UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
~ CENTRO ACADEMICO DE VITORIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM SAUDE HUMANA E MEIO AMBIENTE

DEBORA MAXIMO DAS NEVES LUNA

PROPRIEDADES INTERFACIAIS DE UM NOVO
DERIVADO PIRIMIDINICO E SUA INTERACAO COM
MONOCAMADAS FLUTUANTES MISTAS DE LIPIDIO-
LIPOPOLIMERO

Vitoria de Santo Antao
2011



1i

DEBORA MAXIMO DAS NEVES LUNA

PROPRIEDADES INTERFACIAIS DE UM NOVO
DERIVADO PIRIMIDINICO E SUA INTERACAO COM
MONOCAMADAS FLUTUANTES MISTAS DE LIPIDIO-
LIPOPOLIMERO

Dissertacdo apresentada ao Programa de PoOs-
Graduacdo em Saude Humana e Meio Ambiente
da Universidade Federal de Pernambuco como
requisito para obtencdo do titulo de Mestre em
Saude Humana e Meio Ambiente.

Area de Concentracéo: Biotecnologia

Orientador: Prof. Dr. César Augusto Souza de Andrade

Co-Orientador: Prof. Dr. Emerson Peter da Silva Falcao

Vitdria de Santo Antao
2011



Catalogacao na fonte
Sistema de Bibliotecas da UFPE - Biblioteca Setorial do CAV

1ii

L961p

Luna, Débora Maximo das Neves.
Propriedades interfaciais de um novo derivado pirimidinico e sua interacao

com monocamadas flutuantes mistas de lipidio-lipopolimero / Débora Maximo
das Neves Luna. Vitoria de Santo Antao: O autor, 2011.
xv, 55 folhas: il; tab.; fig.

Orientador: César Augusto Souza de Andrade.
Co-orientador: Emerson Peter da Silva Falcao.
Dissertacao (Mestrado) - Universidade Federal de Pernambuco, CAV. Salude

Humana e Meio Ambiente, 2011.
Inclui bibliografia e anexos.

1. Biotecnologia. 2. Lipideos preguilados. 3. Monocamadas de Langmuir. 4.
Derivado pirimidinico. |. Andrade, César Augusto Souza de. Il. Falcao, Emerson

Peter da Silva Falc3o. Ill. Titulo.

660.6 CDD (21.ed.) BIBCAV/UFPE-014/2011

CRB-4/1148



v

Programa de Pés-Graduagdo em Saude Humana e Meio Ambiente — Mestrado Académico

DEBORA MAXIMO DAS NEVES LUNA

“AVALIACAO DAS PROPRIEDADES INTERFACIAIS DE NOVOS COMPOSTOS
PIRIMIDINICOS 2,6 DISSUBSTITUIDOS E SUA INTERACAO COM FILMES BIOLOGICOS
MONOMOLECULARES”

DISSERTAGCAO APROVADA em 22 de fevereiro de 2011

Banca Examinadora

Chudime Homerha, Jouna, Fintlea

Profa. Dra. Christine Lamenha Luna Finkler

o
Twidehiefodbogul @,

Profa. Dra. Nereide Stela Santos Magalhaes

)
Nty Ponas doVu Sem

Profa. Dra. Noemia Pereira da Silva Santos



Aos professores, familiares e amigos.



vi

AGRADECIMENTOS

Ao meu Deus por me guiar, proteger e permitir que toda esta pesquisa fosse
concluida.

A minha familia, meus pais Josival e Fatima, meu irmdo Rodrigo, Tia Lenita, Tio
Cavalcante, Tia Aldenice, Tia Socorro, Luciana, Denise, Carol e Thayse por me inserirem no
seio familiar com muito amor e pela forca em todos os momentos principalmente naqueles
gque mais precisei.

Ao Prof. César Augusto por ter me dado a oportunidade de té-lo como orientador, por
sua dedicacao, estando sempre disponivel a dar suporte em tudo o que fosse necessario ao
desenvolvimento deste trabalho, sempre com muita tranquilidade e bom humor, minha
gratidao e respeito.

A Profa. Noemia Pereira pelo incentivo a carreira cientifica, pelas orientagées, apoio
e amizade. A Profa. Christine pelas primeiras consideragées, ao Prof. Emerson Peter pelas
orientacdes e por compartilhar conhecimentos de uma forma irreverente e especial.

Aos amigos da turma do mestrado, em especial, a Camilla, Daniel e Felipe pela
amizade, palavras, conselhos e incentivos. A Adalva e Ana pela atencdo, simpatia e
generosidade impar.

A todos que fazem parte do grupo de Polimeros Nao-Convencionais (PNC) por terem
me recebido muito bem e em especial ao Prof. Celso Melo por permitir minha estadia por 14,
ao Prof. Clécio Santos pelas orientagcbes, a Virginia por todo o suporte dado e a Tarcyla
pelas imagens de AFM. Aos membros do grupo de Tecnologia em Biomateriais (TecBio),
Jadilson, Tallita, Jéssica, Helena, Dany, Gilcélia e Jordana pela forca, trocas de
conhecimento, davidas compartilhadas e pela amizade. A familia SLC e em especial &
Profa. Nereide Magalhdes pelos primeiros incentivos e orientacdo na area cientifica e que
certamente estéo refletidos neste trabalho. Aos membros da banca por aceitarem o convite,
pelas sugestdes e criticas dadas.

A FACEPE e ao CNPq pelo apoio financeiro.

Aos demais colegas e amigos que certamente contribuiram de forma direta ou

indireta para o andamento e conclusédo desta pesquisa.



vii

SUMARIO

LISTA DE FIGURAS ...ttt ettt e e e e ettt et e e e e e e ettt e e e e e e e s e nnnbbnaeeeaeens iX
LISTA DE TABELAS . ...ttt ettt ettt e e e e e ettt et e e e e e e e a sttt e et e e e e e s annnsrbneeaaeens Xi
LISTA DE SIMBOLOS ..ottt ettt ettt ettt ettt e teara e eaeeteaneanee s Xii
LISTA DE ABREVIATURAS ...ttt ettt et e e e e e e s st a e e e e e e s s nnnenneeeaaens Xiii
RESUMO ... Xiv
A B ST RA CT ittt e e e e e e ettt e e e e e e e e et — e aae e e e e et rr ittt aeeeeaeanrrrrraaaaaeaaaans XV
(07N =1t U1 1 OO 1
00 R 1 1 (0o 18 o= Lo IR P PP PP PP PPPPPPPPPPPPP 1
I @ ] o= 110 PSS 3
I T @ ] o ][] 11V I =T - | OSSPSR 3
1.2.2. Objetivos ESPECIICOS. ..uuuuiiiii i 3
G I S oS- To Je b= W 1 (=T = L (0 - NPT 4
IS T I 1Y AV To [ 1S3 T 1o oo LR 4
O I o Lo 1= 0 1 =T T USSP 5
I T o 13 (0] 0 o 1T 1= USSP 5
1.3.4. Lipidios PEGUIIAAOS .....cuvveeiii et e s e e e e e et e e e e e aanee 6
1.3.5. FIIMes de LangmMUIr .........ooiiiieiiiiiee e s e e e e e e et e s s e e e e e aaanees 9
1.3.5.1. Filmes de Langmuir- HISTOMCO .........ooeiiiiiiiiiiiiiee e 11
1.3.5.2. Acuba de LangmuUIir .......ccoooeiiiiiiiee e 13
1.3.5.3. Condicbes experimentais para a obtencéo de filmes de Langmuir ............ 14
1.3.6. TENSAO SUPEITICIAL () wevvrrrnieiiieeii e e e e e e 15
1.3.7. Pressao de SUPEIMICIE.........uuieiiiiie i 16
1.3.8. Potencial de SUPEITICIE ........uuuiiiiiiiiiiieee e 18
NIRC I I\ o] aToTor=Tg gF=To F= TSR To] o174 Vo F- L 19
1.3.10. Filmes de Langmuir-Blodgett (LB).........ccoviiiiiiiiiiiieeeecceceee e 19
1.3.11 Microscopia de for¢a atdmica (AFM) ..........uuuuuummmmmmmmiiiiieeeiinnneennenennnennenrnnnnnns 21

CAPITULO 2 - Propriedades interfaciais de monocamadas flutuantes compostas por
um novo derivado pirimidinico € lHIPOPOIIMEro ........cooiiiiiiiiiiiiie e 24
PN B =T U] 1 [ PP PP PTTRUPPPPTT 24
FZ 0 1 ¢ 10 To [ [~ o P SSPPPPRRI 25
P2 Y = = g o L=< (o o o S 26

R T Y F= 1 =T = | TP 26



viii

2.3.2. Medidas de pressao e potencial de superfiCie............cuvvevvvviiiiiiiiiiiiiiiiinennnn, 27

2.3.3. Medidas de microscopia de forga atimiCal...........ccvvvvveeiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiieeeeeeee 27

2.4. RESUIAUOS € DISCUSSAO .....uuuuiiieeeeiieeiiiiaae e e e eeeeeiaitaaa e e e e e e e eeaetta s e s e eaaeeeanaennaaaeaaaeeennnes 27

T O o] o Tod [ 1= 0 =PRSS 38

P T (] (=] =] o = 3PP 40

DISCUSSAO GERAL E CONCLUSOES........citiiiiiiiiiieisisieisisis ettt 45

REFERENCIAS ...tttk ettt en e 47

ANEXO A = ARTIGO . c.ceiiiii ettt e e e e ettt e e e e e e e e e st a e e e e e e s s s nnnrranaeaaaeaeaans XVi

ANEXO B — ARTIGO SUBMETIDO A PUBLICACAO .....c.ccoovoeceeeeeeeee e, XXiv
ANEXO C — APRESENTACAO DE TRABALHO E RESUMOS PUBLICADOS EM ANAIS

DE CONGRESSOS ...ttt e e e e e e e e e e e e e e s e e bt aeaaeeeaaassnraaeaaaeens XXVi

ANEXO D= NORMAS DA REVISTA ..o s XXVili



Figura 1.1
Figura 1.2
Figura 1.3

Figura 1.4

Figura 1.5

Figura 1.6
Figura 1.7

Figura 1.8

Figura 1.9

Figura 1.10

Figura 1.11

Figura 2.1

Figura 2.2

Figura 2.3

LISTA DE FIGURAS

Série 4-amino-2,6-diaril-5-ciano-pirimidiniCoS.............cuvvvvvvevieeeeiininnnne.
Esquema representativo da constituicdo do lipossoma .......................
llustragdo esquematica do lipossoma “Stealth®..............ccccooveevieeenenn

Esquema representativo das moléculas de PEG, evidenciando as

mudancas de conformacdo (a) pancake, (b) mushroom e (c)

Esquema representativo de moléculas de DSPE-PEG,y formando
uma monocamada de Langmuir ...........ccoooeeee

Irving Langmuir e Katharine Burr Blodgett............ccccceviiiiiiiiieieinininnee,
Cuba de Langmuir € aCESSOKIOS........cuuvvririeeeeeeiiiiiieeeeeeeeessiinreeeeeaeen e

Figura ilustrativa das forgcas de atragdo entre as moléculas na
superficie e interior do liqUIdO.........cccooeiiiiiiiiiic

[SOtErMAa LTI X A dO DPPC.... e

Esquema representativo da medida de potencial de superficie pelo
Método da placa VIbrante............cccccuuiuiuiiiiiiiiiiiiiiiriiieeeerererre e

Deposicdo do filme de Langmuir em substrato sélido através da

técnica de LB (@) e deposicao tipo X, Y, Z (D)...ccccceeviieiiiiiiiiieiiieeee
Estruturas quimicas do APCP, DSPE-PEGyy € DPPC.........ccvvvveeen.

Isotermas 7FA das monocamadas de APCP puro a diferentes

Isotermas 4V-A das monocamadas de APCP puro a diferentes pHSs....

10

12

13

16

17

19

20

26

28



Figura 2.4

Figura 2.5

Figura 2.6

Figura 2.7

Figura 2.8

Figura 2.9

Figura 2.10

Isotermas 7F-A do sistema binario DPPC/(DSPE-PEG,qq) a diferentes
concentragdes relativas de PEG-fosfolipidios (x = {1, 3, 6, € 9 mol%}).
Detalhe: Isoterma [7//A da monocamada pura de DSPE-

Isotermas AV-A do sistema binario DPPC/(DSPE-PEG,y0) a
diferentes concentraces relativas de PEG-fosfolipidios (x = {1, 3, 6,
e 9 mol%]}). Detalhe: Isoterma AV-A da monocamada pura de DSPE-
PEGzooo .................................................................................................

Isotermas /A do sistema ternario DPPC/(DSPE-PEG;p0)/APCP a
diferentes concentracfes relativas de APCP (x = {0.5, 1.5, 3.0 e 4.3
1010 o) 3 TP PP RPPPR PRI

Isotermas AV-A do sistema ternario DPPC/(DSPE-PEG,00)/APCP a
diferentes concentragfes relativas de APCP (x = {0.5, 1.5, 3.0 e 4.3
010 o) 3 T PSP P PP PP PPRPP

Variacdo da distancia entre os sitios peguilados (D) para
DPPC/(DSPE-PEGy ) em funcdo do aumento da concentragéo
molar de  (DSPE-PEG,y) a diferentes pressées de
RS0 0= 1 [ = RSP SEERS

Variacdo da distancia entre os sitios peguilados (D) para
DPPC/(DSPE-PEG)/APCP em funcdo do aumento da
concentragcdo molar de (DSPE-PEG,y) a diferentes pressfes de
RS0 0= 3 (o = RSP SRUR P

Imagem topografica de AFM (10umx10um) de monocamada pura de
DPPC/(DSPE-PEG;000) (a) € mista de DPPC/(DSPE-PEGq0)/APCP
(b) transferida €m MICA ........cccooeiiiiiiiicicc e

32

33

34

35

36

37

38



Xi

LISTA DE TABELAS

Tabela 2.1 pH da subfase, area molecular media, potencial de superficie,
momento de dipolo e diferenca de potencial da dupla camada das

monocamadas flutuantes de APCP......c.vviviiiee e 31



LISTA DE SIMBOLOS

..G'OO’} X =0 > T Q

j=]

o

O 2+

Q

L
PHp
pH
AV
AV nax

-<_|:|g

Yo

Aceleragéo da gravidade

Altura

Angulo de contato do sensor

Area por molécula

Carga elementar

Comprimento

Constante de Boltzmann

Constante dielétrica do meio
Densidade

Diferenca de potencial através da dupla camada
Diferenca entre os sitios peguilados
Espessura

Forca ibnica

Fracdo molar do lipidio

Frequéncia inicial

Grau de ionizacao

Largura

Momento dipolo perpendicular

pH do volume (bulk)

pH inicial

Potencial de superficie

Potencial de superficie maximo
Presséo de colapso

Pressdao de superficie

Temperatura

Tenséo superficial

Tensao superficial da subfase limpa

Xii



Xiii

LISTA DE ABREVIATURAS

amm Area molecular média

APCP 4-amino-2-fenil 6(p-fluor-fenil)-5-carbonitrila-pirimidina
C Colapso

DPPC 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina

DSPE-PEG,y 1,2 Distearoil-fosfoetanolamina

G Fase gasosa

LB Filmes de Langmuir-Blodgett
LC Fase liquido-condensada

LE Fase liquido-expandida

PEG Polietilenoglicol

PEO Poli(6xido de etileno)

PTFE Politetrafluoroetileno

SFM Sistema fagocitario mononuclear



Xiv

RESUMO

O 4-amino-2-fenil, 6(p-fluor-fenil)-5-carbonitrila-pirimidina (APCP) é um novo
derivado de pirimidina com baixa solubilidade em agua e propriedade antiinflamatéria. Neste
trabalho, o comportamento interfacial do filme de 1,2-distearoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina-N-[poli(etileno glicol),p00], i.€., DSPE-PEG,00; 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-
fosfatidilcolina (DPPC) e de um novo derivado pirimidinico (APCP), foi avaliado e
posteriormente comparados com o comportamento interfacial dos sistemas binarios e
ternarios da mistura destas moléculas em diferentes fracbes molares. A isoterma de
pressdo de superficie-area (I1-A) mostrou que as moléculas tanto de APCP quanto de
DSPE-PEG,y € DPPC formaram filmes estaveis na interface ar-agua. O sistema binario
(DPPC/DSPE-PEG) € ternario (DPPC/DSPE-PEGy0/APCP) apresentou miscibilidade
entre os componentes. A inclusédo do APCP na monocamada DPPC/DSPE-PEG,qq, tornou o
perfil mais expandido & medida que se aumenta a concentragdo de APCP. Além disso, a
transicao de “mushroom” para “brush” existente nas moléculas de PEG torna-se dificultada
na presenca do APCP ocorrendo apenas a 9mol% e em pressfes de superficie acima de
10mN/m. Filmes de Langmuir-Blodgett contendo o sistema binario e ternario foram
transferidos sobre substratos de mica para caracterizagdo morfologica por microscopia de
forca atdmica (AFM). Imagens de AFM demonstraram auséncia de defeitos em ambos os
sistemas e distribuicdo heterogénea da monocamada, com a amplitude entre os picos e

vales na ordem de ~4 nm para o sistema binario e ~3 nm para o sistema ternario.

