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RESUMO

Fatores de crescimento sdo proteinas, que entre outras funcbes biolégicas sédo
responsaveis pela cicatrizacao de tecidos através do estimulo a sintese de DNA e
divisao celular. S&o rapidamente degradados in vivo, principalmente por proteases.
Seu revestimento em nanoparticulas pode ser uma alternativa para protegé-los da
degradacao, mantendo um estimulo constante de cicatrizacdo através da liberacao
sustentada dos fatores de crescimento a partir destas. Neste trabalho os fatores de
crescimento foram incorporados em lipossomas catidnicos revestidos com o0s
biopolimeros xantana e galactomanana atraves da técnica de layer-by-layer (LbL).
O revestimento foi proposto pois lipossomas tendem a coalescer e podem ser
reconhecidos por macréfagos devido a sua carga superficial positiva. A interacdo
natural entre os polimeros xantana e galactomanana comprovou ser forte o
suficiente para estruturar até 8 camadas de LbL, por analises de microbalanca de
cristal de quartzo (QCM) e potencial zeta. A interagdo entre o tensoativo brometo
de dimetil-dioctadecil amoénio (DDAB) e a xantana, foi comprovada através da
diminuicdo da concentracdo micelar critica (CMC) do surfactante na presenca de
xantana, determinada por tensiometria, turbidimetria e fluorimetria com sonda de
pireno. Também foi comprovada através de analises de microcalorimetria
exploratoria diferencial (u-DSC) e pelos parametros termodinamicos: entalpia
padrdo de micelizacdo, entropia padrdo de micelizagdo, energia livre padréo de
micelizacdo, energia livre padrdo de adsorcdo, area minima ocupada por uma
molécula de tensoativo na interface e excesso superficial maximo na interface
ar/solugdo devido a interacdo tensoativo-polimero. Esta interacdo possibilitou o
revestimento polimérico com xantana dos lipossomas catidnicos e posteriormente
com a galactomanana. Os lipossomas revestidos pelos biopolimeros formaram
nanoparticulas com didmetro de 165 (+ 15) nm, medido por espalhamento de luz
dindmico (DLS), e com potencial zeta () de — 4 (+ 13) mV, e foram capazes de
aumentar em 10 vezes a liberacdo sustentada de fator de crescimento epidermal
(EGF), comparado a lipossomas n&o revestidos, a uma taxa de 4,7,10° min™.
Assim, a utilizacdo de biopolimeros xantana e galactomanana, possibilitou a
formacéo lipossomas revestidos, capazes de sustentar a liberacdo de fatores de
crescimento permitindo maior tempo de acéo no sitio.

Palavras chave: DDAB. Xantana. Galactomanana. EGF. Lipossomas Cationicos.
Layer-by-layer.



ABSTRACT

Growth factors are proteins secreted from activated platelets, responsible for
tissue healing trough DNA synthesis and cellular division stimulation. They are
fast degraded in vivo, specially by proteases. Their entrapment in nanopatrticles
can be an alternative to protect them from degradation, keeping a constant
tissue healing stimuli by their sustained release from the nanoparticles. In this
work the growth factors were entrapped in cationic liposomes coated by the
biopolymers xanthan and galactomannan trough the layer-by-layer (LbL)
technique. Liposomes tend to aggregate and can be recognized by
macrophages by their superficial charge, thus, coating was purposed. The
natural interaction between xanthan and galactomannan proved to be strong
enough to enable LbL structure up to 8 layers, evidenced by quartz crystal
microbalance (QCM) and zeta potential. The interaction between dimethyl-
dioctadecyl ammonium bromide (DDAB) and xanthan, was evidenced by the
surfactants critical micelle concentration (CMC) reduction in the presence of
xanthan, determined by tensiometry, turbidimetry and pyrene probe fluorimetry.
It was also evidenced by micro differential scanning calorimetry (u-DSC) and by
the following thermodynamic parameters: standard enthalpy of micellization,
standard entropy of micellization, standard free energy of micellization,
minimum area occupied by a surfactant molecule at the interface and the
surface excess concentration. This interaction enabled xanthan coating of the
cationic liposomes. The biopolymer coating of liposomes generated
nanoparticles with 165 (x 15) nm, determined by dynamic light scattering (DLS),
and with — 4 (£ 13) mV zeta potential, capable of 10 fold increase in the
sustained release of epidermal growth factor (EGF), compared to non coated
liposomes, at a 4,7,10° min™ rate.

Palavras chave: DDAB. Xantana. Galactomanana. EGF. Lipossomas

Cationicos. Layer-by-layer.
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1. INTRODUCAO

Os fatores de crescimento (FC) sdo proteinas capazes de atuar em
receptores de superficie celular e direcionar as atividades celulares para o
reparo tecidual, através da sinalizacdo de processos de vascularizacao,
coagulacéao, divisdo e diferenciacao celular (CHEN et al., 2010; LU et al., 2008;
TAYALIA e MOONEY, 2009).

Uma fonte concentrada de FC sdo as plaquetas, atuando como
reservatorios autdlogos, sem custo e de facil obtencdo (TSAY et al., 2005;
WROTNIAK, BIELECKI e GAZDZIK, 2007). Estas tém sido utilizadas em
tratamentos diversos como regeneracao 0ssea (ALVES et al.,, 2009; GANDHI
et al., 2006), cartilagens (WU et al., 2007; WU et al., 2009), reparo e prevencéo
de complicacbes periodontais (SAMMARTINO et al., 2005), cicatrizacéo
tecidual (BROWN, NANNEY e GRIFFEN, 1989) e queimaduras (PALLUA,
WOLTER e MARKOWICZ, 2010).

Entretanto, as plaquetas liberam seu contetdo de FC muito rapidamente,
aproximadamente 95% sao secretados na primeira hora apdés sua ativacéo
obrigando aqueles que as utilizam a prepara-las no momento da aplicacéo, na
forma de plasma rico em plaguetas ou plasma concentrado, limitando assim o
seu uso (WROBLEWSKI, MEJIA e WRIGHT, 2010).

Adicionalmente, os FC possuem pouca estabilidade, e para que a terapia
de cicatrizacdo seja efetiva devem atingir o sitio de acdo sem sofrer
degradacéao e ali permanecer tempo suficiente para exercerem suas funcgdes.
Desta forma, vias topicas e locais de aplicacdo de FC n&o parecem ser as mais
efetivas (UEBERSAX, MERKLE e MEINEL, 2009).

Contudo, o encapsulamento dos FC em lipossomas poderia ser uma
alternativa para aumentar a estabilidade (DEGIM et al., 2011) e evitar
degradacdo enzimatica (LU et al., 2008), de forma a potencializar o reparo de
tecidual (TSAY et al., 2005).

Lipossomas ja foram estudados como sistemas de liberacdo de FC
(ALVES et al., 2009; DALENCON et al., 1996; DEGIM et al., 2011; LI et al.,
2003; PLUM et al., 2001; XIANG et al., 2011), entretanto, a liberacdo dos FC
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poderia ser melhor modulada através de um revestimento polimérico dos
lipossomas, obtendo-se assim o perfil de liberacéo desejado.

Diversos revestimentos poliméricos ja foram propostos para alterar o perfil
de liberacdo de farmacos em lipossomas, a fim de aumentar sua eficacia e
melhorar a cinética de liberacdo, entre eles estdo colageno (FONSECA,
ALSINA e REIG, 1996), alcool polivinilico (TAKEUCHI et al., 2000), carbopol
(TAKEUCHI et al., 2003), polilisina (VOLODKIN et al., 2007), quitosana (LI et
al., 2009; MADY e DARWISH, 2010), quitosana com albumina (CHANDY e
SHARMA, 1996), quitosana com dextrana (FUKUI e FUJIMOTO, 2009;
MADRIGAL-CARBALLO et al., 2010) e quitosana com alginato (HAIDAR,
HAMDY e TABRIZIAN, 2008).

Neste trabalho, propde-se o uso inédito dos biopolimeros xantana e
galactomanana, baseado em sua interacdo natural, para estruturacdo de
revestimento polimérico via layer-by-layer (LbL) de lipossomas catibnicos de
brometo de dimetil-dioctadecil amémio (DDAB), formando um novo sistema
nanomeétrico tridimensional para liberacdo sustentada de fatores de

crescimento.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a formagédo de lipossomas cationicos revestidos com xantana e
galactomanana pela técnica de layer-by-layer a fim de controlar a cinética de

liberagéo do fator de crescimento epidermal (EGF).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Purificar e caracterizar os polimeros xantana e galactomanana por

andlises colorimétricas, espectrofotométricas e cromatograficas;

o Verificar as interagbes entre o tensoativo bromento de dimetil-
dioctadecil aménio (DDAB) e os polimeros por analises de espalhamento de luz
dindmico (DLS) e analises de microcalorimetria exploratoria diferencial (p-
DSC);

o Desenvolver lipossomas catidnicos e revesti-los com xantana e

galactomanana pela técnica de layer-by-layer;

o Gerar e caracterizar o revestimento por layer-by-layer (LbL) por
microbalanca de cristal de quartzo (QCM), microscopia de forca atbmica (AFM),
DLS e potencial zeta ();

o Incorporar o0 EGF nos lipossomas revestidos, determinar a
eficiéncia de encapsulamento e determinar a cinética de liberacdo proteica do

sistema por cromatografia;



3. REVISAO

3.1 LIPOSSOMAS

Os lipossomas séo vesiculas lipidicas, micro ou nanométricas, nas quais
uma fase aquosa € totalmente cercada por uma ou mais lamelas (bicamadas
de lipidios), constituindo um dos sistemas mais importantes para
encapsulamento e liberacéo sustentada de farmacos (TORCHILIN, 2005). Eles
podem encapsular ingredientes hidrofilicos, hidrofébicos ou anfifilicos,
principalmente compostos com extremos de log P, ou seja, muito
hidrossollveis ou lipossolaveis. Farmacos hidrofilicos tém tendéncia a
permanecer no compartimento central aquoso, enquanto que os hidrofobicos e
anfifilicos podem se encontr inseridos na bicamada lipidica (DRULIS-KAWA e
DOROTKIEWICZ-JACH, 2010).

Os lipossomas podem ser classificados de acordo com o numero de
lamelas que apresentam: vesiculas multilamelares (MLV) ou vesiculas
unilamelares (ULV), pelo tamanho: vesiculas unilamelares gigantes (GUV)
vesiculas unilamelares grandes (LUV) ou vesiculas unilamelares pequenas

(SUV) (LESOIN et al., 2011). Os tipos de lipossomas sdo apresentados na

FIGURA 1.
SUV LUV I
GuUv
MLV
1 1 1
20 nm 1 pm 200 pm
Diametro
FIGURA1 - ESQUEMA DOS TIPOS DE LIPOSSOMAS, ONDE SUV SAO VESICULAS

UNILAMELARES PEQUENAS; LUV SAO VESICULAS UNILAMELARES
GRANDES; GUV SAO VESICULAS UNILAMELARES GIGANTES E MLV
SAO VESICULAS MULTILAMELARES

FONTE: Adaptado de Jesorka e Orwar (2008)



Sistemas lipossomais sédo estudados como transportadores de diversos
farmacos como antibioticos e corticéides (GAUR et al., 2010; GREGORIADIS,
2008; KLUZA et al., 2011), material genético (BISWAS et al., 2011; HUANG et
al.,, 2011; SINGH et al., 2011), peptideos (CHEN et al., 2010; MARQUETTE,
LORBER e BECHINGER, 2010; NEGUSSIE et al., 2010), enzimas (CHAIZE e
FOURNIER, 2004; SCARPA et al.,, 2011; ZHENG et al., 2008), fatores de
crescimento plaquetarios (DALENCON et al., 1996; XIANG et al., 2011) e fator
de crescimento epidermal (EGF) (ALVES et al., 2009; DEGIM et al., 2011; LI et
al., 2003).

Os lipossomas sdo biocompativeis, pouco imunogénicos, biodegradaveis
e capazes de proteger os compostos encapsulados da diluicdo e degradacéo
no sangue. Assim, podem liberar doses concentradas do encapsulado no
tecido que necessita de tratamento, aumentando sua ag&o terapéutica.
Contudo, quando na corrente sanguinea, podem ser rapidamente reconhecidos
e atacados pelos macréfagos. Quanto maiores e mais carregados, mais
facilmente serdo reconhecidos, por isso um revestimento que neutralize sua
carga superficial e seja fino pode ser util (LEE, SILVA e MOONEY, 2011).

As maiores limitagdes dos lipossomas séo extravasar seu conteido com o
tempo e coalescer (TAYLOR et al., 2005; GREGORIADIS, SAFFIE e DE
SOUZA, 1997). Uma alternativa para superar tais limitacées é o revestimento
polimérico dos lipossomas (IWANAGA et al., 1999).

