autoimmune sera. The
experimental results showed that the polymerized were reprodutibles and stable during 5
months. The adsorption of autoantibodies on the surface of polymerized liposomes produced
a colorimetric response from the blue or purple to pink phase. The sensibility of the system
was high, and the specificity was 60% compared the responses with reference serum and
non specific immunoglobulin G. When real sera was used, the specificity of decreased due to
interferences of the other components of the serum. The results show the potentiality of
polymerized liposomes for detection of antibodies, due to reprodutibility of liposomes
preparation and development of a colorimetric signal in only one step.

Key-words: biosensor, polymerized liposomes, molecular recognition, immunoassays.
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Capituio 1
INTRODUCAO

Falhas na manutencio da auto-tolerancia do individuo, decorrentes de deficiéncias
no funcionamento do sistema imunoldgico podem conduzir a doencas auto-imunes.
Pacientes portadores desta deficiéncia desenvolvem resposta imunologica indesejavel
contra seus proprios constituintes comuns, como por exemplo. hemacias, acidos
nuCLéicos, membranas celulares, entre outros.

A mediacdo das respostas imunes é feita por uma variedade de células do tipo B
ou T. Ao receberem o antigeno, essas células s@o ativadas, produzindo glicoproteinas
conhecidas como anticorpos. No caso das doencas auto-imunes esses anticorpos sao
denominados auto-anticorpos devido a resposta imunoldgica ser conira os préprios
antigenos do individuo .

A literatura basica apresenta moléculas de imunoglobulinas (glicoproteinas),
divididas em 5 ClLasses: igG, IgM, igA, IgD e IgE. Os auto-anticorpos s&o basicamente
moléculas de IgG, IgM e em menor propor¢ac IgA. Individuos portadores de doencgas
auto-imunes apresentam heterogeneidade ampla de auto-anticorpos, 0 que representa
um dos principais problemas no diagnéstico dessas doencgas.

Dentre as técnicas convencionais de detecgdo das doengas auto-imunes, a mais
utilizada, atualmente, & o ensaio heterogéneo em fase sélida, conhecido como ELISA
(Enzyme-linked Immunosorbent Assay), disponivel comerciaimente.

Este ensaio, apesar de atualmente constituir uma poderosa técnica de diagnostico,
apresenta algumas limitacbes criticas, fais como a necessidade de multi-etapas e
variabilidade nos resultados, devido ao controle impreciso da densidade de antigenos
sobre os suportes. De uma maneira geral, o diagnbstico de doengas auto-imunes €
complexo, tanto pela heterogeneidade Clinica, quanto pela variabilidade laboratorial dos
resultados obtidos de diferentes kits comerciais (Reber et.al., 1985).

A adsorgdo especifica de auto-anticorpos na superficie de lipossomas
polimerizados e o desenvolvimento de sinal colorimétrico resultante da ligagdo, constitui
técnica alternativa promissora para o diagnostico de doengas auto-imunes. Estudos
recentes, apresentado na literatura nos dltimos 5 anos, mostram que as interagbes
receptor-ligante presentes nas membranas celulares e transmitidas por meio de sinais
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moieculares, podem ser mimetizadas através de lipossomas polimerizados, com
receptores especificos incorporados na matriz lipidica. Os trabalhos nesse campo ainda
s80 escassos e até entdo foram estudados a deteccéo da toxina da cblera, através de
gangliosidios (Charych et.al., 1997), virus influenza através do acido siglico como receptor
{Charych, 1995) e Escherichia coli, usando glicolipidio como receptor (Ma et.al.,, 1998).
Nao ha trabalhos na literatura relatando a detecgdo de compostos menores, tais como
moléculas de anticorpos, utilizando lipossomas polimerizados.

Lipossomas polimerizados s&o constituidos de moléculas anfifilicas que
apresentam elevada area superficial, podendo acomodar na superficie ligantes de
afinidade e insaturagbes nas suas cadeias de hidrocarbonetos . Essas insaturagdes
permitem a polimeriza¢8o das moléculas de lipidios, presentes em agregados, por
iradiagdo com luz ultravioleta, produzindo mudang¢as estruturais significativas no
empacotamento dos compostos agregados, sendo uma delas a alterag&o de cor. Com
exposicdo a irradiagdo, uma série de mudancas espectrais na faixa de comprimento de
onda da luz visivel podem ser observadas . Essas mudan¢as s&0 causadas pelas
tensbes mecanicas que s&o impostas a estrutura durante a polimerizagao.

A estrutura sob tenséo dos lipossomas polimerizados, embora estavel em soiugdo,
é susceptivel a alteragdes produzidas no meio, tais como mudancas de pH, presenca de
ions ou adsorgcao de compostos sobre a sua superficie. No Uitimo caso, o sinal molecular
decorrente da adsorczo de biomoléculas na superficie dos lipossomas, contendo um
receptor especifico ou ligante de afinidade, produz mudangas de cor na faixa de
comprimento de onda da luz visivel, e o fendmeno associado € conhecido como
Biocromismo.

O conhecimento das limitagGes existentes no diagndstico laboratorial de doencas
auto-imunes e das propriedades de biocromismo dos lipossomas polimerizados, motivou-
nos ao desenvolvimento deste trabalho, voltado para a produgdo de lipossomas
polimerizados para a detecgdo de auto-anticorpos.

Estando o sinal colorimétrico associado a tensfes causadas na bicamada lipidica,
uma condicio fundamental para a produc@o de resposta colorimétrica, decorrente da
adsorcdo de moléculas na superficie de um ligante especifico, € que os lipossomas
formem bicamadas bem empacotadas, € gque 0 ligante de afinidade tenha uma forte



LHPHO § ~ INTOAUCao 29

interagdo com os lipidios polimerizaveis. Portanto, a miscibilidade do ligante na bicamada
e as suas interagdes sdo requisitos fundamentais para o desenvolvimento de sinal.

Assim, na primeira parte deste trabalho foram estudados o comportamento de
agregacdo das moiéculas polimerizaveis puras € em misturas em fiimes de Langmuir-
Blodgett. Na segunda etapa, foi estudada a formagdo dos lipossomas, em estruturas
capazes de serem polimerizadas em toda a faixa de comprimento de onda da iuz visivel,
para possibiltar o aparecimento do fendmeno de biocromismo. Os lipossomas
polimerizados foram caracterizados em relagdo ao tamanho, forma das vesiculas e
determinagéo do tempo de polimerizacdo para absorgdo na faixa do azul (635nmy),
pUrpura {540nm) e, finalmente, no rosa (480nm), sob condigbes pré-estabelecidas.

Finaimente, na terceira etapa, foram feitos ensaios em batelada com
imunogiobulina G, soro de pacientes com doengas auto-imunes e soro de individuo sadio,
demonstrando a potencialidade da aplicagdo dos lipossomas polimerizados, com
cardiolipina como ligante de afinidade, na adsorgdo de auto-anticorpos.

Nesta trabalho sdo apresentados os resultados relativos a abordagem destes
aspecios e discussdo, seguidos de conClLusbes deste direcionamento adotado nessa
tese de mestrado, bem como sugestdes para trabalhos futuros.
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Capitulo 2
OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo contribuir para o aprimoramento dos métodos de
deteccdo de auto-anticorpos através da preparacio de lipossomas polimerizados e do
desenvolvimento de um método colorimeétrico para a transducdo de sinal molecular
produzido pela ligagdo de auto-anticorpos a sitios de cardiolipina presentes na superficie
dos lipossomas.

Para que esse objetivo pudesse ser atingido, durante a execucgdo do trabalho foram
cumpridas as seguintes etapas especificas:

- Estudo do comportamento de mistura dos componentes dos lipossomas
polimerizados.

- Estabelecimento de condicbes de processo para a preparagio de lipossomas;

- Caracterizacéo dos lipossomas em relagdo ao raio hidrodindmico e a concentracao de
cardiolipina;

- Polimerizacao dos lipossomas por irradiacgo UV,

- Estudo da influencia das variaveis tempo e intensidade de radiagdo no grau de
polimerizagao dos lipossomas;

- Caracterizacio dos efeitos da polimerizagdo sobre a integridade do empacotamento
da bicamada lipidica polimerizada na presenca de tensoativo nao idnico Ci2Es;

- Estudo da transducgéo do sinal molecular obtido pela ligacdo dos auto-anticorpos nos
sitios de cardiolipina presentes na superficie dos lipossomas;

- Avaliag@o da sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade do sistema na adsorcéo
de auto-anticorpos, usando soro sadio, soro de referéncia (contendo anticorpos
anticardiolipina) e soro de pacientes com doeng¢as auto-imunes.
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Capituio 3
REVISAO BIBLIOGRAFICA

A revisdo bibliografica, apresentada neste trabalho, abrange os seguinias aspectos:
consideragbes sobre doencas autc-imunes e métodos de detecclo; identificacdo |
natureza e propriedades dos auto-anticoroos, visando um melhor conhecimento das
biomoléculas envolvidas no processo de adsorgdo;, estrutura e propriedadses da
cardioliping; agregac¢do de biomoléculas em filmes de Langmuir-Blodget e miscibilidade
de misturas binarias de compostes anfifilicos em monocamadas; utilizacdo de lipossomas
em imunoensaios,; lipossomas polimerizados; estrutura, composicdo e preparagao de
lipossomas, propriedades biocrdmicas e 0s trabalhos da literatura envolvidos no

reconhecimento molecular & desenvolvimento de sinal coloriméirico.

3.1- Considerages scbre doengas auto-imunes

A auséncia de controle das respostas imunes fisioldgicas contra antigenos
estranhos ou a falha na manutencdo da autotoleréncia (capacidade do individuo n&o
reagir imunologicamente diante de certos antigenos) conduz a doengas em que ©
mecanismo patogénico € imunoldgico [Abbas et al.,, 1995]. Existem, basicamente, trés
vias gue conduzem a falhas no sistema imunoldgico, sdc elas: hipersensibilidade,
imunodeficiéncia e a auto-imunidade, como ilustrado na Figura 3.1 [Roitt et al., 1997].

Desordens resultantes de reagfes imunes, excessivas ou descontroladas
conduzem a hipersensibilidade. Defeitos em um ou mais componentes do sistema imune
podem conduzir a sérias desordens, como a imunodeficiéncia, resultando numa maior
suscetibilidade as infeccdes. Reagdes indesejadas com o préprio tecide ou constituinte do
corpo desencadeia a auto-imunidade [Abbas et al ,1995] A grande diferenga entre
imunodeficiéncia e auto-imunidade esta relacionada aos anticorpos. Enguanto na primeira
ha deficiéncias na produgéc de anticorpos, na segunda ocorre producdo excessiva,

havendoc ampla variedade de anticorpos.
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Figura 3.1 — Vias que conduzem a faihas do sistema imunologico (adaptacdo: Roitt et al.,
1997).

A auto-imunidade decorre de resposta imune contra componentes proprics do
individuo. O organismo humano dispde de dispositivos que impedem que o sistema imune
reaja de maneira deleteria contra seus proprios antigenos. Falhas na discriminag@o de
antigenos proprios e antigenos estranhos conduzem a auto-imunidade com potencial
patogénico [Klein,J., 19801

Os mecanismos e as causas destas doengas ainda nao foram completamente
ejucidados, isto porque nae se sabe ac certo gual antigeno gue inicia a resposta imune.

Como nas doencas autc-imunes, ¢ antigeno € um proprio constituinte do corpo, 0s
anticorpos produzidos sdo, enido, designadas de auto-anticorpos. As doencas auto-
imunes podem ser classificadas como tecido ou érgéo-especifica (resposta imunolbgica é
contra um antigeno localizado em um oOrgéo ou tecido particular), sistémica (resposta
imunoldgica é contra antigenos proprios amplamente distribuidos na corrente sanglinea)
ou intermediaria {acometimento de um &rgdo ao lado de manifestactes em outros
territdrios) [Calich & Vaz, 1988].

As doencas auto-imunes, de um modo geral, caracterizam-se por uma
variedade ilimitada de auto-anticorpos que s&o moléculas de imunoglobulinas. Existem
cinco classes de imunoglobulinas: igG, IgM, igA, IgD e IgE [Goodman,J W.,1891]. Os

auto-anticorpos enconfrados em doencas auto-imunes s&o, basicamente, molécuias de
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imunoglobulinas do tipo IgG, IgM e em menor proporg&o IgA. A determinac@o de igM é
um indicador do diagnostico no inicic da doenca auto-imune, enquantc a IgG é
encontrada em estagios progressivos da doenca[Naparstek, 1993].

As moléculas de anticorpos sdc compostas de polipeptideos (82-96%) e
carboidratos (4-18%)} e caracterizam-se pela sua especificidade e diversidade. As
diferentes atividades destas molécuias sao devido aos reflexcs das diferencas estruturais
ditadas pela sequéncia de aminoacidos das cadeias polipeptidicas. Estas moléculas
bifuncionais sdo constituidas por: cadeias leves (L) e pesadas (H), onde estéo situadas os
fragmenios: Fab, Fab’ e Fc, como mostrado na Figura 3.2. A parte da moiécula de
anticorpo que se liga ao antigeno é formada por um pequeno ndmero de aminoacidos, na
regido designada como V, das cadeias leve e pesada, referentes a porgdc Fab e Fab’
[Goodman, J. in: Unanue, E. et. al,, 1984].

Fab Fab’

/

cadeia pontes

leve dissulfeto
cadeia
pesada

Fc

Figura 3.2 - Estrutura de wuma molecula de anticorpc {esquerda). Molécula de
anticorpo (direita) [Roitt, 1997]

Ha diferentes formas de imunoglobulinas humana sendo essa variedade, tipica dos

mamiferos em geral. Além das 5 Classes de imunogiobulinas existentes: 1gG, IgM, IgA,
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igD e IgE, existem 4 subClasses de IgG (IgGy, 19G2, 1gGs, 1gG4) e duas subciasses de
IgA (IgAs e I1gAz). Ha evidéncias, na literatura, que a maionia dos auto-anticorpos
presentes em portadores de doengas auto-imunes n&oc especificas sejam
predominantemente das subClLasses IgG e IgGs.

Segundo Calich & Vaz (198%) os anticorpos encontrados em doengas auto-imunes
sistémicas s&o: anticorpos antigiobulina humana, anticorpos antinuciear | anticorpos
anticardiolipina & anticorpes antilinfécitos.

3.2 - Métodos de deteccao das doencas auto-imunes

Os métodos convencionais de detecgdo das doengas auto-imunes s8o baseados
na analise dos autc-anticorpos. Os mais conhecidas s&o : FAN ou FANA (Flucrescent
antinuClear antibody test), CLIF(Chrtidia luciliae immunofluorescence) e 0 ensaio ELISA
(Enzyme -linked immunosorbent assay). Destes, o mais utilizado atualmente ¢ o ensaio
ELISA, disponivel comercialmente na forma de kits diagnostico.

Os testes FANA e CLIF s&c analises baseados em imunofluorescéncia e detectam
anticorpos circulantes, principaimente, do tipo antinuclear, come ¢ anti-DNA. Esses testes
sdo de facil execucdo, baixo custo, porém compostios de multi-etapas, demandando
bastante tempo para a sua conclusao.

O FANA apresenta algumas limitacdes no usg, dentre elas a n&o disponibilidade de
soros de pacientes com anticorpos especificamente definidos [Fritzler, 19861,

O teste CLIF também apresenta algumas desvantagens: a principal delas ¢ a
variabilidade na preparacdo do substrato gue serd usadc no teste, ou seja, ha
imprecisées na padronizagdo, podendo levar a variacbes nos resultados de diferentes
kits. Além disso, 0s seus resultados s80 expresscs em termos semi-gquantitativos [Ballou
et al.,1986].