Palavras-Chave: Monocamadas de Langmuir; derivado pirimidinico; caracterizagdo

interfacial; lipidios peguilados.
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ABSTRACT

The 4-amino-2-phenyl, 6 (p-fluoro-phenyl)-5-carbonitrile-pyrimidine (APCP) is a new
derivative of pyrimidine with low water solubility and anti-inflammatory properties. In this
work, the behavior of the interfacial film of 1,2-sn-glycero-distearoil-3-phosphoethanolamine-
N-[poly (ethylene glycol) 2000], i.€e., DSPE-PEGy0, 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-
phosphatidylcholine (DPPC) and a new pyrimidine derivative (APCP), were evaluated and
then compared with the interfacial behavior of binary and ternary mixture of these molecules
at different molar fractions. The isotherm of surface pressure-area (I1-A) showed that
molecules of APCP, DSPE-PEG2000 and DPPC formed stable filims at the air-water
interface. The binary (DPPC/DSPE-PEGyy,) and ternary system (DPPC/DSPE-
PEG.000/APCP) showed miscibility between components. The inclusion of the APCP in the
binary monolayer DPPC/DSPE-PEG,y0 became more expanded profile as it increase the
concentration of APCP. Moreover, the transition from "mushroom" to "brush" of the PEG
molecules become more difficult in the presence of APCP occurring only 9 mol% and in
surface pressure above 10 mN/m. Langmuir-Blodgett films containing binary and ternary
system were transferred on mica substrate for the morphological characterization by atomic
force microscopy (AFM). AFM images showed no defects in both systems and
heterogeneous distribution of the monolayer, with the amplitude between peaks and valleys

of ~4 nm for the binary system and ~3 nm for the ternary system.

Keywords: Langmuir monolayers; pyrimidine derivative; interface characterization;
PEGylated lipids.



CAPITULO 1

1.1. Introducao

Compostos contendo nucleo heterociclico pirimidinico tém sido extensivamente
estudados devido ao amplo espectro de atividades terapéuticas tais como ac¢ao antifingica,
antimicrobiana, antiinflamatéria, antitumoral, entre outras (ANDERSON et al., 1945; MENON
e PURUSHOTHAMAN, 1996; SADANANDAM; SHETTY; DIWAN, 1992; LIN et al., 2009;
DENG et al.,, 2009; NOLL et al., 2009). Este fato tem estimulado a sintese de novos
compostos deste grupo de moléculas. Recentemente, a molécula 4-amino-2-fenil, 6(p-fluor-
fenil)-5-carbonitrila-pirimidina (APCP) foi sintetizada por Melo e colaboradores no
departamento de sintese e produtos naturais da UFPE tendo comprovada acao
antiinflamatéria e baixa citotoxicidade (SILVA et al., 2008).

Por outro lado, lipossomas vém sendo estudados ha mais de trés décadas com o
objetivo de melhorar a vetorizagdo de uma diversidade de agentes (TORCHILIN, 2005).
Como sistema de liberagdo controlada, os lipossomas nao s6 possibilitam a diminuicdo da
concentracao efetiva do farmaco a ser encapsulado, como também, permite direcionamento
para sitios especificos da terapéutica quando sdo adicionados a sua superficie ligantes com
especificidade a células, tecidos ou 6rgaos. Dessa forma, é possivel promover o0 aumento da
acao terapéutica e diminuicdo da toxicidade (ALLEN et al., 1995).

Além destes fatores, o tempo de circulagao dos lipossomas pode ser potencializado
através da incorporacdo de polimeros hidrofilicos na sua superficie, sdo os chamados
lipossomas furtivos ou Stealth®. Recentemente, diversos pesquisadores tém direcionado
esforcos para o estudo das cadeias de poli(6xido de etileno) (PEO) com baixo peso
molecular na faixa de 1-5 KDa, também conhecidos como poli(etileno glicol) (PEG). Tais
polimeros promovem um aumento da biocompatibilidade e conferem carater furtivo, ou seja,
reduzem o reconhecimento pelo sistema fagocitario mononuclear (SFM) promovendo o
aumento no tempo de circulagdo dos lipossomas na corrente sanguinea. Desta forma, o
efeito terapéutico do farmaco encapsulado pode ser potencializado.

Além disso, foi demonstrado que os beneficios conferidos pelo PEG sdo melhorados
quando o mesmo se encontra conjugado a lipidios (ZALIPSKY, 1995), sendo comumente

conhecidos por lipopolimeros. Porém, as condi¢gbes 6timas para que o PEG reduza o



reconhecimento pelo SFM ainda néo estéo totalmente estabelecidas. Sendo assim, diversos
estudos tém sido realizados objetivando o entendimento de suas propriedades
(TSUKANOVA, SALESSE, 2003; VERMETTE e MEAGHER, 2003; TSUKANOVA,
SALESSE, 2004; GARBUZENKO; BARENHOLZ; PRIEV, 2005; WYSZYNSKI; SOMBOONSB;
NAKAMOTOB, 2007).

Sabe-se que as cadeias de PEG podem apresentar mudangas conformacionais e
que as mesmas dependem da densidade do polimero e influenciam no reconhecimento pelo
SFM (TSUKANOVA, SALESSE, 2003; TSUKANOVA, SALESSE, 2004). Desta forma,
modelos de membrana que permitam a avaliacdo in vitro destas mudancas e que elucidem o
comportamento deste polimero consistem numa alternativa para a viabilidade de sua
aplicacéao.

Por outro lado, monocamada de Langmuir consiste numa camada de lipidios ou uma
mistura de lipidios na interface ar-dgua, sendo considerado um eficiente modelo de
membrana plasmatica, uma vez que, as varidveis experimentais podem ser facilmente
controladas e os principais fenbmenos fisico-quimicos existentes, caracterizados por
diversas técnicas, tais como: isoterma de presséo e potencial de superficie, microscopia de
forca atdmica, microscopia de angulo brewster e microscopia de fluorescéncia.

No presente estudo, utilizamos monocamadas de Langmuir com o objetivo de
compreender o comportamento interfacial de monocamadas flutuantes de um novo derivado
pirimidinico (APCP) e a sua interagdo com monocamada flutuante mista constituida por
lipidio/lipopolimero (DPPC/DSPE-PEG;q). Para tanto, o comportamento interfacial dos
filmes puros de APCP, DSPE-PEG,,, € DPPC foram caracterizados e, posteriormente, o
sistema binario DPPC/DSPE-PEG,qq foi estudado a diferentes concentracdes molares de
DSPE-PEG,y EmM seguida, o comportamento do sistema ternario DPPC/DSPE-
PEG2000/APCP foi caracterizado a diferentes fracbes molares de APCP. A técnica de
Langmuir-Blodgett (LB) foi utilizada para a deposigdo em substrato sélido e posteriormente
microscopia de forga atdbmica foi utilizada com o objetivo de fornecer informagfes a respeito
da morfologia da monocamada em sistemas binarios e ternarios. Além disso, dados
experimentais foram correlacionados com dados tedricos para se estimar a conformacgéo da

molécula de PEG em ambos 0s sistemas.



1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo Geral

Estudar as propriedades fisico-quimicas dos filmes interfaciais formados por
monocamadas puras de DPPC, DSPE-PEGy, APCP e filmes mistos de DPPC/DSPE-
PEG 000 € DPPC/DSPE-PEG 000 /APCP.

1.2.2. Objetivos Especificos

e Determinar a pressao e potencial de superficie vs. area por molécula dos filmes
interfaciais dos componentes puros (APCP, DPPC, DSPE-PEG,q, do sistema
binadrio (DPPC/DSPE-PEGy ) a diferentes concentracdes molares de DSPE-
PEG,0 € do sistema terndrio DPPC/DSPE-PEG,,0/APCP a diferentes
concentracdes molares de APCP;

e Determinar a dupla camada elétrica e 0 momento de dipolo perpendicular do filme
interfacial formado por moléculas de APCP em diferentes valores de pH;

e Correlacionar dados teéricos com dados experimentais a fim de estimar a
concentragcdo molar em que ha mudanca de conformag¢do mushroom para brush das
moléculas de PEG tanto no sistema binario quanto no sistema ternario;

e Depositar filmes do sistema binério e ternario em substrato sélido através da técnica
de Langmuir-Blodgett;

e Caracterizar estrutural e morfologicamente os filmes do sistema binario e ternario

utilizando microscopia de forca atémica.



1.3. Revisao da Literatura

1.3.1. Derivados Pirimidinicos

Os compostos organicos que contém ndcleo heterociclico pirimidinico estao
associados a um amplo espectro de atividades terapéuticas. Trabalhos pioneiros relataram
atividade antifungica (ANDERSON et al., 1945), antiinflamatéria (SADANANDAM; SHETTY;
DIWAN, 1992) e antiparasitaria (RAM et al., 1992; KANSYL et al., 1992; GANJEE et al.,
1997). Além disso, sdo conhecidos como potenciais agentes no tratamento da arritmia
cardiaca (KATAKAMI et al., 1992), hipertensao arterial (NIIYA et al., 1992) e na terapia
contra o HIV-1 (WOO et al., 1991; JEONG et al., 1993). Sendo também reconhecidos por
suas acgbes antibacteriana (MENON e PURUSHOTHAMAN, 1996), anti-hiperlipidémica
(GADAD et al., 1996), antituberculose (TRIVEDI et al., 2008) e antitumoral (LIN et al., 2009;
DENG et al., 2009; NOLL et al., 2009).

Recentemente, uma série de novos compostos 4-amino-2,6-diaril-5-ciano-
pirimidinicos (Figura 1.1) foi sintetizada e sua baixa citotoxicidade e atividade
antiinflamatéria in vivo comprovadas, sendo sua atividade potencializada quando as
substituicbes ocorrem nas posicdes 2 e 6 do anel pirimidinico (FALCAO et al., 2006; SILVA
et al., 2008).
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Figura 1.1- Série 4-amino-2,6-diaril-5-ciano-pirimidinicos (SILVA et al., 2008).

Porém, apesar da variedade de efeitos terapéuticos atribuida aos compostos
pirimidinicos, os mesmos apresentam baixa solubilidade em solvente aquoso. Desta forma,
se torna necessario para a viabilidade de sua administracdo a sua encapsulacdo em

nanocarreadores de farmacos tais como o0s lipossomas.



1.3.2. Lipossomas

Lipossomas séo vesiculas constituidas por uma ou mais bicamadas de fosfolipidios
orientadas concentricamente em torno de um compartimento aquoso (Figura 1.2) que
funcionam como carreadores de farmacos tanto hidrofilicos quanto hidrofébicos (STORM,;
CROMMELIN, 1995).

Estes nanocarreadores proporcionam uma liberacdo controlada do principio ativo
encapsulado disponibilizando apenas uma fragdo terapéutica (ALLEN et al.,1995). Desta
forma, o efeito biolégico é potencializado e é reduzida a toxicidade local e sistémica. Além
disso, os lipossomas ndo apresentam toxicidade e envolvem resposta antigénica minima,
pois sua constituicdo assemelha-se a das membranas plasmaticas (MACHADO, GNOATTO,
KLUPP, 2007; BREWER et al., 2007).

Fosfolipidio Bicamada lipidica Lipossoma

Figura 1.2 — Esquema representativo da constituicdo do lipossoma (LIRA, 2007).

1.3.3. Fosfolipidios

Fosfolipidios sdo moléculas que fazem parte de uma classe de compostos quimicos
denominados surfactante. Os surfactantes s@o considerados anfifilicos, pois apresentam na
mesma molécula tanto partes hidrofilica quanto hidrofébica, e apresentam a capacidade de
modificar a tensdo de superficie na interface onde estdo inseridos, sendo também

conhecidos por tensoativos.



A porcao hidrofébica dos tensoativos consiste numa cadeia de hidrocarbonetos
variando de 8-18 atomos (normalmente linear) e a por¢cdo hidrofilica consiste no grupo
cabeca, polar (ou idnico).

A depender do grupo hidrofilico, os tensoativos podem ser classificados da seguinte
forma:

» Nao-idnicos - quando ndo apresentam carga;

» Catibnicos - quando apresentam carga positiva;

» Anibnicos - quando apresentam carga negativa,

» Zwitteridbnicos ou anféteros quando apresentam dualidade de cargas, ou seja, tanto
carga positiva quando negativa.

A depender do pH do meio os tensoativos zwitteribnicos podem se comportar como
anibnicos ou catibnicos (MANIASSO, 2001). Sendo que todos estes tipos de tensoativos
tendem a se auto-organizar na presenca de um solvente em agregados de diferentes
morfologias a depender de sua constituicdo, concentracdo, temperatura do meio entre
outros fatores, a fim de atingir estabilidade termodinamica (FORMARIZ et al., 2005).

Atualmente, além da utilizagdo de fosfolipidios na constituicdo da membrana
lipossomal, especial atengcdo tem sido dada a misturas de fosfolipidios e lipopolimeros em
virtude do aumento da estabilidade e da biocompatibilidade ocasionada por estes
(BAEKMARK, et al., 1997; KIM, et al., 2004).