Entre os possiveis lipideos catidnicos disponiveis, o0 brometo de dimetil-
dioctadecil amdnio (DDAB) foi escolhido para a construgcédo do lipossoma, a fim
de otimizar a estruturacdo do revestimento polimérico por LbL. O DDAB
(FIGURA 2), € um sal quaternario de aménio como cabeca polar e duas cadeias
saturadas de 18 carbonos por cauda apolar (DOMENICI et al., 2012).

\/\/\/\/\/\/\/\/\ -
N“\
/W\/\/\/\/\/\/Br_
FIGURA2 - ESQUEMA DA ESTRUTURA QUIMICA DO BROMETO DE DIMETIL-

DIOCTADECIL AMONIO (DDAB)
FONTE: O autor (2013)



Por ser um lipidio catibnico de baixa toxicidade, o DDAB tém sido utilizado
no preparo de lipossomas para transfeccdo de DNA (LI et al., 2010),
encapsulamento de vetores adenovirais (STEEL et al., 2007), construcdo de
biofilmes para liberacéo de antibidticos (ROBINSON et al., 2001) e liberacdo de
antibioticos (DRULIS-KAWA e DOROTKIEWICZ-JACH, 2010; WU, J. et al.,
2007).

Uma das estratégias para 0 revestimento polimérico de sistemas
bidimensionais, como membranas, e tridimensionais, como particulas, € um

processo conhecido como automontagem ou layer-by-layer (LbL).

3.2 AUTOMONTAGEM OU LAYER-BY-LAYER

A técnica de LbL consiste na deposicdo alternada de polianions e
polications (DECHER, 1997), gerando um revestimento com mudltiplas
camadas, que se mantém unido majoritariamente por interacdes eletrostaticas
(FUKUI e FUJIMOTO, 2009). Contudo, ligacdes de hidrogénio (STOCKTON e
RUBNER, 1997; WANG et al.,, 1997), ligacbes covalentes (BRYNDA e
HOUSKA, 1996; SUN et al., 1998), interacOes hidrofobicas (KOTOV, 1999;
LOJOU e BIANCO, 2004) e forcas de van der Waals (SATO e SANO, 2005) ja
foram estudadas como possiveis forcas de estabilizacdo da automontagem.

As maiores vantagens do processo de LbL sdo a combinacdo de
diferentes materiais em filmes individuais e a determinacdo da arquitetura do
revestimento pela sequéncia de deposicdo dos materiais. Estes podem ser
escolhidos dentre véarias moléculas organicas, coléides por associacao,
polimeros, proteinas e grupos inorganicos: particulas de argila, por exemplo
(DECHER, 1997).

Outras vantagens do método incluem o controle da espessura do
revestimento no ambito nano a micrometro, possibilidade de adicdo de
moléculas alvo a superficie, estabilizacdo de moléculas sub-micrométricas (Al
et al.,, 2003), evitando o uso de particulas mecanicamente micronizadas e
termodinamicamente instaveis (RASENACK e MULLER, 2002), possibilidade
de funcionalizacdo da superficie (MADRIGAL-CARBALLO et al.,, 2010), e a



necessidade reduzida de materiais para produzir revestimentos funcionais,
comparado a outras técnicas (De VILLIERS et al., 2011).

Esquematicamente, a formacdo de filmes por automontagem pode ser
visualizada na FIGURA 3.

Substrato

FIGURA3 - ESQUEMA DOS PROCESSOS DE FORMACAO DE LbL. a) DEPOSICAO
POR IMERSAO EM SOLUCOES DE POLIANION E POLICATION, 1 E 3,
RESPECTIVAMENTE, E LAVAGEM (2 E 4). ESSES 4 PASSOS SAO A
ESTRUTURA BASICA DE FORMACAO DE LbL. b) ILUSTRACAO DA
FORMACAO DAS PRIMEIRAS CAMADAS SOBRE UM SUBSTRATO
CATIONICO

FONTE: Adaptado de Decher (1997)

3.3 REVESTIMENTOS POLIMERICOS BIODEGRADAVEIS

Os revestimentos poliméricos biodegradaveis, também conhecidos por
biopolimeros, aqui usados como sinonimia para polimeros obtidos de fontes
naturais (IUPAC, 1992), tém recebido grande atencdo no campo alimenticio e
farmacéutico, em sistemas nanocarreadores, como revestimentos polieletrélitos
para particulas e superficies (LIU et al., 2008; SHAHIDI, ARACHCHI e YEON,
1999).

Na natureza estes podem ser encontrados em varias fontes como algas
(ex: alginato), plantas (ex: galactomananas, celulose), micro-organismos (ex:

dextrana, xantana) e animais (ex: quitosana, condroitina). Podendo formar



complexos por interacdo eletrostatica e revestir moléculas com carga
superficial oposta a sua (PRABAHARAN, 2011).

As utilizagbes de biopolimeros para revestimento de lipossomas séo
diversas e variadas na literatura. Fonseca, Alsina e Reig (1996), por exemplo,
utilizaram colageno para revestir lipossomas que apos 144 h extravasaram, in
vitro, apenas 40 % do conteudo de carboxifluoresceina encapsulada, contra
100 % lipossomas sem revestimento. Takeuchi et al. (2003) utilizaram carbopol
e quitosana para aumentar as propriedades mucoadesivas de lipossomas
contendo calcitocina e seu efeito farmacoldgico foi potencializado em 4 vezes.
Volodkin et al. (2007) criaram uma impermeabilizacdo térmica para lipossomas
revestindo-os com polilisina, e mesmo apos sete dias ndo houve liberacdo de
carboxifluoresceina encapsulada a temperatura ambiente, sendo apenas
liberado acima de 50°C. Li et al. (2009) utilizaram quitosana de baixa massa
molar e obtiveram lipossomas com aproximadamente 80 nm de diametro
hidrodinamico para liberacdo ocular sustentada de diclofenaco de sédio por
mais de 24 h.

A utilizacdo de mais de um polimero para o revestimento de lipossomas
permite a funcionalizacdo destes com as caracteristicas desejadas, pela
escolha dos polimeros, sendo assim possivel arquitetar nanoparticulas.
Madrigal-Carballo et al. (2010) comprovam, por espalhamento de luz dinamico
(DLS), microscopia de forca atomica (AFM) e potencial zeta (¢), a formacgao de
lipossomas, contendo acido elagico, revestidos com até quatro camadas
intercaladas de quitosana e sulfato de dextrana, que demonstraram uma
liberagdo cada vez mais sustentada a medida que novas camadas de
revestimento foram adicionadas. As maiores nanoparticulas atingiram
aproximadamente 400 nm de diametro hidrodindAmico que mesmo apo6s 72 h
liberaram apenas 20 % de seu conteudo, in vitro, a 25°C.

Haidar, Hamdy e Tabrizian (2008) formaram lipossomas catidnicos de
DDAB revestidos com até dez camadas intercaladas de alginato e quitosana,
caracterizados por DLS, AFM e potencial ¢. Estas nanoparticulas, de
aproximadamente 400 nm, liberaram apenas 40 % do conteddo de albumina

encapsulada, in vitro, a 37°C, mesmo apos 5 dias.



Entre os polimeros ainda ndo explorados e com potencial para

revestimento de lipossomas por LbL temos a xantana (XAN) e galactomanana

(GAL), cujas propriedades serdo descritas a seguir.

3.3.1 Xantana

A xantana (XAN) ou goma xantana é
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um heteropolissacarideo aniénico

produzido pelo microorganismo Xanthomonas campestris. Seu esqueleto

consiste em unidades (1—4)-B-D-glucana com todos os residuos de glucose

substituidos no carbono 3 por uma cadeia lateral acida trissacaridica. A cadeia

trissacaridica consiste de uma unidade de acido D-gulurbnico entre duas
unidades de D-manose (FIGURA 4) (JANSSON, KENNARK e LINDBERG,

1975).
CH,OH CH,OH
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FIGURA4 - ESQUEMA DA ESTRUTURA QU“VIICA DA XANTANA (XAN)

REPRESENTANDO O  ESQUELETO  (1—4)-3-D-GLUCANA  COM
SUBSTITUICAO NO CARBONO 3 POR UMA CADEIA LATERAL
TRISSACARIDICA COMPOSTA POR UMA UNIDADE ACIDO D-

GLUCURONICO (B-1—2) E DUAS UNIDADES DE MANOSE LIGADAS.

FONTE: Sutherland (1977)



Em solugdes aquosas, a estrutura da xantana sofre uma transicéo
conformacional, induzida pelo calor, de um estado ordenado (helicoidal) para
um estado desordenado. Esta transicdo conformacional depende da forga
ibnica, natureza do eletrdlito, pH, e quantidade de acetil e piruvato da molécula
(HOLZWARTH, 1976; PAOLETTI, CESARO e DELBEN, 1983).

Em altas temperaturas e baixa forca ibnica a xantana apresenta estrutura
desordenada em solucéo, contudo a reducdo da temperatura e/ou adicdo de
ions induz a organizacdo da estrutura (NORTON et al.,, 1984). Em &gua
purificada, a 25 °C, o esqueleto da xantana € desordenado, ou parcialmente
ordenado, e altamente estendido, devido a repulséo eletrostatica das cadeias
laterais, possibilitando o alinhamento das moléculas e sua interagcdo por
ligagbes de hidrogénio (ROCHEFORT e MIDDLEMAN, 1987).

O aumento da temperatura gera um enovelamento da estrutura que causa
a dissociacao das ligacdes de hidrogénio e altera suas propriedades reoldgicas
(ROCHEFORT e MIDDLEMAN, 1987). Apos o resfriamento, as moléculas de
xantana se unem, duas a duas, formando duplas hélices (MILAS, REED e
PRINTZ, 1996). Quando ions sdo adicionados a solucdo, a 25 °C ocorre a
organizacdo da estrutura com o esqueleto em hélice simples e as cadeias

laterais colabam no esqueleto, estabilizando a estrutura (MULLER et al., 1986).

3.3.2 Galactomananas

Galactomananas (GMC) podem ser encontradas em diversas plantas,
sendo extraidas de goma Guar (Cyamopsis tetragonolobus), goma de alfarroba
(Ceratonia siliqua), tara (Caesalpinea spinosa) (MAIER et al., 1993) e de
bracatinga (Mimosa scabrella) (GANTER et al., 1997). Ha variacdes na relacdo
molar manose:galactose de 2:1; 3,5:1; 3:1 e 1,1:1, respectivamente
(CERQUEIRA et al.,, 2009). Sua estrutura consiste basicamente de um
esqueleto (1—4)-B-D-manana substituido, irregularmente, no oxigénio 6 por
(1—6)-a-D-galactose formando a cadeia lateral que confere solubilidade ao
polissacarideo (FIGURA 5) (DEA e MORRISON, 1975).

As galactomananas sdo agentes viscosantes eficientes, propriedade

controlada essencialmente pela massa molar, que produzem géis em
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associagdo a outros polissacarideos como a xantana (MORRIS et al., 1977).
Assim, isoladamente ou em misturas com outros hidrocoloides, podem ser
utilizadas para controlar a reologia de um sistema e conferir propriedades
desejadas no produto como estabilidade, textura e liberacdo controlada de
farmacos (GANTER et al., 1997).

OH OH
g #° o O
\]/ OH Ho OH Ho
J OH OH o\ OH 0
o) lo)
HO
i OH o 15
HO 0
OH
OH
FIGURA5 - ESQUEMA DA ESTRUTURA QUIMICA DA GALACTOMANANA (GMC)

REPRESENTANDO O ESQUELETO (1—4)-B-D-MANANA SUBSTITUIDO
NO OXIGENIO 6 POR UMA UNIDADE DE GALACTOSE.
FONTE: O autor (2013)

3.3.3 Interacdo Xantana-Galactomanana

Ha uma interacdo sinérgica positiva entre xantana e galactomanana em
solucéo, que resulta no aumento da viscosidade ou geleificagcdo (DEA et al.,
1977). Esta interacao foi primeiramente relatada por Rocks (1971) ao estudar a
formacdo de géis termo reversiveis com goma xantana e goma de alfarroba
(ROCKS, 1971).

Ha muitas evidéncias para a interacdo intermolecular entre xantana e
galactomanana, todavia, ndo se conhece exatamente o mecanismo dessa
interacdo (KHOURYIEH et al., 2007).

O primeiro modelo proposto foi de uma interacdo sinérgica cooperativa
entre a estrutura ordenada da xantana e o0 esqueleto pouco substituido da
galactomanana (DEA et al.,, 1977; MORRIS et al.,, 1977) (FIGURA 6). Esta

interagdo sinérgica € extremamente dependente do conteudo de galactose
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(DEA e MORRISON, 1975), bem como da distribuicAo de galactose no
esqueleto de galactomanana (MCCLEARY, 1979) resultando em géis mais
fracos (MANNION et al., 1992).