Janoff A. ot al. [1983] avaliando a especificidade e sensibilidade dos métodos
FANA e CLIF, na detecgdo de pacientes portadores do lupus eritematoso sistémico,
mostraram que o teste FANA possui alta sensibilidade, porém apresenta baixa
especificidade, 0 que pode conduzir a resultados do tipo falso positive. Ja o CLIF
apresenta especificidade elevada, mas sensibilidade baixa, podendo, por sua vez,

conduzir a resultados falso negativos.
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Atuaimente, o método de detecgdo de autc-anticorpos mais usado € 0 ensaio
heterogéneo em fase sdlida, conhecido como ensaio ELISA. Estudos comparativos
mostraram que ha uma consideravel variabilidade nos resultados, nao sé guando se
utiliza diferentes métodos, mas também, com os diferentes kits vendidos comercialmente
para um mesmo ensaio, além das dificuldades inerentes a condugdo de ensaios muiti-
etapas [Reber et al.,1895]. A Figura 3.3 mostra esquematicamente as etapas do ensaio
ELISA

1 - Sensibilizac3o da placa
com antigeno

pOr¢ac
2 - Lavagem ﬂ enzimatica
3 - Adicdo de anticorpo de
teste
4 - Lavagem

5 — Adigdo de ligante
agente
ﬂ croméforo

& - Lavagem

7 — Adicao de croméforo

8 — Desenvoivimento das
placas

Figura 3.3 - Etapas do ensaio ELISA (adaptacdo: Roitt et al., 1997).

O ensaio ELISA é geraimente conduzido em placas de poliestireno, contendo 96
pocos de aproximadamente 200ul. Na primeira etapa, os pogos séo recobertos com o
antigeno por reacdo ou adsorcdo fisica. Em seguida, efetua-se uma lavagem para a
remocdc do dos antigenos ndc ligados (etapa 2) e adiciona-se ¢ anticorpo de teste
contido no sore do paciente {etapa 3). A placa € entdo incubada para que a reacao
antigeno-anticorpc se desenvolva e em seguida faz-se outra ilavagem para refirar ©

excessc de anticorpo (etapa 4). As etapas posteriores estdo voltadas para o
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desenvolvimento do sinal colorimétrico. A etapa 5 consiste na adicdo de um ligante
enzimatico que se associa ao anticorpo. Apds remocio do excesso de ligante (etapa 6),
adiciona-se um substrato cromogénico capaz de produzir uma reacgéo colorimétrica (etapa
7), completando-se, assim, o desenvolvimento da piaca. Apds o aparecimenio de cor, 0s
auto-anticorpos s&o quantificados indiretamente por medidas de densidade dlica.

As principais dificuldades apresentadas pelo ensaio ELISA s&o: multiplicidade de
etapas, aumentando a probabilidade de erros; necessidade de varias diluicdes do soro do
paciente para garantir que o sinal colorimétrico esteja na faixa da linearidade
correspondente & densidade dtica; controle da densidade de antigenos sobre as placas,
conduzindo a variabilidade e falta de reprodutibilidade quando s&do usadas diferentes
placas. Devido & heterogeneidade dos anticorpos encontrados em pacientes portadores
de doengas auto-imunes, como o LES, torna-se necessario que mais de um tipo de
ensaio seja realizado [Kandiah et al.,1996].

A cardiolipina € o antigeno mais usado em ensaios ELISA para a deteccéo de auto-
anticorpos. O seu espectro de deteccdo ndc se restringe aos auto-anticorpos

anticardiolipina, mas também a varios outros, como os anticorpos anti-DNA.
3.3 — Cardiclipina
Quimicamente a cardiolipina pode ser definida como um fosfolipidio duplo,

contendeo quatro acidos graxos e em pH, dois grupos fosfatos carregados. Na Figura 3.4 é

apresentada a formula estrutural da cardiolipina.
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Figura 3.4 — Formula estrutural da Cardiolipina (NEW, 1990}
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Esse fosfolipidio pode ser sintético ou proveniente de membranas internas de
mitocdndrias. Em geral, a cardiolipina isolada de mamiferos é altamente insaturada,
especificamente enriquecida em acido linoléico e desempenha importante funcdo
estrutural na membrana celular.

Uma das caracteristicas marcantes deste fosfolipidio € o polimorfismo que
apresenta em dispersbes aquosas. Em excesso de tampéo, a cardiolipina em sal de sédio
é organizada em bicamadas. Sob condicdes similares em sais de calcio, magnésio, bario
e manganés, a depender da temperatura, pcde haver formacédo das fases lamelar,
hexagonal ou a coexisténcia destas duas fases. A temperaturas fisioldgicas predomina a
fase hexagonal [Kruilff B et al., 1982].

Rang & Sengputa (1972) verificaram que a cardiolipina precipita na forma
hexagonal pura em todas as solugdes onde a conceniracdo de cloreto de caicio varia de
0,001 a 1,0M. O mesmo acentece com MgCL; e BaCL,, sendo gue para a fase hexagonal
pura existir com fons magneésio, a temperatura deve variar entre 20-40°C a conceniracéo
de 0,03-0,5M e com os ions bario, a faixa de concentragdo pode variar de 0,01 a 0,7M,
mas somente a 40°C.

Nesse mesmo trabalho foi demonstrado que o fosfatidilinositol (P1) e fosfatidilserina
(PS), também carregados negativamente, na presenga de ions célcio (concentracéo
variando de 0,01 a 0,7M), ndc precipitavam na forma hexagonal, confirmando a
caracteristica Unica da cardiolipina, de precipitagéo na presencga dos referidos ions.

Estudos realizados por Janoff et.al. [1983] mostraram que a cardiolipina pode se
ligar competitivamente a anticorpos monoclonais, inclusive auto-anticorpos anti-DNA. A
reacdo antinuciear de um simpies auto-anticorpe monocional do L.E.S. fo
gspecificamente inibida pela cardiclipina, implicando gque o epitopo éster-fosfato da
cardiclipina representa o principal sitic de reconhecimento antigénice de anticorpos
anticardiolipina. Takashi et al. [1980] verificaram que a associacéo de lipidios auxiliares
como fosfatidiicolina e colesterol @ importante para uma meihor reatividade da cardiolipina
com auto-anticorpos. A ligagdo dos anticorpos a matriz lipidica de lipossomas, contendo
cardiolipina, ocorreu a temperaturas abaixo € acima da temperatura de transicéo de fases
dos lipidios, porém o estado fluido das membranas foi essencial para gque as reacdes

imunes sfetivamente acontecessem.
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Janoff etal. [1980] e Chaimovich [1996] utilizaram essas propriedades para ©

desenvolvimento de lipossomas, contendo cardiclipina para aplicagdes em imunocensaios.

3.4 - Lipossomas

Lipossomas séo vesiculas aproximadamente esféricas, formadas por moléculas
anfifilicas dispostas em bicamadas, capazes de encapsular nc seu interior, parte do meio
em que se encontram. A Figura 3.5 ilusira a estrutura tipica de lipossomas. As cabecas
polares dos compostos s80 expostas aoc meio aquoso, na superficie cu cavidade central
das vesiculas, enquanto que as caudas apolares formam uma membrana capaz de
permear substancias encapsuladas.

Os lipossomas assemelham-se as membranas bioldgicas em estrutura e
composicdo e podem ser construidos a partir de lipidios naturais ou sintéticos. Devido &
flexibilidade na compaosigéo, os lipossomas podem ser projetados e construidos para uma
vasta gama de aplica¢des, tais como na quimica, como suporte de catalisadores & em
processos de fotdlise da agua, biomineralizagdo e bioeletrdnica, na farmacologia e

medicina como um sistema de liberacéo contreiada de medicamentos.

Cavidade Cabegas
agquosa hidrofilicas
p Bicamada ou

membrana hidrofébica

Figura 3.5 ~ Estrutura tipica de Lipossomas. (adaptacdo: Voet & Voet, 1995).

Na Ultima década, essas aplicacbes estenderam-se também 2até 0s processos de

separagdc e purificagdc de biomdleculas e em diagnostico, os quis envolvem ©
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reconhecimentc molecular € adsorgdc na superficie de ligantes de afinidade especificos
(Lasic, 1993). As aplicagbes de lipossomas em processos de adsorgéc por afinidade

oferecem varias vantagens, {ais como: a enorme area superficial das vesiculas, cerca de

100 m%mL para lipossomas de 200A de raio; 0 seu pequeno tamanho facilita o controle

cinético da adsorgdo, onde as limitagdes de fransferéncia de massa s8o despreziveis; a
incorporacéo e o controle da densidade de ligantes na superficie e a sua estabilidade em

relacdo a variacdes de pH e forga idnica do meio [Powers, 19901
3.5 - Lipossemas em imunoensaios.

Desde a sua primeira utiizacdo em 1968 por Kynski et.al,, os liposomas vém sendo
estudados em aplicagdes na area de imunodiagnésticos, com varios trabalhos
desenvolvidos nos ultimos 10 anos.

Os imunoensaios podem ser usados para detectar analitos, tais come anticorpos,
antigenos, horménics ou drogas em amostras clinicas. Esses ensaics sdo fundamentados
na ligagdo do analite 4 uma molécula, cuja afinidade € especifica, seguida pela deteccéo
do complexo resuitante. As substancias comumente usadas para reconhecimento
molecular sé&o: anticorpos, enzimas, lecitinas, proteinas transportadoras e receptores da
superficie de céiulas. As moléculas selecionadas para gerar o sinal de detecgdo séo
fluordforos, marcadores de spins € marcadores radicativos.

Os lipossomas tém exibido grande potencial para o melhoramento de sinal e alta
sensibilidade quando utilizados em aplicagdes de imunodiagnéstico. As vantagens que
estas vesiculas apresentam para a sua utilizacdo em imunoensaios sdo: volume interior
elevado, capaz de encapsular milhares de moléculas de um marcador, & grupecs
hidrofilicos na superficie que podem servir de sitios para o acoplamento de ligantes ou
moléculas sinalizadoras. Estas vantagens podem ser evidenciadas na Figura 3.8.
Comparade ao sistema convencional, usado em diagnéstico, no gual existern poucas
moléculas sinalizadoras da ligagdo antigenc-anticorpo, os lipossomas oferecem a
possibilidade de associar milhares de moiéculas marcadoras para uma peguena
quantidade de ligante, proporcionando assim maior sensibilidade e desempenho na
deteccdo das moléecuias de interesse [Singh e Carbonell, 1895].
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Figura 3.6 — Capacidade de associagdce de moléculas maradoras {enzimas), ligantes
especificos (anticorpos) e antigenocs na estrutura dos lipossomas. (adaptacdo. Singh e
Carbonell, 1995).

Os imuncensaios com lipossomas podem ser conduzidos de varias maneiras, tal
como mostrado na Figura 3.7, e se classificam em ensaios homogéneos e heterogéneos.
No ensaio heterogéneo, um procedimento de separagéc ou lavagem € necessario para
retirar © excesso de moléculas livres ndo ligadas aos anticorpos. Nos ensaios
homogeéneos, a medida da extensdo da reagdo é feita em solucdo sem a separacdo de
componentes livres e ligados aos anticorpos. OUs ensaios heterogéneos s&o mais longos
que 0s homogénecs, entretanto a sensibilidade e precis8o dos resultados sdo melhores,
possibilitando o seu uso em uma maior gama de aplicagdes.
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Figura 3.7 - Tipos de imunoensaios usando lipossomas. (Singh & Carbonell, 1985).

Cada ensaio pode ser dividido em 2 categorias: competitivo & nao competitivo. No
método competitivo para determinar antigenos, a quantidade de moléculas de anticorpos
presente na solugdo (na forma homogénea) ou adsorvida na fase sdlida e insuficiente
para ligar todo o antigeno presente. Uma concentragdo conhecida de lipossomas
contendo o antigeno é adicionada & amostra contendo o antigeno livre. A mistura &
incubada com o anticorpo, permitindo a competicdo da ligagdo do antigeno na forma livre
e na forma imobilizada na superficie do lipossoma. Nesse tipo de ensaio competitivo ou
de inibigdo, o sinal & inversamente proporcional a concentragde de antigeno na amostra.
No ensaio ndo competitivo ou direto, as molécuias de anticorpo estao em excesso e ©
sinal é diretamente proporcional & concentracio do analito na amostra. Num outro tipe de
ensaio, tipo sanduiche, o antigeno € ligado na forma de um sanduiche a 2 anticorpos
diferentes, um para o reconhecimento e 0 outro marcador. Os ensaios homogéneos ainda
podem ser de natureza litica ou produzirem aglutinagio e os heterogéneos podem ser

liticos, n&o liticos ou desenvolvido em um sistema com escoamento [Singh & Carbonell,
1998].
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Embora n&o tenham sido aplicados comerciaimente em larga escala, os
imuncensaios usando lipossomas possuem um grande potencial, evidenciado pelas
centenas de patentes obtidas por companhias estrangeiras bem como por pesquisadores
individuais.

Neste contexto, destacam-se os trabalhos de Janoff (1986) e Chaimovich (1996).
Janoff et.al. empregaram lipossomas com o corante arsenazo IlI encapsulado no seu
interior @ contendo cardiolipina como antigeno para a detecgdo de auto-anticorpos. A
geracdo do sinal foi baseada na transicdo de fases induzida na cardiclipina pela ligacdo
de cations divalentes. J& Chaimovich et.al. utilizaram lipossomas, contendo cardiolipina na
superficie e carboxifluoresceina encapsulada no cerne aquoso, também para detectar
anticorpos anticardiolipina. A geracéo do sinal foi obtida afravés da ligagdo dos auto-
anticorpos na superficie da cardiolipina, provocando um novo rearranjo estrutural na
molécula. Ambos os ensaios s&o do tipo litico, pois ambos incorporam um ligante de
afinidade na superficie dos lipossomas e encapsulam moléculas marcadoras no seu
interior.

3.6 - Lipossomas polimerizados

Lipossomas polimerizados sdo agregados de mondmeros anfifilicos contendo
insaturagfes ao longo da unidade molecular, que constitui os grupos polimerizaveis.
Essas insaturagbes nas cadeias de hidrocarbonetos permitem a polimerizacdo dos
mondmeros por irradiagdo com iuz ultravioleta, radiaco-y ou radiagdo térmica.
Lipossomas polimerizados apresentam propriedades diferenciadas dos convencionais,
tais como: aumento da estabilidade, aumento do tempo na circulagdo “in vivo® e
amplificac&o das caracteristicas oticas, como sinal e amplitude do espectro de absorgéo
[Charych,D.,1998].

A natureza organizada de anfifilicos hidratados oferece varias caracteristicas
atrativas para aplicagdes dos lipossomas polimerizados nas ciéncias biologicas e de
materiais € o namero de trabalhos na literatura que utilizam essas vesiculas tem
aumentado nos Ultimos 5 anos. A bicamada lipidica fornece uma estrutura organizada
para as reacdes de polimerizacdo, embora as condighes de polimerizagdo, tais como
temperatura e concentracdo ndo estejam bem definidas na literatura. Técnicas de
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microscopia eletrdnica e espalhamento quase elastico da luz demonstram que a
polimerizacdo ndo aitera, significativamente, a forma ou diametro de vesiculas, entretanto
altera drasticamente suas propriedades. Os lipossomas podem ser polimerizados em
Marigs locais da estrutura, como ilustrado na Figura 3.8.
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Figura 3.8 - Esquema da seco transversal de um lipossoma polimerizado, mostrando os
vérios sitios de polimerizacdo. (adaptagdo: Lasic, D., 1993).
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Vérios s8o os grupos polimerizaveis empregados nos lipidios constituintes dos
lipossomas. Os mais comuns sao: diacetilenil, dienoil, sorbil, metaciloil, acriloil e lipoil.
Todos os compostos, exceto o grupo diacetilenil, podem ser polimerizados na fase
liquido-cristalina. Ja os anfifilicos diacetilénicos sao polimerizados eficientemente apenas
na fase solida ou na fase condensada das monocamadas de Langmuir. A polimerizagdo
parece, portanto, ser favorecida em condigbes nas quais a mobilidade das moléculas é
diminuida, resultando em uma maior aproximag@o das mesmas, como a baixas
temperaturas.