1.3.4. Lipidios peguilados

Lipidios peguilados ou lipopolimeros sédo lipidios (geralmente fosfolipidios) que
apresentam os grupos polares ligados covalentemente a polimeros de variados tamanhos,
estrutura molecular, funcionalidade e hidrofilicidade. Uma das classes mais conhecidas de
lipopolimeros sdo os fosfolipidios ligados ao polietilenoglicol (PEG), ou seja, lipidios
peguilados. A massa molecular das cadeias de PEG geralmente se encontra na faixa de 1-5
KDa (BAEKMARK, et al., 1999; KIM, et al., 2004; TSUKANOVA; SALESSE, 2004; BERMAN;
COHEN; REGEYV, 2002; GEORGIEV et al., 2007).

Lipidios peguilados ao constituir a membrana externa lipossomal conferem repulsdo
estérica, impedimento da adsorgéo de lipoproteinas ndo-especificas e opsoninas, com isso
a estabilidade torna-se aumentada. Tais sistemas se tornam invisiveis ao SFM, o qual é
considerado a resposta priméaria do organismo frente a corpos estranhos (MALZERT et al.,
2001; TSUKANOVA; SALESSE, 2004; MARTINA et al., 2007; TANWIR; TSOUKANOVA,
2008; DADASHZADEH; VALI; REZAIE, 2008; KUHL, et al., 1994; BIANCO-PELED et al.,
2001).



Dessa maneira, prolonga-se o tempo de circulagdo sanguinea destes lipossomas
comumente conhecidos como lipossomas “stealth® ou lipossomas furtivos (Figura 1.3).
Além disso, pode-se ligar o PEG a outros tipos de moléculas com propriedades sitios-
especificas com o objetivo de direcionar o carreador para tecidos alvo da terapéutica (KIM et
al., 2004; DU; CHANDAROQY; HUI, 1997; GEORGIEV et al.,, 2007; BERMAN; COHEN;
REGEYV, 2002).

Lipossoma
Furtivo

Lipossoma

Convencional

Princjpio Ativo

Figura 1.3 - llustrac&o do lipossoma “Stealth® (www.cve.saude.sp.gov.br).

Além de aumentar a estabilidade das formulagdes lipossomais, as moléculas de PEG
conferem biocompatibilidade e, desta forma, elas tém sido utilizadas ndo somente em
estruturas membranosas, como também, apresentam aplicabilidade em uma variedade de
biomateriais que interagem com 0 organismo como, por exemplo, implantes e biossensores
uma vez que sao inertes e ndo-toxicos, e portanto, ndo provocam reacao imune (TANWIR;
TSOUKANOVA, 2008; BERMAN et al., 2002; KUHL et al., 1998).

Porém, apesar do PEG, na superficie do lipossoma, reduzir fortemente as forcas de
atracdo e promover um aumento das forgas repulsivas, nem sempre é plenamente eficiente
na repulsao estérica de proteinas. Este fato tem estimulado uma série de pesquisas visando
a elucidacdo da relacdo existente entre a massa molecular, conformacdo das cadeias de
PEG e densidade das mesmas com as propriedades estéricas (TANWIR; TSOUKANOVA,
2008; GARBUZENKO; BARENHOLZ; PRIEV, 2005; KENWORTHY et al., 1995).



Atualmente, € conhecido que a estabilizagdo conferida pelo PEG se deve
principalmente a barreira estérica e também a carga negativa nas proximidades da molécula
do lipopolimero que resulta na diminuicdo da adsor¢do nao-especifica e da permeabilidade
de moléculas contendo cargas (TSUKANOVA; SALESSE, 2003).

Em adicé&o, os lipopolimeros apresentam a tendéncia de se organizar em agregados
micelares e, sendo assim, apenas concentracoes limitadas podem ser incorporadas na
membrana dos lipossomas (LEAL, et al., 2008). Esta concentracdo esta relacionada a
conformacéo assumida por estas moléculas de polimero como ilustrado na Figura 1.4. Na
conformacéo panqueca (pancake) o polimero apresenta-se na interface, assumindo uma
estrutura bidimensional (2D), com 0 aumento da concentracao a interacdo entre as cadeias
aumenta e o polimero assume a conformacdo em cogumelo (mushroom) com uma estrutura
tridimensional (3D) no volume (subfase). Com o continuo aumento na concentra¢do ocorre
uma nova mudanca desta vez para a conformagao escova (brush) em 3D (MAJEWSKI et al.,
1997).

e —

295805

Figura 1.4 - Esquema representativo das moléculas de PEG, evidenciando as mudangas de
conformacéo (a) pancake, (b) mushroom e (c) brush. Adaptada de VERMETTE; MEAGHER,
2003.

Segundo de Gennes (1897) a determinacdo do regime assumido pelas cadeias de
PEG depende da distancia entre os sitios peguilados (D). O regime brush situa-se em D <
Re, e 0 regime mushroom em D > Rg. A distancia ente os sitios peguilados, por sua vez,

pode ser determinada pela seguinte equacao:

D = (A/M)Y2 Eq.1



onde, M é a fragdo molar do lipidio peguilado e A é a area por molécula de lipidio na
monocamada flutuante (WYSZYNSKI; SOMBOONB; NAKAMOTOB, 2007). Sabe-se que o
Redo DSPE-PEG,q corresponde a 35 A (LEAL, et al., 2008).

Alguns trabalhos citam que a repulsdo estérica conferida pelo PEG ocorre na
conformagdo em brush, ou seja, em altas concentracdes destas moléculas (TSUKANOVA,;
SALESSE, 2004; JEBRAIL et al.,, 2008). Sendo que a concentracdo de 1-10 mol% de
lipopolimero em alternancia com outros lipidios é considerada 6tima para a estabilizacao dos
lipossomas (BIANCO-PELED et al., 2001; LEAL, et al., 2008).

Em adicéo, para que as cadeias de PEG possam repelir biomoléculas de maneira
eficaz elas devem recobrir a superficie dos lipossomas de maneira continua e uniforme.
Entretanto, nas Ultimas décadas tornou-se cada vez mais claro que lipopolimeros néo se
distribuem uniformemente sobre a matriz de fosfolipidios, mas se agrupam como agregados
(dominios) com dezenas a centenas de nanbmetros de didametro. Este fato pode causar
lacunas ou intervalos faciltando o reconhecimento por biomoléculas (TANWIR;
TSOUKANOVA, 2008).

Dessa forma, se faz imprescindivel o estudo da interagdo existente entre o0s
fosfolipidios, lipopolimeros e farmacos a serem encapsulados para o entendimento de varias
fungbes bioldgicas. Para tanto, diversos modelos de membrana séo utilizados tais como:

camadas flutuantes de Langmuir, micelas, vesiculas unilamelares e multilamelares.

1.3.5. Filmes de Langmuir

Quando moléculas surfactantes sdo dissolvidas em um solvente orgéanico volatil e
dispersas sobre a superficie da agua, ocorre evaporacdo do solvente e na medida em que
ocorre 0 aumento da concentracdo de lipidio por area as moléculas de a4gua tendem a
superar esta situacdo energeticamente desfavoravel orientando-se ao redor das moléculas
apolares de maneira a maximizar entre si as interacdes por pontes de hidrogénio. Esta
interagd@o hidrofébica da dgua em conjunto com as interacdes inter-cadeias fazem com que,
com o aumento da densidade, o grupo hidrofilico do fosfolipidio permanec¢a em contato com
a agua e o grupo hidrofébico em dire¢cdo ao ar como ilustrado na Figura 1.5 (OLIVEIRA
JUNIOR, 1992).
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Forgéo hidrofobica

Parcao hidrofilica

Figura 1.5 — Esquema representativo de moléculas de fosfolipidios formando uma
monocamada de Langmuir. Adaptada de RUBINGER et al., 2006.

O filme interfacial resultante tem a espessura de uma molécula e é comumente
chamado de camada monomolecular ou simplesmente monocamada. A denominacédo de
monocamada de Langmuir foi dada em homenagem ao cientista Irving Langmuir, cujo
trabalho pioneiro foi fundamental para a consolidacéo desta area de pesquisa (FERREIRA
et al., 2005).

Filmes de Langmuir sdo, portanto, filmes monomoleculares produzidos espalhando-
se uma pequena quantidade de um material constituido em geral de moléculas surfactantes
sobre a superficie limpa de um liquido (subfase), geralmente &agua ultrapura. Filmes
Langmuir-Blodgett (LB) sdo obtidos a partir da transferéncia de um filme molecular de
Langmuir, camada por camada, a partir da subfase aquosa para um substrato sélido onde
cada camada tem a espessura de uma unica molécula (OLIVEIRA JUNIOR, 1992).

As monocamadas de Langmuir constituidas por fosfolipidios tém sido utilizadas como
um modelo simples de membrana celular o que possibilita a simulacdo dos fenébmenos
biolégicos. A vantagem deste modelo reside principalmente na facilidade com que as
variaveis experimentais podem ser manipuladas o que inclui area da superficie e espessura
da monocamada (FERREIRA et al., 2005; LEBLANC, 2006).

Existe também, a possibilidade de estudar, em nivel molecular, a interacdo da
monocamada com farmacos e enzimas. Ao se introduzir uma substancia biologicamente
ativa nas monocamadas € possivel alterar determinadas caracteristicas tais como
densidade de arranjo dos fosfolipidios, ordenacdo das moléculas formadoras do filme e
propriedades elétricas da monocamada devido a interacdes especificas com fosfolipidios. A
partir da analise dessas mudancas é possivel entender a localizacdo e orientacdo destes
compostos na monocamada. Além disso, mecanismos moleculares responsaveis pela acéo
farmacologica também sao mediados por interacdo com a membrana (BORISSEVITCH et
al., 1996; LEBLANC, 2006).
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O estudo com monocamadas apresenta a vantagem de permitir a utilizacdo de
variaveis especificas como, por exemplo, presséo lateral e &rea por molécula, as quais ndo
sdo viaveis no estudo de bicamadas ou vesiculas. Além disso, técnicas de caracteriza¢ao in
situ muitas vezes sao utilizadas na verificagdo da estrutura, propriedades espectroscopicas
e morfologicas. Tais técnicas sdo utilizadas juntamente com os métodos tradicionais de
andlises de monocamadas, que sédo as medidas de presséo e potencial de superficie (a ser
discutido nos subitens 1.3.10 e 1.3.11) (DU et al., 1997; FERREIRA et al., 2005; TANWIR,;
TSOUKANOVA, 2008).

1.3.5.1. Filmes de Langmuir- Histérico

As aplicacdes relacionadas ao fenbmeno de formacdo de filmes sobre a agua
remontam ao século 18 a.C., com os babilénios, através de praticas de adivinhag&o pelo
espalhamento de 6leo sobre a 4gua (BONARDI, 1995). Além disso, tinha-se o0 conhecimento
de que o 6leo possuia o “poder” de acalmar as ondas de superficie, sendo utilizado sobre a
superficie da agua para acalmar mares bravios, porém este efeito estava naquela época
mais relacionado a santidade do 6leo do que ao fenémeno em si (PAVINATTO, 2006).

Outro tipo de aplicacao € expresso na arte de fazer figuras encostando-se uma folha
de papel na superficie da &gua contendo um corante a base de proteinas e outras moléculas
organicas, técnica esta conhecida como sumi-nagashi (OLIVEIRA JUNIOR; TAYLOR, 1990).

Em 1774, ocorreu a primeira tentativa de colocar o assunto em bases cientificas com
o cientista Benjamin Franklin. Porém, Investigacdes mais modernas desses filmes se
sucederam com Agnes Pockels (1890), que construiu um protétipo de equipamento para
analisar filmes interfaciais e desenvolveu varias das técnicas que sao utilizadas atualmente.
Contudo, foi Lord John William Rayleigh, baseado nos experimentos de Agnes Pockels,
quem primeiro propds que uma gota de 6leo se espalharia sobre a superficie da agua até
atingir a espessura de uma Unica molécula, desde que a superficie da agua fosse
suficientemente extensa (CONSTANTINO, 1995). Lord Rayleigh e colaboradores baseados
nos experimentos de Agnes Pockels publicaram na revista Nature o primeiro trabalho. Tais
filmes pouco tempo depois teriam sua estrutura monomolecular comprovada (PAVINATTO,
2006).

Em 1917 o estudo deste fenbmeno foi impulsionado por Irving Langmuir (1881-
1957), prémio nobel de quimica (Figura 1.6) em 1932 por suas contribuicdes a quimica de
superficie (ROBERTS, 1990). Langmuir, durante sua estada como pesquisador nos

laboratérios da General Electric (Schenectady, New York - US), desenvolveu diversas
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técnicas para o estudo da fisico-quimica de monocamadas sobre superficies aquosas,
reunindo dados experimentais e tedricos além de descrever importantes caracteristicas e
propriedades dos filmes monomoleculares (LANGMUIR, 1917; 1920).

Langmuir prestou contribuicdes nas mais diversas areas do conhecimento. Ao ser
convidado a desenvolver pesquisas na General Electric (GE) foi considerado o primeiro
cientista da histéria moderna a receber infra-estrutura e recursos para a pesquisa livre.
Desta forma, p6de desenvolver a pesquisa em areas de interesse proprio e beneficiou a GE
com varias invencbes, como por exemplo, bomba de vacuo, lampada incandescente e o
arco elétrico de hidrogénio. Além disso, Langmuir foi o primeiro a trabalhar com plasma
(estado de agregacdo de géas ionizado que possui propriedades elétricas e magnéticas
incomuns) e o primeiro a usar o termo plasma para descrever esses gases. Langmuir
contribuiu ainda com a tecnologia desenvolvida durante as duas grandes guerras mundiais
no desenvolvimento dos mais variados aparatos, incluindo sonares, entre outros
(GUGLIOTTI, 2001).

Mas foi na pesquisa no campo da quimica de superficie que garantiu o
reconhecimento maximo na sua carreira. A demonstracdo de que monocamadas de acidos
graxos sobre a superficie da agua poderiam ser comprimidas e adquirir organizacdo
controlada conduziu, posteriormente, a possibilidade de medir tamanhos moleculares de
virus e toxinas (GUGLIOTTI, 2001; PATERNO; MATTOSO; OLIVEIRA JUNIOR, 2001).

Figura 1.6 - Irving Langmuir e Katharine Burr Blodgett (www.fis.unipr.it).

A partir de 1930 houve um aperfeicoamento da técnica de filmes de Langmuir por
Katharine Burr Blodgett (1898-1979) (Figura 1.6), assistente de Irving Langmuir.
Monocamadas de acidos graxos passaram a ser transferidas para substratos solidos a partir

da superficie aquosa, permitindo a deposi¢do sucessiva de monocamadas sobre um mesmo
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substrato soélido. Estas contribuicdes foram um marco na &rea de estudos de filmes
interfaciais e em homenagem aos dois cientistas tais filmes foram denominados de filmes
Langmuir-Blodgett (LB) (CONSTANTINO, 1995; BONARDI, 1995).

Na década de 1960 foram lancadas novas perspectivas para a area através da
publicagdo de Kuhn e Mobbius (ROBERTS, 1990) demonstrando a utilizacdo de
monocamadas para construgdo de superestruturas moleculares. Desde entéo, a técnica tem
sido cada vez mais reconhecida como uma das mais importantes na obtencdo de estruturas

moleculares altamente organizadas.