Um outro modelo propde que a interagao ocorra entre as cadeias laterais
da xantana na forma helicoidal e o esqueleto da galactomanana, as cadeias
laterais da xantana seriam inseridas em regifes adjacentes ndo substituidas do
esqueleto de galactomanana, o qual adota uma conformacéo estendida (TAKO,
1991; TAKO, ASATO e NAKAMURA, 1984) (FIGURA 6).

O terceiro modelo requer aquecimento e sugere que a interagcao
intermolecular ocorre necessariamente com a xantana na forma
desorganizada, estendida, ao invés de sua conformacédo helicoidal (CAIRNS,
MILES e MORRIS, 1986; CAIRNS et al., 1987) (FIGURA 6) resultando em géis
mais fortes (MANNION et al., 1992). Neste raciocinio também foi sugerido que
a interacdo ocorra apenas entre os segmentos das cadeias laterais da xantana
na forma desordenada (CHEETHAM e MASHIMBA, 1988; 1991). O grau de
desordem na estrutura da xantana é entédo o principal fator na interagcdo entre
xantana e galactomanana (BRESOLIN et al., 1999; RINAUDO et al., 1999).

Para o uso de tais sistemas poliméricos, devem ser utilizados métodos
analiticos a fim de caracterizar as propriedades poliméricas. Entre os principais
meétodos analiticos estdo cromatografia de exclusdo por tamanho,
espalhamento de luz dindmico e estético e potencial zeta.
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Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3

Regido pouco

Substituida (GMC) frommz

Desordenada (XAN)

Forma
Ordenada (XAN) —
Regiéo[ltamente Cadeias laterais
Substituida (GMC) (XAN)
FIGURA6 - ESQUEMA ILUSTRATIVO DOS MODELOS PROPOSTOS DE INTERACAO

ENTRE XAN E GMC. O MODELO 1 SUGERE A INTERACAO ENTRE A
ESTRUTURA ORDENADA DA XAN E O ESQUELETO POUCO
SUBSTITUIDO DA GMC. O MODELO 2 SUGERE INTERACAO ENTRE AS
CADEIAS LATERAIS DE XAN NA FORMA HELICOIDAL COM O
ESQUELETO POUCO SUBSTITUIDO DA GMC. O MODELO 3 SUGERE A
INTERACAO ENTRE A XAN NA FORMA DESORDENADA E O
ESQUELETO POUCO SUBSTITUIDO DA GMC.
FONTE: Adaptado de Tako, Asato e Nakamura (1984) e Tako (1991)

3.4 METODOS DE CARACTERIZACAO

3.4.1 Cromatografia de exclusédo por tamanho (SEC)

Uma variedade de designagdes como, filtragdo em gel, cromatografia em
gel, cromatografia de peneira molecular, cromatografia por exclusao estérica ou
cromatografia por exclusdo molecular, sdo utilizadas para definir a separacdo
baseada no tamanho molecular, cromatografia de exclusado por tamanho, como
denominada pela IUPAC (1993).

O principio desta técnica esta na permeacédo, dependente de tamanho, de
moléculas que permeiam um gel com diversos tamanhos de poros (FIGURA 7).
A resolucdo da cromatografia € dependente da difusdo molecular e do

empacotamento da coluna. Uma exclusdo estérica verdadeira se d4 sem a
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contribuicdo de interacBes entalpicas, como particdo ou adsorcéo
(GRABIELLE-MADELMONT, LESIEUR e OLLIVON, 2003).

O uso de sistema triplo de deteccdo nesta cromatografia permite a
caracterizacdo das macromoléculas separadas. E composto por detectores de
indice de refracdo, viscosidade e espalhamento de luz, os quais determinam
concentracdo, densidade molecular e massa molecular, respectivamente.
Através destes parametros é possivel determinar matematicamente outros
como viscosidade intrinseca, raio hidrodindmico e de giracdo, conformacédo
molecular, presencga de ramificagOes e agregados (STRIEGEL, 2005).
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FIGURA7 - REPRESENTACAO DA SEPARACAO DE MACROMOLECULAS POR

CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO
FONTE: O autor (2013)

3.4.2 Potencial zeta (Q)

Ao redor de uma particula carregada, contra ions ligam-se fortemente
formando a camada de Stern, ao redor desta camada forma-se outra camada
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de ions chamada difusa (FIGURA 8). Estas camadas movem-se como se
fossem parte da particula sob movimento Browniano. O potencial zeta € o
potencial elétrico no plano hidrodindmico de cisalhamento, e pode ser medido
pela mobilidade eletroforética das particulas, ao aplicar-se uma diferenca de
potencial elétrico no meio, as particulas movem-se em direcdo a carga oposta
em velocidade proporcional a sua carga (DISALVO e BOUCHET, 2012).

Om: O Plano de

. cisalhamento
5.0 e/

0
YA O. Particula com carga
superficial negativa

(&)
Camadade Stern

FIGURA8 - ESQUEMA ILUSTRATIVO DE UMA PARTICULA CARREGADA EM
SOLUCAO
FONTE: Adaptado de Malvern (2010)

O potencial zeta é de extrema importancia para a estabilidade de
dispersdes coloidais. A elaboracéo da primeira teoria para relacionar as forcas
repulsivas entre cargas semelhantes e as forcas atrativas de van der Waals
surgiu na década de 1940, sendo esta a DLVO, proposta por Derjaguin e
Landau e por Verwey e Overbeek. Quando as forcas atrativas superam as
repulsivas, potencial perto de 0 mV, o sistema perde a estabilidade e as
particulas se agregam, precipitando (DERJAGUIN e LANDAU, 1941; VERWEY
e OVERBEEK, 1948).

O potencial zeta também pode ser utilizado para monitorar o revestimento
polimérico de particulas. Quando o potencial zeta de uma particula se torna
semelhante ao potencial zeta do préprio polimero utilizado para o revestimento,
tem-se um revestimento completo. Contudo, quando este potencial mantém-se

entre o potencial zeta anterior ao revestimento e o potencial do polimero
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utilizado, tem-se um revestimento parcial, como observado por Zhou et al.

(2010) para particulas revestidas com os polimeros alginato e quitosana.

3.4.3 Métodos para determinacao da concentracdo micelar critica (CMC) e de

agregacéo molecular (CMA)

Entre as metodologias para avaliagdo de formacdo de micelas ou
agregados, tem-se a sonda de pireno, que é um hidrocarboneto aromatico
policiclico que responde a excitacdo de fluorescéncia emitindo 5 regides
vibronicas (FIGURA 9), sendo a primeira relacionada a ambientes polares e a
terceira a ambientes apolares. Dessa forma, a relagdo entre essas bandas
fornece uma medida da polaridade do sistema (HALASOVA et al., 2011).

Esta técnica é muito util e sensivel para detectar a presenca de
agregados, uma vez que estes criam dominios hidrofébicos e entdo ocorre a
migracdo do pireno para o interior daqueles. Através de isotermas é possivel
determinar a concentracdo micelar critica (CMC) de uma ou mais moléculas em
associacdo, ou a concentracao de associacdo molecular (CAM), para sistemas

poliméricos.
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FIGURA9 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA ESTRUTURA QUIMICA DO
PIRENO E SUAS BANDAS DE VIBRAGAO
FONTE: Silva (2002)

A fluorimetria com sonda de pireno expressa a CMC e a CMA pela
alteracdo da intensidade de vibracdo das bandas | e lll, e sua razdo, sendo
estas relacionadas com as micro-polaridades do sistema, indicando o
surgimento de ambientes hidrofébicos, agregados e a migragdo das moléculas
de pireno para seu interior, quando ocorre o aumento da intensidade da banda
[l em relacdo a banda | (MEHTA et al., 2008).

Halasova et al. (2011) utilizaram fluorimetria com sonda de pireno para
estudar a interacdo entre acido hialurénico e tensoativos. Contudo, o estudo foi
feito em tampao fisiologico e aparentemente a concentragédo salina interferiu na
interacdo entre o polimero e o tensoativo, encontrado uma CMA pouco menor
do que a CMC com tensoativo aniénico e ndo encontrando CMA, apenas CMC
de micelas livres, para tensoativos zwitteriénicos e catidnicos.

Outra forma de determinar a CMC e a CMA é através de medidas de
tensiometria. Neste caso, ao se formar uma gota de solucédo diluida de um
tensoativo na ponta de uma agulha, o balanco das interacdes entre cadeias

carbonicas — agua, cadeias carboOnicas — cadeias carbonicas, cabeca polar —
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cabeca polar e cabeca polar — agua, direcionard as moléculas de surfactante
para a interface da gota com o ar, a fim de que suas caudas apolares interajam
com o ar, por ser menos polar. A migracdo dessas moléculas causam a
diminuicao da tensao superficial, ou interfacial, da gota (COSGROVE, 2010).

Quando a superficie da gota esta completamente tomada por moléculas
de tensoativo, a tensédo interfacial € minima e ha um excesso superficial (I'). O
aumento da concentracdo de surfactante resultar4 na criacdo micro-dominios
apolares no seio da gota, orientado pelas liga¢cées de hidrogénio das moléculas
de &gua e pelas interagcbes entre as cadeias carbdnicas (CHAKRABORTY e
GHOSH, 2006; COSGROVE, 2010).

Ha também medidas turbidimétricas, onde a CMC e a CMA séao
determinadas com o aumento da absorbéncia, devido ao efeito Faraday-
Tyndall inerente & formacdo de agregados moleculares e coldides por
associacao (LIAW et al., 2012).

3.4.4 Microscopia de forca atdmica (AFM)

Avaliagcbes topograficas de um material podem ser realizadas por
microscopia de forga atomica (AFM). O AFM possui uma sonda sensor ligada a
um cantilever que oscila sobre a amostra e determina assim a sua topografia. A
sonda escaneia a amostra por varredura através de linhas paralelas.
Dependendo da distancia entre a amostra e o cantilever forcas de atracéo e de
repulsdo atuam produzindo uma deformacéo eléstica no ultimo (BERNARDES,
2003) (FIGURA 10).

Existem trés diferentes tipos de modos operacionais, modo contato, modo
contato intermitente e modo nao contato, diferenciados pelas forcas envolvidas
na varredura (FIGURA 11). No modo de contato intermitente, a forga sobre o
cantilever oscila proxima a frequéncia de ressonancia e o contato com a
amostra é descontinuo. O cantilever é aproximado da amostra até tocéa-la
levemente e logo é afastado. A amplitude de vibracdo do cantilever varia entre
20 e 100 nm.
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Fotodetector

Amostra

FIGURA 10 - ESQUEMA DO SISTEMA DE ANALISE TOPOGRAFICA DO MICROSCOPIO
DE FORCA ATOMICA (AFM)
FONTE: Fernandes, Paulin Filho e Morelli (2011)

Devido a alta resolucdo de imagens topograficas na escala nano, a
microscopia de forca atdbmica tém sido utilizada para polimeros (LIU et al.,
2012; YAN et al., 2012), proteinas (OLANYA et al.,, 2010; SOMAN, RICE e
SIEDLECKI, 2008) e polissacarideos (BALNOIS e WILKINSON, 2002;

MATSKO e MUELLER, 2004).
i
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NC
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FIGURA 11 — REPRESENTACAO DOS MODOS OPERACIONAIS CONTATO (C),
CONTATO INTERMITENTE (Cl) E NAO CONTATO (NC) EM FUNCAO DA
DISTANCIA ENTRE O CANTILEVER E A AMOSTRA

FONTE: Fernandes, Paulin Filho e Morelli (2011)
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3.4.5 Microcalorimetria exploratoria diferencial (u-DSC)

A microcalorimentria exploratoria diferencial € um dos métodos mais
sofisticados para explorar a termodinamica de processos de agregagdo em
solucdes. Através deste é possivel determinar a entalpia padrdo de micelizacao
(aH?.)) (CHAKRABORTY, CHAKRABORTY e GHOSH, 2006).

O equipamento de y-DSC mede a transferéncia de calor entre um cadinho
contendo a solugdo da amostra e outro cadinho contendo apenas o solvente,
dentro de um forno com temperatura controlada. A medida que o forno aquece
ou resfria o fluxo de calor entre os cadinhos é monitorado e quando ocorre um
evento térmico no cadinho contendo a amostra, este recebe ou doa calor para
o cadinho referéncia e essa transferéncia de calor é equivalente a entalpia do
evento (SPINK, 2008).