A polimerizagdo das vesiculas compostas por lipidios dissubstituidos pode
decrescer a fluidez da bicamada, bem como a sua permeabilidade. Dados deste mesmo
trabalho comprovaram que cadeias acil de comprimentos iguais penetram diferentemente
na bicamada. E necessario cerca de 30% mol de lipidios com o grupo polimerizével no fim
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da cadeia para polimerizar uma bicamada, contra apenas 10% mol do lipidio que contém
o grupo polimerizavel proximo a regido polar. Esta diferenca na efetividade da ligacio se
deve ao fato da maior liberdade conformacional de grupos reativos localizados no fim da
cauda lipidica. O efeito da posigdo do grupo reativo pode ser compreendido meihor em
termos de energia- coesiva da cadeia alquil entre o grupo reativo e a cabega polar
[O’Brien,D.F. et al., 1998].

A figura 3.9 mostra o posicionamento do grupo diacetilénico em relaggo ao
E:gmp?imerato das cadeias alquilas, constifuintes dos acidos. Essas cadeias de acidos
podem ser usadas diretamente para a formac@o de lipossomas polimerizaveis ou como

componentes das caudas de alguns fosfolipidios polimerizaveis. Estes acidos
diacetilénicos ndo séo disponiveis comerciaimente.

o

®

Acido 10,12-pentacosadiindico

b

Acido 10,12-tricosadiinbico

YT Acido 5, 7-docosadiindico M
Acido 5,7-tetracosadiindico v.vv//\o((o«
. i i 7

Figura 3.9 ~ Posi¢Ges relativas dos grupos diacetilénicos nas cadeias de &cidos.

Esses acidos diacetilénicos ndo sdo disponiveis comercialmente, porém podem ser
obtidos através de sintese a partir do composto 1,4-bis(trimetilsilil)butadiino, precursor do
grupo diino conjugado no &cido diacstilénico produzido [Hennies, P.T, 1996].

fe

-

*QOs lipossomas polimerizados podem ser preparados pelos mesmos métodos
usados para iipossomas convencionais. Em meio aquoso, a forga motriz é o efeito
hidgrofébico, que tende a agregar as moléculas anfifiicas em micelas ou bicamadas,

expondo as suas porgdes hidrofilicas ao meio e escondendo as caudas hidrofébicas.
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As dimensdes relativas entre caudas e cabecas sdc de exirema importancia na
formacgéc das vesiculas, uma vez que diferen¢as aceniuadas podem favorecer a
formacéo de estruturas inversas ou micelas. Na Figura 3.10 séc apresentadas as varias
estruturas agregadas formadas a partir de fosfolipidios.

Figura 3.10 — Diferentes estruturas de agregacéo formadas a partir de fosfolipidios.

No caso de lipossomas formados de acidos, o tamanhc da parte polar € muito
menor que a apolar, de modo que condicbes severas de sonicacdo devem ser usadas
para impedir a agregacéo dessas moléculas. Lipossomas unilamelares estaveis
compostos pelo acido 10,12-hexacosadiindico somente s&c preparados guando
submetidos a sonica¢ao por mais de 30 minutos [Ringsdorf, H. et.al., 1880]

- Agregacac de Moleculas Anfifilicas em Fiimes de Langmuir-Blodgett.

Filmes de Langmuir-Blodgett consistem de moléculas anfifilicas dispostas em uma
interface gas-iiguido.

Quando moléculas anfifilicas s8o dissclvidas em solvente organico volatil e
dispostas numa superficie agquosa, ¢ solvente evapora, deixandc a parte polar da

molécula situada na agua e a parte hidrofdbica na fase gasosa (ar). As forcas gue afetam
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as regides polares submersas na fase aquosa sdo de carater idnico, enquanto as forgas
que governam as regides hidrofobicas sac interacdes tipo Van der Waal's.

Ao comprimir estas molécuias na superficie aquosa, através de uma barreira movel
que exerce presséo, forma-se uma monocamada compacta. O grafico da presséo
superficial versus area ocupada por molécula a temperatura constante & conhecido como
iscterma P — A As isotermas s&o constituidas de 3 regifes distintas que caracterizam as
propriedades de agregacao das moelécuias na monocamada, conforme ifustrado na Figura
3.11.

Frassan
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Figura 3.11 - Grafico Press@io x édrea/molécula — isoterma de Langmuir (Nima

Technologies, 1995).

No instante inicial da deposicdo, gquande n&o ha pressdo externa aplicada a
monoccamada, as moléculas comportam-se como gas bidimensional, cujo comportamento
pode ser definido por:

whA = kT [1]

onde rn & a presséo superficial, A é a area molecular, k € a constante de Boltzmane T a
temperatura termodinamica. A medida que a compressédo aumenta, as moléculas vio se
ordenando, assemelhando-se ac comportamento de liquides bidimensionais. Com a
continua compresséo da barreira sobre a superficie aquosa hd um ordenamento da
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mbnocamada, comportando-se agora como uma fase sdélida. Este estado sdlido é
caracterizado pelas relagbes lineares entre a pressao superficial e a drea molecular.

A pressdo de colapso é alcangada com a perda irreparavel da estrutura da
monocamada. A forca exercida é forte o suficiente para ejetar as moléeculas densamente
empacotadas para fora do plano da monocamada. A pressao de colapso pode entéo ser
definida como a pressdo maxima, na qual a monocamada pode ser comprimida sem a
expulsédo detectavel de molécuias do fillme de Langmuir para a formacdo de uma nova

fase. Nessas condi¢cdes a area por molécula representa a drea minima ocupada pelas
moléculas no empacotamento, antes do colapso da monocamada [Nima, 1995 e

Adamson, A W.,1990].

. Os filmes de Langmuir-Blodgett podem também ser usados para estudar as
propriedades de agregacao e mistura de dois ou mais componentes. A Figura 3.12 ilustra

|

o comportamento de misturas de dois componentes na monocamada.
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Figura 3.12 - Distribuic&o molecular de um filme misto em superficie aquosa.

(adaptacao: Gaines, G.L., 1966).

As propriedades das monocamadas nas quais 0os componentes s80 imiscivels obedecem

mistura € a soma da propriedade dos sues componentes individuais. Assim, a
molécula ocupada por uma mistura binaria, seria expressa pela equagio 2.

Az = N1A1 + N2Az

o »

a equagdes, conhecidas como regra da aditividade, na qual a propriedade resultante da
area por
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onde Az € a area ocupada por molécula na mistura, N; e N> s&o fragdes molares dos
componentes e Ay @ A; s8o as areas moleculares do filme de cada componente 8 mesma
presséo.

Os desvios do comportamento da equacéo 2 fornecem evidéncias da miscibilidade
dos componentes do filme e das suas interagdes. Para filmes mistos n&o homogéneos,
torna-se necessario a investigacdo de varigs propriedades para melhor interpretagbes da
miscibilidade da agregac¢io do sistema.

Informagbes valiosas para a verificaggdo da miscibilidade de componentes
agregados podem ser obtidas das isotermas de Langmuir, aplicando a regra das fases de
CRISP, expressa pela equacdo 3 (in: Gaines,G.L., 1966):

F=Cb+Cs~-Pb-q+3 [3]

Onde:

F = nOmero de graus de liberdade

Cb = nimero de componentes do seio aquoso

Cs = numero de componentes confinados na superficie da fase aquosa
Pb = numero de fases existentes

g = numero de fases na superficie aquosa

No caso de misturas binarias, teriamos Cb = 2, Cs = 2 e Pb = 2, de maneira que o
nimero de graus de liberdade seria. F=5-q.

Se os compostos forem misciveis, havendo uma fase na superficie, 0 valor de F
sera referente a 4 gra'us de liberdade, que s@o temperatura, presséo externa, presséo
interna e composicdo dos componentes. Se temperatura e presséo externa sac fixas,
entao a pressao superficial e a pressio de colapso variara com a composi¢cao da mistura
[Figura 3.13 A].

Caso 0s compostos sejam imisciveis, haverd duas fases e o valor de F sera
referente a 3 graus de liberdade, que s&o temperatura, presséo externa e composicdo da
mistura. Todas estas variaveis podem ser fixadas, e assim, gualguer que seja a fracéo
dos componentes na mistura a pressdo de colapso sera sempre a mesma [Figura 3.13 B].
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Figura 3.13 ~ Isotermas de componentes misciveis (A) e Isotermas de componentes
imisciveis (B).(adaptagdo: Gaines, G.L., 1966),

T w

As informacBes sobre a miscibilidade de compostos em monocamadas sao
importantes porque predizem 0 seu comportamento na bicamada lipidica dos lipossomas.
Assim, vesiculas mais estdveis sdo obtidas com componentes misciveis, os quais

produzem estruturas com distribuicdo mais uniforme das tensbes, evitando pontos de
fragilidade.
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No caso das aplicacbes de lipossomas polimerizados usados para ©
reconhecimento molecular, & miscibilidade entre os componentes é de fundamental
importancia na transdugéo do sinal, uma vez que representa a situagdo de maior
interacao entre o ligante especifico e os componentes estruturais das vesiculas.

-

- Mudancas estruturais decorrentes da polimerizacgo em filmes de Langmuir-Blodegett.

W W

" Diferentes classes de compostos organicos podem sofrer polimerizagdo quando
iradiados por luz ultravioleta. A polimerizacdo de fosfolipidios insaturados e &cidos
diacetilénicos presentes em agregados produz mudancgas estruturais significativas no
empacotamento dos compostos agregados.

Wegner [1977] realizou um estudo sobre a polimerizagdo no estado solido ou
polimerizacdo topoquimica de mondmeros diacetiiénicos e diolefinas. A Figura 3.14
mostra as mudancas estruturais que ocorrem apds a polimerizagao.

Figura 3.14 - Representacgéo esquematica de uma polimerizagdo topoquimica (esquerda)
e de uma polimerizacéo de diacetilenos (direita) (Wegner, 1977).

A polimerizagao em estado solido de diacetilenos segue uma reagéo de adigcdo 1-4
‘da tripla ligagdo presente na molécula monomérica. A reacdo pode ser iniciada
termicamente, fotoquimicamente ou por irradiacéo v. Na polimerizagéo em estado sélido
ocorre un;ta mudanca de fase, devido as tensdes mecanicas que sdo impostas a estrutura,
com o crescimento das cadeias sob polimerizagéo.
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o

' O empacotamento do mondmero diacetilénico é o fator determinante para a
reatividade em estado sdlido. Quando o0 mondmero na forma cristalina tem geometria
apropriada, onde a distancia d e 0 angulo y s&o cerca de 5 A e 45° respectivamente,
torna-se possivel a polimerizagdo via topoquimica destas moléculas, passando nos

comprimentos de ohda referentes ao azul, parpura e vermetho (Figura 3.15) (Sarkar et. al,
1998).
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Figura 3.15 —~ Geometria apropriada do mondmero na forma cristalina para a
polimerizag&o topoquimica de diacetilenos, onde d=45° e y=5 A (Sarkar et al, 1998).

A exposicdo desses mondmeros a irradiacio ndo s provoca mudangas de fases,
mas também mudangas de cores correspondentes a variagcdes no espectro visivel, como
‘rfostrado na Figura 3.16. A medida que aumenta-se o tempo de exposicdo do material &
luz ultravioleta, aumenta-se também o crescimento da cadeia sob polimerizacdo. Existe
sempre uma absorgdo maxima obtida a um comprimento de onda maior que 600nm sob
pequenos tempos de irradiagdo, o qual gradualmente muda com o tempo para uma
absorga@o centrada em torno de 560nm. Finaimente com o aumento do tempo de
iradiacdo, uma absorcdo maxima & obtida em torno de 490nm [Wegner,1977]. Deste
comportamento, pode-se ressaltar gque as mudan¢as observadas no espectro
correspondem as diferentes conformacbes das cadeias dos mondmeros, buscando
sempre uma‘ forma de acomodag&o mais estavel no agregado polimerizado. Esse

agregado toma-se cada vez mais empacotado a medida que aumenta-se o tempo de
rradiacio do material.
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Figura 3.16 - Espectro transiente de um diino irradiado a A = 250nm apds diferentes
tempos de exposicdo. (Wegner, 1977).

Ainda utilizando derivados diacetilénicos que possuem ligacdes tripias em seus
esqueleto, Tamura et al. {1991) verificaram que estes diacetilenos quando polimerizados
. sofriam transic&o de cor em solugdo, com conseqlente mudanca reversivel do azul ao
vermelho, causada por alteracbes na temperatura, pH ou irradiacdo a luz UV. Um dos
aspectos mais fascinantes da quimica dos polidiacetilenos é o cromismo destes materiais.
Nesse mesmo trabalho os autores verificaram os efeitos da transi¢ggo e mudanga de cor
no filme de Langmuir-Blodgett (LB) do acido 10,12-pentacosadiindico (PDA) a
temperaturas diferentes (50°C e acima de 70°C). A mudanga de cor do PDA polimerizado
foi acompanhada em espectrofotdmetro. Os possiveis mecanismos de transicéo e
mudanc¢a de cor s3o ilustrados na figura 3.17. A transicdo de cor € causada pela
mudanga do comprimento do conjugado da ligacao polidiacetiiénica, a qual depende da
ordem do arranjo dos grupos de cadeias laterais. A mudanca de cor ocorre pela mudanca
gp comprimento do conjugado efetivo o qual é causada pela desordem do esqueleto do
"polir;ero.

a F "
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Figura 3.17 - Possiveis mecanismos de fransi¢do e mudanca de cor de PDA.. (Tamura et
al., 1991)

A“;traﬁ‘s'fg:éo de cor, analisada a 50°C, é observada no esquema II, a e b, no qual a cadeia
lateral oscila reversivelmente ao contrério do esqueleto que nado oscila. Verificou-se que a
transigdo era reversivel abaixo da temperatura de fus&o dos mondmeros PDA, que neste
caso era de 67.1°C, .A razé@o para a mudanga de cof, de azuO! a vermelho, ocorrida a
72.8°C, pode ser explicada pela oscilagdo vigorosa e o emaranhamento das cadeias
laterais (S1 e 82) que se aproximam muito uma da outra, como mostrado no esquema
[I.c. Esta mudanga comega a ocorrer & temperaturas superiores a temperatura de fuséo
do mondémero PDA. Este emaranhamento descaracteriza a estrutura original, provocando
mudancas irreversiveis no esqueleto conjugado.

3.7 - Andlises da transicio e mudanga de cor de lipossomas polimerizados

Lipossomas polimerizados apresentam as mesmas propriedades de transicao e
mudanga de cor que 0s acidos diacetilénicos (PDA) em monocamadas de Langmuir-



56 Capitulo 3 — Revisdo Bibliogréfica

Blodgett. Charych et al. (1998) estudaram as mudancas de cor de vesiculas polimerizadas
compostas de PDA.

Se os grupos R do mondmeros diacetiléncios forem projetados para transmitir o
carater anfifilicc a moiécula, o mondmero reativo pode ser altamente organizado em
filmes ou vesiculas, formando agregados moleculares. Essas vesiculas foram sensiveis a
mudang¢as de cor do azul ao vermelho, por perturbacbes impostas ao sistema, como
alteragbes na temperatura ou mesmo ligacdo de uma molécula na superficie da vesicula.