1.3.5.2. A cuba de Langmuir

Na fabricacdo de filmes interfaciais utiliza-se a cuba de Langmuir, que € composta
por: um reservatorio para a subfase, barreiras moveis para a compressao do filme,
tensidmetro para determinar a pressao de superficie, eletrodo de referéncia situado no poco
da cuba, onde acima da superficie da subfase, se faz presente um sensor de potencial para
medida do potencial de superficie e um motor eletromecéanico empregado na deposi¢do do
filme sobre um substrato sélido. Todo o sistema é controlado através de um computador
associado ao equipamento. Devido a necessidade de isolamento com relacdo a vibracao, a
cuba é montada em uma mesa antivibratoria, especialmente construida para este fim (Figura
1.7).

Figura 1.7- Cuba de Langmuir e acessorios (1 - tensibmetro, 2 - cuba, 3 - barreira, 4 -

interface, 5 - motor eletromecanico e 6 - eletrodo de referéncia) (www.ksv.ltd.com).
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A cuba de Langmuir apresenta normalmente a forma retangular e € constituida por
um material hidrofébico, como o Teflon® (politetrafluoroetileno - PTFE) onde é colocada a
subfase liquida ultrapura. A importancia do Teflon reside no fato de que, por ser inerte, ndo
reage quimicamente com a solucdo espalhada nem com a subfase o que possibilita o
trabalho com solventes orgénicos e resiste a maioria das substéncias quimicas. Além disso,
facilita a limpeza, ndo permite a existéncia de micro irregularidades em sua superficie, onde
poderiam se acumular impurezas, comprometendo a qualidade da subfase e dos filmes
formados (ZANIQUELLI, BUENO, HOMEM, 1993; CONSTANTINO, 1995).

As barreiras podem ser confeccionadas tanto em material hidrofilico como
hidrofébico. Em adicdo, a compressao das moléculas através de barreiras méveis pode ser
simétrica ou assimétrica. Simétrica quando existem duas barreiras que se movem em
sentido contrario, sendo em direcdo ao centro da cuba na compressdo do filme ou em
direcdo as laterais na expansdo do mesmo. A compressdo assimétrica ou unilateral ocorre
guando existe apenas uma barreira que se movimenta tanto em diregdo ao centro da cuba
quando em direcdo as laterais. A medida que ocorre a compressdo as moléculas vio se
rearranjando na superficie e as medidas de potencial de superficie e pressao de superficie
vs. area por molécula vao sendo mensurados formando um gréfico comumente conhecido
por isoterma de pressdo de superficie e de potencial de superficie respectivamente
(BONARDI, 1995).

1.3.5.3. Condicbes experimentais para a obtencéo de filmes de Langmuir

Para a formagdo de um filme de Langmuir, um pequeno volume da solugdo do
composto (disperso em solvente volatil e imiscivel com a agua) é espalhado sobre a
superficie da subfase de modo a obter uma monocamada formada apenas por moléculas do
material em estudo e sem a presenca das moléculas de solvente. Tais moléculas podem se
mover livremente no espaco bidimensional correspondente a subfase, formando uma
monocamada expandida. Esta monocamada pode, entdo, ser comprimida por meio de uma
barreira deslizante sobre a superficie de forma que o filme pode atingir 0 grau maximo de
ordenacgdo estrutural formando uma monocamada condensada (PATERNO; MATTOSO;
OLIVEIRA JUNIOR, 2001; PAVINATTO, 2006).

A producéo de filmes de Langmuir estaveis e, conseqientemente, filmes de LB de
boa qualidade requer a sistematizacéo rigorosa dos procedimentos de limpeza da cuba para
a posterior realizacdo dos procedimentos usuais de fabricacdo, caracterizacdo e deposicédo

das monocamadas e dos parametros experimentais (FERREIRA et al., 2005).
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As condi¢Bes minimas necessarias para se obter resultados reprodutiveis com filmes
de Langmuir, incluem: i) uso de material e solventes puros; ii) conhecimento do correto peso
molecular do material da monocamada; iii) selecdo do solvente; iv) prévia filtracao
cuidadosa, para reter materiais ndo dissolvidos; v) limpeza regular da cuba e das barreiras;
vi) uso de &gua ultrapura para a subfase; e, vii) ambiente de trabalho limpo, sem vibracao e
controle da temperatura da subfase (GAINES, 1966).

Além disso, se faz necessério que a obtencédo do filme seja realizada numa sala com
alto grau de limpeza. Existem trabalhos que remetem na utilizacdo de sala limpa fechada e
acondicionada, com um sistema de ventilacdo e purificacdo de ar o qual mantém a presséo
positiva no interior da sala evitando, assim, a entrada de particulas em suspensdo do
exterior. A entrada de pessoas na sala limpa deve ser precedida por uma série de medidas
a fim de se minimizar o grau de contaminacédo. Além destas medidas preventivas, para evitar
a contaminagéo por particulas que sejam aderidas nas roupas de uso diario, séo utilizadas
vestimentas especiais (aventais, mascaras e botas) e luvas de latex descartaveis, sendo a
troca de roupas realizada em uma ante-sala que tem ligagdo com a sala principal
(BONARDI, 1995; CONSTANTINO, 1995).

A medida que ocorre a formacdo da monocamada na superficie da subfase uma
variedade de caracterizacbes pode ser realizada. As caracterizacdes mais classicas
consistem nas medidas de pressao de superficie vs. area por molécula (T1-A) e potencial de
superficie vs. area por molécula (AV-A). As medidas de pressao de superficie vs. area por
molécula levam em consideracdo a mudanca que ocorre na tenséo superficial na medida em

gue ocorre a compressao das moléculas presentes na superficie.

1.3.6. Tenséao superficial (y)

As moléculas presentes no interior do liquido apresentam forcas de atragdo em todas
as direcOes ficando entédo equilibradas, enquanto isso, moléculas presentes na superficie do
mesmo tém suas forcas de atracdo formando uma resultante no sentido do interior do
mesmo (Figura 1.8). A tensdo superficial surge como resultado do desequilibrio entre as
forcas que agem sobre as moléculas da superficie em relagdo aquelas que se encontram no
interior da subfase.

A presenga de um segundo componente neste sistema pode tanto aumentar quanto
diminuir a tensao superficial de uma fase aquosa. Sao diversos os métodos que podem ser
empregados para a determinagcdo da tensdo superficial e estes sdo classificados em

estaticos, dinamicos e de desprendimento (ou separacdo). Dentre os métodos estaticos
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destacam-se o da ascensdao capilar, placa de Wilhelmy e anel de DuNouy. (BEHRING, et al.,
2004). O método da placa de Wilhelmy foi utilizado neste estudo e serd discutido em
detalhes no subitem seguinte.

Figura 1.8 — Figura ilustrativa das forcas de atracéo entre as moléculas na superficie e
interior do liquido. Adaptada de BORGES et al., 2005.

1.3.7. Pressao de Superficie

A pressdo de superficie (IT) resulta da diferenga entre a tens@o superficial de um
liquido puro, geralmente agua (y, = 72,8 m.Nm™ a 25 °C) e a tens&o superficial deste liquido
na presenca de surfactantes (I1= y, — v). Sua mensuracdo pode ser realizada pelo método
da placa de Wilhelmy, um sensor que capta a diferenca de tensdo de superficie,
interceptando a interface ar-agua e encontra-se suspenso pelo braco de uma balanca
eletrdnica. Os dados da diferenca de tensdo de superficie sédo entdo convertidos em pressao
de superficie a medida que as barreiras vao se movimentando promovendo uma reducao da
area compreendida entre elas.

As forcas que agem sobre a placa de Wilhelmy sdo a gravidade e a tenséo
superficial, ambas no sentido do ar para a agua, e 0 empuxo, no sentido contrario. Para uma
placa com dimensbBes f x w x t (respectivamente comprimento, largura e espessura),
densidade p, imersa na agua até uma profundidade h tem-se a seguinte equacdo para a
forca resultante (F) sobre a placa:

F=pglwt— p'ghwt+ 2y{t+w)cos8 Eq. 2

onde, y é a tenséao superficial do liquido, 8 € o angulo de contato do sensor sélido e g é a

aceleracado da gravidade. O procedimento inicial € procurar um material que fique totalmente
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perpendicular ao liquido da subfase (6 = 0) e na sequiencia acompanha-se a mudanca de F

a partir de um sensor estacionario. A mudanca na forga AF é entédo relacionada com a
mudanca de tensao superficial Ay por:

Ay = AF/2(t+w) Eq. 3

Se o sensor for tdo fino que t<<w, entdo &F/2w ou seja, a forca sentida pela placa é
diretamente proporcional a diferenca das tensfes superficiais (Ay) em outros termos, a
presséo de superficie (ZANIQUELLI; BUENO; HOMEM, 1993).

As isotermas de pressao de superficie por area por molécula (/F-A) sdo consideradas
0 mais importante indicador das propriedades das monocamadas de um material. Estas
isotermas consistem num grafico da variagdo de pressdo de superficie em funcdo da area
da interface disponivel para cada molécula (Figura 1.9). Com a adsor¢do de moléculas na
superficie da agua diminui a tensdo superficial e a presséo de superficie deve ser sempre
positiva & medida que a area disponivel na cuba diminui. Na isoterma podemos observar as
diferencas de fases ocorridas na monocamada de acordo com a compressdo. No estado
gasoso as moléculas se apresentam dispersas e a medida que sdo comprimidas a interagado
aumenta atingindo a fase liquido-expandida. Na fase liquido-condensada as moléculas
encontram-se altamente organizadas e compactadas na interface. O colapso indica que a
monocamada atingiu o alto grau de organizacdo e a partir desta fase a monocamada passa
a se desestruturar (BONARDI, 1995).
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Figura 1.9 - Isoterma I'T-A do DPPC (GUIMARAES, 2009).
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Através das isotermas //-A séo obtidas informacdes a respeito do empacotamento
das moléculas, da formacdo da monocamada, area por molécula, estabilidade da
monocamada mista, bem como interacdo na monocamada mista e presenca de fases
distintas na monocamada durante o processo de compressdo. As medidas das isotermas
possibilitam, ainda, o conhecimento da pressdo maxima de um filme fino compacto e
organizado, sendo utilizado posteriormente na técnica de LB na transferéncia deste filme

para substratos soélidos.

1.3.8. Potencial de Superficie

Nas medidas de potencial de superficie (AV), parte-se da constatacdo de que a
superficie da agua se apresenta naturalmente polarizada devido ao fato de que nesta regido
0os atomos de oxigénio presentes na subfase se orientam em direcdo ao ar. Dessa forma
existe uma diferenca de potencial (DDP) na interface e esta DDP é modificada na presenca
de uma monocamada a depender do momento de dipolo médio das moléculas constituintes
e também da reorientacdo e polarizacdo destas moléculas. Sendo assim, AV é dado pela
DDP entre a superficie e a subfase com a interface contendo o tensoativo (AV,), subtraida
da DDP entre a superficie e a subfase com a interface na auséncia do tensoativo (AV;), ou
seja, AV=AV,- AV,.

O AV pode ser medido por uma variedade de métodos e dentre eles 0 método Kelvin
ou da placa vibrante, no qual a interface funciona como um capacitor de placas paralelas,
com a subfase sendo uma destas placas (p;) e a outra placa situa-se paralelamente a
monocamada acima da superficie (p2). A vibracdo desta segunda placa causa variacao na
capacitancia gerando uma corrente elétrica (i) que flui por uma resisténcia de carga (R). A
voltagem neste resistor é amplificada e medida por um detector (D), sendo a fonte (F)
conectada ao eletrodo de referéncia (ER) ajustada para que se tenha uma corrente elétrica
nula, e entdo o campo elétrico entre as placas (subfase e placa metéalica — p; e p,) torna-se
nulo indicando que o potencial em p; é igual ao potencial da superficie limpa p,. Este valor
Vet € tomado como referéncia para as medidas posteriores do potencial de superficie na
presenca da monocamada quando estd sendo comprimida (SCHIMIDT, 2008). A principal
vantagem desse método é trabalhar com uma alta impedéancia de entrada e baixa corrente

na saida o que permite medir sinais muito pequenos.
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Figura 1.10 - Representagcdo esquemética da medida de potencial de superficie
pelo método da placa vibrante (BONARDI, 1995).

1.3.9. Monocamadas ionizadas

Determinadas substancias, quando em monocamadas, séo ionizadas a depender do
meio em gque estdo inseridas. Os compostos pirimidinicos em particular, quando em meio
acido tornam-se protonados, sendo muito comum a sua protonacdo também em solucdes
aguosas (XU et al., 2007). A monocamada resultante apresenta-se ionizada e a carga da
superficie influencia a distribuicdo dos ions em sua proximidade (VOYUTSKY, 1978). Uma
monocamada ionizada além de apresentar forcas intermoleculares agindo entre as
moléculas do filme e entre estas e a subfase, como ocorre na presenca de uma
monocamada nédo-ionizada, apresentam também a particularidade da existéncia de forcas
eletrostaticas (repulsivas ou atrativas) e de contra-ions de sinais opostos presentes na
solugdo com o objetivo de neutralizar o meio (GAINES, 1966). O resultado dessa
distribuicao é o estabelecimento de uma dupla camada elétrica, consistindo de uma camada
de ions presentes na monocamada e outra de contra-ions. Esse sistema como um todo

contribui para a diferenca de potencial através da interface (BONARDI, 1995).

1.3.10. Filmes de Langmuir-Blodgett (LB)

Nesta técnica, os filmes de Langmuir sdo transferidos para um substrato soélido,
através da imersdo e retirada do substrato, verticalmente a subfase. A repeticdo dos

processos de imersdo e retirada permite a deposicdo de multicamadas altamente
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organizadas e com espessura extremamente fina e controlada (no caso de moléculas ideais
chegando a uma molécula de espessura por camada). Vale ressaltar que podemos obter
trés tipos de filmes de LB a depender da forma de deposicdo, denominados filmes X, Y, Z
(Figura 1.11). O tipo Y implica na deposicdo de uma camada a cada imerséo e retirada do
substrato. No tipo Z as camadas sdo depositadas somente nas retiradas do substrato,
enquanto que no tipo X as camadas sdo depositadas somente nas imersdées do substrato
(OLIVEIRA JUNIOR, 1992).
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Figura 1.11 — Deposicdo do filme de Langmuir em substrato sélido através da técnica de
LB(a) e deposicao tipo X, Y, Z (b). Adaptado de OLIVEIRA JUNIOR, 1992.

Os filmes de LB surgiram como uma consideravel promessa em numerosas
aplicagcdes tecnoldgicas, tais como eletrbnica molecular, filmes organicos piezoelétricos,
Optica ndo-linear, armazenamento de informacédo 6ptica, etc. O desafio para os quimicos de
superficie, fisicos e engenheiros é a utilizagdo da engenharia molecular para manipular a
arquitetura dos filmes de forma que forneca as propriedades fisicas e quimicas desejadas
(GAINES, 1966).

Além disso, a técnica de LB se destaca em relacdo as outras técnicas de preparacao
de filmes orgénicos por permitir a obtencdo de amostras com alto grau de ordem intrinseca
na escala molecular. Por esse motivo, essa técnica pode ser utilizada com o intuito de
estabelecer uma relacdo entre a organizagdo estrutural e as propriedades fisicas
(resistividade, espectros 6ptico linear e n&o-linear) de filmes organicos finos (TENORIO,
2002).
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Em adico ao alto grau de ordenamento estrutural, elevado controle da espessura do
filme (controlada na ordem de angstroms) juntamente com a uniformidade da superficie, &
possivel obter propriedades bastante distintas daquelas observadas para 0 mesmo material
em outras formas tais como filmes mais espessos ou pastilhas. Propiciando a possibilidade
de planejamento das propriedades finais dos filmes obtidos como, por exemplo, a
incorporacdo de cromoforos apropriados, grupos funcionais e variacdo da espessura das
camadas (PATERNO, MATTOSO, OLIVEIRA JUNIOR Jr, 2001).