Dentre o0s eventos detectaveis e quantifichveis estdo alteracbes
conformacionais, fusao, hidratacdo/desidratacdo, agregacéo/desagregacédo ou
inclusive uma combinacdo de eventos para lipideos, &cidos nucléicos,
polimeros e proteinas (CELEJ et al., 2006).

Feitosa et al. (2012) investigaram a formacéo de vesiculas de DDAB por
p-DSC. Encontraram que até 1 mM de DDAB em agua ultra pura o DDAB
forma apenas vesiculas unilamelares e apresentam os eventos Tm a 45°C e
T'm a 40°C durante o aquecimento e o resfriamento, respectivamente. A
medida que a concentracdo de DDAB aumenta, a partir de 1 mM, surge um
novo evento térmico denominado Tp a 53°C no aquecimento, o qual aumenta
com o aumento da concentracdo de DDAB. Este evento é caracteristico da
formacdo de micelas multi lamelares e torna-se o Unico evento observado em

concentracfes de DDAB acima de 65 mM.

3.4.6 Microbalanca de cristal de quartzo (QCM)

Através do monitoramento de variacdes na frequéncia de vibracdo de um
cristal de quartzo, esta técnica permite medir alteracées de massa por area da

superficie do cristal. A adsor¢do, ou a dessorcdo de moléculas da superficie do
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cristal perturba sua ressonancia, sendo utilizado entdo para caracterizar a
formacédo de filmes de polimeros, proteinas, lipideos e até mesmo células
(DIXON, 2008).

Uma massa depositada na superficie do cristal altera sua espessura e,
por conseguinte, sua frequéncia de vibracdo. Através da equacédo de Sauerbrey
(EQUACAO 1) a variacdo de frequéncia pode ser correlacionada com a massa

adsorvida,

28 X
Af = — =—kA EQUACAO 1
f A\.'.#EPE m Q Q

onde Af é a variacdo da frequéncia de ressonancia em Hz, k € a constante do
cristal, que leva em consideracdo a é&rea geométrica do cristal (A), sua
frequéncia fundamental (f;), modo de cisalhamento do quartzo (u;)) e a
densidade deste (o;), € Am € equivalente a variacao de massa (DIXON, 2008).

Esta técnica ja foi utilizada para estudar a interacdo entre surfactantes e
polimeros. Merta, Tammelin e Stenius (2004) utilizaram cristais de ouro
revestidos com silica para estudar os efeitos do comprimento de cadeia,
densidade de carga e forca ibnica na interacdo entre surfactantes aniénicos e

amido cationico.

3.4.7 Espalhamento de luz dinamico (DLS)

Uma das estratégias para determinagcdo do coeficiente de difusdo (D) e
raio hidrodindmico (Ry) de uma particula é o espalhamento de luz dinamico
(DLS).

No DLS, uma radiacdo eletromagnética conhecida é emitida sobre uma
solucdo de amostra com diluicdo infinita. Ao atingir as particulas ocorre uma
mudanca do vetor elétrico da luz emitida que provoca o espalhamento da luz,
sendo este proporcional a concentracdo de particulas e ao tamanho destas,
uma vez que particulas menores espalham mais a luz em menores angulos, e
particulas maiores em maiores angulos, a observacdo da luz espalhada

normalmente é feita a 90 ° (BERNE e PECORA, 2000; CHU, 2007).
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A intensidade de luz espalhada varia com o movimento Browniano das
particulas, sendo inversamente proporcional ao tamanho destas, assim
particulas menores apresentardo uma maior frequéncia de variacdo da luz
espalhada do que particulas maiores. Essa movimentacdo das particulas na
solucdo € determinada como coeficiente de difusdo e é inversamente
proporcional ao Ry, das particulas, como mostra a equacédo de Stokes-Einstein
(EQUACAO 2),

D=2 EQUAGAO 2
&Ry

onde, D é o coeficiente de difusdo, k € a constante de Boltzmann, T é a
temperatura da analise, n € a viscosidade do solvente e R, € 0 raio
hidrodindmico da particula (BERNE e PECORA, 2000; CHU, 2007).

O espalhamento de luz dindmico pode ser uma ferramenta no estudo da
interacdo entre polimeros e surfactantes. Li, Wettig e Verral (2005) utilizaram o
DLS para avaliar a formacdo de agregados em sistemas semi-diluidos de
polimeros e surfactantes. Eles demonstram a agregacéo dos polimeros com o0s
surfactantes e a formacéo de micelas livres, dependendo da concentracao de
surfactante.

Apés a caracterizacdo, os sistemas particulados podem ser utilizados
para incorporar fator de crescimento epidermal, envolvido no processo
cicatricial. Assim, uma descricdo do processo de cicatrizacdo € apresentada a

sequir.

3.5 CICATRIZACAO

A cicatrizagdo é um mecanismo que promove a re-epitelizacdo da
epiderme e a substituicido da derme por nova matriz extracelular num processo
complexo e ordenado.

Primeiramente inicia-se o processo de inflamacéo a partir da agresséo do
tecido ocorre o rompimento de vasos e consequente extravasamento dos
constituintes sanguineos, dentre eles as plaquetas que se degranulam e
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agregam formando o coagulo. A coagulacéo ativa a resposta inflamatéria pela
ativacao do fator Xll (fator Hageman) e promocéo da cascata do complemento
tanto pela via classica como pela via alternada (SOTER e BADEN, 1991).

Concomitantemente, ha um aumento na permabilidade vascular e, por
guimiotaxia, atracdo de células polimorfonucleares, mondcitos, macréfagos e
linfécitos que eliminam micro-organismos e secretam fatores de crescimento e
citocinas, contribuindo para a formacdo da matriz temporaria de tecido de
granulagdo composta por proteoglicanos, glicosaminoglicanos e fibronectina
(SOTER e BADEN, 1991).

As plaquetas secretam varias citocinas — fator de crescimento derivado de
plagueta (PDGF), fator de crescimento transformador alfa (TGF-a), fator de
crescimento transformador beta (TGF-B) e fator de crescimento epidermal
(EGF) — as quais estimulam a formacao do novo tecido, bem como secretam
substancias com atividade vasoconstritora — serotonina, adenosina di-fosfato
(ADP), calcio e tromboxanos — para prevencdo da hemorragia (ROOK,
WILKINSON e EBLING, 1998).

Em uma segunda fase, determinada de fibroplasia, a secrecéo plaquetéria
de citocinas e FC estimulam a producdo e a deposicdo de fibronectina,
colagenos do tipo I, Ill e VI e acido hialurénico, além da migracdo de
fibroblastos os quais formam um tecido macio na ferida com neomatriz e
neovascularizagdo, originando a neoderme, que da suporte a neoepiderme
(WANG et al., 2000).

Os fibroblastos se organizam em arranjos radiais ligando-se a matriz
extracelular e uns aos outros gerando tensdo para a contracdo da ferida.
Simultaneamente as células endoteliais da microvasculatura préximas a ferida
dissolvem a membrana basal e migram para o novo tecido de granulacéo
formando novos capilares. Rapidamente uma nova membrana basal € formada
entre os capilares endoteliais e o tecido de granulacdo neoformado a fim de
substituir a matriz proviséria (WANG et al., 2000).

O EGF estimula a proliferacdo das células epidérmicas da margem da
ferida, as quais migram sobre a matriz proviséria estabelecendo a re-

epitelizacdo. Apos o término da re-epitelizacdo forma-se nova membrana basal
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gue fecha a nova epiderme sobre a matriz (BARRADON e GREEN, 1987;
KEDE e SABATOVITCH, 2004).

Em uma Uultima fase, denominada maturacdo ocorre a remodelacdo da
matriz extracelular a partir dos bordos da lesdo em direcao ao centro, de forma
gue o tecido das bordas em dados momentos diferem do tecido de granulacéo
mais central. Essa diferenca depende do tempo de regeneracao, da distancia
da margem da ferida e é principalmente afetada pelas citocinas liberadas e
pelo microambiente da matriz (CLARK e HENSON, 1996).

Nesta fase, a fibronectina atua majoritariamente na migracao celular, na
contracao da ferida pelos miofibroblastos e na producao de colageno, enquanto
0 acido hialurénico favorece a penetracdo de células parenquimatosas na
matriz. Com a evolug&o da matriz ambos desaparecem, resultando no aumento
dos feixes de colageno e na tensao da ferida, principalmente pela formacao de
fibrilas pelos colagenos do tipo I, Il e V, aumentando a resisténcia da ferida a
estimulos mecanicos e consequentes deformacdes (CLARK e HENSON,
1996).

3.6 FATORES DE CRESCIMENTO

As plagquetas atuam diretamente no processo de cicatrizacdo (ANITUA et
al., 2004), sendo ativadas por trombina e calcio em resposta a dano tecidual.
Sua ativacdo provoca a degranulacdo dos granulos a-plaquetarios, resultando
numa grande liberacdo de FC diretamente no local da injaria (GANDHI et al.,
2006; LU et al., 2008) que promove o reparo e reconstituicdo tecidual
(PIETRZAK e EPPLEY, 2005).

Os principais FC secretados pelas plaquetas sdo PDGF, TGF-a, TGF- e
EGF. Estes sdo proteinas capazes de atuar em receptores de superficie celular
e direcionar as atividades celulares para o reparo tecidual (CHEN et al., 2010)
através da sinalizacdo de processos de vasculariza¢éo, coagulacéo, diviséo e
diferenciacdo celular (LU et al.,, 2008; TAYALIA e MOONEY, 2009) e sua
concentracdo aumenta diretamente com a concentracdo de plaquetas
(EPPLEY, WOODELL e HIGGINS, 2004).
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Os FC sdo moléculas sinalizadoras que instruem células durante o
desenvolvimento, ligando-se a receptores de superficie celular para direcionar
suas atividades (CHEN et al., 2010). Sao secretados por diversos tipos de
células e promovem a cicatrizagcdo de forma ordenada (MURAKAMI et al.,
1999).

Os efeitos destas proteinas sado multifacetados, manifestados como
guimiotatico, mitogénico, morfogénico, apoptdtico, metabdlico e até a
combinacgao destes efeitos (MARX, 2004). Apresentam diferentes mecanismos
de acao, dependendo da concentracao, tempo de exposicdo e do tipo celular
ao qual é direcionado, sendo, portanto, utilizadas em tratamentos diversos
como regeneracdo oOssea (ALVES et al., 2009; GANDHI et al., 2006),
cartilagens (WU et al.,, 2007; WU et al., 2009), reparacdo e prevencado de
complicagbes peridontais (SAMMARTINO et al.,, 2005), cicatrizagdo tecidual
(BROWN, NANNEY e GRIFFEN, 1989) e queimaduras (PALLUA, WOLTER e
MARKOWICZ, 2010).

Os FC normalmente difundem lentamente pela matriz extracelular e agem
localmente devido a sua curta meia-vida. A capacidade de gerar uma resposta
ndo estid associada apenas ao seu tipo, mas também ao numero de células-
alvo, tipo de receptor e de resposta intracelular apos sua ligacdo ao receptor
podendo um Unico FC gerar diferentes respostas em diferentes tipos de células
(LEE, SILVA e MOONEY, 2011).

FC tém sido empregados para manipular o processo de cicatrizagdo nao
apenas facilitando o reparo tecidual no sitio de injdria, mas também in vitro na
engenharia de tecidos atribuindo biofuncionalidade & materiais sintéticos
(MALAFAYA, SILVA e REIS, 2007), uma vez que diversos FC estédo envolvidos
no processo de cicatrizacdo normal, sugere-se a sua indicacdo como agente
terapéutico para promover a cicatrizacédo de feridas (GREENHALGH, 1996).

Entre os FC, o primeiro isolado foi o EGF, um polipeptideo de 53
aminoé&cidos com 6 kDa (COHEN, 1962).

Existem dez proteinas que comp&e o grupo EGF, elas possuem estrutura
e atividade biolégica semelhante e atuam sobre o mesmo receptor de
superficie celular, sdo elas EGF, TGF- a, EGF heparina ligante (HB-EGF),
betacelulina (BTC), anfiregulina (AREG), epigen (EPGN), epiregulina (EPR) e
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neuregulina de 1 a 4 (NRG1 — 4) (HARRIS, CHUNG e COFFEY, 2003;
PRIGENT e LEMOINE, 1992).

O EGF promove a regeneracdo celular da epiderme e é essencial no
processo de cicatrizacao de feridas por estimular a proliferacdo e a migracao
de queratinécitos. Promove também a formacdo do tecido de granulacao,
etapa primordial do processo de re-epitelizacédo, e estimula a mobilidade dos
fibroblastos. Atua também como mitdgeno através de ligacdo receptor
especifica ativando a tirosina quinase e iniciando a transducédo de sinal que
resulta na sintese de &cido desoxirribonucléico (DNA) e proliferacdo celular
(CARPENTER e COHEN, 1990; CARPENTER, KING e COHEN, 1978).