O polimero diacetilénico foi formou-se a partir da reagdo de adigdo do tipo 1-4 dos
mondmeros diacetiiéncos e iniciado por irradiagdo UV apresentou iniciaimente a
coloracdo azul.

Nesse mesmo irabalho, foram estudadas as propriedades crdmicas de vesiculas-
PDA. Os estudos mostraram que a transic@o de cor do azul ao vermelho esta associada
com a mudanga conformacional do esqueleto do PDA de uma forma planar para uma nao
planar e que a localizagéo das insaturacbes na cadeia lateral parece desempenhar uma
fungdo critica nessa mudanga de estrutura.

As ftransicOoes de cor das vesiculas polimerizadas foram monitoradas por
espectroscopia de absorcdo visivel, observando-se picos caracteristicos da fase azul nos
comprimentos de onda 620-640nm e da fase vermelha em 420-540nm. A intensidade de
mudancas de cor foi avaliada, através da resposta colorimétrica em fung¢éo do percentual
de azul inicial. A percentagem de azul inicial, Pb,, foi definida como:

Pbo = Aazw/[Aazu + Avermeino] X 100% [4]
Onde A é a absorbancia em ambos os comprimentos de onda. A resposta colorimétrica
que caracteriza a conversdo percentual & fase vermetha a uma dada temperatura e tempo
foi expressa pela equacéo [5]:

CR = (Pb, - Pby) / Pbe x 100% [5]

onde Pbs € a percentagem final de azul apéds a transi¢éo termocrdmica.
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As vesiculas converteram totalmente a fase azul & vermelha na faixa de
temperaturas entre 61-68°C. A Figura 3.18 mostra a resposta colorimétrica para os 4
compostos usados na analise de cor, como fungéo do tempo a 50°C.
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Figura 3.18 - Resposta Colorimétrica termocrémica de vesiculas-PDA. (Charych et al,,
1998).

Do grafico, pode-se conCluir que a resposta colorimétrica & dependente do
posicionamento da tripla ligacgdo do PDA ao longo da cadeia acila. Os resultados
mostraram que a CR para o PDA gque tinha a tripla liga¢do na posigdo 5-7 da cadeia foi 6
vezes maior que 0 PDA que tinha a tripla na posicéo 10-12. O efeito da posigéo do grupo
diacetiiénico pode ser compreendido melhor em termos de energia coesiva da cadeia
alquil entre o grupo diino e a cabega polar. A energia coesiva para o C-3 da cadeia alquil
dor PDA com o grupo diino na posigdo 5,7 foi de ~20KJ/mol comparada a ~55KJ/mol para
o C-8 do PDA com o grupo diino na posigdo 10,12. Esses dados sugerem que quanto
mais distante a ligacao fripla estiver da cabeca polar, mais rigida a ligagdo em torno do
carbono que antecede o grupo diino, estando a estabilizacio do conjugado associada a
fase azul. '
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3.8 - Reconhecimento e transdugdo de sinal molecular com lipossomas.

Chaikof [1996] descreveu em seu artigo sobre materiais que mimetizam
membranas biolégicas, que os eventos de reconhecimento molecular em receptores
localizados na superficie de membranas, podem ser convertidos em sinais mensuraveis.
As propriedades de reconhecimento molecular e transduc@o de sinal dessas estruturas
representam um modelo atrativo para o desenvolvimento de biossensores [Charych &
Nagy, 1996]. Lipossomas sdo provavelmente a estrutura mais rudimentar e que melhor
mimetizam as membranas bioldgicas. Essas membranas sintéticas formam estruturas
supramoleculares altamente organizadas que assemelham-se as superficies de células
naturais na regi&o interfacial. Associadas a um polimero conjugadc cromoférico séo
capazes de transduzirem, através de propriedades dticas de absorcdo de iuz, os eventos
de reconhecimento molecular ocorrido na interface [Charych & Pan, 1997].

Janoff et al. [1983] utilizou lipossomas convencionais, contendo cardiolipina como
antigeno (sitio de reconhecimento) para a detecgdo de auto-anticorpos do soro de
pacientes portadores de LES. A geracdo do sinal foi baseada na fransi¢do de fases
induzida na cardiolipina pela ligacdo de cations divalentes, tais como Ca®* e o Mg®. A
Figura 3.19 mostra a representacdo esquematica do ensaio. Este sistema difere das
membranas biolégicas porque os autores utilizaram um corante encapsulado no interior
dos lipossomas para gerar a resposta colorimétrica. Arsenazo lil, um corante sensivel &
cations divalentes foi utilizado. Os lipossomas foram preparados com 40% de cardiolipina
(CL). A adicdo de Mg® na solugio contendo lipossomas produziu a transformacéo de
fase de bicamada pura hexagonal, resultando na lise dos lipossomas. O complexo
formado entre o corante e os ions divalentes resultou em uma mudanga de cor a qual foi
quantificada por espectrofotometria. O ensaic foi do tipo competitivo e a presenca de
auto-anticorpos na amostra estabilizava a estrutura dos lipossomas, através da ligacéo

com a CL, impedindo a ligacdo dos ions Mg®* com ¢ corante e consequentemente
inibindo a mudancga de cor.
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Figura 3.19 - Representagdo esquematica do sistema utilizado no ensaio para a detecgéo

de auto-anticorpos usando lipossomas com cardiolipina como ligante de &afinidade.
(Janoff, A. et al., 1983)

o Frost, S. J. e colaboradores (1996) afirmaram que a lise lipossdmica significativa foi
observada somente na presenga de ambos anticorpos anti-CL e jons Mg*?, sugerindo que
sob estas condigbes de analises, sua combinacdo é necessaria para qualquer grau de lise
das vesiculas. Esta afirmagao é contraditdria com aquela de Janoff e colaboradores, onde
em seu artigo ha relatado que a lise ou desestabilizacdo da bicamada depende apenas da
presenga de cations divaientes.

Chaimovich e colaboradores (1996) demonstraram que anticorpos anti-CL do
isotipo 1gG induzem o desprendimento de um marcador encapsulado em vesiculas
unilamerares pequenas de cardiolipina e fosfatidilcolina. A ligacdo de anticorpos anti-CL a
CL na superficie dos lipossomas promove um rearranjo na bicamada, conduzindo ao
\kzza%ento do seu contetdo interno. A quantidade vazada foi dependente da composigao
do meio.

Nesse mesmo artigo foi demonstrado que anticorpos anti-CL, encontrados em
pacientes portadores do LES e sifilis, s@o capazes de se ligar a CL independentemente
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da p2-glicoproteina (B2-GP1) a baixa forga idnica, embora McNeil et al. tivessem sugerido
que a B2-GPI fosse essencial para a ligagdo entre anticorpos anti-CL e a CL. Harris et al
i@ haviam relatado que embora o cofator aumentasse a ligagao entre anticorpos anti-CL
do LES e CL purificados, este efeito variava significativamente entre preparacgdes de
anticorpos.

Charych e colaboradores [1993] produziram um agregado polimerizado em
bicamada, compostc de uma monocamada de octadeciltriclorosilano e uma monocamada
de um filme de LB-PDA funcionalizado com acido sidlico, para detectar eventos de
reconhecimento molecular. Os autores escolheram o filme de LB-PDA para poder explorar
as suas propriedades cromicas. Os mondmeros lipidicos diacetilénicos foram
polimerizados em monocamadas por irradiacio com luz UV. Este filme foi projetado para
sofrer mudanca de cor, azul a vermelho, devido a interagbes receptor-ligante ocorrendo
na superficie da bicamada. Charych e coiaboradores [1995] também realizaram um
experimento semeihante, utilizando lipossomas PDA funcionalizados com acido sidlico.
Este sistema apresentou as vantagens de reconhecimento molecular e transducéo do
sinal molecular em uma uncia etapa. A bicamada resultante apresentou uma absorgao
maxima no espectro visivel de 620nm caracteristico da cor azul. Quando este filme foi
incubado com o virus influenza A, a ligagdo da hemaglutinina viral ao residuo de &cido
sidlico na superficie, resultou na mudanga de cor do azul para vermelho (550nm). Estes
resultados demonstram que a fransicio de cor do PDA surge da ligagdo de afinidade
entre a hemaglutinina e o &cido sidlico.

O grau da mudanga de cor foi rapidamente quantificado por espectroscopia de
absorcéo na regido visivel. A quantificagdo da resposta colorimétrica no fime a uma dada
quantidade do virus foi calculada pela equacao 5 do item 3.7. A resposta colorimétrica foi
diretamente proporcional a quantidade de virus ligada.

Charych [1995] na continuag@o de seus trabalhos, utilizando liposomas-PDA de cor
azul (resultante de 8 min de irradiag&o) e purpura (resultante de 24 min. de irradiago),
obteve respostas colorimétricas diferentes para uma mesma quantidade de
hemaglutinina. A incubacdo da solugdo de lipossomas azul com 60 unidades de
hemaglutinina de virus influenza produziu uma resposta colorimétrica de 47%, enquanto
os lipossomas parpura, com a mesma quantidade de hemaglutinina viral, produziu uma
resposta de 87%. Especulou-se que ¢ aumento da sensibilidade do sinal dos lipossomas
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purpura deveu-se a0 aumento do contetdo do polimero. A fim de estudar os efeitos de
adsorcdo ndo especifica, os lipossomas foram preparados sem o acido sialico na matriz
lipidica. Estes lipossomas ndo apresentaram mudanga de cor quando expostos ao virus.
A natureza especifica da interacéo entre o virus influenza e o acido sialico foi confirmada
por experimentos de inibigdo competitiva, mostrando que se adsorgdo ndo especifica
ocorre na superficie, parece nio afetar a cor das solugdes lipossdmicas.

Qutro trabalhc semelhante foi realizado pelo mesmo grupo [1997], utilizando
moléculas do gangliosidio Gy como receptores na superficie de lipossomas. As vesiculas
foram compostas de 95% de acido 5-7-docosadiindico e 5% de Gni. A polimerizagéo foi
efetuada com lampada UV 254nm por 60 minutos, conduzindo a formacéo de cadeia
polimérica com duplas e triplas ligagdes conjugadas, e o desenvolvimento de cor azul
escurofpurpura.

No ensaio colorimétrico, incubou-se, com a toxina de colera, os lipossomas
contendo Gpy. Determinou-se 0 espectro de absorgao da luz na regido visivel. A analise
dos espectros obtidos foram feitas comparando a intensidade do pico a 620nm(azul) com
o pico a 480 nm (vermelho). A percentagem da fase azul a 620 nm foi entdo determinada
pela relacéo percentual da sua intensidade da absorgéo a 620nm em relagdo a absor¢do
total (620 + 480nm). A resposta coloriméfrica foi calculada pela variagdo percentual da
fracdo da fase azul apos exposigdo a toxina. |

Os resultados mostraram comportamento sigmoidal, sugerindo cooperatividade na
fransicdo colorimétrica, ou seja, a ligacdo do toxina ac gangliosidio torna favoravel as
ligagbes subsequentes. A variacdo da cor indicou que a ligagdo toxina-gangliosidio
produziu perturbacdes no esqueleto do polimero, devido & movimentacao da cauda da
molécula de gangliosidio imersa no interior da matriz polimérica. A sensibilidade da
resposta colorimétrica foi maior quando o posicionamento do grupo acetilénico situou-se
mais proximo & superficie dos lipossomas. A resposta na auséncia de gangliosidio foi de
somente 6%, contra 43% com a presenga de 233 pg/ml de toxina, podendo considerar
positivos os testes com CR maior que 7%. A substituicdo da foxina da coléra por ourtras
proteinas, tais como a BSA, avidina e aglutinina de germe de trigo, produziu resposta
negativa em todos os casos.

Seguindo a linha de reconhecimento molecular de biomoléculas em vesiculas
polimerizadas, Ma, Z. et al. (1998) utilizaram uma matriz PDA incorporada com um
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glicolipidio, DGG (dioctadecil gliceril éster-B-glicosidio), para reconhecimento de
Escherichia coli em soluggdo de NaCl. Para isto foram usados dois tipos de diacetilenos:
acido 2,4-tricosadiindico (TCDA) e acido 10,12-pentacosadiindico (PCDA). Houve
mudanga de cor {azul/ivermelho) nas vesiculas de TCDA/DGG quando expostas a solugac
de NaCL com E. coli O mesmo ndo aconteceu com as vesiculas de PCDA/DGG,
comprovando que a posicdo do grupo diacetilénico no lipidio desempenha uma fungéo
dominante na resposta colorimétrica.

| Dados de isotermas, comprovaram que o TCDA ocupa 20,8 A¥molécula a8 uma
pressdo de ruptura de 55mN/m? e o PCDA ocupa 27,9 A¥molécula & pressdo de
15mN/m?. Uma andlise da interagdo entre TCDA/DGG e PCDA/DGG foi realizada
plotando um grafico de frag&o molar de DGG versus &rea molecular ocupada pela fracéo,
conforme figura 3.20. Observou-se desvios negativos da érea molecular para o TCDA, em
relagdo a regra da aditividade, indicando que existe forte interagcdo e boa miscibilidade, ©
que nao acontece com o PCDA, pois o desvio positivo sugere gue existem fortes forcas
de repuis&o entre as moléculas.
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Figura 3.20—- Area molecular de monocamadas mistas, compostas por TCDA/DGG (A) e
PCDA/DGG (B), como funcdo da fraggo molar de DGG a diferentes pressbes de
superficies na égua pura, pH 5,8. ( fonte: Ma, Z et. Al., 1998).

Mudanga de cor também foram observadas em vesiculas polimerizadas compostas
pefo acido 10-12-tricosadiindico e dimiristoilfosfatidilcolina(DMPC), quando as mesmas foi
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adicionada a enzima fosfolipase (PLAz). A PLA; catalisa a reag¢8o pela hidrolise da ligagao
acil-éster, exclusivamente na posigdo 2 do glicerofosfolipidio (figura 3.21). No estado
inicial aparecem na cor azul intensa como resultado da absorgao de luz no comprimento
de onda de 620nm. A suspenséo rapidamente se tomou vermelha quando a PLA; foi
adxc;onada exibindo um comprimento de onda maximo em torno de 540nm, podendo a
mudanga de cor ser regulada pela alteragdo da percentagem molar do lipidic natural
DMPC, permanecendo azul. Neste caso, a mudanga de cor ocorreu pela modificagdo
guimica das vesiculas, devido a catdlise interfacial da PLA;(Charych, D. et.al., 1999).

A mudanga de cor das vesiculas foi atribuida a reorganizacao lipidica e
desestabilizacio dos mesmos pela hidrolise do DMPC incorporado na matriz de PDA.

Figura 3.21 — Vesiculas biocrémicas, compostas de DMPC natural, mostrando o ataque
.da enzima PLA,. (Charych et. al., 1999).

Assim, podemos concluir que os lipossomas polimerizados podem ser utilizados
como biossensores, pois estes sistemas mudam de cor, rapidamente, em resposta direta
ao reconhecimento molecular na superficie dos lipossomas. A natureza multivalente da

superficie dos lipossomas oferece a possibilidade de associacio de ligantes biologicos de
modo semelhante as membranas celulares.




Capitulo 4
MATERIAL E METODOS

Nesta secdo, serdo discutidos os principais materiais e equipamentos

utilizados, além da metodologia empregada no desenvolvimento de cada analise.

No item relacionado a metodologia, encontra-se a descric8o dos seguintes

experimentos: estudo da agregagdo de misturas de lipidios com cardiolipina em

fiimes de Langmuir-Blodgett, preparagio e caracterizacdo de lipossomas com

lipidios polimerizaveis, quantificacdo da cardiolipina em misturas de lipidios, ensaios

de polimerizagdo, identificacdo qualitativa e quantitativa de soros auto-imunes e

ensaios batelada de adsorcdo de imunoglobulinas em lipossomas polimerizados.