A partir da técnica de LB existe uma variedade de aplicacbes nas mais diversas
areas como, por exemplo, no desenvolvimento de sensores (SINGHAL et al.,, 2002;
WYSZYNSKI; SOMBOONB; NAKAMOTOB, 2007), uma vez que a utlizacdo de filmes
ultrafinos potencializa a transduc¢éo do sinal (menor tempo de resposta) além de otimizar o
custo uma vez que, se utiliza uma pequena quantidade de moléculas.

A técnica de LB também possibilita a simulagdo da membrana plasmética, permitindo
0 estudo da interagcdo de proteinas com monocamadas lipidicas (DU, CHANDAROQY, HUI,
1997; DHRUV et al., 2006; DOMENECH et al., 2007). Além disso, esta técnica permite o
estudo da estrutura molecular e da conformacdo da superficie destes materiais
automontados, o que esta intimamente relacionado a sua funcéo biolégica e estabilizacao.
Desta forma, pode-se entender a conformacao e transicdo de fase de moléculas bioldgicas
puras e estudar o comportamento destas moléculas em monocamadas mistas, além de
facilitar o acesso de ligantes especificos importantes para o reconhecimento molecular
(BIANCO-PELED et al.,, 2001; IVANOVA et al., 2002; TSUKANOVA, SALESSE, 2003;
BORDEN et al., 2004; KIM et al., 2004; VOLLHARDT, 2005; GEORGIEV, et al.,, 2007;
TURNER et al., 2007; CHEN et al., 2008).

1.3.11. Microscopia de forgca atbmica (AFM)

Na década de 80 houve o inicio do desenvolvimento de um grupo de técnicas
microscépicas que recebeu a denominagdo de microscopias de varredura de sonda
(scanning probe microscopy - SPM). Atualmente, ha diversos tipos de microscopios por
sonda, tais como: tunelamento (Scanning Tunneling Microscope - STM), campo préximo
(Scanning Near-Field Optical Microscope - SNOM), for¢ca atébmica (Atomic Force Microscopy
— AFM) entre outros (PAIVA, 2003).

O AFM foi desenvolvido por Binning; Quate; Gerber (1986) apds a observacdo de
que a ponta do “cantilever” do STM exerce forgas sobre a superficie da amostra na mesma

ordem das forcas interatbmicas. Ao combinar este equipamento com um perfilbmetro
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(aparelho usado para medir rugosidade em escalas microscopicas) foi desenvolvido o AFM.
Desta forma, o AFM usa interacéo entre as forcas sonda-amostra para tracar 0 mapa da
superficie e permite a producdo de imagens de superficies ndo condutoras e condutoras
(HOWLAND; BENATAR, 1996).

Apés a transferéncia de uma monocamada de Langmuir para substratos soélidos
podemos caracterizar os filmes monomoleculares através do AFM. Esta técnica se baseia na
varredura da superficie estudada por meio de sondas de dimensdes muito reduzidas alguns
micra de comprimento (100 a 200 um) e, geralmente, com menos de 20 nm de diametro e
integrada num “cantilever” flexivel. O AFM faz a varredura a distancias muito pequenas (da
ordem de alguns angstroms) proporcionando uma alta resolu¢do na visualizacdo de
superficies em nivel atémico.

Para alcancar resolucdo atdmica, a ponta termina num conjunto de atomos e a forga
de atracao ou repulsao entre a ponta e a superficie da amostra faz com que o “cantilever” se
aproxime ou se afaste e essa deflexdo € proporcional a for¢a de interagdo a qual € dada

pela lei de Hooke:

F= —Kx Eq. 4

Sendo, F a for¢ga de atracdo, k a constante elastica da ponta que depende de sua
geometria e do material de que é constituida e x o deslocamento do cantilever, pela deflexdo
provocada pela interacdo. A medida que a ponta varre a amostra os diferentes tipos de
oscilagcbes encontrados sobre a superficie fazem com que a interacdo mude e, desta forma,
vai haver diferentes deflexfes e estas diferencas séo refletidas por um laser e captadas no
detector de quatro quadrantes que mede as variacdes de posicdo e de intensidade da luz
produzidas pelas deflexdes do braco e entdo estas informagbes sdo armazenadas e
processadas por um computador que as traduzem em imagens topograficas da superficie bi
e tridimensionais (FREIRE-NORDI; TACIRO,2004; MENGUI, 2006 ).

O AFM pode ainda apresentar algumas vantagens em relagdo ao STM nas analises
de materiais bioldgicos, pois existe a possibilidade de trabalhar tanto em meio liquido quanto
em ar permitindo a obtencdo de imagens do material em seu meio funcional. Além disso,
existe a possibilidade de ser utilizado em baixas temperaturas para a observacdo de
estruturas biolégicas congeladas e de se realizar medidas diretas de altura e rugosidade
(HODGES, 2002; GUNTHERODT, WIESENDANGER, 1995; MORRIS et al., 2001).
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Apesar da gama de beneficios atribuidos a técnica do AFM, a sua utilizacdo em
filmes monomoleculares fornece informac¢des complementares as outras técnicas de
caracterizacdo, ndo devendo, portanto, apresentar conclusdes de forma independente.

O proximo capitulo apresenta de maneira detalhada a metodologia das técnicas
apresentadas, bem como, os resultados e discussao obtidos nesta pesquisa.
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CAPITULO 2 - Propriedades interfaciais de monocamadas flutuantes
compostas por um novo derivado pirimidinico e lipopolimero

D.M.N. Luna? E.P.S. Falc&o?, S.J. Melo®, C.A.S. Andrade?

#Programa de Pds-Graduagdo em Satde Humana e Meio Ambiente, Centro Académico de Vitéria, Universidade
Federal de Pernambuco, 55608-680, Vitéria de Santo Antdo, PE, Brasil.

b Departamento de Antibiéticos, Universidade Federal de Pernambuco, 50740-521, Recife, PE, Brasil.

2.1. Resumo

4-amino-2-fenil, 6(p-fluor-fenil)-5-carbonitrila-pirimidina (APCP) é um novo derivado de
pirimidina com baixa solubilidade em agua e propriedade antiinflamatéria. Neste estudo, os
comportamentos interfaciais dos filmes monomoleculares de polietileno glicol enxertado em
fosfolipidio (DSPE-PEG,00), 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC), APCP e a
mistura destas moléculas foram caracterizados. A isoterma de pressao de superficie-area
(IT-A) mostrou que as moléculas de APCP e DSPE-PEG,y, foram estaveis na interface ar-
agua e poderiam ser inseridos na monocamada flutuante de DPPC. A introdug&o do APCP
na monocamada binaria de DPPC/(DSPE-PEG,q) causou um aumento global no potencial
de superficie. Analise da variacdo da distancia entre os sitios peguilados e que esta
associada com uma modificagdo da conformacgao de “mushroom” para “brush” foi observado
tanto nas monocamadas de DPPC/(DSPE-PEG,q0 quanto de DPPC/(DSPE-PEG,0)/APCP.
Além disso, filmes de Langmuir-Blodgett (LB) contendo filmes das moléculas em estudos,
foram transferidos em mica para avaliar sua interagdo, por imagens de AFM as quais

apresentaram forma e tamanho irregular, sendo randomicamente distribuidos.

Palavras-chave: Monocamadas de Langmuir; pirimidinas; caracterizacao interfacial; lipidios
peguilados.

*Autor  para  correspondéncia: Phone/Fax:  +(55) 81  3523.3351; e-mail:
csrandrade@gmail.com
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2.2. Introducéo

Compostos que apresentam heterociclicos pirimidinicos tém sido extensivamente
estudados devido as propriedades farmacoldgicas e bioldgicas, tais como: atividades
antifingica [1], antiviral [2], antimicrobiana [3], antitumoral e antiinflamatdria [4]. Além disso,
o anel pirimidinico estd presente na estrutura quimica de varios produtos farmacéuticos
como medicamentos antihipertensivo [5], ansiolitico [6], antimicrobiano e antitumoral [7]. A
molécula 4-amino-2-fenil,6(p-fluor-fenil)-5-carbonitrila-pirimidina (APCP) consiste em um
novo derivado pirimidinico com propriedades antiinflamatérias comprovadas [4,8].

Recentemente, diversos pesquisadores também tem dado especial atencdo na
aplicabilidade de moléculas contendo poli(6xido de etileno) (PEO) com baixo peso
molecular (PM) na faixa de 1-5 KDa, também conhecidos por poli(etileno glicol) (PEG) [9-
11]. PEG possui diversas aplicagbes biomédicas uma vez que promovem melhoria da
biocompatibilidade e isto ocorre devido a reducdo na adsor¢cdo de proteinas, e
consequentemente do reconhecimento destas moléculas pelo sistema fagocitario
mononuclear (SFM) que é geralmente reconhecido como a resposta primaria do organismo
para os corpos estranhos [12].

A propriedade de reduzir a adsorcao de proteinas possibilita sua utilizacgdo como
modificadores de superficie em materiais que necessitam ser biocompativeis e possibilita o
aumento do tempo de circulacdo de nanocarreadores na vetorizagdo de farmacos [12].
Conjugados PEG-lipidios ainda podem ser utilizados para mimetizar a estrutura de uma
membrana celular em monocamadas, bicamadas e lipossomas [12-14]. A concentracdo de
lipopolimero e o PM da unidade de PEG podem ainda ser modulados para otimizar o tempo
de circulagdo de lipossomas, sabe-se que pelo menos 2mol% de fosfolipidio peguilado
(2 KDa) é suficiente para prolongar o tempo de circulagdo nestes nanossistemas [15].

Diversos estudos tém sido realizados objetivando o entendimento das propriedades
dos lipidios peguilados [16]. No entanto, a conformagédo das cadeias de PEG e seu PM
parecem ser os fatores determinantes na potencializagéo do seu efeito terapéutico [18].

Neste estudo foi realizada a caracterizacdo interfacial de moléculas lipidio-PEG
inseridas na monocamada de 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina-APCP na interface ar-
agua, através das técnicas de Langmuir. Além disso, foi realizada a deposicdo das

monocamadas em substrato sélido, para em seguida, caracterizar a morfologia das mesmas
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2.3. Material e Métodos

2.3.1. Material

O derivado pirimidinico utilizado nesta pesquisa foi sintetizado por Melo e
colaboradores [4,8]. Fosfolipidio contendo poli(etileno glicol) com PM de 2KDa (1,2-
distearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-[poli(etileno glicol)2000], i.e., DSPE-PEG,y0) €
1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfatidilcolina (DPPC) foram obtidos da Avanti Polar Lipids Inc.
(Alabaster, AL) e Sigma Chemical (St. Louis, MO, USA), respectivamente, e utilizados sem
purificacdo adicional.

Solucdes estoques de DPPC e DSPE-PEG,qq foram preparadas na concentracdo de
0,1-0,6 mg/mL pela dissolugdo em cloroférmio/metanol (9:1, v/v). Além disso, solugbes
contendo a mistura destes componentes foram preparadas nas razées molares (x) de 1, 3,
6, € 9 mol% do DSPE-PEG,y. Posteriormente, a cada mistura do componente binario, foi
adicionado o derivado pirimidinico (APCP) 1mg/ml em cloroférmio/metanol (9:1, v/v) estando
a final na concentracdo de (x = {0,5, 1,5, 3,0 e 4,3 mol%]}). Solu¢cdes tampao de citrato-
fosfato (pH 2,2; 4,8; 6,8 e 7,4) foram preparadas com agua ultrapura (Millipore-Synergy®)
com resistividade de 18mQ.cm a 20 °C. As estruturas quimicas do APCP, DSPE-PEG €
DPPC séo apresentadas na Figura 2.1.

DPPC

DSPE-PEG2000

APCP

Figura 2.1. Estruturas quimicas do APCP, DSPE-PEG; € DPPC.
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2.3.2. Medidas de presséo e potencial de superficie

As isotermas de pressdo de superficie (/7) versus area molecular (A) das
monocamadas puras e sistemas mistos de fosfolipidios/APCP foram realizadas em
compressao simétrica numa taxa de 10,0 mm/min numa minicuba do tipo Langmuir (KSV
Instruments, Finlandia- Software Layer Builder®), com uma &rea total de 273 cm?. O sistema
foi equipado com uma placa de Wilhelmy e a pressao de superficie foi mensurada com uma
acuracia de £ 0,1 mN/m. SolugBes puras e mistas foram espalhadas na interface agua-ar
através de gotejamento utilizando uma microseringa (Hamilton Company, Reno, NV). A area
por molécula média (amm) foi obtida da tangente a isoterma de pressao de superficie.

Através do método da placa vibrante (v=300 Hz), o potencial de superficie (4V) das
monocamadas puras e fosfolipidio/APCP foi medido com um acessério KSV Kelvin com o
eletrodo de prova localizado a aproximadamente 2-3 mm acima da superficie da agua, e o
AV foi determinado com uma acuracia de + 10 mV. Os dados foram coletados utilizando o
programa da KSV, enquanto que as isotermas /7e AV foram apresentadas como uma média
de, ao menos, trés medidas independentes. Todos os desvios de area de superficie foram

menores do que +1 A,

2.3.3. Medidas de microscopia de forca atdmica

As medidas de microscopia de forca atdmica (MFA) foram realizadas em um
microscopio comercial PicoSPM Il (Molecular Imaging, USA). Cantilevers com uma ponta de
silicio (NanoWorld Innovative Technologies, NCHR, F,=320 KHz, constante nominal de mola
=42 N.m™") no modo ndo-contato e em temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C).
Para eliminar artefatos, as imagens foram obtidas de, ao menos, trés areas
macroscopicamente separadas de cada amostra. A técnica de LB foi empregada para
transferir as monocamadas de Langmuir para um substrato sélido. Mica clivada foi utilizada
como substrato para deposicdo. Todas as monocamadas foram depositadas no modo
upstroke e a velocidade de deposi¢do foi de 1 mm/min. As taxas de transferéncia ficaram

proximas de 1,0+0,01 para todas as deposicoes.

2.4. Resultados e Discusséo

Em todos os casos examinados, as isotermas de pressao-area foram obtidas durante

a compressao lateral na interface entre o ar e uma solucdo de tampao citrato-fosfato até o
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valor da pressdo méaxima (/1,.) lateral suportada pelos filmes de Langmuir. Vale ressaltar
que o I1,, ndo necessariamente corresponde a pressao de colapso do filme de Langmuir,
uma vez que em varios casos o valor maximo alcancado ndo € uma indicacdo de uma
iminente transicdo 2D-3D na estrutura de uma monocamada flutuante. A formagdo de
estruturas tridimensionais, pelo crescimento na subfase ou pelo dobramento das camadas, €

uma indicacdo de um filme autenticamente colapsado [19,20].
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Figura 2.2. Isotermas /A das monocamadas de APCP puro a diferentes pH, T=18°C.