Existem diversos produtos topicos comerciais a base de EGF para feridas
cronicas e queimaduras (FREW, REZAIE e SAMMUT, 2007; MOLA, ACEVEDO
e SILVA, 2003). E os estudos dos efeitos de EGF exdégeno no processo de
cicatrizacdo vém desde 1973, avaliando-se in vivo a sua aplicacdo topica em
hiperplasia epitelial de cornea apos injuria (SAVAGE e COHEN, 1973).

O uso de EGF também apresentou resultados positivos com aplicacdes
topicas e subcutaneas em feridas dérmicas, na regeneracao epitelial acelerada
e com menores cicatrizes em coelhos (FRANKLIN e LYNCH, 1979), e também
na reducdo no tempo de cicatrizacdo de queimaduras (BROWN, NANNEY e
GRIFFEN, 1989).

Com o desenvolvimento de sistemas de liberagdo de farmacos houve um
novo félego nas pesquisas com EGF para cicatrizacdo. Este novo interesse
pode resultar em terapias nanomédicas, com fatores de crescimento,
desenhadas para manipular o ambiente da ferida a nivel molecular e otimizar a
cicatrizacéo de feridas (HARDWICKE et al., 2008).

Alves et al. (2009) formaram lipossomas contendo EGF que capazes de
dobrar o recrutamento de osteoclastos in vivo, comparado a EGF néo
encapsulado, para regeneracdo de dentes. Contudo os lipossomas nao foram
caracterizados e a cinética de liberacdo de EGF nao foi determinada.

Degim et al. (2011) desenvolveram um gel contendo lipossomas
multilamelares de 4 um de didmetro. Este sistema acelerou a cicatrizacdo de
gueimaduras in vivo, contudo a cinética de liberacdo de EGF nédo foi
determinada.
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Li et al. (2003) desenvolveram lipossomas de aproximadamente 300 nm
capazes de acelerar a cura de Ulceras gastricas in vivo por administracao oral.

A cinética de liberacao de EGF a partir dos lipossomas nao foi determinada.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 PREPARO DOS POLIMEROS

4.1.1 Purificagdo dos polimeros.

A xantana comercial (Sigma-Aldrich) utilizada possui 8 % de umidade, 0,9
% de cinzas e viscosidade de 1020 cPs em solugéo a 1%. Esta foi dispersa, a 1
mg.mL™, em agua ultra pura (MilliQ system), e purificada por didlise através de
membrana de celulose com diametro de poros médio de 12 kDa (Sigma-
Aldrich) contra acido acético 0,1 mol.L™* por 3 dias, seguido por 4gua ultra pura
por 2 dias para remover o acido em excesso. O polimero foi entéo liofilizado
(Micromodulyo, Thermo) e armazenado até o uso em ambiente seco e ao
abrigo da luz.

A galactomanana comercial de alfarroba Ceratonia siliqua (Sigma-Aldrich)
utilizada possui 9 % de umidade, 0,8 % de cinzas e viscosidade de 2420 cPs
em solucéo a 1 %. Esta foi purificada por solubilizacdo, a 2,5 mg.mL™, em agua
ultra pura (MilliQ system) e centrifugacéo (Sigma 4K15C) a 10.000 g, por 20
minutos, a 40°C. Ao sobrenadante foi adicionado alcool etilico absoluto gsp
70%, esta suspensao foi centrifugada a 10.000 g, por 20 minutos, a 5°C para
precipitar toda fracdo polimérica. O polimero foi entdo lavado com etanol

absoluto, centrifugado como descrito por ultimo e seco em estufa a 40°C.

4.1.2 Caracterizacao dos polimeros

41.2.1 Cromatografia de exclusao por tamanho (SEC)

Os polimeros foram solubilizados a 0,5 mg.mL™* em NaNO;z 0,1 mol.L™
contendo 200 ppm de azida de sodio, a 60°C durante uma hora, e foram
mantidos sob agitacdo magnética a temperatura ambiente por 24 h. Apds a
solubilizagéo, foram filtrados por membrana de acetato de celulose com
didmetro de poros médio de 0,45 uym. As solugdes resultantes foram entéo
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injetadas, 100 pL, em cromatdgrafo de exclusdo por tamanho (Viscotek)
composto por detectores de UV/Vis, indice de refracdo, espalhamento de luz
laser, A de 633 nm, a 7° e 90° e viscosidade, com coluna OHpak SB-806M HQ
(Shodex). A fase movel foi igual & da solubilizacdo dos polimeros, sob fluxo de
0,4 mL.min?, a 40°C. A calibracao foi feita com padrées (Viscotek) de éxido de
polietileno (22 kg.mol™') e dextrana (70 kg.mol™). Os experimentos foram

realizados no Departamento de Quimica da UFPR.

41.2.2 Potencial zeta

O potencial ¢ foi determinado para solugdes, a 0,5 mg.mL™, dos
polimeros, e 5 mmol.L* de DDAB, em &gua ultra pura, por mobilidade
eletroforética, utilizando cubetas descartaveis de poliestireno em equipamento
Zetasizer nano-zs (Malvern), a 25°C, apos 120 segundos de estabilizagéo.
Esses experimentos foram realizados no Hospital Albert Einstein em S&o

Paulo.

41.2.3 Quantificacado de proteinas

A quantificacdo de proteinas foi feita pelo método de Hartree (1972).
Solucbes dos polimeros a 0,5 mg.mL™ foram submetidas & reagédo com o
reativo de Folin-Ciocauteau. Este método baseia-se na complexacdo da
proteina com o cobre alcalino e a reducédo do fosfomolibdato-fosfotungstato a
acido fosfomolibdotungtico, provocada pelos aminoacidos tirosina e triptofano,
resultando na coloracdo azul da solucdo. As amostras foram submetidas a
comparacdo com curva padrao de albumina com linearidade de 20 a 100
ug.mL™, R = 0,999 e a seguinte equacéo da reta: y = A , 0,00352 + 0,0077. As

analises foram feitas em espectrofotdmetro, A de 650 nm (HARTREE, 1972).
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4124 Métodos espectrométricos

Os polimeros também foram caracterizados por espectroscopia no
infravermelho e por ressonancia magnética nuclear de préton (*H-RMN).

Os espectros de infravermelho (FTIR) foram obtidos por reflectancia
atenuada com sonda pontual, utiizando um Espectrofotbmetro de
Infravermelho VERTEX 70 (BRUKER) com 4 cm™ de resolucdo e transformada
de Fourier. Os espectros foram obtidos na regido de 4000 — 600 cm™ em
absorbéancia (%), sendo efetuadas 16 varreduras nas amostras em po.
Experimento realizado no Departamento de Quimica da UFPR.

O RMN de proéton foi realizado em equipamento DRX-400 (BRUKER), em
tubo de 5 mm de diametro, em agua deuterada (D,O 99 %, Cambridge Isotope
Laboratories) a 70°C. Os deslocamentos quimicos de proton (& 2,224 ppm)
foram baseados no da acetona, utilizada como padréo interno.

Os polimeros foram solubilizados, a 10 mg.mL?, em D,O e entdo
liofilizados. Promoveu-se a troca de hidrogénios das hidroxilas por deutério e a
remocado de agua presente através da repeticdo desse processo por trés vezes.

Os espectros foram obtidos na frequéncia base de 400 MHz, janela
espectral de 8250 Hz, com intervalo de aquisicdo de 4 s, intervalo entre os
pulsos de 1 s, com no minimo 16 aquisicfes, e com espectro de resolucdo de
16 K. Esses experimentos foram realizados no Departamento de Bioquimica da
UFPR.

4.2 DETERMINACAO DAS CONCENTRACOES DE AGREGACAO
MOLECULAR E MICELAR CRITICA

Os polimeros e o lipidio foram submetidos a analises de tensiometria,
turbidimetria e fluorimetria para a determinagcdo das concentracdes de
agregacdo molecular (CAM) dos polimeros, e concentracdo micelar critica
(CMC) do tensoativo. Foram preparadas solucdes de diversas concentracfes
em agua ultra pura, com aquecimento dos polimeros a 60°C por 1 h, e agitacéo

magneética por 24 h. A fim de verificar a interagdo entre XAN e DDAB diferentes
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quantidades de lipidio foram adicionadas a solucées de XAN, 0,5 mg.mL™?, em

agua ultra pura. Estas amostras foram entdo submetidas as seguintes analises.
4.2.1 Tensiometria

As analises foram realizadas, a 25°C, de acordo com o método do formato
da gota pendente em equipamento OCA15 (Dataphysics). Uma gota da
solucdo do polimero, ou tensoativo, € formada na ponta de uma agulha e
permanece pendente. O formato da gota € captado por uma camera e através
do software SCA20, a tensao interfacial é determinada pela curvatura da gota

através da equacao de Laplace-Young abaixo,

P.— P =(D-1) i EQUACAO 3

onde, P; é a pressao interna, P, € a pressdo externa, D a dimensao espacial, R

€ o0 raio de curvatura da gota e y é a tensdo superficial. As analises foram

realizadas até valores constantes no Departamento de Quimica da UFPR.
4.2.2 Turbidimetria

As solugcbes foram analisadas em cubeta de quartzo, em
espectrofotometro UV2600 (Shimadzu) sob comprimento de onda de 600 nm
como descrito por Harmon et al. (2011). Analises realizadas no Departamento
de Quimica da UFPR.

4.2.3 Fluorimetria

Solugdo metandlica de Pireno (Fluka) foi adicionado as amostras, qsp
concentracéo final de 1 pg.mL™. Apés 60 minutos de estabilizacdo as amostras
foram analisadas em cubeta de quartzo para fluorescéncia, em

espectrofotometro de fluorescéncia F4500 (Hitachi), com excitacdo em 336 nm
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e varredura de 360 a 460 nm. Anadlises foram realizadas no Departamento de
Quimica da UFPR.

4.2.4 Microcalorimetria exploratéria diferencial (u-DSC)

As amostras foram solubilizadas, sem aquecimento, e apenas para este
experimento foram solubilizadas em NaCl 10 mmol.L™, XAN a 0,5 mg.mL™ e
DDAB a 5 mmol.L™. As varreduras foram realizadas, de 25°C a 100°C, em
equipamento Micro DSC Il (Setaram), em atmosfera inerte de nitrogénio, sob
fluxo de 15 bar, em cadinhos de 1 cm™ com taxa de aquecimento e de
resfriamento de 0,2°C.min™. A fim de verificar a interacdo entre XAN e DDAB, o
lipidio foi adicionado, a 5 mmol.L™, & uma solucdo 0,5 mg.mL™ de XAN e
submetido a varredura como anteriormente citado. Os dados foram coletados e
analisados pelo software Setsoft 2000. As andlises foram realizadas no
Departamento de Quimica da UFPR.

4.2.4.1 Parametros termodinamicos de micelizacdo

O grau de ionizacdo das micelas foi determinado por titulacdo

condutimétrica e a energia livre de Gibbs padrdo de micelizagdo (AGS,.) foi
calculada por (BERG, 2010),
AGl,. il FiRTlocmc EQUACAO 4

onde, 8 € o grau aparente de contra ion ligados a micela, calculado por 1 — a,
sendo a o grau de ionizacdo das micelas, R é a constante universal dos gases
e T é a temperatura de micelizacéo.

O excesso superficial maximo na interface solucao/ar (I,....) foi calculado

através da isoterma de adsorcéao de Gibbs (TADROS, 1984),

I —_1(3}’) EQUACAO 5
MAEX " 2.303RT \Blege/ 1 QUAG

32



onde, R a constante universal dos gases, T a temperatura, ¥ a tenséo
interfacial/superficial e ¢ a concentracdo de surfactante.

Conhecendo-se I, foi possivel calcular a &rea minima ocupada por uma
molécula de surfactante na interface (an.:»), @ qual foi calculada segundo
Tadros (1984),

iB
10 EQUACAO 6

Bpiy = ———
TR ""'-Ar."l‘lﬂ_‘,{

onde, Na é 0 niumero de Avogadro.

A energia livre padrdo de adsorcdo (AGY;.) na interface solucdo/ar foi
calculada por (SIKIRIC, PRIMOZIC e FILIPOVIC-VINCEKOVIC, 2002),

MG, = AGR:. — Tome/Tmax EQUACAO 7

onde, m... € a pressao superficial na CMC, calculada pela diferenca entre a

tensdo superficial da dgua pura e a tensao superficial da solu¢do de surfactante
na CMC.