4.1 - Material

Preparacdo dos lipossomas polimerizados: DCggFPC  [1,2-bis(10,12-
tricosadiinoil)sn-glicero-3-fosfocolina] obtido da Avanti Polar Lipids INC.; DC2sPC
[1,2-bis(3,5-tricosadiinoil)sn-glicero-3-fosfocolina e PDA [acido  10,12-
tricosadiindico] gentilmente cedido por Paulo de Tarso Hennies; Cardiolipina
[Difosfatidilglicercl (sal sodico)] e tampdc HEPES (N-[2-Hidroxietilpiperine-N'-
[acido etanosulfénico]), fornecido pela Sigma Chemical Co. e cloroférmio de grau
analitico obtido da Merck.

Analises quantitativas dos fosfolipidios e andlise qualitativa da integridade da
bicamada lipidica: acido sulfurico (H2S0,), acido cloridrico (HCI), perdxido de
hidrogénio livre de fosfato (H.0,), e acido ascorbico (CsHsOs) obtidos da Merck;
Molibdato de aménio ((NHs)sM0024.4H,0) e fosfato de soédio dibasico
heptahidratadoe (Na:HPO..7H,0) obtidos da Ecibra (Brasil); Ci2Es -
Polioxietileno-5-Lauril éter obtido da Sigma Chemical Co.; Membranas de
policarbonato — 100nm poro x 25mm diametro fornecida pela Poretics products;

Adsorcdo de imunoglobulinas em fipossomas polimerizados: imunoglobulinas G
(IgG) em solugéo salina 0.9%, usada em terapia de reposi¢@o de pacientes com
deficiéncia de IgG, obtida da Sandoz (Suiga); soro de individuo sadio (Samantha



de Pinho, 25 anos), soro auto-imune composto por mistura de soros de
individuos portadores de doengas auto-imunes (designado como “pool 117)
obtido do banco de soros do Laboratério de Imunologia Clinica da Faculdade de
Ciéncias Médicas (UNICAMP); reagente para IgG e solucao de calibracéo de igG
para nefelometria obtidos da Beckman (EUA); kit Kallestad anticardiolipina obtido
da Sanofi Diagnostic Pasteur; soro de referéncia, composto de proteinas do soro
humano, obtido do kit anticardiolipina anteriormente citado; monolaurato de
polioxietileno sorbitan {tween-20) obtido da Aldrich.

Durante os experimentos, utilizou-se agua deionizada de grau analitico miili-Q.

4.2 - Equipamentos

Os principais equipamentos utilizados foram:

+ Espectrofotdmetro HITACHI, modelo 2001; Evaporador rotatorio ART LAB;
Banho térmico Yamato, modelo RES2; Extrusora de aco inox de 10mlL de
volume, com camisa térmica para circulagdo de agua, modelo T.001 da Lipex
Biomembranas Inc.; Leitora de placas do tipo ELISA, modelo ELx 808 da Bio-Tek
instruments, INC.; Balanca de Langmuir-Blodgett tipo 611, numero de série 061,
fabricada pela Nima Technology, Coventy, Inglaterra; Equipamento de deteccéo
de espectro Malvern Autosizer, modelo 4700; Espectrofotdmetro de UV-visivel,
modelo HP 8042 — A; Peltier, modelo HP 89090; Lampada UV Germitech 65W,
Sonicador modelo UC 50, Sonics & Materials INC.; Microcalorimetro VP-DSC,
MicroCal INC.; Nefeldmetro Beckmam Array Protein (USA); Espectrofotdmetro
SpectraMax 190 (USA) ;

4.3 - Métodos

4.3.1. — Estudo da agregacdo de misturas de lipidios com cardiolipina em
filmes de Langmuir-Blodgett.




0O estudo da agregacdo das moléculas lipidicas em monocamadas foi feito
através das isotermas de pressdo x drea/molécula, obtida dos filmes de Langmuir-
Blodgett. |

Os filmes mistos foram constituidos das misturas do fosfolipidio diacetilénico
(DCsoPC) e cardiolipina (CL) e do acido diacetilénico (PDA) e cardiolipina (CL) com
composicéo de cardiolipina variando de 0 a 100 (mol %). Em ambos os casos, o
procedimento experimental foi o seguinte: inicialmente os lipidios foram devidamente
pesados e solubilizados em Cloroférmio na concentracéo de 1mg /1mL cuers Em
seguida, retirou-se uma aliquota de 50ul dessa solug&o, aplicando-a com uma
seringa, no centro da cuba da balanga de Langmuir-Blodgett, contendo agua. A
velocidade da barreira moével da balanga foi calibrada para 100cm/min e efetuada a
medida da temperatura da agua.

As isotermas foram obtidas através de medidas automatizadas da pressao
superficial durante a compressdo, registrada em um grafico de pressdo x
area/molécula. Os ensaios foram conduzidos em balanga de Langmuir, tipo 611,
fabricada pela Nima Technotogy.

4.3.2 — Preparacdo_ e caracterizacdo de lipossomas_ formados por acidos
diacetilénicos.

4.3.2.1 — Preparacgao dos lipossomas

Os lipossomas foram preparados pelo método da hidratacio do filme seco de
lipidios e sonicagdo (NEW, 1990). Os lipidios foram solubilizados em Cloroférmio e
posteriormente, 0 solvente foi evaporado & vacuo, em evaporador rotatério, até a
formacéo de um filme seco de lipidios no fundo do baldo. Este filme foi em seguida
hidratado com agua deionizada, sob agita¢do, para a formacdo de vesiculas
multilamelares. Os lipossomas foram homogeneizados e tornados unilameiares
através de sonicagdo & 80°C (acima da transicdo de fase dos componentes),
durante 25 minutos e de modo intermitente(30s ligado; 30s desligado).

O tempo de sonicacao foi estabelecido através de ensaios preliminares de
modo a se obter vesiculas unilamelares mais homogéneas. As suspensdes
formadas pela mistura de PDA/CL 20% foram sonicadas em diferentes tempos de
sonicagao.



4.3.2.2 — Quantificacao de cardiolipina.

A cardiolipina foi quantificada através do teor total de fosfato (PO*) nas
amostras, segundo o método de Chen (1956), com modifica¢des introduzidas por
Moraes, A. (1996) e Ribas, A (1997). O método consiste na oxidacdo com H2S04
dos compostos de carbono a carbono elementar, gue é transformado a CO; pelo
perdxido de hidrogénio (H202). O fésforo & convertido em ortofosfato que forma um
complexo com molibdato de amobnio, sendo em seguida reduzido pelo acido
ascorbico, fazendo surgir a cor azul. A intensidade da cor produzida € proporcional
ao teor de cardiolipina presente na amostra, o qual & quantificado através da curva
de calibragao de absorbancia x concentrago de fésforo, previamente construida.

Utilizou-se 100uL de solucdo em cada tubo de ensaio (amostras, padroes
fosfato e o branco), juntamente com 500ulL de H.SO4 10N. Os tubos foram
aquecidos em placa térmica ( em capela) & 200°C por 30 minutos. Apos atingirem a
temperatura ambiente, adicionou-se 165ul de H.QO; isento de fosfato, em cada um
dos tubos, aquecendo-os por mais 30 minutos em placa térmica a 200°C. Apds
resfriamento até a temperatura ambiente, adicionou-se 4mL de agua deionizada,
500uL de solugio de molibidato de aménio e 500ul. de uma solugdo 8% de acido
ascorbico. Os tubos foram, posteriormente, aquecidos em agua a 100°C por 7

minutos, favorecendo o aparecimento da cor azul. Em seguida foram resfriados e a
intensidade da cor medida a 830nm.

4.3.2.3 - Determinag¢ao do raio hidrodinamico.

O raio hidrodinamico médio e a distribuicdo de tamanho das vesiculas foram
determinadas por espalhamento quase eldstico da luz - ‘“quasi-elastic light
scattering” — em equipamento de deteccéo de espectro Malvemn Autosizer. A técnica
baseia-se na dependéncia das flutuacbes de intensidade do espalhamento de luz
em funcdo do tempo, devido ao Movimento Browniano das particulas em suspenséo.
Particulas menores difundem-se mais rapide do que particulas grandes e a taxa de
flutuagdo da intensidade de luz espalhada varia de acordo com a velocidade de
difusdo (New, 1990). O coeficiente de difusdo médio transiacional dos lipossomas



em solucédo diluida pede ser medido e ¢ raio hidrodinamico médio, Ry, & calculado
oela equacdo de Stokes-Einstein (Lasic, D. et al, 1991):

Rn = (kKT){6Du) (6]

Onde k € a constante de Boltzmann, T € a temperatura absoluta, D & o coeficiente
de difuséo das particulas e u é a viscosidade de solvente. O equipamento utilizade
foi um Autosizer 4700, acopiado a um sistema de aquisigdo de dados. A analise dos
dados feita através do software PCS 4700. As medidas foram realizadas a um

angulo de 90° em relac&o ao feixe de luz incidente, conforme esguema da figura 4.1

Suspensio

Raio laser incidente
P
7= Angulo de espalhamento

Lentes e 1
aparato otico V\\ I

{—D fotomultiplicador
correlacionador

Figura 4.1 — Esquema do equipamento para determinacio de medidas de tamanho

de particula por espalhamento de luz (adaptado de Ostrowsky, 1993).

4.3.2.4 — Ensaios de estabilidade de lipossomas.

Os ensaios de estabifidade de lipossomas em presenca de tensoativos néoc-
ibnicos permite obter informacdes scbre o empacotamentc e a integridade da
bicamada lipidica. Neste trabalho, foi usado o tensoative ndo idnico CiEs, € a
estabilidade dos lipossomas monitoradas através de medidas de turbidez total das
solucdes, expressa em termos de absorbancia.

As medidas de turbidez total das solucbes foram feitas em placas de
microtitulacdo de paoliestireno, com 96 pogos (200ul.) de fundo redondo a 340nm,

usando leitora de placas do tipo ELISA - “microtiter plate reader”.
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A cada um dos pogos da placa foram adicionados 120uL de solugbes estoque de
tensoative de diferentes concentracdes (na faixa de 3 a 96%), dissolvidos em tampéo
HEPES 10 mM (pH 7.4), com 80ul de lipossomas 2,5mM. As amostras foram preparadas
em triplicatas e distribuidas conforme esquema da figura 4.2. Os vaiores médios das
absorbancias foram subtraidos das solugdes da mesma concentracdo de tensoativo
isenta de lipossomas (brancos). Os brancos foram censtituides por 120ul de solucaoe de

tensoativo na concentragdo desejada ¢ 80ul de solugdo tampéo.

i 2 3 & 5 & 7 S o 10 i1 iz
A 0% | 3% [ 10% ¢ 20% 1 30% ¢ 40% | S0% | 60% | 70% | 80% | 90% | 96%
B 0% 3% 1% ) 20% | 30% 1 40% 30% 60% T0% 0% 90% 6%
1 0% | 3% | 10% | 20% [ 30% | 40% | S50°% | 60% | 70% | 0% | 90% | 96%
i b brd Dbl | 20 D br30 f brds bys0 hrih b7} et by brog
E 3% | 7% 1 15% 1 25% 133% 1 45% | 55% | 65% | 75% 1 83% | 93% | 100%
ol 3% | T [ 15% ) 28% 1 35% | 45% | 35% | 65% | 75% | 83% | 93% | 100%
G 3% | 7% | 15% | 25% | 35% | 45% | 35% | 65% | 75% | 35% | 93% | 100%
HosoBrd L7 L BeiS ] w25 1 b8 ) bead 1 bess 1 brss brTs 1 BrES 0 B3 L hrind |

Figura 4.2 — Disposicéo das amosiras em placas de polietileno do tipo ELISA.

4.3.2.5 - Ensaios de polimerizacéo

{Os ensaios de polimerizacdo foram realizados a fim de determinar ¢ tempo de
polimerizacdo das suspensbes para as faixas do azul (A=635nm), purpura (A=540nm} &
rosa(A=480nm). Para isso utilizou-se suspensdes de lipossomas compostas de PDA/CL
20%. O esquema da figura 4.3 ilustra a montagem experimental usada nos ensaics de

polimerizacac.
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CatxaMetd ifia Lampada de Uvc (A = 254 nm)
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Figura 4.3 — Esquema de montagem da polimerizacdo direta da suspensdo lipossomal
formada por PDA/CL 20%.

Iniciaimente, a amosira foi resfriada a 4°C por 15 minutos na jaqueta térmica. Apds
gsse tempo cubeta foi colocada 3 distancia de 4 cm da {ampada e iniciada a irradiacio.
Nessas condigbes a intensidade de [uz, medida atraves de radidmetro, foi de
aproximadamente 2.9{}mWicm2, A potimerizacac foi acompanhada através dos espectros
de absorgdo das amostras a diferentes tempos de exposicdo a irradiagdo UV.

4.3.2.6 — Microscopia de transmisséo eletrénica (TEM)

A microscopia de transmissdo eletronica foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por NEW {1990}

As imagens foram feitas com lipossomas compostos de PDA e CL 20% {solugéo
1mM)}. As amosiras foram colocadas em uma tela de aco Inox (d=3mm) cobertas com
filmes hidrofébicos de pariédic e carbone, filme de mancha negativa. Inicialmente,
adicionou-se uma gota da amostra polimerizada ¢ aguardou-se 10 minutos para que a
amostra aderisse na tela. O excesso de liquido foi removide com papel de filtro (whatman
n°t), posicionado perpendicularmente a borda da tela. Apds 30 minutos, tempo necessario
para a completa secagem da amosira, adicionou-se sobre a tela uma gota do corante
negativo, acetato de uranila 2% (em agua deionizada). O excesso do corante foi removido

com papel de filtro (da mesma maneira j& citada acima) e esperou-se a secagem total da

e

ela antes de proceder a microscopia.



P Capitulo 4 — Material ¢ Metodos

4.3.2.7 - Microcalorimetria diferencial de varredura {DSC)

0s ensaics para a determinacdo da temperatura de fransicdc de fase dos
lipossomas monoméricos, formados de é&cido diacetiiénico e 20% de cardiolipina
preparados a pH 57 e 6.2, foram estudados por microcalorimetria diferencial de
varredura. Nessa técnica, as temperaturas da amostra e da referéneia aumentam
linearmente com o tempo e a diferenca entre elas é mantida igual a zero. A medida gue a
amostra sofre uma transicdo endotérmica, € fornecida uma certa quantidade de energia,
de maneira que sua temperatura mantenha-se igual a da referdncia. Essa quantidade de
energia representa a entalpia de transicdo de fase. Na auséncia de sventos térmicos,
obtém-se uma linha base.

MNo procedimento dos ensaios, usou-se 0,5mL de amostra e a mesma quantidade
de agua como referéncia. Varias varreduras de 20-70°C foram realizadas a uma taxa de
30¢C/hora.

4.3.3 - Ensaios de adsorcéo de anticorpos em lipossomas polimerizados.

4.3.3.1 - ldentificagdo dos “pools” de soros contendo anticorpos antifosfolipides.

A identificacdo dos “pools” de soros contendo anticorpos antifosfolipides foi
realizada com o intuito de selecionar os soros que posteriormente seriam usados nos
ensaios de adsorcdo de anticorpos.