A Figura 2.2 mostra que a isoterma /A do APCP puro numa solucéo tamp&o citrato-
fosfato numa faixa de pH 2,2 a 7,4. As moléculas de APCP exibem isotermas expandidas
para toda a faixa de pH analisada. A partir das isotermas analisadas n6s observamos que
para o pH 7,4 uma transicdo de gas para liquido-expandida (G/LE) a ~14 A’/molécula
(/7= 6 mN/m) ocorreu, e, subsequentemente, uma transicao liquido-expandida para liquido-
condensada (LE/LC) a ~10 A?’molécla (/7= 26 mN/m). Em adic&o, neste pH 0 IZ,, foi
alcancado ao redor de 52 mN/m e a area molecular de ~8 A*’molécula, correspondendo ao
méximo de compressibilidade.

A relacdo de potencial de superficie-area por molécula (4V-A) para o APCP é

apresentado na Figura 2.3, bem como o efeito do pH no comportamento interfacial do
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APCP, o qual ja foi identificado nas curvas de compresséo /FA. Os dados obtidos do APCP
em pH &cido sdo extremamente relevantes uma vez que a acidificacdo é uma caracteristica
comum associada a processos inflamatérios e o APCP é um derivado pirimidinico com
propriedades antiinflamatérias [4,8]. Em adicdo, a acidose extracelular é uma condicéo
comumente associada a uma grande variedade de situacfes fisiol6gicas e patolégicas. Em
termos gerais, a diminuicdo da area molecular foi acompanhada por uma notavel tendéncia
a maiores valores de potenciais de superficie. Para toda a faixa de pH analisada as
isotermas AV-A apresentaram valores positivos que variaram de 125 mV a 295 mV sob o
méaximo de compressao. Claramente, o aparente aumento do pH induz a um aumento no
potencial de superficie. Em adi¢do, o AV para cada pH estudado aumenta de maneira
progressiva e homogénea, sem a aparente formacdo de agregados quando a area por
molécula é diminuida. Com base nestes achados, nds estimamos como o A4V é afetado pelas
variagbes do pH em éareas correspondentes a 730 mN/m, valor de pressédo de superficie

em gue as moléculas de APCP foram estaveis.
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Figura 2.3. Isotermas A4V-A das monocamadas de APCP puro a diferentes
pH,T=18°C.

As modificacdes observadas para as isotermas AV-A do APCP podem ser associadas
a variagcdes na contribuicdo da dupla camada de Gouy-Chapman que existe (a0 menos
parcialmente) em monocamadas ionizadas [21,22]. Geralmente, as moléculas dos derivados

pirimidinicos tem um valor de pKa em torno de 5,0 [23]. Desta forma, as monocamadas de
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APCP s3o positivamente carregadas na medida em que sé aumenta a acidificacdo do meio,

tendo o grau de ionizagdo, o, dado por:

pK = pH, —log(a /(1-@)) Eq. 4

onde pH; é o pH na interface ar/fagua e podem ser determinadas a partir de

pH. = pH, + ey, [(2.3kT) Eq.5

onde pHp, é o pH da subfase (bulk), e € a carga elementar, k & a constante Boltzmann, T é
temperatura, e ¥, € a diferenca de potencial através da dupla camada. De acordo com a

teoria de Gouy-Chapman [24], ¥, & dado por

w, = (2kT / €)sinh”’ ea! A(5.88-107 ceT)!"? Eq. 6

onde 4 & a area por molécula, c é a forga idnica (em mol/L) na subfase, e £ é a constante
dielétrica do meio [25]. Considerando que a monocamada flutuante esta em equilibrio

eletroquimico com a solugao aquosa, 0 potencial de superficie da monocamada ionizada
das moléculas espalhadas pode ser expresso por

AV =(12mu, | 4))+ v, Eq. 7T

Espera-se que monocamadas de APCP dispersas em pH acido, sejam ionizadas. De
acordo com a Tabela 2.1, observa-se que as moléculas de APCP sao ionizadas
positivamente na faixa de pH estudada com o maximo valor de ¥, no pH 2.2. O valor
positivo esta relacionada a protonagéo do grupo amina do APCP. E razoavel propor que a
protonagao dos nitrogénios tem duas importantes consequéncias para a interacdo de APCP
com DPPC/(DSPE-PEG2000)- A protonagdo aumenta sua hidrofilicidade e afinidade para as

- regibes com altos valores de & quando comparado com as formas nao-protonadas.
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Valores AV foram expressos em termos de momentos de dipolo de superficie,
i L=AAV/127 onde A é area molecular, em A’/molécula, AVem milivolts e .. foi obtido em
unidades de milidebye (mD) [24] . N6s observamos que um aumento no pH de 2,2 a 7,4
produz mais do que duas vezes um aumento no u. (Tabela 1). Este aumento € associado
com a desprotonacdo a altos pHs, onde a molécula € encontrada como monocamadas

parcialmente ionizadas.

Tabela 2.1 — pH da subfase, area molecular media, potencial de superficie, momento de
dipolo e diferenca de potencial da dupla camada das monocamadas flutuantes de APCP.

PHbuik Area (A’/molécula) AV (mV) u1(mD) P (MV)
2.2 6.15 177 29 462.21
4.8 7.27 150 29 392.88
6.8 7.38 271 53 392.88
7.4 9.02 282 67 300.44

A Figura 2.4 mostra as isotermas /FA das monocamadas DPPC, DSPE-PEG;y €
sistemas binarios DPPC/(DSPE-PEG,00) em solu¢des aquosas. Nossos resultados para as
moléculas puras estdo em concordancia com os relatados na literatura [9; 26; 28]. Como
esperado, as monocamadas flutuantes do DPPC apresentam um platd associado com a
transicdo de expandido (E) para a fase condensada (C), i.e. condensacdo das cadeias
alquila, a 714 mN/m correspondendo a uma area molecular média de 52.3 A*molécula.

As isotermas /A para 0 DSPE-PEG,q (detalhe da Fig. 3) gradualmente aumenta
com a diminuicdo da area molecular, alcanga um pseudoplatd abaixo de 900 A*/molécula e
apresenta amm correspondente a 600 A* molécula que é relativamente grande, sendo
seguido pela condensacdo das cadeias alquila. O platd nas isotermas /7A das
monocamadas de PEO e PEG na interface ar/agua é geralmente atribuido a mudancas
conformacionais na parte polimérica [28]. Em particular, para os PEOs e PEGs que estédo
inseridos em solventes considerados ideais na interface ar/agua [29], o platé pode ser
interpretado como uma transicao de “mushroom” para “brush” [30]. Analisando as isotermas
ITA do sistema bindrio DPPC/(DSPE-PEG,) a diferentes concentracdes molares, nos
observamos que as isotermas exibem trés regides: (i) uma expandida abaixo de ~6mN/m;

(i) um pseudoplatd com um ponto intermediario em ~8mN/m; e, (iii) uma regido de baixa
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compressibilidade acima de ~15mN/m. Posteriormente, um perfil mais expandido é

observado para o sistema binario quando comparado com a monocamada pura de DPPC.
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Figura 2.4. Isotermas /FA do sistema binario DPPC/(DSPE-PEG,.) a diferentes
concentracdes relativas de PEG-fosfolipidios (x = {1, 3, 6, € 9 mol%]}). Detalhe: Isoterma /FA

da monocamada pura de DSPE-PEG .

O 7IImax aumenta proporcionalmente com a concentracdo molar do DSPE-PEGqq;
este comportamento pode ocorrer devido a repulsédo estérica que ocorre entre as cadeias de
PEG. Similarmente, a pressédo de colapso (/) aumenta gradualmente com a concentracéo
molar do DSPE-PEG,qq, indicando a miscibilidade entre os dois componentes.

Na Figura. 2.5 n0s observamos um aumento no 4V com o aumento da concentracao
molar do fosfolipidio peguilado. A curva para o DPPC puro parte do potencial zero em
grandes areas por molécula e, subsequentemente, aumenta abruptamente a uma dada area
critica. Este comportamento tem sido atribuido, no caso de fosfolipidios e outros compostos
alifaticos, a uma diminuicdo do & efetivo na interface monocamada/agua, em que
acreditamos que ocorra quando uma densidade critica de empacotamento é alcangada [21].

A introducdo do DSPE-PEG;y na monocamada de DPPC causa um aumento global no
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potencial de superficie. O AVmax foi alcancado a ~45A’molécula para todas as
concentracdes molares de DSPE-PEG,q0. Em adicdo, ndés observamos a existéncia de
platds correspondentes a transicbes de fase G/LE a ~110 A¥molécula e LE/LC a
~70 A*molécula. Para a monocamada pura de DSPE-PEGyg nOs observamos um
comportamento expandido com o0 AVmax alcangando ~410 mV e um elevado AV a grandes

areas moleculares (detalhe da Figura. 2.5).
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Figura 2.5. Isotermas A4V-A do sistema binario DPPC/(DSPE-PEGy ) a diferentes

concentragdes relativas de PEG-fosfolipidios (x = {1, 3, 6, € 9 mol%}). Detalhe: Isoterma 4-A
da monocamada pura de DSPE-PEG g, T=18°C.

A Figura 2.6 mostra as isotermas /FA para 0 sistema ternario DPPC/(DSPE-
PEG2000)/APCP. Quando o conteudo de APCP é aumentado, a monocamada se torna mais
expandida e com maiores amm.

As isotermas /FA para as monocamadas ternarias DPPC/(DSPE-PEGqq)/APCP
possuem um platd LE/LC, similar ao DPPC. A introducdo de APCP nas moléculas de DPPC
dificulta o empacotamento e isto reflete no perfil das monocamadas expandidas do sistema

binario de DPPC/(DSPE-PEG,q0) (Figura 2.6), quando comparado aos componentes puros.
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A partir da Figura 2.7 n6s observamos que a presenca de APCP no sistema binario
DPPC/(DSPE-PEG,yo) afeta o potencial de superficie da monocamada, que depende
basicamente da componente normal (perpendicular a superficie da agua) dos momentos de
dipolo das moléculas formadoras do filme e também da contribuicdo da dupla camada

elétrica formada quando a monocamada € ao menos parcialmente ionizada [31].
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Figura 2.6. Isotermas 7/FA do sistema ternario DPPC/(DSPE-PEG,y0)/APCP a diferentes
concentracdes relativas de APCP (x = {0.5, 1.5, 3.0 e 4.3 mol%}).

A densidade de empacotamento e a orientacdo das moléculas na interface ar/agua
parecem ser 0s parametros essenciais para o entendimento dos resultados do 4V. A
introducdo da molécula de APCP nos sistemas binarios de DPPC/(DSPE-PEG;0) provoca
um aumento global do AV. Na Figura 2.7 nés observamos dois regimes aparentes para 0s
valores do potencial de superficie a 0,5-1,5% e 3,0-4,3% para o APCP e 4V,,, ao redor de
340mV e 450mV para cada regime, respectivamente. Por outro lado, n6s podemos observar
gue as moléculas de APCP parecem ser atraidas pelas regifes polares da monocamada de
fosfolipidios, provavelmente porque os seus heterociclicos ficam acima da superficie da
adgua, praticamente paralelos ao plano da monocamada [32,33]. A carga negativa dos
grupos polares dos fosfolipidios atrai o APCP protonado e a carga positiva 0 repele. Em

adicdo, o empacotamento molecular &, portanto, afetado e, por sua vez, causa uma

diminuicdo da componente normal do u.filme.
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Com o objetivo de elucidar a conformacdo adquirida pelas moléculas de PEG na
interface ar/agua, dados experimentais foram correlacionados com dados teoricos. De
Gennes [34] demonstrou que a determinacao dos regimes apresentados pelas moléculas de
PEG é dependente da distancia que existe entre os polimeros (D).
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Figura 2.7. Isotermas AV-A do sistema ternario DPPC/(DSPE-PEG00)/APCP a diferentes
concentracoes relativas de APCP (x ={0.5, 1.5, 3.0 e 4.3 mol%}).

Sabe-se que D=(A/M)"2, onde M é a fragéio molar lipidio peguilado e A é a area por
molécula de lipidio na monocamada flutuante [16].

A partir das andlises da variacdo da distancia entre os sitios peguilados, associados
com o aumento na concentracdo molar nas pressdes de superficies de 10, 20, 50 e 60
mN/m, tendo em vista que o Rf do DSPE-PEGy apresenta o valor de 35 A, uma
modificagdo de “mushroom” (até 3,0%) para a conformagao “brush” (acima de 3,0%) pode
ser observada para 0 DSPE-PEG 0, N0 sistema binario DPPC/(DSPE-PEG,q0) (Figura 2.8).
A introducdo das moléculas de APCP resulta em maiores valores para a variacdo da
distancia, i.e., expansao das monocamadas binarias de DPPC/(DSPE-PEG,q). Mudancas
de DSPE-PEG.y, ou seja, modificagcdo conformacional de “mushroom” para “brush” é

dificultada, devido a presenca do APCP (Figura 2.9), ocorrendo apenas a 9mol% de DSPE-
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PEG000, €xceto para 7=10mN/m. Este aumento pode ser associado com interacoes
eletrostéaticas, que retém as moléculas de APCP nas monocamadas binarias de DSPE-

PEG,000 SOb compressao lateral.
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Figura 2.8. Variacao da distancia entre os sitios peguilados (D) para DPPC/(DSPE-PEGq)
em funcdo do aumento da concentracdo molar de (DSPE-PEGyqy) a diferentes pressdes de

superficie.

InformagBes mais detalhadas da reorganizacdo molecular na monocamada sob
compressao foram obtidas utilizando a técnica de AFM. Para tanto, o filme de DPPC/(DSPE-
PEG2000) € DPPC/(DSPE-PEG400)/APCP foram depositados a 7=30mN/m, e as imagens de
AFM obtidas demonstram estruturas elevadas (fase clara), sobre uma matriz continua (fase
escura) (Figura 2.10). A partir das imagens topograficas sabe-se que os picos observados
entre as duas fases encontra-se em torno de 4nm e apresentam forma e tamanho
irregulares, sendo randomicamente distribuidos ao longo do substrato. As imagens de AFM
do DPPC/(DSPE-PEG,qq0) nos permite visualizar uma fina estrutura composta de numerosos
defeitos na forma de vales (Figura 2.10a), resultante da reorganizacédo da camada durante o
processo de secagem [35,36]. Vales com uma profundidade de ~4nm estdo presentes nos
grandes dominios e sdo certamente devido ao estresse durante a elaboracéo do filme [37].

Em adicao, a diferenca de altura medida das se¢des transversais na imagem topografica do
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DPPC/(DSPE-PEG000)/APCP na Figura 2.10 b mostra que os vales possuem um
profundidade de 2-3nm.
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Figura 2.9. Variacdo da distancia entre os sitios peguilados (D) para DPPC/(DSPE-
PEG2000)/APCP em funcdo do aumento da concentracdo molar de (DSPE-PEGyu0) a
diferentes pressdes de superficie.