A entropia padrdo de micelizagdo (AS? ), para processos que ocorram a

ic

temperatura e pressdo constantes foi calculada pela EQUACAO 8 (BERG,

2010), a partir da entalpia padrdo de micelizacdo (AHZ

mic

) fornecida pelo

software de y-DSC e a energia livre padréo de micelizagdo (A, ) calculada:

ic
D PRET— D . ~
2SS, = (Fmsm) EQUAGAO 8

O ganho de entropia do sistema contendo micelas formadas com xantana
pode ser relacionado a recuperacdo da entropia translacional dos contra ions
gue ndo necessitam adsorver a superficie das micelas para estabiliza-las. Esta

entropia translacional pode ser determinada por (WANG et al., 2003):

AS? = As? — AS?

mic livra micligada

EQUACAO 9
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4.2.5 Microbalanca de cristal de quartzo (QCM)

Triplicatas foram realizadas em equipamento SRS QCM200 com célula de
fluxo. Cristais de ouro/cromo com vibragdo de 5 MHz (SRS) foram lavados por
imersdo em solugdo piranha (H,O, 1:3 H,SO,4) por 5 minutos e enxaguados
com agua ultra pura (MilliQ system).

A fim de mimetizar modificar a superficie do cristal de ouro, para formar
uma camada hidrofébica, este foi imerso em solucao cloroférmica de hexanotiol
(Sigma-Aldrich) a 5 mmol.L™* por 5 minutos e seco em temperatura ambiente
com N, como ja descrito em literatura (LIEBAU et al., 1998; MORITA, NUKUI e
KUBOI, 2006; TOMINAGA et al., 2004).. Entdo este cristal foi revestido com
DDAB por imers&o em solugéo cloroférmica a 5 mmol.L™.

O cristal revestido com DDAB foi posicionado em uma célula de fluxo na
qual as solucdes poliméricas, a 0,5 mg.mL* em &gua ultra pura, foram
alternadamente injetadas a 0,1 mL.min, com auxilio de uma bomba de
seringa (KdScientific). Entre a injecdo dos polimeros a célula de fluxo foi lavada

com a injecdo de 1 mL de &gua ultra pura, sob mesmo fluxo.

4.2.6 Microscopia de forga atdbmica (AFM)

Imagens de cada camada sobre o cristal de QCM foram obtidas com
microscopio Agilent PicoPlus Molecular Imaging, em ar a 25°C, com cantilever
de silicone com amplitude entre 50 a 100 nm e frequéncia de ressonancia de
aproximadamente 300 kHz. Foi utilizado modo de contato intermitente via
cantilever p-Masch com constante de mola 4,7 N.m™ e ponta com curvatura de
raio menor a 10 nm. O processamento das imagens e célculo da rugosidade

média superficial (RMS) foram realizados através do software Gwyddion.

4.2.7 Angulo de contato

Os angulos de contato do cristal de QCM revestido foram determinados, a

25°C, para gotas de 15 pL de agua ultra pura, com equipamento OCA15
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(Dataphysics). A gota € depositada sobre a superficie a ser analisada e uma
camera capta essa imagem, através do software SCA20 o angulo formado
entre a borda da gota e a superficie é determinado. Quanto maior o angulo de
contato, menor é a forca de coeséo entre a 4gua e a superficie, e portanto,

mais apolar é a superficie.

4.3 PREPARO E CARACTERIZACAO DE LIPOSSOMAS

Uma vez que o EGF adquirido para ser utilizado neste trabalho néo foi de
padrdo analitico, este foi submetido a uma etapa de purificagdo com
centrifugacéo, 10.000 g por 20 minutos, a 25°C, com 5 etapas de lavagem por
agua ultra pura (MilliQ system), em tubo Amicon com cutoff de 3 kDa
(Millipore), inferior ao tamanho do EGF descrito em literatura de 6 kDa
(COHEN, 1962).

Os lipossomas foram preparados de acordo com Domenici et al. (2012)
com modificacées. O DDAB foi solubilizado em cloroférmio, a 5 mmol.L™, o
solvente foi rotaevaporado a 40°C formando um filme de lipidio na parede do
baldo, este foi ressuspenso em solugéo de EGF (Caragen), 5 ug.mL™*, em 4gua
ultra pura (MilliQ system), concentracédo similar ao publicado por Alves et al.,
(2009) e Degim et al. (2011), sob agitacdo a 40°C por 2 horas. Entdo, o
material foi submetido a ultrassom (Sonics vibra cell) com sonda por 5 minutos,
sem aguecimento e em banho de agua a temperatura ambiente. Apos 24h de
repouso os lipossomas foram filtrados por membrana de acetato de celulose

com diametro de poros médio de 0,45 um.

4.3.1 Revestimento dos lipossomas

A suspensao de lipossomas foi diluida 1:10 com agua ultra pura e
centrifugada a 10.000 g por 20 minutos, a 25°C. O sobrenadante foi descartado
e os lipossomas foram ressuspensos em solucédo de XAN, 0,5 mg.mL™, com
auxilio de agitacdo vortex, e foram novamente centrifugados. Apos

centrifugacédo, foram lavados com agua ultra pura e novamente centrifugados.

35



Finalmente, foram ressuspensos com GMC, 0,5 mg.mL™, centrifugados e
lavados como descrito anteriormente.

Os lipossomas foram caracterizados por espalhamento de luz dinamico
(DLS), através da determinagdo do diametro hidrodindmico dos lipossomas
sem revestimento, revestidos com XAN e revestidos com XAN e GMC, em
equipamento NanoDLS (Brookhaven Instruments) semelhante a Scarioti et al.
(2011). O potencial ¢ dos lipossomas foi determinado sem revestimento, e com
até 8 camadas de revestimento, como descrito no item 4.1.2.2, a fim de
relacionar a carga superficial das particulas, no seu plano de cisalhamento,
com a carga superficial dos polimeros a cada camada de revestimento.
Imagens dos lipossomas sem revestimento, revestidos com XAN e revestidos
com XAN e GMC, foram feitas como descrito no item 4.3.3 sobre silicio, lavado

com solucao piranha, como descrito no item 4.3.2.

4.4  CINETICA DE LIBERACAO DE EGF

Lipossomas sem revestimento, revestidos com XAN e revestidos com
XAN e GMC foram colocados, em triplicatas, em membranas de celulose para
dialise, com didmetro de poros médio de 12 kDa (Sigma-Aldrich), e imersas em
solucdo tampéao fosfato 0,1 mol.L™, pH 5,5 para mimetizar condicdes dérmicas
(WAGNER et al., 2003), sob agitacgdo magnética a 35°C, por 48 horas.
Aliquotas de 1 mL foram coletadas do meio e o volume foi reposto com
tampéao.

As aliquotas coletadas foram diluidas 1:10 na fase moével, filtradas por
membrana Millipore, com didametro de poros de 0,45 ym, e 20 yL de cada
amostra foram injetados em cromatédgrafo liquido de alta eficiéncia Prominence
(Shimadzu), com coluna Symmetry C18 (4,6 x 250 mm, particulas de 5 ym). O
método foi adaptado de acordo com os métodos de Clayton et al. (2005),
Furuya, Akashi e Hirayama (1989) e Yang et al. (2005), para isocratico com
fase movel 40% acetonitrila em agua e acido trifluoro acético a 0,1%, sob fluxo
de 1 mL.min?, a 40°C, e deteccdo em 210 nm, resultando em tempo de

retencdo para EGF de 4,8 minutos.
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A gquantificacdo de EGF foi feita por CLAE pelo método descrito
anteriormente utilizando uma curva padrdo de albumina. O EGF foi entédo
submetido a teste de limites de deteccdo e quantificacdo e linearidade. A
eficiéncia de incorporagdo de EGF pelos lipossomas revestidos foi feita de
forma direta e indireta em triplicata. Os lipossomas revestidos contendo EGF
foram centrifugados a 10.000 g por 20 minutos, a 25°C, o sobrenadante foi
analisado por CLAE para quantificar o quanto ndo foi incorporado, e

indiretamente o quanto foi incorporado, de acordo com a EQUACAO 10.

[EGF no sobrenadants]
EGF Total

Eficiéncia de incorporacio = { ) — 1} x 100 EQUACAO 10

Entdo, o precipitado foi ressuspenso e as nanoparticulas foram lisadas
pela adicdo de Triton X-100 gsp 3 %, como descrito por Chen, Cole e Srivatsa
(2000) e Lu et al. (2008), e entdo foi feita a quantificacdo de forma direta por
CLAE.

[EGF no lisado]
% 100

E o . d . A0 —=
ficiencia de incorporacao ( EGF Total

EQUACAO 11
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5.  RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CARACTERIZACAO DOS POLIMEROS

Os polimeros obtidos comercialmente e os purificados para utilizagdo no
presente trabalho, xantana (XAN) e galactomanana (GMC), foram
caracterizados por SEC.

Os polimeros purificados exibiram uma distribuicdo unimodal (FIGURA 12),
e os valores de massa molar média-ponderal (My) e raio de giro (<S*> *) para
a XAN, de 1,0 , 10° g.mol™ e 69,2 nm, foram semelhantes aos descritos em
literatura por Gulrez et al. (2012). A GMC apresentou M,, e <S*> * de 2,57 ,
10° e 52,1 nm, e similares ao descrito por Dakia et al. (2008) de 5,25 , 10°
g.mol™* e 57,4 nm (TABELA 1).

GMC 5 XAN

RI(mV)

RALS (mV)
s 88
RALS (mV)
58 5 85 3

T

20 / \ \\ 20 f i
! “ 0] ! o,
g PO TR S — — N et b

: :
8 7 8 H 10 11 5 6 7 8 9 10

Volume de retengdo (mL) Volume de retencdo (mL)

FIGURA 12 — PERFIL CROMATOGRAFICO DOS POLIMEROS A 0,5 mg.mL™, ELUIDOS A
0,4 mL.min* COM NaNO; 0,1 mol.L™, 200 ppm DE AZIDA DE SODIO, A
40°C, ATRAVES DE COLUNA Shodex OHpak SB-806M HQ, DETECTADOS
POR INDICE DE REFRACAO (RI) E ESPALHAMENTO DE LUZ ESTATICO
A 90° (RALS). POLIMEROS COMERCIAIS EM VERMELHO E
PURIFICADOS EM PRETO.

FONTE: O autor (2013)
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Os potenciais zeta, referente ao potencial no plano de cisalhamento dos
coloides, de + 52,2 mV para o DDAB e de — 50,3 mV para a XAN, evidenciaram
uma grande diferenca de carga, sugerindo que ambos possam interagir por
uma forte interagcéo eletrostatica. A carga negativa de — 14,2 mV da GMC, um
polimero em principio neutro, pode ser devido a proteinas ligadas, e que
permaneceram contaminando o material mesmo ap0s 0 processo de
purificacdo e precipitacdo com alcool etilico, ou a adsorcao de ions presentes
em solug¢do aquosa, bem como ao carater acido fraco dos grupos hidroxila do
polissacarideo (TABELA 1).

TABELA1 - MASSA MOLAR MEDIA-PONDERAL (My), RAIO DE GIRO (<S> %) E
POTENCIAL ZETA (J) PARA AS AMOSTRAS DE POLIMEROS E DDAB

Moléculas* M, (g.mol?)  <S?>"(nm) Potencial { (mV) Proteinas (%)

XAN 1,03, 10° 69,2 - 50,3 (+6) 0,83
GMC 2,57 . 10° 52,1 - 14,2 (£13) 1,46
DDAB 630 - +53,5 (+10) -

* Xan e GMC a 0,5 mg/mL em &gua ultra pura e DDAB a 5 mmol/L em agua ultra pura.
FONTE: O autor (2013)

A relagcdo molar manose:galactose observada para a galactomanana foi
de 2:1 (FIGURA 13), sugerindo que durante o processo de purificacédo, fracdes
pouco substituidas da cadeia de manose por galactose foram eliminadas,
restando assim apenas as fracdes mais hidrossollveis. O grau de substituicdo
da cadeia de manose por galactose foi determinado por H-RMN e em
comparacao com Ono (2004) houve uma pequena variacdo dos deslocamentos
guimicos de 5,02 ppm para 4,98 ppm e de 4,75 ppm para 4,71 ppm, para
galactose e manose, respectivamente.