O ensaio foi feito conforme metodologia descrita por Fernandes et.al. (1990). Em
uma placa de poliestireno de fundo chato (96 pocos), colocou-se 100ul de solucdo
50ug/mL de cardiolipina. Incubcu-se a placa a 4°C por uma noite. A seguir, a placa foi
lavada com 200ul de tampao fosfato/Tween 20 (0.5% v/v). Posteriormente, adicionou-se
200ulL da solucdo de [avagem acrecida de 5% de soro fetai bovino. A placa foi incubada
por 1 hora a temperatura ambiente, lavande-se 3 vezes com tampao fosfato/Tween 20 ao
final desse tempo. Em cada pogo, colocou-se 10Cul. dos “pocls” de soros a diversas
diluicBes, incubando-se novamente a 4°C por uma noite. Ao final do processo, a placa o
lavada 3 vezes, conforme descrito anteriormente. Para a deteccdo dos anticorpos

adsorvidos na placa, adicionou-se 100ul de anticorpos do isotipo IgG e IgM conjugados
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com peroxidase, incubando-se por 30 minutos. Apds lavagem a reagdo antigeno-
anticorpo foi revelada com 100 ul de acido sulftrico 1N. Dos 13 “pools” testados, apenas
um deu resultado bastante positivo quanto a presenga de anticorpos anticardiolipina.

4.3.3.2 - Quantificacdo de anticorpos anticardiolipina nos “pools” de soros auto-
imunes.

A quantificagdo de auto-anticorpos antifosfolipides nos “pools” de soros foi realizada
através do kit Kallestad da Sanofi Diagnostic Pasteur, conforme procedimento padraoc
recomendado & fornecido pelo fabricante.

4.3.3.3 -~ Adsor¢do dos auto-anticorpos na superficie dos lipossomas
polimerizados.

Os ensaios de adsorgdo foram realizados com o objetivo de determinar a
seletividade, especificidade e reprodutibilidade dos lipossomas polimerizados na detecgéo
dos anticorpos antifosfolipides.

Os processos foram conduzidos em cubeta de quartzo de 3mL e em microplacas
do tipo Elisa.

ENSAIOS EM CUBETA

- Ensaios com soro de referéncia (IgG/anti-CL) e imunoglobulinas G (igG nao
especifica).

A avaliacdo da ligacdo de anticorpos nos sitios de cardiolipina presentes na superficie
dos lipossomas polimerizados foi feita usando soro de referéncia (igG/anti-CL) e
imunoglobulina G. Inicialmente, adicionou-se 1,5mL de lipossomas polimerizados (0.5mM)
na faixa do azul (A=635nm) & cubeta de guartzo de 3mL. Em seguida, foi adicionado &
cubeta volumes de 50ul de solugbes de soro de referéncia (igG/anti-CL). Apos cada

adicéo, esperou-se 10 minutos e entdo foram feitas varreduras na faixa de 400 a 700nm.
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O ensaio prosseguiu até a estabilizacdo da coloragdo rosa (A=540/480nm) e constancia
dos espectros.

Repetiu-se esse ensaio para lipossomas polimerizados na faixa do azul (A=635nm} a
1mM e para lipossomas polimerizados na faixa do purpura (A=540nm) & 0.5mM.

O mesmo procedimento foi usado para IgG ndo especifica, com lipossomas nas 3
condigbes; polimerizados na faixa do azul (A=635nm) & 0.5mM e 1.0mM e polimerizados

na faixa do purpura (A=540nm) a 0.5mM.

- Ensaios com soros sadios e auto-imunes

A avaliagéo da ligagdo dos auto-anticorpos nos sitios de cardiolipina presentes na
superficie dos lipossomas polimerizados foi feita usando soro de individuo sadio e soro
auto-imune, pertencente ao “pool 11", previamente caracterizado.

Inicialmente, adicionou-se 1,5mL de lipossomas polimerizados (0.5mM) na faixa do
azul (A=635nm) & cubeta de guartzo de 3ml. Em seguida, foi adicionando & cubeta
volumes acumulativos do soro a vérias diluigbes. Apos 10 minutos foram feitas varreduras
na faixa de 400 a 700nm em espectrofotdmetro. O ensaio prosseguiu até que os
espectros obtidos permanecessem inalterados.

Os soros foram usados na sua forma original e nas diluicbes: 1/20, 1/50, 1/100 e 1/200
(soro sadio) e 1/20 e 1/50 (soro auto-imune).

ENSAIOS EM PLACAS DO TIPO ELISA

A avaliac&o da ligacdo dos auto-anticorpos nos sitios de cardiolipina presentes na
superficie dos lipossomas polimerizados, em placas do tipo ELISA com 96 pocos, foi feita
usando soro de individuo sadio e soro auto-imune, pertencente ac “pool 11”. Inicialmente,
adicionou-se, em cada poco, 150ul de lipossomas polimerizados (0.5mM) na faixa do
azul (A=635nm). Em seguida, foram adicionados 50ul de soro sadio e auto-imune na sua
forma original e nas diluigdes: 1/20, 1/50, 1/100, 1/500. Foram realizadas varreduras na
faixa de 400 a 700nm, a cada 10 minutos até 1 hora apds a adicdo. Antes de cada leitura
o sistema foi agitado por 5s.
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Capituio 5
RESULTADOS E DISCUSSAC

5.1 - Estudo de agregacao em fiimes de Langmuir-Blodgett.

A agregacac dos compostos 10,12{tricosadiincil)fosfatidiicelina (DCsgPC),
3,5(tricosadiinoii)fosfatidilcolina (DC,15PC) e acido 16,12 tricosadiindico (PDA), nas formas
puras e em misturas com cardiolipina (CL) foi estudada em fiimes de Langmuir Blodgett,
através das isotermas de Langmuir (presséo X area/molécuia).

ISOTERMAS DOS COMPOSTOS PUROS

As isortermas obtidas para os compostos puros sao apresentadas na figura 5.1,
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Figura 5.1 - isotermas de Langmuir para os fosfolipidios 10,12 {tricosadiinoil) fosfatidilcolina
(DCeoPC), e 3,5 (tricosadiinoii)fosfatidilcolina DC,1sPC, a 27°C, e acido 10,12-tricosadiindico
(PDA) a 24°C.
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A isoterma do fosfolipidic DCsoPC, curva 1, apresenta uma perturbacdo na sua

continuidade na regidio de 70A% /molécula aproximadaments., sugerindo mudancas no

estado de agregacao original das moiéculas. Este comportamento deve-se, provavelmente, a
maior energia necessaria para alinhar as cadeias de hidrocarbonete na compresséo. Para o

DCsPC, a area minima ocupada por molécula, calculada através da tangente a curva na

regidc de colapso do filme, é de 88.3A% O posicionamento das insaturacdes na regi&o

central da molécula favorece o afastamentc das cadeias, dando origem a conformacéo

semelhantes aguelas designadas como do tipo Gauche (figura 5.2).
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Figura 5.2 — Conformacdo molecuiar, do tipo Gauche, das cadeias de hidrocarboneto de
uma molécula anfifilica. [Adaptagao: New, 18901,

Xu e colaboradores [1992], obtiveram isortermas semelhantes & da curva 1, para os
compostos analogos dioctadecadiincilfosfatidilcolina, com triplas ligagBes localizadas no
carbono 3-5 e 8-10 da cadeia de hidrocarboneto. Eles atribuiram esse efeito a restri¢do da
mobilidade pela pressac sobre as cadeias desemparelhadas, criginada pelas insaturacbes
na regido central das cadeias de hidrocarboneto.

Para o fosfolipidio DC24sPC, curva 2, a reducéo da drea por moiécula na faixa de 140

até aproximadamente 70A? ndc resultou em aumento significativo da pressdo superficial.

Esse resultadc sugere gue a localizagdo das insaturagdes proxima a regido polar da

TL



Capitulo 5 - Resultados e Discussfo 77

molécula produz um empacotamento estavel e compresivel da monocamada. Nesse caso, &

drea minima ocupada por molécula é de aproximadamente 53,8 A?,

As diferencas na agregacdo em monocamadas para os dois fosfolipidios, deve-se ao
posicionamento das suas insaturacfes na cadeia de hidrocarbonetos. As insaturagCes
oroximas a regido polar parecem favorecer o alinnamento da cauda na posigéo paralela.

A iscterma correspondenie aoc PDA, curva 3, apresenta comportamento semelhante
ao fosfolipidic DCsePC, caracteristico da presenca das insaturagbes na posicéo central da
cadeia de hidrocarbonetos. No entanto, 0 menor tamanho da regido polar do acido favorece
a agregacéo, restringindo a mobilidade das cadeias. A area minima ocupada por molécula
para o PDA é de 37 A%,

A area ocupada por molécula e o alinhamento das cadeias de hidrocarbonetos séc de
fundamental importéncia para a polimerizacéo e obtencdo de sinal colorimétrico em resposta
a perturbacbes na bicamada lipidica. Charych (1996} verificou que acidos diacetilénicos que

apresentam area minima por molécula na faixa de 20 a 40A? produzem melhores sinais

colorimeétricos.

ISOTERMAS DOS COMPOSTOS EM MISTURAS COM CARDIOLIPINA

O estudo realizado com as misturas de DCsoFC / CL & PDA / CL mostrou que as
dreas ocupadas por molécula na mistura é funcio da concentragéo de cardiolipina e 0s seus
valores situam-se entre os valores dos componentes puros. As isotermas obtidas sé&o

apresentadas na figura 5.3.
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Figura 5.3 — [sotermas de misturas de lipidios DCsgPC/CL (esquerda) e PDA/CL (direita),
onde a fragc&o molar da CL variou de 0 a 1. Todas as isotermas foram obtidas a temperatura
de 24°C.

Analisando as isotermas, pode-se observar que a presenca de cardiolipina promove o
desaparecimento das perturbacdes, caracteristica das isotermas dos compostos puros. Isso
sugere que a cardiolipina posiciona-se entre as moléculas de acido ou fosfolipidic,
produzindo meihor organizacidc da monocamada e empacotamentc mais denso.

Na tabela 5.1, s&o apresentados os valores da area minima por molécula e presséo de
colapsc para as varias composic8es das misturas. Observa-se gue embora néc se tenha
atingido um ponto de colapso bem definido da monocamada, considerou-se esse ponto como
a maxima pressao obtida nas isotermas. Os diferentes valores de drea/molécula obtidos para

a cardiclipina pura, deve-se ao fato das isotermas serem realizadas a diferentes
temperaturas.
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Tabela 5.1 — Valores de area/molécula e pressdo de colapso para misturas de DCgoPC/CL €
PDA/CL em diferentes composigdes.

. Mistura  JAreammma/molécula (A%)| Pressao de colapso (mN/m?)

e i Clis bl bk
DC8,9PC 80%/CL 20% 114,5 54
DC8,9PC 60%/CL 40% 110,2 46
DC8,9PC 40%/CL 60% 1227 43
DC8,9PC 20%/CL 80% 142,6 43
CL 178,2 43
Acido diacetilgnico (PDA) 37,5 24
PDA 75%/CL 25% 110 30
PDA 53%/CL 47% 118 43
PDA 40%/CL 60% 130 44
PDA 24%/CL 76% 157 45
CL 172 45

As Interagbes e miscibilidade dos componentes nas misturas, também podem ser
verificadas através da regra da aditividade, nos graficos de drea molecular x %molar de
cardiolipina, tendo a pressdo como parametro [Gaines, 1968].

Os resultados obtidos estdo apresentados nas figuras 5.4 e 5.5, nas quais as retas
representam a regra da aditividade ou comportamento ideal (auséncia de interagdes) e as
curvas, os dados experimentais obtidos. Em ambos 0s casos, os desvios do comportamento
linear indicam a presenca de interacSes com conseqgliente miscibilidade da cardiclipina com

os componentes estruturais DCsoPC ou PDA.
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Figura 5.4 - Desvios da regra da aditividade obtidos a partir das isotermas de Langmuir das
misturas de DCgoPC e CL, a diferentes pressdes.

Para o fosfolipidio DCsgPC (figura 5.4), os desvios s&o positivos para fracdes molares
menores gue 30%, indicando provavel repulsdo entre as moléculas e negativos para maicres
fracGes molares, caracterizando atragio entre as moléculas.

Os resultados para o acido diacetilénico, (figura 5.5), mostram desvios mais
acentuados e pesitivos em toda a faixa. isso & devido 2 natureza da regido polar, neste caso
constituida do grupo carboxila e a cabecga polar da cardiolipina.
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Figura 5.5 ~ Desvios da regra da aditividade obtidos a partir das isotermas de Langmuir das
misturas de PDA e CL, a diferentes pressées.

Com os resultades conseguidos desse estudo de agregacao, observa-se gue 0s niveis
de drea/molécula obtidos da agregacaoc do fosfolipidio diacetilénico & a maior tendéncia de
mobilidade das suas cadeias de hidrocarboneto parecem desfavorecer a proximidade e o
alinhamento das insaturacoes. Nessa situacdo, a polimerizacdo em toda a faixa de
comprimento de onda, desde o azul (A=635nm) até o rosa {(A480nm) passado pelo purpura
{540nm), tende a ser prejudicade. Ensaios postericres de polimerizacéo, realizados com os
fosfolipidios, confirmaram a predicéo, abtendo-se somente a polimerizacéo na faixa do rosa
(A=480nm). Os espectros obtidos s&o apresentados no anexo 1.

Para ¢ acido, observa-se uma tendéncia bem maior & agregacac em menocamada,
mesmo com a presenca de cardiolipina. Nesse caso, a polimerizaco, cujos resultados sdo

apresentados nos itens subsequentes, ocorreu desde o azul {A=635nm) até o rosa
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(3=480nm}. Desse modo, prosseguiu-se o trabaltho usando somente o acido diacetiiénico,
visando aliar a necessidade de uma quantidade significativa de sitios de cardiclipina na
superficie dos lipossomas, com as menores alteracdes na drea ocupada por molécuia,
devido & presenca de cardiolipina. Assim, selecicnou-se © maximc de 20% para a

concentracdo de cardiolipina nas vesiculas.

INFLUENCIA DO pH NA AREA/MOLECULA

As isotermas obtidas com o acido diacetilénico purc em monocamadas a diferentes

pH's as fase aquosa, mostram pequenas diferengas na area por molécula com a variagéc do

pH. Os valores de area minima/molécula obtidos sdc 43.50, 43,00 e 42,00.0 A2imolécula

para os pH's 5.06, 570 € 6.17, respectivamente.

As pequenas diferencas apresentadas ndc permitem concluir guanto ao efeito do pH,
sobre a area ocupada por molécula. Sabe-se, porém, que o pH interfere significativamente
na fotopolimerizag&o das moléculas diacetilénicas, dificultando a reacdo de adicdo do tipo 1,4
gue acontece entre as mesmas, devide ac aumento da densidade molecular na bicamada
lipidica.

Para melhor caracterizagdo desses efeitos, foram realizadas analises por
microcalorimetria diferencial de varredura dos lipossomas preparados a pH 5.7 € 8.3, cujos
resultados s&o descritos no item 5.2.6.
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Figura 5.6 — Isotermas de Langmuir para o acido 10,12-tricosadiindico {PDA) a diferentes
pH's (5.06, 5.70,.6.17) e a temperatura de 26°C.

5.2 - Preparacic e Caracterizacéoc de lipossomas com acido polimerizavel.

A preparagdo dos lipossomas peio acido 10,12-tricosadiindico apresentou dificuidades
quanto & estabilidade das dispersdes obtidas. Observa-se uma grande tendéncia a
agregacdc 12 horas apds a preparacdo, usando tampdo HEPES 10mM (pH 7,4) na
hidratacdo. Quando a hidratac&c do filme foi feita com agua deionizada, a estabilidade das
vesiculas aumentou. A agregacéo tambeéem foi observada, porém somente 48 horas apos a
preparacaoc.