Para relacionar a morfologia da monocamada, diferentes interacdes devem ser
consideradas, tais como, forcas eletrostaticas e forcas de van der Waals. Devido a carga
negativa presente na superficie da mica [39] e a carga positiva do APCP e das cabecas
polares do grupo colina (fosfatidilcolina é grupo polar zwiteridnico com a carga positiva da
colina em contato com a superficie da mica), surgem interagfes eletrostaticas [40]. Em
adicdo, interacbes de van der Waals que apresentam um papel fundamental nas
propriedades mecanicas nas monocamadas dos fosfolipidios, estando envolvidas na coeséo

das monocamadas dos fosfolipidios com outras moléculas.
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Figura 2.10. Imagem topografica de MFA (10 um x 10 um) de monocamada pura de
DPPC/(DSPE-PEG2000) (a) e mista de DPPC/(DSPE-PEG2000)/APCP (b) transferida em
mica. A andlise da secao ao longo da linha preta nas imagens (a) e (b) mostram que a altura

entre os niveis inferior e superior € de aproximadamente 4 nm.

2.5. Conclusodes

A inclusdo de DSPE-PEG;,, em monocamadas de DPPC resulta na formacéo de
filmes estaveis, densamente organizados e homogéneos. A incorporagdo de APCP nas
monocamadas de DPPC/(DSPE-PEG,y) provoca uma expansido das monocamadas em
altas concentracbes de APCP e torna a monocamada mais condensada em baixa
concentracdo dos mesmos, provavelmente porque as moléculas de APCP e DPPC/(DSPE-
PEG.000) assumem diferente arranjo molecular a baixas concentragfes. Além disso,

modificagbes do DSPE-PEG,y, de “mushroom” para “brush” séo dificultadas, devido a
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presenca do APCP. A interacdo entre o APCP protonado e o DPPC/(DSPE-PEGyy0) €
estabilizada pelas interagfes eletrostaticas e a carga negativa do grupo cabega polar do
lipidio interage com o APCP atraindo-o para a regido polar. Por fim, as imagens de AFM

revelaram auséncia de defeitos tanto para o sistema binério quanto para o sistema ternario.
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DISCUSSAO GERAL E CONCLUSOES

Em sintese, ao analisar a monocamada de APCP puro, observa-se um perfil
expandido e este fato deve-se a protonac¢do do grupo amina presente nesta molécula que se
ioniza na faixa de pH estudada. Além disso, nota-se que os valores de potencial de
superficie foram positivos e aumentam de forma gradual na medida em que se diminui a
area por molécula, este fato se deve tanto a carga positiva presente na superficie quando a
contribuicdo da dupla camada elétrica.

Na isoterma /FA de DPPC puro foi encontrado um platd associado a transi¢cdo de
expandido (E) para a fase condensada (C), que se deve a condensacdo das cadeias alquil.
Em adicdo, a isoterma de potencial de potencial de superficie parte do potencial zero em
grandes areas por molécula e, subsequentemente, aumenta abruptamente a uma dada area
critica. Este comportamento tem sido atribuido a uma diminui¢cdo do ¢ efetivo na interface
monocamada/agua, que ocorre quando uma densidade critica de empacotamento é
alcancada.

Para a isoterma [/FA do DSPE-PEGyyg a pressdao de superficie aumenta
gradualmente com a diminuicAo da area molecular, sendo que a existéncia de um
pseudoplatd é atribuido a mudancas conformacionais na parte polimérica de uma
conformagéo em “panqueca” para uma conformagao em “brush”. Em relagdo a isoterma de
potencial de superficie, 0 AV aumenta com o aumento da concentragdo molar do fosfolipidio
peguilado.

Para as isotermas /FA do sistema binario DPPC/(DSPE-PEG,y0) a diferentes
concentragcbes molares, foram observadas trés regides: (i) uma expandida; (i) um
pseudoplatd; e, (iii) uma regido de baixa compressibilidade. Além disso, a monocamada
apresenta-se mais expandida quando comparada com a monocamada pura de DPPC. O
IImax aumenta proporcionalmente com a concentracdo molar do DSPE-PEG;q; este
comportamento pode ocorrer devido a repulsdo estérica que ocorre entre as cadeias de
PEG. Similarmente, a pressdo de colapso (/7)) aumenta gradualmente com a concentragdo
molar do DSPE-PEG,q, indicando a miscibilidade entre os dois componentes. Neste
sistema binario, a isoterma de potencial de superficie confirma o comportamento expandido
com o aumento global no potencial de superficie a grandes areas moleculares.

Com a introdugcdo do APCP formando um sistema ternario (DPPC/(DSPE-
PEG2000)/APCP) a monocamada torna-se mais expandida e com maiores amm a medida em

que se aumenta a concentracdo do mesmo. Este fato ocorre devido a molécula de APCP
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que dificulta o empacotamento das moléculas presentes no filme. Estes resultados foram
confirmados com as isotermas de potencial de superficie onde a introdu¢cdo do APCP
provoca um aumento global do AV. A carga negativa dos grupos polares dos fosfolipidios
atrai o APCP protonado e a carga positiva o repele dificultando o empacotamento molecular.
Além disso, sabe-se que em monocamadas de APCP puro o mesmo sofre resisténcia ao
empacotamento com o aumento da protonacdo do grupo amina, como pode ser confirmado
pela diminuicdo da componente normal do ..

Com o objetivo de estimar o momento em que existe mudanca conformacional das
cadeias poliméricas de PEG tanto no sistema binario quanto no sistema ternario, dados
experimentais foram correlacionados com dados teéricos. Pode-se observar que para o
sistema binario DPPC/(DSPE-PEG,y0) uma modificagdo da conformagéo em “mushroom”
para a conformacédo em “brush” ocorreu a 3 mol% e que a introdugao das moléculas de
APCP causa interacdes eletrostaticas que retém as moléculas de APCP nas monocamadas
binarias de DSPE-PEG,y,0 sob compressao lateral, este fato resulta em maiores distancias
entre as cadeias poliméricas e consequentemente a mudanca conformacional de
“mushroom” para “brush” é dificultada, ocorrendo apenas a 9 mol% de DSPE-PEG,, Ndo
ocorrendo na menor pressao de superficie analisada.

Informacdes mais detalhadas da reorganizagdo molecular na monocamada sob
compressao foram obtidas utilizando a técnica de AFM. Foram observadas diferenca de
altura mais significativas na imagem topogréafica do DPPC/(DSPE-PEG3qy) em relagéo as do
DPPC/(DSPE-PEGu0)/APCP, pois apesar dos fosfolipidios-PEG apresentarem-se mais
ordenados, que o composto ternério, este apresenta a vantagem de possuir forcas
eletrostaticas atuando entre a superficie negativa do substrato utilizado (mica) e a carga
positiva do APCP e do grupo colina. Além disso, as for¢cas de van der Waals também
exercem influéncia.

Diante dos resultados supracitados, podemos afirmar que monocamadas de
DPPC/(DSPE-PEGjyy) € DPPC/(DSPE-PEG,0)/APCP podem ser formadas, resultando em
filmes estaveis, densamente organizados e homogéneos nas condi¢des realizadas e que a
incorporacdo de APCP torna a monocamada mais expandida, porém este fato ndo afeta a
estabilidade da monocamada. Além disso a transicdo das cadeias de PEG de “mushroom”
para “brush” torna-se dificultada devido a presenca do APCP. Imagens de AFM revelaram
auséncia de defeitos de filmes depositados sobre mica tanto para o sistema binario quanto

para o sistema ternario.
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4-amino-2-phenyl. 6(p-fluor-phenyl)-5-carbonitrile-pyrimidine (APCP) is a new derivative of pyrimidine
with low solubility in water and anti-inflammatory properties. We compared the interfacial behaviors of
spread films of poly(ethylene glycol }-grafted phospholipid (DSPE-PEGz20x0), 1.2-dipalmitoyl-sn-glycero-
3-phosphocholine (DPPC). and APCP and a mixture of these molecules. The surface pressure-area (/7-A)
isotherm showed that APCP and DSPE-PEG;c0p molecules were stable at the air/water interface and
could be evenly inserted into a DPPC floating monolayer. The introduction of APCP into the DPPC/{DSPE-

gﬁ;’;j’:momhyers PEG000) binary monolayer generally causes an overall increase in surface potential. Analyses of distance
Pyrimidine variation between the grafted sites are associated with a change of mushroom to brush conformation

and this behavior is observed for the DPPC/{ DSPE-PEGzq00) and DPPC/(DSPE-PEG2ao0 )/ APCP monolayers.
Langmuir-Blodgett (LB) films of molecules of biological interest were transferred onto mica in order
to investigate their interaction. AFM images do not show any regular shape or size and are randomly

Interface characterization
PEGylated lipids

distributed.

@ 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Compounds containing pyrimidine heterocycles have been
extensively studied due to their pharmacological and biological
properties, for example, their antifungical [1], antiviral [2], antimi-
crobial [2], antitumor and anti-inflammatory [4] activities. The
pyrimidine ring is present in the chemical structure of several
pharmaceuticals, such as drugs for hypertension [5] and anxiolyt-
ics [6], as well as in other antimicrobial and antitumeor agents [7].
The molecule 4-amino-2-phenyl, 6( p-fluor-phenyl)-5-carbonitrile-
pyrimidine (APCP) belongs to a new derivative of pyrimidine with
anti-inflammatory properties [4,8].

In recent years, researchers have been paying increasing atten-
tion to short-chain poly{ethylene oxide) (PEO) with molecular
weights (MW) in the range of 1-5 kDa, also known as poly(ethylene
glycol)s (PEG) [9-11]. PEG has many biomedical applications, such
as improving of biocompatibility, and this is basically because PEG
grafts have been shown to promote the reduction in the adsorption
of proteins, which is generally recognized as a primary response of
the reticuloendothelial system to foreign bodies [12].

* Corresponding author. Tel.: +55 81 3523 3351; fax: +55 81 3523 3351.
E-mail address: csrandrade@gmail.com (C.AS. Andrade ).

0927-7757/% — see front matter © 2010 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.colsurfa.2010.10.002

The resistance of PEGs to protein adsorption has made them
attractive for applications such as surface coatings to improve the
compatibility of implanted medical devices and to prolong the
circulation time of liposomes for drug delivery [12]. One encour-
aging approach to grafting PEG chains is through the introduction
of PEG-lipid conjugates into membrane-mimetic lipid structures
(monolayers, bilayers, and liposomes) [12-14]. The amounts of
PEG-grafted phospholipids and the MW of the PEG unit can be mod-
ulated to optimize the circulation time and as little as 2 mol% of
PEGylated phospholipid (2 kDa) is enough to prolong the circula-
tion time of liposomes [15].

In addition, diverse studies have been performed aimed at
shedding light on the properties of PEG-grafted lipids [16,17].
Lypopolymeric membranes depend on the material conformation
and the MW of the polymeric chains seems to be the main fac-
tor [18]. Below the MW of 2 kDa lipopolymers take on a mushroom
conformation. Conversely, up to MW of 2 kDa, the polymeric chains
on the surface undergo a conformational change, which leads to the
compressed and densely packed brush conformation [18].

In this study, we explore the effect of the PEG-lipid molecules
on the (1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine }-APCP sys-
tem at the air/water interface, by means of the Langmuir and
Langmuir-Blodgett (LB) technique, as a model system for stealth
drug delivery. In addition, the LB film technique was exploited to
analyze the morphology and to investigate subtle details of mono-
layer microstructure.
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Fig. 1. The chemical structures of DPPC, DSPE-PEG g and APCP.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Pyrimidine derivative was synthesized by one of us (EPSF),
starting from aromatic aldehyde reacting with malonitrile and,
subsequently, adding amydine to obtain 4-amine-2-phenyl,
6( p-fluor-phenyl)-5-carbonitrile-pyrimidine [4,8]. Poly(ethylene
glycol)-grafted phospholipid with a PEG average MW of 2 kDa (1,2-
distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-[poly(ethylene
glycol)zopn), i.e., DSPE-PEG3qgp) and 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-
3-phosphocholine (DPPC) were obtained from Avanti Polar Lipids
Inc. (Alabaster, AL) and Sigma Chemical (St. Louis, MO, USA),
respectively, and used as received.

Stock solutions of DPPC and DSPE-PEGp0p were prepared
at a concentration of 0.1-0.6 mg/mL by dissolution in chloro-
form/methanol (9:1, v/v). The concentration of the pure DPPC in
solution used for spreading was 1.7 x 10'> molecules/p.L. Stock
solutions were mixed in various molar ratios (x) to obtain spread-
ing solutions containing 1, 3, 6, and 9mol% of DSPE-PEGzpn0.
Next, mixed solutions of DPPC/(DSPE-PEGz000)/APCP with dif-
ferent molar ratios (x={0.5, 1.5, 3.0 and 43 mol%}) of APCP
were prepared using suitable aliquots of pure solutions of the
pyrimidine and phospholipids. Buffer solutions of citrate (sodium
citrate)-phosphate (pH 2.2, 4.8, 6.8 and 74) were prepared
with ultrapure water (Millipore-Synergy® ). Ultrapure water was
obtained with resistivity 18.2MS-.cm and a typical surface tension
of 722 mN/m at 20°C. The chemical structures of APCP, DSPE-
PEG2000 and DPPC are presented in Fig. 1.

2.2. Surface pressure and surface potential measurements

The measurements of surface pressure (/7) versus molecu-
lar area (A) isotherms of pure and mixed phospholipids/APCP
monolayers were performed at a symmetric compression rate of
10.0 mm/min in an auto-recording Langmuir-type film minitrough
(KSV Instruments, Finland ), with a total area of 273 cm?. The system
was equipped with a Wilhelmy plate and the surface pressure was
measured to an accuracy of £0.1 mN/m. Pure and mixture solutions
were spread dropwise at the interface by gastight syringe (Hamil-
ton Company, Reno, NV) after allowing 10 min for evaporation.

By means of the vibrating plate method (v=300Hz), the surface
potential (AV) of pure and mixed phospholipid/APCP monolayers
was measured with a KSV Kelvin apparatus with the probe elec-

trode located at approximately 2-3 mm above the water surface,
and the AV was determined to an accuracy of £10 mV. Data were
collected using the KSV software, while the /T and AV isotherms
were presented by taking the average value of at least three inde-
pendent measurements. All deviations of the surface area values
were smaller than +1 A2

2.3. Atomic force microscopy measurements

Atomic force microscopy (AFM) measurements were performed
with a commercial PicoSPM Il microscope (Molecular Imaging,
USA). Cantilevers with a silicon tip (NanoWorld Innovative Tech-
nologies, NCHR, Fo =320 KHz, nominal spring constant=42Nm~!)
were used for the non-contact mode AFM in air at room temper-
ature (approximately 25=C). To eliminate artifacts, images were
obtained from at least three macroscopically separated areas on
each sample. The LB technique was employed to transfer phospho-
lipids monolayers from the water surface onto a solid substrate.
Freshly cleaved mica was used as the deposition substrate. All
monolayers were deposited in the upstroke mode and the depo-
sition speed was 1 mm/min. The transfer ratios were close to
1.0 +£0.01 for all depositions.

3. Results and discussion

In all cases examined, the surface pressure-area isotherms were
recorded during the lateral compression of the air interface of a
buffer citrate-phosphate bulk solution until a maximum pressure
(/T max) value of the lateral pressure supported by the Langmuir
films was attained. Note that IT max does not necessarily corre-
spond to a collapse pressure of the Langmuir film, since in several
instances this maximum value is reached but no indication of
an imminent 2D-3D transition in the structure of the floating
monolayer can be identified. The formation of three-dimensional
structures, either by growth into the subphase, or by the folding
of double layers atop the floating monolayer, is a hallmark of an
authentically collapsed Langmuir film [19,20].