A espectrometria de infravermelho (FTIR) confirmou estruturas comuns a
polissacarideos. As largas bandas entre 800 e 1200 cm™ (FIGURA 14a) sdo
tipicas de carboidratos e se referem as ligacdes C — C e a ligacdes C — O de
alcodis. Outra banda larga esta entre 2840 e 3000 cm™ (FIGURA 14d), referente
a ligacdo C — H de alcanos. Bandas referentes a vibracdo entre o esqueleto de
polissacarideos e suas ramificacdes geralmente ficam entre 1300 e 1500 cm™
(FIGURA 14b). A maior diferenca entre os polissacarideos estd em 1750 cm™
(FIGURA 14c) e refere-se a ligacdo C = O do grupamento acido da XAN,
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confirmando assim o seu carater polianionico (SILVERSTEIN, BASSLER e
MORRIL, 1991).
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FIGURA 13 - 'H-RMN DA GMC PURIFICADA, INSERTO COM A REGIAO DOS
CARBONOS ANOMERICOS DE MANOSE E GALACTOSE DA
GALACTOMANANA DE ALFARROBA PURIFICADA, USANDO D,0O COMO
SOLVENTE A 70°C

FONTE: O autor (2013)
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FIGURA 14 — FTIR DOS POLIMEROS PURIFICADOS. a) VIBRACAO DAS LIGAGCOES C -
C E C - O TIPICAS DE POLISSACARIDEOS. b) VIBRACAO ENTRE
ESQUELETO E RAMIFICACOES DA CADEIA POLISSACARIDICA. c)
VIBRACAO DA LIGACAO ACIDA C = 0. d) VIBRACAO DAS LIGACOES C -
H DE ALCANOS. XANTANA EM VERMELHO E GALACTOMANANA EM
PRETO

FONTE: O autor (2013)
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5.1.2 Determinacao da CAM dos polimeros
A determinacdo da concentracdo de agregacdo molecular (CAM) é

importante para estabelecer a concentracdo apropriada de polimeros para o
revestimento de lipossomas, assegurando que as cadeias dos polimeros
estejam livres, ao invés de agregadas, formando revestimento fino e
homogéneo, tornando o revestimento o mais reprodutivel possivel.

A CAM e a CMC podem ser consideradas como concentra¢des limiares
para saturar a interface da gota com o ar (CHAKRABORTY, CHAKRABORTY e
GHOSH, 2006), evidenciadas ao se atingir a tensdo interfacial minima. As
moléculas de 4gua expelem as cadeias poliméricas, ou de tensoativo, a fim de
interagirem entre si formando o maior numero possivel de ligacdes de
hidrogénio (COSGROVE, 2010). Desta forma as porcdes hidrofébicas das
moléculas de surfactante, ou de polimero, ocupam a superficie da gota a fim de
interagirem com o ar, por ser menos polar. Quando toda a superficie da gota
esta repleta, e a tenséo interfacial for a minima, o aumento da concentracdo de
polimero, ou de surfactante, gera a formacdo de agregados, criando dominios
hidrofobicos no seio da gota (BERG, 2010).

A CAM dos polimeros variou entre 1 e 10 mg.mL™, como observado na
FIGURA 15 pelo valor minimo de tensdo interfacial e pelo aumento da razéo
banda Ill/l e da turbidimetria do sistema. Sugeriu-se a utlizacdo de
concentracdes inferiores as de agregacdo molecular dos polimeros, e neste
trabalho foram utilizadas concentraces de 0,5 mg.mL™ para o revestimento de
lipossomas, a fim de evitar a presenca de agregados intermoleculares entre as

cadeias poliméricas.
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FONTE: O autor (2013)
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5.2 DETERMINACAO DA CMC DO DDAB E INTERACAO DDAB E XAN

As técnicas utilizadas para a determinacdo da CAM dos polimeros
também foram utilizadas para determinar a CMC do tensoativo DDAB e para
verificar a interacdo entre DDAB e XAN, uma vez que a XAN possui carga
negativa mais pronunciada e, portanto, foi escolhida como a primeira camada
para revestir os lipossomas catiénicos.

Correlacionando os dados das trés técnicas para determinagdo da CMC
(FIGURA 16), observou-se para o DDAB valores entre 0,1 e 3 mmol.L™. O valor
da CMC do DDAB foi confirmada por titulagdo condutimétrica para encontrar
em precisamente 1,43 mmol.L™* (FIGURA 17).

As trés técnicas de determinacdo da CMC (FIGURA 16) mostraram uma
reducao significativa da CMC do DDAB na presenca de XAN, indicando uma
interacdo cooperativa positiva, como também encontrada por Mehta, Bhawna,
Bhasin et al. (2008) e Mehta, Bhawna, Kaur et al. (2008).

O DDAB é capaz de formar agregados pela ligagdo de moléculas de
surfactante com o esqueleto celulésico da XAN, ainda que a superficie da gota
nao esteja completamente saturada. Desta forma a interac&o hidrofébica entre
a cauda do tensoativo e a XAN, bem como as interacdes ibnicas entre o
tensoativo e a XAN, sobrepujam a repulsdo Coulombiana das cabecas
catibnicas do DDAB (CHAKRABORTY, CHAKRABORTY e GHOSH, 2006).

Para visualizar a formagdo de agregados, e testar a hipotese de uma
interacdo entre DDAB e XAN, abaixo da CMC do DDAB, amostras com
concentracdes 10° mmol.L™ e 10 mmol.L™ de DDAB, na presenca de XAN a
0,5 mg.mL™, foram analisadas por AFM sobre silicio. Como pode ser visto na
FIGURA 18, véarias micelas de DDAB se agregam sobre as cadeias de XAN,
criando uma rede de agregacdo com 102 mmol.L" de DDAB, uma

concentracdo em que ndo ocorreria agregacado sem a presenca de XAN.
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FIGURA 16 -
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FIGURA 17 - DETERMINACAO DA CMC DO DDAB POR  TITULACAO
CONDUTIMETRICA EM AGUA ULTRA PURA A 25°C, EM
CONCENTRACOES DE 1 x 10 A 6 mmol.L™

FONTE: O autor (2013)

FIGURA 18 — IMAGEM TOPOGRAFICA POR AFM SOBRE SILICIO DE (a) 10° mmol.L™"
DDAB COM 0,5 mg.mL™ XAN E (b) 10? mmol.L™* DDAB COM 0,5 mg.mL™ de
XAN

FONTE: O autor (2013)

A interagdo entre DDAB e XAN também foi evidenciada por
microcalorimetria (u-DSC), como pode ser visto na FIGURA 19, onde na

presenca de XAN a entalpia padrédo de micelizagdo (AH”..) do DDAB, descrito

ic

por Brito e Marques (2005), em temperaturas de 40,67 e 40,35°C,
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respectivamente para DDAB e DDAB em presenca de xantana, no
resfriamento, foi aumentado em 5 vezes (TABELA 2).

As curvas obtidas de aquecimento e resfriamento para DDAB, na
presenca ou ndo de XAN, apresentaram apenas as temperaturas referentes a
vesiculas unilamelares, descritas por Feitosa et al. (2012). Este autor cita que
na concentracdo de 5 mM o perfil de DDAB é semelhante a 1 mM, e que ha
predominancia de vesiculas unilamelares.

O mesmo autor mostra que na concentracdo de 10 mM de DDAB, h4 a
formacdo de vesiculas multilamelares e que estas tendem a formar vesiculas
unilamelares com o passar do tempo, atingindo um platé apés 16h. as 24h de
repouso utilizadas neste trabalho antes da filtracdo podem entdo favorecer a
predominancia de vesiculas unilamelares. Segundo Ono et al. (2005) solucdes
de DDAB até 3 mM apresentam a coexisténcia de micelas e vesiculas
unilamelares. Acima desta concentracdo encontra-se no sistema apenas
vesiculas unilamelares e multilamelares, estas dependentes da concentracao.

Utilizando as informagdes dos experimentos de tensiometria e as anélises
por microcalorimetria, foi possivel determinar a energia livre padrdo de
adsorgcdo (AG2,.), a energia livre padrdo de micelizagdo (AG2.,), 0 excesso
maximo superficial (Max), @ area minima ocupada por uma molécula de

tensoativo na interface (amin), a entropia padrdo de micelizacdo (as2..) e a

ic

entropia translacional dos contra fons (AS?), conforme TABELA 2.
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FIGURA 19 - ANALISE DE u-DSC SOB ATMOSFERA DE N, A 0,2°C.min™. DDAB 5
mmol.L" EM VERMELHO, XAN 0,5 mg.mL™ EM AZUL E A MISTURA DE
AMBOS, NAS MESMAS CONCENTRACOES, EM PRETO. AMOSTRAS
PREPARADAS EM 10 mmol.L™" NaCl

FONTE: O autor (2013)

TABELA2 - PARAMETROS TERMODINAMICOS DETERMINADOS POR VARREDURA
EM pu-DSC E CALCULADOS

Parametros Termodinamicos DDAB DDAB + XAN
CMC (mol.L'™Y 1,43 103 1,10°
AGE (kJ.mol™) -16,1 -32,0
AGZ,; (kJ.mol™) - 38,8 - 32,2
Mmax (Mol.M) 8,2,107 4,7 , 103
amn (NM?) 2,0 3,5,10™
AHD,. (kJ.mol™) 16,1 80,0
"!"53?1[: (J.mol'lK'l) 107 375
AS? (J.mol'K™) - 268

FONTE: O autor (2013)
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InteragBes entre surfactantes e polimeros de cargas opostas séo
consideradas como processos de troca idnica, onde contra ions condensados
nas cadeias poliméricas sdo substituidos por moléculas de tensoativo
(EHTEZAZI, GOVENDER e STOLINK, 2000; KONOP e COLLY, 1999; WANG
e TAM, 2002). Essa interacdo pode ser reforcada por agregacdo cooperativa
entre as cadeias alquilicas dos surfactantes e as regifes hidrofébicas dos
polimeros (FUNDIN et al., 1997; MATULIS, ROUZINA e BLOOMFIELD, 2000).

A interacdo eletrostdtica é entdo dirigida pela entropia e contraria a
entalpia, controlada pelo espacamento linear das cargas na cadeia polimérica
(EHTEZAZI, GOVENDER e STOLINK, 2000; MATULIS, ROUZINA e
BLOOMFIELD, 2000; WANG e TAM, 2002). O aumento da entropia €
relacionado a ruptura das liga¢c6es do solvente para a formag¢do das micelas,
como descrito por Wang et al. (2003). O aumento da entalpia de micelizac&o

(aH%;.) na presenca de XAN, de 16 kJ.mol* para 80 kJ.mol*, pode ser
facilmente compensado entdo pelo aumento da entropia de micelizag&o (ASY;.)

na presenca da mesma, de 107 para 375 J.mol'K™* (TABELA 2).

A energia livre padrdo de adsorcdo (a6®,.) mais negativa que a energia

ads

livre padrdo de micelizacdo (a62;.), para o DDAB (TABELA 2), revelam que a

adsorcéao na interface € mais espontanea do que a micelizacdo. Contudo, na
presenca de XAN, a micelizacdo (- 32,0 kJ.mol™) torna-se praticamente t&o
espontanea quanto a adsorc&o interfacial (- 32,2 kJ.mol™), comprovando que a
interacdo entre DDAB e XAN favorece a formacdo de agregados abaixo da
CMC do DDAB.

A area minima ocupada por uma molécula de surfactante na interface

(amin) encontrada para DDAB foi igual ao encontrado por Kondo et al. (1993).

Sua reducdo na presenca de XAN, em conjunto com o aumento do excesso

superficial maximo na interface solucdo/ar (In.x), podem confirmar a formacao

de agregados, uma vez que moléculas de surfactante deixarédo a interface para
formé-los, exigindo uma maior quantidade de moléculas para ocorrer a
saturacao da interface.

Tensoativos catidnicos, como o DDAB, possuem uma repulsao

Coulumbiana entre suas cabecas polares de mesma carga. Para que ocorra a
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formacdo de micelas, contra-ions da solucdo adsorvem-se a superficie da
micela. A medida que os contra ions ligam-se as micelas, sua entropia
translacional é perdida, o que é termodinamicamente desfavoravel (TABELA 2).
No caso da formagdo de micelas na presenca de polimeros, as moléculas de
surfactante adsorvem-se as cadeias poliméricas com espacamento linear entre
si, reduzindo a repulsdo Coulumbiana e necessitando de uma menor
guantidade de contra-ions para a estabilizacdo, de forma que contra-ions
preservam sua entropia translacional. Portanto, a entropia da micelizagdo é
aumentada (WANG et al., 2003), e o processo é favoravel, como demonstrado
pelo As? .. mais negativo (TABELA 2).

A microbalanca de cristal de quartzo (QCM) foi utilizada para comprovar a
interacdo entre DDAB e XAN, e posteriormente com GMC, para que o LbL
pudesse ser estruturado e mantido.