A instabilidade dessas vesiculas deve-se, provaveimente, a formacao de precipitados,
devido a dimensdo da regido hidrofilica, desfavorecendo a formacdc de vesiculas. A
auséncia de estruturas em bicamada nessa preparacdo foi evidenciada nos ensaios de
polimerizag&o, nos quais nao cbservou-se alteragéo de cor das solugdes, visto gue sistemas
micelares ndo sofrem reacdo de polimerizacdo. A sonicac@co das vesiculas agregadas

durante 10, 15 & 30 minutos, também ndo produziu estruturas lamelarss.
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A incorporacdc da cardiolipina nas estruturas favorece a vesiculacdo do &cido,
provaveimente, devido as pequenas dimensdes da cabecga hidrofilica desse composto. No
entanto, os lipcssomas obtidos ainda s&o instdveis, agregando-se 48 horas apds a sua
preparacdo. Para prevenir a agregacdo, a polimerizacdo deve ser feita nesse intervalo de

tempo.

5.2.1 ~Quantificac&o da cardiolipina

A quantificacdo da cardiolipina nas vesiculas foi feita através do teor de fosfato
inorganico, visto ser este ¢ unico fosfolipidio presente na estrutura. O rendimento médic da
incorporagac de cardiclipina nos lipossomas foi de 98 + 20%, em relagdo a 0.2mM de CL
total. Os erros envolvidos no processo estéo relacionados as imprecisdes devido a reduzida
concentracac de cardiolipina presente nos lipossomas, cerca de 0.2mM,

5.2.2 — Uiametro hidrodinamico médio e distribuicdco de tamanhos dos lipossomas.

As vesiculas monomeéricas de PDA/CL 20% preparadas pelo método da hidratagdo do
filme seco de lipidios seguido de 15 minutos de sonicacdo produzem vesiculas unilamelares
com 2 populacbes, sendo a maior em torno de 230 + 30nm. Aumentando ¢ tempo de
sonicacdo para 25 minutos, ndo observou-se variagBes significativas no diémetro principal
das vesicuias. Em geral, as vesiculas monomeéricas apresentaram uma estreita distribuicéo
de tamanho. No entanto, as vesiculas polimerizadas apresentam uma reduc&c meédia noe
tamanho em torno de 13%, apresentande somente uma populagdo com uma ampla faixa de
distribuicéc.

Cs relatdrios correspondentes & estas medidas encontram-se no anexo 1. Ressalta-se
gue o3 parametros criticos de medida: contagens de particulas por segundo e
polidispersidade estiveram nas faixas 6timas de medidas, sendo de 100 a 350 para as
milhares de contagens/s e 0.03 a 0.5 para a polidispersidade. isto indica que as medidas

realizadas sdo reprodutiveis & com confiabilidade obtida em torno de 96%.
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5.2.3 — Estabilidade de estocagem dos lipossomas

Os resultados de estabilidade de estocagem dos lipossomas monoméricos e
polimerizados mostraram que os primeiros possuem baixa estabilidade com o tempo,
agregando em poucos dias, enguanto que os polimerizados mostraram-se altamente

estaveis por 5 meses.
Na figura 5.7 s3o apresentados o resultado de estabilidade das vesicuias

monoméricas e polimerizadas com o tempo.
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Figura 5.7 — Estabilidade de estocagem dos lipossomas monoméricos, a pH 5.7 e diferentes
tempos de sonicagdo, em termos de polidispersidade da amostra (A). Estabilidade de
estocagem dos lipossomas polimerizados, a pH 5.7 e 25 min. de sonicagdo, em termos de
didmetro médio das vesiculas (B), onde: mon.- mondmero e fresh - lipossomas logo apds a

polimerizacéo.

Através da figura 5.7A, percebe-se que a medida que o tempo (dias) aumenta, a
polidispersidade (heterogeneidade da populagéo) das vesiculas monoméricas também
aumenta. Porém, em geral, para um mesmo dia, as vesiculas que foram sonicadas por
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periodo maior, apresentaram polidispersidade menor, indicando maior estabilidade dessas
vesiculas.

A andlise da figura 5.78, permite observar que lipossomas polimerizados na faixa do
A=635nm (azul) permaneceram estaveis por 5 meses, durante a estocagem em geladeira &
4°C em ambiente escuro, conforme monitorizacdo do tamanho das vesiculas. Essa
estabilidade foi também observada através dos valores de absorbancia das vesiculas
polimerizadas, os quais néo variaram significativamente apds 5 meses, apresentando valor
da resposta colorimétrica em torno de 9%, conforme mostrado na tabela 5.2.

Tabela 5.2 — Valores de Bo referentes a amostra de lipossomas polimerizados na faixa do

azul (A = 635nm), recém preparados e 5 meses depois.

0 443 0
Apbs 5 meses 40.3 8.03

5.2.4 - Estabilidade de lipossomas constituidos de PDA e CL. em tensoativo.

Os perfis de estabilidade da bicamada lipidica na presenga do tensoativo nao idnico
(Cq12Es), obtidos com lipossomas, monoméricos e polimerizados, de PDA/CL 20% s&o
mostrados na Figura 5.8.
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Figura 5.8 — Perfis de estabilidade de lipossomas, monoméricos e polimerizados,
cbmpostos de PDA/CL 20%.

Os resultados revelam que a estabilidade dos lipossomas monoméricos e
polimerizados @ semelhante. Em ambos o0s casos, tém-se um bom empacotamento da
bicamada, produzindo particulas estaveis ac ataque do tensoativo em praticamente toda a

faixa de concentracdes.

5.2.5 — Microscopia eletronica de varredura

A Figura 5.9 mostra a micrografia de lipossomas polimerizados formados por PDA e
20% de CL. Pela imagem, percebe-se que as vesiculas tém formato esférico e tamanhos
médios em torno de 80 nm. Esse resultado confirma os valores da distribuicdo de tamanhos
dos lipossomas obtidos por espalhamento quase elastico de luz, cujas popula¢bes variaram
de 40 a 600nm. No campo da micrografia aparecem, portanto, . somente as particulas de

menor didmetro.
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Figura 5.9 Micrografia obtida da microscopia eletrbnica de transmisséo (MET) de vesiculas

polimerizadas formada por PDA/CL. 20%, dispostas em aglomerados.
5.2.6 — Microcalorimetria diferencial de varredura
O estudo de microcalorimetria diferencial de varredura (DSC), de lipossomas formados

por acido diacetilénico/cardiolipina 20%, a diferentes pH's, revelou a presenga de uma

transicdo endotérmica, como mostrado na Figura 5.10.
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Figura 5.10 —Termogramas, obtidos através da microcalorimetria diferencial de varredura
(DSC), de lipossomas constituidos de PDA/CL 20%, em &gua deionizada a pH 57
(esquerda) e pH 6.3 (direita).

O fendbmeno da iransicdo de fase estd relacionado com as interagdes hidrofébicas
existentes entre as cadeias de hidrocarbonetos das moléculas. Quantc mais proximo estas
moléculas estiverem, maior sera a for¢a que as une (interacdes hidrofdbicas) e maior energia
sera requerida para romper essas interaces, favorecendo uma mudanca conformacional
destas cadeias de all4trans para trans-gauche.

Através dos termogramas, observa-se uma maior drea sobre a curva para o pH 8.3,
indicando que foi necessério ¢ fornecimento de maior quantidade de energia, para romper as
interacdes hidrofobicas entre as cadeias de hidrocarbonete da molécula.

Estes resultados estdo de acordo com o trabaiho de Mino et. al. (1992) para ¢ acido
10-12-pentacosadiindico, onde foram observadas reduces da area por molécula com o
aumento do pH.
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5.2.7 — Ensaios de polimerizacédo

A Figura 5.11 apresenta os espectros obtidos com a polimerizac@o por irradiag&o das

amostras de lipossomas, compostos de acido diacetilénico (PDA) & 20% de cardiolipina.
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Figura 5.11 - Espectros da polimerizacdo dos lipossomas compostos de Acide

diacetilénico/cardiolipina 20% (concentracdo da solugdo; 1mM em lipidio total; temperatura

inicial: 4°C; solvente: agua).

Os espectros da figura 5.11 mostram, com o tempo, absorgdo de luz na faixa de
comprimento de onda de 635-640 nm (azul), caracterizando a polimerizagdo. Com o decorrer
do tempo 0 pico da regido azul vai se reduzindo, originando dois novos picos na regido do
purpura (A=540nm) e rosa (A=480nm). O aparecimento da colorago purpura e rosa ocorre
nos primeiros 30 segundes da reacdo e a polimerizacdo completa-se em 50 minutos, com ¢
desaparecimento dos picos da regido azul e estabilidade dos espectros.

Na fotografia da figura 5.12, pode-se observar as coloracfes das solugbes obtidas.
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Figura 5.12 ~ Fotografia das soiucdes lipossomais nos diferentes estagios da polimerizacéo:
A) inicial (azul - A= 635nm), B} intermediario {pdrpura - A= 540nm) & C) finai (rosa - A=
480nm).

A razdo para o aparecimento das cores, deve-se ac emparethamento das
insaturactes nas cadeias de hidrocarboneto. Assim, iniciaimente, o alinhamento dessas
insatura¢Ses produz ¢ aparecimento da cor azul. Com a continuidade da polimerizacdo, o

emparethamento do conjugado é distorcido, originando as cores purpura e rosa.

ANALISE DOS ESPECTROS POR QUIMICMETRIA

Através do ftratamento quimiométrico, realizado com os especiros obtidos na
polimerizag&o foi possivel observar mais claramente a cinética de polimerizagdo. A figura

5.13 mostra a deconvolug&o quimica dos espectros.
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Figura 5.13 — Deconvoiugdo quimica a partir dos espectros decorrentes da polimerizacéo de

lipossomas compostos de PDA/CL 20%.
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A analise das curvas permite observar que a polimerizagéc na faixa do comprimento
de onda referente ao azul (A = 835nm), cresce nos momentos iniciais e permanece estavel
de 5 a 20 minutos de irradiagdo, quando a absorbancia decresce. A polimerizagdo na faixa
do comprimento de onda referente ao rosa (A=480nmj), aumenta significativamente desde o
inicio da polimerizagéo,tendendo a estabilizar a partir de 50 minutos. A analise visua! das
amostras durante a polimerizag&o confirma esses resultados, pois até 20 minutos percebe-se
uma coloracdo azul intensa da solucéo, de 20 a 30 minutos a cor purpura é nitida e 40

minutos depois € que a cor rosa surge, permanecendo estavel a partir dos 50 minutos.

INFLUENCIA DO pH NA POLIMERIZACAO

Os resultados obtidos com a polimerizagdo de vesiculas Nos 3 diferentes pH's (5.06,
577 e 6.30) estudados, mostraram que a intensidade de cor obtida para a amostra em pH
6.30 fol menor que aquelas obtidas nos outfros pH’s, durante todo o tempo de polimerizacao
{figura 5.14).

0.20;

0.18; pH 5.07
0.161 [ ipHS&77
0.14] pH 6.30

0.12
0.10-

Absorbancia relativa
[ ]
[~ ]
q!

Tempo de irradiagao (minutos}

Figura 5.14 — influéncia do pH na absorbéncia das solugdes no decorrer da polimerizagio de—
lipossomas, compostos de PDA/CI 20%.
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Apesar da menor area por molécula apresentada pela agregacdo do acido nesse pH,
a maior proximidade das moiéculas desfavoreceu a polimerizagéo dos lipossomas. Segundo
Mino et.al. [1892] verificaram comportamento semelhante com a polimerizagdo de compostos
andlogos ao acido diacetilénico e atribuiram o desfavorecimento da polimerizacio a elevada
densidade das moléculas resuitante da sua proximidade.

Além do pH, observou-se neste trabalho, que a cinética de formacdo da estrutura
lamelar apds a sonicacdo é outro fator de fundamental importancia para a reagdo de
polimerizagdo. Quando o sistema & submetido a uma energia muito alta, como € o caso de
sonicagao, torna-se necessarico estabilizar a sua estruturacdo em bicamadas antes da
polimerizagdo. Assim, para o acido diacetilénico usado neste trabalho, a reacdo de
polimerizagdo somente foi efetiva , no minimo, 12 horas apés preparacio dos lipossomas.

5.3 - Estudos de adsorcdo de auto-anticorpos em lipossomas
polimerizados

5.3.1 - Selegdo de soros

A analise de & "pools” de soros de individuos com doengas auto-imunes pertencentes
ao banco de soros do Laboratério de Imunciogia Ciinica e Alergia da Unicamp, revelou em
apenas um deles alta atividade de anticorpos anticardiolipina, 80 GPLU/mL, enquanto que os
outros apresentaram atividade média, na faixa de 15-60 GPLU/mL. O "pool” de soros de alta
atividade foi usado nos testes de adsorcdo de auto-anticorpos.

O "pool" de soros selecionado, os soros sadios e de referéncia {lgG/anti-CL) foram
analisados por nefelometria para quantificacdo da imunoglobulina G total. No soro sadio a
concentracdo de IgG total foi 1390 mg/dl, enquanto para os soros auto-imune e de
referéncia foram 1600 mg/dL e 5,0 mg/dL (aprox.) respectivamente.

Na Figura 5.15 sdo apresentados os espectros de absorcao de luz dos soros usados
nos ensaios de adsorgdo: soro autc-imune, soro de referéncia e soro sadio. Pode-se
observar que na faixa caracteristica de absor¢cdo entre 400-800nm, as diferengas entre os
espectros tornam-se bem acentuadas. Nessa faixa, o espectro do soro de referéncia
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evidencia um certo grau de purificacdo em rela¢&o aos outros. Para o soro sadic e positivo,
observa-se elevada concentracdc de materiais nessa faixa, caracteristica das
imunoglobulinas e de outras proteinas.

& Soro autoimune

4 —W—Soro referéncia (gGia-Cl)
|M ) ~-&-Soro sadio
L Vi
i
]

Absorbancia
[\
R
pe »

200 300 400 500 600 700 8060
Comprimento de onda (nm)

Figura 5.15 Espectros de absorcdo de luz obtidos do soro de referéncia(lgG/anti-CL), soro

sadio e soro do auto-imune .

5.3.2 - Estudos com soro de referéncia {lgG/anti-CL) e IgG nao especifica

Os gréaficos da Figura 5.16 mostram os resultados dos ensaios de adsorcdo usando
soro de referéncia (IgG/anti-CL) e 1gG n&o especifica usada na terapia de reposicdo de
pacientes com baixos niveis de IgG total. Nesses ensaios foram usados lipossomas
polimerizados na faixa do azul, nas concentragbes 0.5 e 1,0 mM. As concentragdes de

anticorpos nas soiucgdes foram expressas em termos de IgG total
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Figura 5.16 — Resposta colorimétrica (RC%) x concentragao de IgG total (mg/dL). O grafico a
esquerda mostra a RC % de lipossomas 0.5mM, enquanto o da direita mostra a RC% de
lipossomas 1mM.

Analisando as curvas oblidas observa-se que em ambos os casos a resposta
colorimétria foi menor que 7% para a IgG n&o especifica. Para a IgG anticardiolipina, as
curvas sdo de forma sigmoidal, caracterizando cooperatividade dos sitios de ligagéo para o
desenvolvimento da resposta colorimétrica. Esses resultados evidenciam a seletividade do
sistema em relacdo as imunoglobuiinas especificas, bem como a sua sensibilidade, uma vez
gue a concentracio de anticorpos anticardiolipina é muito baixa (5mg/dL aprox.). Charych e
cotaboradores [1997, 1995] obtiveram uma curva sigmoidal semelhante usando o sistema da
toxina da célera pura e GM1 como ligante e virus influenza com &cido sialico como ligante,
ressaltando a cooperatividade na tranducéo colorimétrica.