Fig. 2a shows the JIT-A isotherm of pure APCP on
citrate-phosphate buffer solution subphase ranging from 2.2
to 7.4. APCP molecules exhibited expanded isotherms for
the entire pH range studied. From the isotherms analyzed
we observed that for pH 7.4 a gas to liquid-expanded (G/LE)
transition at ~14 A2molecule (/7=6mN/m) occurred, and,
subsequently, a liquid-expanded to liquid-condensed (LE/LC)
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4 8 12 16 20 [25]. Considering that the floating monolayer is in electrochemical
Area per Molecule (A?) equilibrium with the aqueous solution, the surface potential of the

Fig. 2. (a)IT-Aand (b) AV-A isotherms of pure APCP monolayers at different pHs.

transition at ~10AZ/molecule (/7=26 mN/m). In addition, at this
pH the ITmax was reached around 52mN/m and the molecu-
lar area of ~8A%/molecule, corresponding to the maximum of
compressibility.

The surface potential-area per molecule (AV-A) relationship
for APCP is shown in Fig. 2b, as well as the pH effect on the
interfacial behavior of the APCP already identified in the /T-A
compression curves. Data obtained from APCP at acidic pH is
extremely relevant since acidification is a common feature asso-
ciated with inflammatory processes and APCP is a pyrimidine
derivative with anti-inflammatory properties [4,8]. In addition,
extracellular acidosis is a condition commenly associated to a vari-
ety of physiological and pathological situations. In general terms,
the decrease in molecular areas was accompanied by a noticeable
trend to higher surface potential values. For the entire pH range
the AV-A isotherms showed positive values varying from 125mV
to 295mV under maximum compression. Clearly, the apparent
increase in the pH induces an increase in the surface potential. In
addition, AV for every studied pH increases in a homogeneous and
progressive way, with no apparent cluster formation as the area
per molecule is decreased. On the basis of these findings, an esti-
mate of how AV is affected by pH variations was been determined
at the surface areas corresponding to the /7=30mN/m, a value of
the surface pressure at which the monolayers of APCP molecules
were found to be stable.

On analysis of the case of APCP floating monolayers, the visual-
ized changes in AV-A isotherms may be associated with variations
in the contribution of the Gouy-Chapman double layer that exists
(at least partially) in ionized monolayers [21,22]. Generally, pyrim-
idine derivative molecules have a pKa value of 5.0 [23]. Thus APCP
monolayers are expected to be positively charged at the pH values

ionized monolayer of spread molecules may be expressed by

AV = (—]2:;‘*) +v0 4)

Langmuir monolayers spread on buffers are expected to be fully
ionized. From Table 1 we observed that APCP molecules are posi-
tively ionized in the entire pH range studied with a maximum v
value at pH 2.2. These positive values are related to the protona-
tion of amine group of APCP. It is reasonable to propose that the
protonation of nitrogens has two important consequences for the
interaction of APCP with DPPC/(DSPE-PEGp00). The protonation
increases its hydrophilicity and affinity to the regions with higher
& values, as compared with non-protonated forms. However, the
presence of the positive charge is essential for obtaining the electro-
static interactions between APCP molecules and polar heads of the
phospholipids. The effects of protonated APCP upon phospholipid
monolayers differ considerably from those of the non-protonated
ones.

AV values were expressed in terms of surface dipole moments,
11 =AAV/12m, where A is the molecular areain A2/molecule, AV in
millivolts and j¢; was obtained in millidebye units (mD) [24]. We
observed that an increase in pH from 2.2 to 7.4 produced a more
than twofold increase in ft; (Table 1). This increase is associated
with the APCP deprotonation at high pHs, where the molecule is
found as partially ionized monolayers.

Fig. 3 shows the I7-A isotherms of pure DPPC, DSPE-PEGyg09
and binary DPPC/( DSPE-PEG2000) monolayers on an aqueous solu-
tion. Our results for pure molecules are in agreement with those
in the literature [9,26-28]. As expected, the DPPC floating mono-
layer shows a plateau associated with a transition from expanded
(E) to condensed phase (C), i.e., acyl chain condensation, at
IT=14mN/m corresponding to a mean molecular area (mma) of
52.3 A%2/molecule.

The IT-A isotherm for pure DSPE-PEGppo0 isotherm (inset of
Fig. 3) gradually increases with a decreasing molecular area,
reaches a pseudoplateau below 900A2/molecule and presents a
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] o
600 ia
s T
§ %0 i
s £
£ 400 2.
g
o 300-
@
o
£ 2001
3
w
1001
° T L T LJ \' T
20 40 60 80 100 120 140

Area per Molecule (A?)

Fig. 4. AV-A isotherms of DPPC/{DSPE-PEGx00 ) binary system at different relative
concentrations of PEG-grafted phospholipids (x= {1, 3,6,and 9mol%}). Inset: AV-A
isotherms of pure DSPE-PEGxq monolayers.

corresponding mma of 600 A2/ molecule that is relatively large, fol-
lowing which a condensation of the acyl chains takes place. The
plateau in /7-A isotherms of PEO- and PEG-grafted monolayers
at the air/water interface is usually attributed to conformational
changes in polymeric moiety [28]. In particular, for PEOs and PEGs
that are in a good solvent condition at the air/water interface [29],
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Fig. 5. IT-A isotherms of DPPC/( DSPE-PEGamo)/ APCP ternary monolayers at differ-
entrelative APCP concentrations (x={0.5, 1.5, 3.0 and 4.3 mol¥}).
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Fig. 6. AV-A isotherms of DPPC/(DSPE-PEG;qp )/APCP ternary monolayers at dif-
ferent relative APCP concentrations (x={0.5, 1.5, 2.0 and 4.3 mol%} ).

the plateau can be interpreted as a transition from pancake to brush
conformation [30].

Analyzing the IT-A isotherms of DPPC/{DSPE-PEG;qqp) binary
system at different molar concentrations, we observed that the
isotherms exhibit three major regions: (i) an expanded region
below ~6 mN/m; (ii)a pseudoplateau with a midpoint at ~8 mN/m;
and, (iii) a low-compressibility region above ~15mN/m. Next, a
more expanded profile is observed for the binary system studied as
compared with that for the pure DPPC monolayer. ITpax increases
proportionally with the DSPE-PEG2pp0 molar concentration; this
behavior may occur due to the steric repulsion occurring between
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(b) DPPC/(DSPE-PEG 00 )/APCP with the increase of (DSPE-PEGayeg ) molar concen-
tration at different surface pressures.
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Fig. 8. An AFM topographic image (10 jum x 10 p.m) of the pure DPPC/( DSPE-PEG ) (2) and mixed DPPC/{ DSPE-PEG g )/APCP (b) monolayer transferred on mica. A section
analysis along the black line in images (a) and (b) shows that the step height between higher and lower levels is approximately 4 nm.

the PEG chains. Similarly, the collapse pressure (/7¢) gradually
increases with the DSPE-PEG;qgp molar concentration, indicating
the miscibility between the two components.

Similarly, in Fig. 4 we observed an increase in the AV with
the increase in PEGylated phospholipid molar concentration. The
curve for pure DPPC starts off at zero surface potential for large
areas per molecule and, subsequently, increases abruptly at a given
critical area. This behavior has been attributed, in the case of mono-
layers of phospholipids and other aliphatic compounds, to the
decrease in the effective & at the monolayer/water interface, which
is believed to occur when a critical packing density is achieved [21].
The introduction of DSPE-PEG2000 into the DPPC monolayer causes
an overall increase in surface potential. The AVpnax was reached
at ~45 A2{molecule for all DSPE-PEGgqp molar concentrations. In
addition, we observed the existence of plateaus corresponding to
G/LE phase transition at ~110 A%2/molecule and LE/LC phase transi-
tionat~70 Azjmolccule. For the pure DSPE-PEGz0p0 monolayer we
abserved an expanded behavior with a AVmax reaching ~410 mV
and an elevated AV at high molecular areas (inset of Fig. 4).

Fig. 5 shows the JT-A isotherms for the DPPC/(DSPE-
PEG2000)/APCP ternary system. When the APCP content is
increased, the monolayer becomes increasingly more expanded
and with higher mma. The /7-A isotherms for DPPC/{DSPE-
PEG2000)/APCP ternary monolayers have the LE/LC plateau, similar
to the one for DPPC. The introduction of APCP onto DPPC molecules
prevents them from close packing and this is reflected in the pro-
file of expanded monolayers of the DPPC/(DSPE-PEG2000) binary
system (Fig. 5), as compared with the pure components.

From Fig. 6 we observed that the presence of APCP in the
DPPC/(DSPE-PEG2000) binary monolayers affects the monolayer

surface potential, which depends basically on the normal compo-
nent (perpendicular to the water surface) of dipole moments of
the film-forming molecules, and also on the contribution from the
electric double-layer formed when the monolayer is at least par-
tially ienized [31]. The packing density and the orientation of the
molecules on the air/water interface therefore appear to be essen-
tial parameters for understanding the AV results. The introduction
of APCP into the DPPC/{ DSPE-PEG2000) binary monolayer generally
causes an overall increase in AV.In Fig. 6, we observed two appar-
ent regimes for surface potential values at 0.5-1.5% and 3.0-4.3%
of APCP and A Vipax at around 340 mV and 450 mV for each regime,
respectively.

On the other hand, we can state that the protonated APCP
molecules have broader effects, because they seem to be pulled
closer to the polar region of the phospholipid monolayers, prob-
ably with their heterocycles protruding from the water interface,
owing to their interaction with the lipid headgroup charges, which
lie practically parallel to the plane of the monolayer [32,33]. The
negative charge of the phospholipid headgroup attracts the pro-
tonated APCP and pulls it into the polar region and the positive
one repels the protonated APCP. In addition, molecular packing is
thereby affected which, in turn, causes the normal component of
the pt of film-forming molecules to decrease.

Inan attempt to elucidate the conformation acquired by the PEG
molecules on the air/water interface, we correlated the experimen-
tal data with the theoretical data. de Gennes [34] showed that the
determination of the regimes shown by PEG molecules is depen-
dent on the distance between the grafted sites (D) and the size of
the coil shape of the polymer in solution. In this study we calcu-
lated D by D= (A/M)!2, where M is the mole fraction of PEG-lipid
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and A is the area per lipid molecule in the floating monolayer [16].
From the analyses of distance variation between the grafted sites,
associated with the increase in molar concentration at surface pres-
sures of 10,20, 50 and 60 mN/m, a change of mushroom (at 3.0%) to
brush conformation(up to3.0%)is observed for the DSPE-PEGzppp in
the DPPC/(DSPE-PEG;qqp) binary system (Fig. 7a). The introduction
of APCP molecules results in higher values for the distance varia-
tion, i.e., expansion of the DPPC/( DSPE-PEG2000) binary monolayers.
DSPE-PEGz2000 changes from brush to mushroom conformation is
hampered, due to the presence of APCP (Fig. 7b), occurring only at
9 mol% of DSPE-PEG2000, except for /T = 10mN/m. This increase can
be associated with the electrostatic interactions, which retain the
APCP molecules in the DPPC/(DSPE-PEG;qgp) binary monolayers on
lateral compression.

We obtained more detailed information on the molecular
reorganization in the monolayer on compression using AFM
technique. The film of the DPPC/(DSPE-PEG;qqgg) and DPPC/(DSPE-
PEG3000)/APCP was deposited at J7=30 mN/m, and the AFM image
obtained is made of elevated features (bright phase), embedded
in a continuous matrix (dark phase) (Fig. 8). From the AFM topo-
graphic image the step height measured between the two phases is
about 4 nm and the elevated structures show an irregular shape or
size and are randomly distributed throughout the substrate. AFM
images of DPPC/( DSPE-PEG;p0g) allow us to visualize a fine struc-
ture composed of numerous defects in the form of holes (Fig. 8a),
resulting from the reorganization of the layer during the drying pro-
cess [35,36]. Holes with a depth of ~4 nm are present particularly
on the largest domains and are certainly due to stress during elab-
oration of the film [37]. In addition, the height difference measured
from the cross sections in the topographic image of DPPC/(DSPE-
PEG2000)/APCP in Fig. 8b shows that the holes have a fairly uniform
depth of 2-3 nm. The ordering in PEG-grafted phospholipid mono-
layers was expected to occur on a somewhat smaller scale [38].

To relate the monolayer structures different interactions should
be considered, namely electrostatic and van der Waals forces.
Because of the mica surface negative charge [39] and the
positive charge of the APCP and choline headgroups (phospho-
choline is a zwitterionic headgroup with the choline positive
charge facing toward the mica surface), electrostatic interac-
tions arise [40]. In addition, it can be considered that, although
several forces are involved in the cohesion of phospholipid
monolayers with other molecules, interchain van der Waals inter-
actions play a key role in the mechanical properties of phospholipid
monolayers [40].

4. Conclusions

The inclusion of DSPE-PEGz00p to DPPC monolayers results in
the formation of stable, densely packed and homogenous films.
The incorporation of APCP into DPPC/(DSPE-PEG3p00) monolayers
causes the monolayers to be expanded at high APCP concentrations
but they are more condensed at low ones, probably because APCP
and DPPCJ/(DSPE-PEG2000) molecules assume a different molec-
ular arrangement at low concentrations. DSPE-PEG2p00 changes
from brush to mushroom conformation are hampered, due to
the presence of APCP. The interaction of protonated APCP and
DPPC/(DSPE-PEG2p00) is stabilized by electrostatic interactions. The
negative charge of the lipid headgroup interacts with the APCP
and pulls it into the polar region. The present study contributes
to a better understanding of the relative stability of more complex
mixtures.
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Resumo

Nanotecnologia é uma ciéncia multidisciplinar que visa, principalmente, a obtencdo de
estruturas em escala nanométrica para as mais diversas aplicacdes. Devido ao reduzido
tamanho, surgem modificacdo nas propriedades fisico-quimicas, e assim, novas fungdes sdo
evidenciadas. A bionanotecnologia por sua vez, é a aplicacdo da nanotecnologia nas areas das
ciéncias da vida e biologicas. O desenvolvimento deste campo cientifico tem avancado
rapidamente nos ultimos anos e, mais especificamente, na odontologia podem-se criar placas,
parafusos e implantes com maior afinidade pelo tecido original, acelerar o crescimento ésseo,
incorporar farmacos, utilizar células-tronco e hormdnio do crescimento, além de aumentar a
longevidade e biocompatibilidade de dispositivos cirdrgicos e proteses. A terapéutica
medicamentosa, através da utilizacdo de nanossistemas para o carreamento de farmacos,
promove o0 aumento da biodisponibilidade, liberacdo controlada e ainda existe a possibilidade
de direcionamento para um tecido-alvo. Tais sistemas de liberacdo controlada podem ser
utilizados no tratamento de periodontopatias, na endodontia e no diagnostico de patologias.
Portanto, a presente revisao visa promover uma discussdo a respeito da nanotecnologia e suas
potenciais aplicacdes na area da pesquisa odontoldgica, a fim de estimular a pesquisa nesta

area.

Descritores: Nanotecnologia; Nanoparticulas; Nanoestruturas.
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