Uma vez que os lipossomas seriam o molde para revestimento, o cristal
de ouro deveria ser revestido com DDAB. Para garantir o revestimento
apropriado, o cristal foi revestido com hexanotiol primeiro, a fim de interagir o
grupamento tiol com o ouro, através de uma ligacdo semi-covalente, e deixar a
cadeia alquilica exposta na interface com o meio liquido para interagir com as
cadeias apolares do DDAB, deixando a cabeca polar do tensoativo mais na
interface para interagir com as cadeias do polianion, XAN. Um esquema desse

processo esta representado na FIGURA 20 a seguir.
A topografia do cristal foi analisada por AFM (FIGURA 21) e o angulo de

contato (TABELA 3) formado pela agua ultra pura com as superficies foram

determinados em cada camada depositada.
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FIGURA 20 — ESQUEMA DA ESTRUTURA DE LBL SOBRE O CRISTAL DE QCM. AS
CAMADAS SAO OURO, HEXANOTIOL, DDAB, XAN E GMC, DE BAIXO
PARA CIMA

FONTE: O autor (2013)

Os dados de QCM mostram adsorcéo de ambos os polimeros (TABELA 3),
sendo maior a de GMC pela maior variacdo de frequéncia. Isso pode ser
compreendido, visto que o revestimento com XAN € mais irregular, como
evidenciado pela maior RMS por AFM (TABELA 3). Uma vez que foi utilizado
aguecimento da xantana para sua solubilizacdo, possivelmente esta formou a
estrutura de dupla hélice com o comprimento de persisténcia (L,) de até 125
nm segundo Chazeau (1995), dificultando um revestimento conciso e deixando
poros que sdo entéo preenchidos por GMC, uma vez que esta possui um L, de
9 nm, de acordo com Morris et al. (2008). A GMC além de interagir com XAN
pode também interagir eletrostaticamente com DDAB, devido a sua carga
negativa (TABELA 1).
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FIGURA 21 - IMAGEM,TOPOGRAFICA POR AFM DE LBL SOBRE CRISTAL DE QCM. a)
SUPERFICIE DE OURO; b) HEXANOTIOL; c) DDAB; d) XAN; e) GMC
FONTE: O autor (2013)

Na FIGURA 2l1a pode-se observar que o cristal de QCM apresenta uma
superficie extremamente homogénea, e pouco rugosa (TABELA 3). Apds o
revestimento com hexanotiol (FIGURA 21b), a rugosidade do cristal foi
praticamente dobrada. O DDAB aumentou pouco a rugosidade, em relagdo ao
hexanotiol, contudo pode-se visualizar um relevo mais acidentado (FIGURA
21c), sobre o qual a XAN (FIGURA 21d) foi depositada formando uma superficie
mais irregular e rugosa. Devido ao seu comprimento de persisténcia, a
interacdo natural com a XAN e a sua carga negativa, a GMC (FIGURA 21e) foi

capaz de formar um revestimento mais homogéneo.
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TABELA3 - ADSORGCAO SOBRE CRISTAL DE QCM DE OURO. Af MEDIDO POR QCM,
RMS POR AFM E ANGULO DE CONTATO DETERMINADO POR GOTA
SESSIL DE AGUA ULTRA PURA

. QCM AFM  Angulo de contato
Superficie
- Af RMS (nm) °

Ouro - 2,6 73 (x1)
Ouro + Hexanaotiol - 5,0 98 (x 1)
Ouro + Hexanotiol + DDAB 0 6,1 62 (x 2)
Ouro + Hexanotiol + DDAB

+ XAN 95,7 (£ 17,5) 20,0 66 (+ 1)
Ouro + Hexanotiol + DDAB

+ XAN + GMC 165,0 (£ 49,5) 11,6 77 (£ 1)

- Af = variacéo de frequéncia; RMS= Rugosidade media da superficie.
FONTE: O autor (2013)

As analises de angulo de contato confirmam o revestimento de todas as
camadas (TABELA 3). O hexanotiol tornou a superficie mais apolar e o DDAB a
mais polar, concordando com seu potencial zeta. A camada de XAN aumentou
um pouco o angulo de contato, em relacdo ao DDAB, indicando uma superficie
um pouco menos polar, como esperado, e a camada de GMC aumentou o
angulo de contato.

Através da EQUACAO 1 foi possivel correlacionar a variacdo de frequéncia
do cristal de QCM com a massa adsorvida de polimero, contudo esta equacéo
€ aplicavel apenas a polimeros rigidos, e sua utilizacdo neste caso acarretaria
um erro. Entretanto, a partir de — Af pode-se observar que houve uma adsorcéo
polimérica mais pronunciada nas primeiras camadas, e uma queda na
adsorcdo de polimeros & medida que o LbL foi estruturado (FIGURA 22a).
Compreensivelmente, visto que a interacdo eletrostatica € maior do que as
outras interacbes, e que a carga positiva superficial dos lipossomas foi
responséavel pela grande adsorcao polimérica inicial (camadas 1 e 2), a medida
gue esta foi sendo diminuida, cada vez menos polimeros foram adsorvidos.
Embora a massa adsorvida tenha diminuido, a adsorcéo foi o suficiente para

alterar o potencial zeta das nanoparticulas (FIGURA 22b).
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FIGURA 22 - a) DETERMINACAO DA VARIACAO DE FREQUENCIA (N = 3) POR QCM
DE LBL. b) MEDIA DO POTENCIAL ZETA DE LIPOSSOMAS REVESTIDOS
POR LBL A CADA CAMADA. BARRAS INDICAM DESVIO PADRAO

FONTE: O autor (2013)

Por analise de potencial zeta das nanoparticulas revestidas, foi
confirmada a estruturacao eficiente de LbL até 8 camadas (FIGURA 22b). A
primeira camada de XAN foi capaz de reduzir o potencial ¢ de + 55 mV dos
lipossomas de DDAB para + 35 mV, reflexo de um revestimento incompleto,
uma vez gue esta técnica mede a carga superficial da particula no seu plano de
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cisalhamento; a carga positiva remanescente se deve a exposicdo de cargas
de moléculas de DDAB nao revestidas. Todavia, a primeira camada de GMC foi
eficiente em blindar toda carga superficial do lipossoma, conferindo as
nanoparticulas um potencial ligeiramente negativo (— 4 mV).

A segunda camada de XAN foi entdo eficiente em reduzir o potencial
das nanoparticulas para — 50 mV, relativos aos valores obtidos para a xantana.
O potencial ¢ das nanoparticulas variou entdo entre — 10 mV e — 50 mV com os

revestimentos subsequentes.

5.3 NANOPARTICULAS

Tendo em vista que apenas a primeira camada de cada polimero teve
adsorcao expressiva, as nanoparticulas foram limitadas a apenas uma camada
de cada. O revestimento com XAN dos lipossomas resultou no aumento do
diametro hidrodinamico (Dy) de 62 (= 9) nm para 132 (£ 22) nm (FIGURA 23),
enguanto o revestimento destes com XAN e GMC gerou nanoparticulas com
165 (£15) nm. Embora o revestimento com XAN tenha apresentado uma menor
variacdo de frequéncia no QCM e uma menor variagdo do potencial ¢ das
nanoparticulas, este apresentou maior contribuicdo ao diametro hidrodinamico
que a GMC. Novamente, isso pode ser explicado pelo menor L, da GMC, uma
vez que grande parte desta foi adsorvida nos poros deixados por XAN. As
nanoparticulas podem ser vistas na FIGURA 24.
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FIGURA 23 — DISTRIBUICAO GAUSSIANA DO DIAMETRO HIDRODINAMICO (D) DOS
LIPOSSOMAS (e) E DAS NANOPARTICULAS REVESTIDAS COM XAN (m)
E NANOPARTICULAS REVESTIDAS COM XAN + GMC (¢), EM AGUA
ULTRA PURA, A 25°C.

FONTE: O autor (2013)

- e

FIGURA 24 —
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MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA DOS LIPOSSOMAS SEM

REVESTIMENTO (a); REVESTIDOS COM XANTANA (b); REVESTIDOS
COM XANTANA E GALACTOMANANA (c), DEPOSITADOS SOBRE
SiLiCIO.

FONTE: O autor (2013)

5.4 EFICIENCIA DE ENCAPSULAMENTO E CINETICA DE LIBERACAO

O EGF purificado para este trabalho apresentou concentracdo de 55
ug.mL™, equivalente & albumina, e a partir desta concentracéo foi diluido para
teste de limites de quantificacdo e deteccdo, 0,55 ng.mL* e 5,5 ng.mL™,
respectivamente, com R? igual a 0,992.

A eficiéncia de incorporacdo do EGF foi determinada em 72 (£ 3) % pelo
método direto e 67 (x 5) % pelo método indireto, superior a 58 % encontrada
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por Degim et al. (2011) e a 18 % encontrada por Li et al. (2003). Determinada
por CLAE de forma direta e indireta (FIGURA 25), resultando na concentracao

final de 3,6 ug.mL™ nas nanoparticulas revestidas.
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FIGURA 25 - (a) CURVA PADRAO PARA QUANTIFICACAO DE EGF POR CLAE. (b)
DETERMINACAO DA EFICIENCIA DE ENCAPSULAMENTO DE EGF POR
CLAE. EM PRETO AS MOLECULAS ENCAPSULADAS E EM ROSA AS
NAO ENCAPSULADAS

FONTE: O autor (2013)

Tanto XAN quanto GMC tiveram participagdo na alteracdo do perfil de
liberagcdo das nanoparticulas, como visto na FIGURA 26. Os dados foram
tratados para apresentar uma linha de tendéncia (BERG, 2010) com a equacgao
de cinética de primeira ordem (EQUACAO 10). O modelo serviu todas as retas

com R acima de 0,99.

Liberacio EGF (%) = Liberacio EGF % [1 — exp (—kt)] EQUACAO 12

Lipossomas sem revestimento apresentaram uma taxa de liberacéo de 5
102 min™, lipossomas revestidos apenas com XAN apresentaram uma taxa de
liberacdo 3 vezes maior, 1,6 , 102 min™, e os lipossomas revestidos com XAN
e GMC apresentaram uma taxa de liberacdo 10 vezes mais sustentada do que
lipossomas sem revestimento, com taxa de 4,7 x 10 min™. Possivelmente o

mecanismo de liberacdo de EGF seja a difusdo deste através do lipossoma e
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do revestimento polimérico, uma vez que a liberacdo foi gradativa e néo
apresentou liberacOes abruptas, atribuiveis a erosdo da nanoparticula e
extravasamento do seu conteudo.

A liberacdo sustentada de EGF permite que este atue constantemente no
sitio da injuria estimulando a sintese de DNA pelas células e,

conseguentemente, acelerando o processo de cicatrizacao.
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FIGURA 26 — TENDENCIA DO PERFIL DE LIBERACAO IN VITRO DE EGF A PARTIR
DAS NANOPARTICULAS (N = 3) TRATADAS COMO CINETICA DE
PRIMEIRA ORDEM. LIPOSSOMAS SEM REVESTIMENTO (e),
REVESTIDOS COM XAN (m) E REVESTIDOS COM XAN + GMC ().
FONTE: O autor (2013)
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6. CONCLUSOES

Os polimeros xantana e galactomanana purificados foram caracterizados
por cromatografia de exclusdo por tamanho, espectroscopia de infravermelho e
ressonancia magnética nuclear, revelando um maior grau de substituicdo para
a galactomanana purificada que o usual para goma de alfarroba.

A interacdo entre o DDAB e a XAN foi caracterizada pela reducdo da
CMC do DDAB em presenca de XAN através de tensiometria, turbidimetria e
fluorimetria com sonda de pireno. Também foi evidenciada pelo aumento da
entalpia de micelizagdo por avaliada por u-DSC, e pelos parametros
termodinamicos calculados. A aproximacdo entre a energia livre padrdo de
micelizag&o e a energia livre padréo de adsorgao indica, 0 aumento do excesso
superficial do tensoativo, a reducdo da area minima ocupada por uma molécula
de tensoativo na interface, 0 aumento da entropia de micelizacdo e o ganho de
entropia translacional comprovam a maior espontaneidade da micelizacdo na
presenca de XAN.

Foram desenvolvidos lipossomas cationicos revestidos com XAN e GMC
pela técnica de layer-by-layer (LbL), caracterizados por DLS, AFM e Potencial
¢. O revestimento LbL foi caracterizado por AFM, até 10 camadas por QCM, e
até 8 camadas por Potencial {. O EGF foi encapsulado com eficiéncia de 72%
e sua cinética de liberacdo in vitro a partir das nanoparticulas foi determinada
por CLAE.

As nanoparticulas formadas foram capazes de sustentar a liberacdo 10
vezes mais do que os lipossomas sem revestimento, com apenas uma camada
de cada polimero. O uso de polissacarideos naturais em sistemas
nanometricos tridimensionais de liberacao sustentada oferece

biocompatibilidade, obtencéo facil e abundante com baixos custos.
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