A mais alta resposta colorimétrica ( 71%), foi obtida na solugdo com menor
concentragdo de lipossomas polimerizados (0,5 mM), quando comparada aquela obtida para
a solucdo 1mM (55%), embora em ambos os casos se tenha atingido a saturac&o dos sitios
de cardiolipina sobre a superficie dos lipossomas. Esses resultados sugerem que a adsor¢éo
de imunoglobulinas fica prejudicada quando se tem uma maior concentra¢éo de lipossomas
em solugdo, provaveimente por impedimento estérico, devido & proximidade das vesiculas,
ou por interacéo entre elas.
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Na saturagdo, a relaco IgG/anti-CL foi 7,70.10* U/mmolg, 0 gue representa 4,06.10
2flipossoma para vesiculas & 0,5mM e 6,11. 10* U/mmole , o0 que representa 3,19.10°
2Nlipossoma, para vesiculas 1mM, respectivamente.

O mesmo ensaio foi realizado com solugdo 0,5 mM de lipossomas polimerizados na
cor purpura. Os resultados obtidos sdo apresentados na Figura 5.17, em comparag&o com as
curvas obtidas para os lipossomas polimerizados na faixa do azul.
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Figura 5.17 -~ Comparagdo da resposta colorimétrica % x concentracéo de IgG entre 2
sistemas lipossomais. O grafico da esquerda mostra a RC% de lipossomas polimerizados na
faixa da cor azul e o da direira exibe a RC% dos lipossomas polimerizados na faixa da cor
purpura.

Analisando-se os graficos da figura 5.17, pode-se também verificar a expressiva
diferengca entre as curvas, caracterizando a seletividade do sistema para a adsorgéo dos
auto-anticorpos especificos. Observe-se que para os lipossomas de cor purpura, a curva
perde a caracteristica sigmoidal, apresentando-se hiperbdlica. Esse comportamento reflete o
estado de maior tens@o a que estao submetidas as triplas ligagbes com o avango da
polimerizagao do azul para o parpura, resultando em maior sensibilidade & mudanga de cor
em resposta as perturbagdes externas. Nesse caso, a relagide IgG/anti-CL na saturacao foi
3.3.10* U/mmoig ou 1,74.10™2 Ulipossoma
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Na Figura 5.18 sdo apresentados 0s espectros das solugbes antes e depois da adicdo
sucessiva do scro de referéncia. Neles, a mudanca de cor do azul (A=635nm ) ou purpura

(2=540nm ) para o rosa {(A=480nm } & evidente.
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Figura 5.18 — Espectros das solugGes lipossemais 0,5mM, azul (esquerda) e purpura {direita)
apos as adicdes sucessivas de auto-anticorpos especificos (lgG/anti-CL.) presentes no soro

de referéncia

5.3.3 - Estudos com soro de individuo sadio, auto-imune e albumina (BSA).

Os ensaios realizados em cubeta com adicfes sucessivas dos soros, mostraram
diferencas significativas na resposta colorimétrica quando o tempo de incubacéo dos soros
era de 2 ou 10 minutos. Os resultados obtidos s&o mostrades na Figura 5.19.

Pode-se observar que iniciaimente a curva do scro sadic situa-se acima da curva do
soro auto-imune, porém apds 10 minutos essas posicdes se invertem. Tendo em vista que a
reacac antigenc-anticorpo @ praticamente instantanea, esse efeito cinético observado na
resposta colorimétrica deve-se principaimente as limitacdes de transferéncia de massa no

meio, as quais influenciam a dinamica do processo de adsorgéo.
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Figura 5.19- Comparacdo entre os valores de resposta colorimétrica obtidos com soro sadio
e o soro auto-imune puros, com intervalos de medidas de 2 min. e de 10 min., para

lipossomas polimerizados na faixa do azul 2 0,5 mM,

Analisando as curvas obtidas com adicdo de sorc a cada 10 minutos, pode-se
observar a seletividade dc sistema em relacio a adsorgdo dos anticorpos especificos. Na
regido do patamar, a diferenca entre as respostas colorimétricas dos soros auto-imune e
sadio & 10,47 %.

Comparandeo-se essas curvas com as obtidas na Figura 5,16, observa-se nesse caso,
um comportamento do tipo hiperbdlico, caracterizando a interferéncia dos oultros
componentes presentes no soro. Por outro lado, verifica-se que as diferencas entre as curvas
j@ ndo & tdo acentuada como nos sistemas modelos. Cabe ressaitar, gue nos trabalhos da
literatura encontram-se somente resultados para sistemas modelo.

Com o cbjetivo de verificar ¢ efeito da diluicdo dos sores, bem como o da adsor¢do de
albumina (BSA) na resposta colorimétrica, foram feitos ensaios com ambos os soros (sadio €
autoc-imune) & varias diluigbes, & com BSA 0,5 mg/mL. Os resuitades, apresentados na
Figura 5.20 mostram que a partir da diluicdo 1:20 de ambos os soros, o sistema perde a
sensibilidade. Por outro lado, aparentemente a BSA ndo foi significativamente
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adsorvida nos sitios de cardiolipina, produzindo resposta colorimétrica menor que 4% &

confirmando a seletividade do sistema.
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Figura 5.20 - — Comparacéo enitre os valores de resposta coioriméirica obtidos com soro
sadio e soro auto-imune: a varias diluigcdes, com intervalos de medidas de 2 min. (superior) &
com BSA 0.5mg/mL (inferior). Os lipossomas usados foram polimerizados na faixa do azul
com concentracdo de 0,5 mM,
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Uma observacéo experimental importante gue deve ser ressaltada, e que as solugdes
resultantes dos ensaio com soros sadic e auto-imune, quando armazenadas por 2 a 3 dias
em refrigerador a 4°C, tendem a sedimentar, © mesmo nao acontecendo com as solugbes
contendo somente lipossomas. Isso deve-se provavelmente a formacac de uma rede de
imunogiobulinas e proteinas em torno dos lipossomas, favorecendo a agregacéo com

conseqlente sedimentacéo das vesiculas.

5.3.4 - Estudos da adsorgd@o em placas de polietileno

Com o objetivo de contornar os efeitos de transferéncia de massa cbservados
anteriormente, e de se ter uma maior flexibilidade para experimentos simultaneos a varias
diluicbes, foram feitos ensaios com 0s soros sadio e auto-imune em placas de polietileno.

Os resultados obtidos s&o mostrados na Figura 5.21 para ambos ¢$ s0ros puros e
diluidos. Pode-se observar que ap6s 10 minutos tem-se a saturagao dos sitios de cardiolipina
nos lipossomas, referente a 1,93.10 ~"U/lipossoma. Para os soros puros, a diferencga entre a

resposta colorimétrica entre 0s soros sadio e auto-imune € em média 5.70 %
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Figura 5.21 ~ Resposta coloriméirica obtida atraves de cinética realizada em placas de
polietilenc com concentracdo fixa de lipossomas (0,5mM) polimerizados e diferentes

concentragdes dos soros.



Capitulo 5 — Resultados e Discusso 101

Embora adsor¢do dos auto-anticorpos nos sitios de cardiolipina seja evidente, o
funcionamento do sistema com soros reais apresenta limitagdes quanto & adsor¢ac de outros
componentes provavelmente em sitios n&o especificos, tensionando a estrutura e produzindo
resposta colorimétrica. A diluigdo do soro auto-imune ndo diminuiu esse efeito, uma vez que
o sistema perdeu a sensibilidade, por encontrar-se abaixo da relagdo estequiométrica de
saturacdo. Nesses ensaios, observou-se que diluicbes menores que 0,5mM dos lipossomas,
ndo puderam ser usadas, por comprometer a intensidade de cor das solugdes.

Esses resultados mostram que os lipossomas polimerizados s&o potenciaimente
importantes para a detec¢&o de auto-anticorpos em ensaios simples, em uma unica etapa.
Deve-se portanto identificar os componentes nac especificos mais responsaveis pelas
interferéncias, e/ou usar na preparacdo dos lipossomas fosfolipidios polimerizaveis com
diferentes posicionamentos das insaturagbes ao longo da cadeia de hidrocarboneto, para

diminuir a sensibilidade, aumentando assim a especificidade da resposta colorimetrica.
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Capitulo 6
CONCLUSOES

Através dos resultados obtidos pode-se concluir que:

- E factivel a preparagdo de lipossomas compostos de acido 10,12-tricosadiindico e
cardiolipina com 25 minutos de sonicacdo, produzindo vesiculas com didmetro
médio em torno de 230 + 30nm;

- A polimerizagado dos lipossomas formados pelo acido 10,12-tricosadiindico e
cardiolipina produz particulas capazes de absorver luz, inicialmente, no comprimento
de onda do “azul” (3 = 635nm), passando pelo “purpura’( A = 540 nm) até o “rosa” (.
= 480nm).

- A adsor¢ao de anticorpos IgG/anti-CL produziu sinal colorimétrico, caracterizado
pela mudanca de coloragdo das solugdes do “azul” e “plrpura” para “rosa’.

- O sistema apresentou boa sensibilidade e especificidade com soro de referéncia e
imunoglobulinas G n&o especifica. A diferenca entre as respostas colorimétricas foi
de aproximadamente 60%

- Lipossomas polimerizados e monoméricos apresentaram boa integridade da
bicamada lipidica. Os lipossomas monoméricos apresentaram-se instaveis,
agregando-se em aproximadamente 48 horas, enquanto que os polimerizados
mantiveram-se estaveis durante 5 meses.

- Os liposomas polimerizados na faixa do “azul” exibiram aproximadamente 5% de
diferenca de resposta colorimétrica entre soro auto-imune e soro sadio. O sistema
naoc mostrou qualquer mudanc¢a de cor, apresentando resposta colorimétrica menor
que 4% quando albumina do soro bovino foi testada.

- A aplicagao de lipossomas polimerizados formados por acido 10,12-tricosadiindico e
cardiolipina mostra-se promissora para promover o reconhecimento molecular e

transdugéo de sinal molecular de autc-anticorpos em uma Gnica etapa.
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Capitulo 7
SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

« Identificar os possiveis interferentes existentes nos soros que contribuem para aumento

da resposta colorimétrica nos lipossomas polimerizados.

« Preparar lipossomas com diferentes lipidios poiimerizaveis, contendo insaturacbes em
posicdes distintas, para avaliar especificidade e sensibilidade dessas vesiculas em
ensaios de adsorcao de anficorpos.

« Verificar a sensibilidade do sistema, utilizando varios conjuntos de soros auto-imunes.

« Verificar o comportamento do sistema polimerizado na faixa do puarpura, com diluicdo dos
SOroS.

» Preparar lipossomas com diferentes composicbes de cardiolipina para avaliar a influéncia

do ligante na polimerizacio e na resposta colorimétrica.

o Estudar a estequiometria de ligacao entre a cardiolipina, presente na superficie dos
lipossomas polimerizados, e os anticorpos.

» Verificar a distribuicao da cardiolipina na superficie dos lipossomas polimerizados, através
de técnicas como ressonancia magnética ou fluorescéncia.

+ Realizar medidas de potencial zeta para verificar melhor a estabilidade de prateleira dos
lipossomas polimerizados.
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ANEXC I

1 — Perfis de polimerizagio do fosfolipidio DCgPC

Perfis de polimerizacdo obtidos airavés de ensaios, conforme esquema citado na
metodologia, do fosfolipidic DCgsPC. Os perfis mostrados confirmam a polimerizac@o desse

fosfolipidio scmente na faixa do rosa (A = 480-490nm).

2.8
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=5 0 min.
— 8.0 min.

— 15 min.
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Figura [ — Espectros obtidos por exposigao direta da amostra de lipossomas formado
por DCgPC a lampada. UV (254nmj).
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2 — Distribuigao de tamanhos de lipossomas monomeéricos 1mM de lipidio fotal.

% in class

400
Diameter

600 800 100

Figura II - Distribuicdo de tamanhos de lipossomas monoméricos formados por PDA /Cl 20%

a pH 5,70.

Tabela I - 'Valores dos didmetros encontrados para as 2 populagbes existentes em

lipossomas monomeéricos constituidos de PDA/CI20% mol.

Pico Area Valor do didmetro
1 39% 91.4 nm
2 61% 205,2 nm
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3 - Distribuigdo de tamanhos de lipossomas polimerizados 1mM de lipidio total.

Size

N
(4]

% in class

=Y
o

200 400 600 800 100
Diar_neter '

Figura III - Distribuicdo de tamanhos de lipossomas polimerizados formados por PDA/CI
20% a pH 5,70.

Tabela II - Valores dos didmetros encontrados para a populagéo existente de lipossomas

polimerizados constituidos de PDA/CI20% mol.

Pico Area Valor didmetro

1 100% 173 nm
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4 — Membdria de céalculo do ntimero de sitios de ligagao disponiveis.

- Lipossomas polimerizados 0,5mM na faixa do azul (). = 635nm) contendo 20% mol de

cardiolipina

Dados:
Concentracéo de lipidio total: C, 1 = 0,5mM
Raio médio dos lipossomas polimerizados: R = 115 nm
Espessura da bicamada lipidica: | = 4 nm
Area ocupada pela molécula de PDA = 37" ou 0,37 nm?
Area ocupada pela molécula de Cl = 172 0ou 1,72 nm?
Volume de lipossomas polimerizados: Vip = 1,5mL

» Numero de moléculas de lipidio em solugéo:
nr=ViexCir=1,5x10° L x 0,5 x 10° mol/L = 0,75 x 10° mol
0,75 x 10®mol x 6,023 x 10® = 4,52 x 10" moléculas de lipidio.

Numero de moléculas de lipidio / lipossoma:

A7

N = [ (4rR%a) + (4n(R-)/a)], [7]

Onde a € a area minima ocupada pelas moléculas de lipidios, que é dada pela média
ponderada das areas do PDA e Cl individualmente. Portanto:

a = fragcdo molar de Cl x area ocupada pela molécula de Cl + fragdo molar do PDA x area
ocupada pela molécula do PDA

a=0.2x1,72nm*+ 0,8 x 0,37 nm* = 0,64 nm?

Substituindo-se os dados na equacdo acima, tem-se que N = 262 x 10° molécula de

lipidio/lipossoma.
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» Quantidade de lipossomas em solucéo:

Nip = ni/N = 1,72 x 10" lipossomas.

» Numero de moles de cardiolipina disponiveis na superficie dos lipossomas polimerizados

Concentracéo de lipidio total = C¢ = 0,5mM

Volume da solugéo = V. = 1,5mL

Composicao molar da cardiolipina: 20%

Assumindo que 60% da cardiolipina existente esta na superficie dos lipossomas

Nei = (CeiX Vea) X{0,2%x0,6)=05x1,5x10°x0,2x0,6

Nci= 0,09 x 107 mmole; superficie.
» Calculo de Unidades de IgG total {U) presente no soro de referéncia.

-soro de referéncia ;. 10U/mL de atividade anti-cardiolipina.

-Para lipessomas 0,5mM na faixa do “azul”’, o volume de saturag3c foi correspondenie a
700uL de soro de referéncia. Entao:

10U/mL x 700 x 10 °mL = 7U

razgo: 7UM,72x10% ____ razdo = 4,07x 10" Uflipossoma

ou

razao : 7U/0,09 x 10 mmolg; superficie » | razéo =77 x 10™* U/ mmolc; superficie
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-Para lipossomas 0,5mM na faixa do “parpura”, o volume de saturagéo foi correspondente
a 300ulL de soro de referéncia. Entdo:
10U/mL x 300 x 10 “*mL = 3U

razao: 3UM,72x 10" > razéo = 1,74 x 107 U/lipossoma

ou

razao : 3U/0,09 x 10 mmolg: superficie ———p | 8280 = 3,3 x 10™* U/ mmolg supericie.

Para lipossomas de concentracdo 1mM, os calculos foram semelhantes, corrigindo
apenas o valor da concentracéo e o volume de soro de referéncia na saturagio,
correspondente a 1,1mL.



