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RESUMO

Oliveira, M. B. Avaliagdo do potencial antialérgico de flavondides: estudo
sinergistico e influéncia de sistemas lipossomais. Ribeirdo Preto, 2013. Dissertacao
(Mestrado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de
S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2013. 115 p.

Os problemas decorrentes de doencas alérgicas é tema em destaque atualmente devido
ao aumento de pessoas que vém apresentando sintomas e sofrendo as consequéncias
de mudancas aceleradas nos costumes da nossa sociedade. Apesar das diversas
terapias oferecidas, pacientes alérgicos ainda sofrem com efeitos colaterais decorrentes
do uso de medicamentos anti-alérgicos. Assim, a busca por novas alternativas que
possam amenizar 0s sintomas alérgicos torna-se relevante. As substancias naturais tem
sido alvo de intensa investigacdo devido as propriedades farmacolédgicas no tratamento
de diversas doencas incluindo as alérgicas. Neste contexto, este trabalho foi focado no
extrato Vimang e seu componente majoritario, a mangiferina (Mgf), que tem apresentado
atividades bioldgicas diversas. Sabendo-se que a atividade biolégica de um extrato pode
ser potencializada pelo sinergismo entre seus componentes, foi avaliado o efeito
sinérgico de substancias isoladas do Vimang, tais como mangiferina, quercetina,
catequina, acido galico e benzdico. Esses componentes foram combinados e as misturas
avaliadas quanto a capacidade em inibir a desgranulacdo mastocitaria. O Vimang, a
quercetina e mangiferina inibem a desgranulagdo mastocitaria enquanto catequina, acido
géalico e benzdico ndo s&o ativos; e porisso, ndo foram incluidos na determinacdo do
isobolograma de aditividade, adotado no estudo de sinergismo. O isobolograma de
aditividade mostra sinergismo para as concentra¢cdes de mangiferina iguais a 5, 10, 20 e
40 uM e quercetina iguais a 0,2, 1 e 1,6 yM; e mostra antagonismo para mangiferina 80
MM e quercetina 0,4 e 0,8 uM. Tais resultados sugerem que altas concentragbes de
mangiferina atrapalham a interagdo sinérgica entre estas substancias e altas
concentragcbes de quercetina exercem um efeito contrério, ou seja, favorecem o
sinergismo entre quercetina e mangiferina. A baixa solubilidade de flavondides em meio
fisiolégico levou ao estudo da interacdo da Mgf com lipossomos de Dimiristoil-L-a-
Fosfatidilcolina (DMPC) para aplicacdo nos ensaios biologicos. A Interacdo da Mgf com
lipossomos de DMPC, bem como a estabilidade lipossomal, foram avaliadas quanto aos
efeitos de pH, forca i6nica e presenca de colesterol. O pH influencia a eficiéncia de
incorporacdo (EI) da Mgf que é maior em pHs &cidos. Em solugbes de pH &cido ou
fisiolégico ha aumento de tamanho do lipossomo na presenca de Mgf, o que reforca a
hipétese de interagdo desta com a bicamada lipidica. O aumento da forca idnica, na
auséncia de Mgf, diminui a estabilidade do lipossomo. Na auséncia de sal, a Mgf
favorece a formacdo de agregados e diminui a estabilidade dos lipossomos e na
presenca de sal, a Mgf previne a agregacéo e estabiliza os agregados lipossomais. A El
da Mgf nos lipossomos de DMPC preparados pelo método da injecdo etandlica, em pH
fisiolégico, foram ao redor de 13%. A tentativa de otimizar a El foi realizada pela adigéo
de colesterol em diferentes proporcdes lipidio:colesterol. Um aumento de 13% para 17%
foi observado para a propor¢cdo DMPC:colesterol (9:1). A Mdf livre inibe a desgranulacao
dos mastécitos de forma concentragcdo-dependente; mas a presenca de lipossomos,
preparados pelo método da injecdo etandlica ndo altera significativamente esse perfil. A
El da mangiferina em lipossomos de DMPC:colesterol (9:1), preparados pelo método do
filme lipidico, foi igual a 45%. Os resultados de potencial antialérgico, para este caso,
mostraram que os lipossomos de DMPC favorecem o potencial antialérgico da Mgf em
concentragbes acima de 25 pM. Esses resultados abrem perspectivas na busca de
sistemas lipossomais mais estaveis e que possam ser aplicados em ensaios biologicos in
vitro e in vivo.

Palavras-chave: Vimang, mangiferina, lipossomos, degranulacdo mastocitaria, alergia.




ABSTRACT

Oliveira, M. B. Evaluation of the potential antiallergic flavonoids: synergistic influence and
liposomal systems. Ribeirdo Preto, 2013. 115p. Dissertation (Master). Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto,
2013.

The problems due to allergic diseases are currently a highlighted topic due to the increase
of people who are showing symptoms and suffering the consequences of rapid changes
in the habits of our society. Despite various therapies offered, allergic patients still suffer
side effects from the use of anti-allergic drugs. Thus, the search for new alternatives that
can alleviate the allergic symptoms becomes relevant. Natural substances have been the
subject of intense research due to the pharmacological properties in the treatment of
several diseases, including allergic ones. In this context, this work was focused on
Vimang extract and its major component, the mangiferin (Mgf), which has shown several
biological activities. Given that the biological activity of an extract can be enhanced by the
synergism between its components, the synergistic effect of compounds isolated from
Vimang such as mangiferin, quercetin, catechin, gallic acid and benzoic acid was
evaluated. These components were combined and the mixtures tested for their ability to
inhibit mast cell degranulation. The Vimang, quercetin and mangiferin inhibit mast cell
degranulation while catechin, gallic acid and benzoic acid are not active and for that
reason they were not included in the determination of the isobologram adopted in the
synergism study. The isobologram of additivity shows synergism for the concentration of
mangiferin equal to 5, 10, 20 and 40 uyM and quercetin equal 0.2, 1 and 1.6 uM, and
shows antagonism for mangiferin 80 yM and quercetin 0.4 and 0.8 uM. The low solubility
of flavonoids in physiological medium led to the study of the interaction of Mgf with
liposomes of L-a-dimyristoyl-phosphatidylcholine (DMPC) for application in biological
assays. The interaction of Mgf with DMPC liposomes as well as the liposomal stability
was evaluated considering the effects of pH, ionic strength and cholesterol presence. The
pH influences the incorporation efficiency (IE) of mangiferin, which is higher in acidic pHs.
In solutions of acidic or physiological pH, the liposome size increases in the presence of
Mgf, which reinforces the hypothesis of interaction of Mgf with the lipid bilayer. The
increased ionic strength in the absence of Mgf decreases the stability of the liposome. In
the absence of salt, Mgf favors the formation of aggregates and decreases the stability of
the liposomes. When in presence of salt, Mgf prevents the aggregation and stabilizes the
liposomal aggregates. The IE of mangiferin in DMPC prepared by the ethanol injection
method, at physiological pH, were around 13%. The attempt to optimize the IE was
performed by the addition of cholesterol in different proportions lipid:cholesterol. An
increase from 13% to 17% was observed for the proportion of DMPC:cholesterol (9:1).
Free mangiferin inhibits mast cells degranulation in a dose-dependent manner, but the
presence of liposomes prepared by the ethanol injection method does not significantly
change this profile. The IE of mangiferin in liposomes of DMPC:cholesterol (9:1),
prepared by the method of lipidic film was equal to 45%.The results of antiallergic
potential in this case show that DMPC liposomes favor the mangiferin antiallergic
potential at concentrations above 25 mM. These results open perspectives in the search
for more stable liposomal systems and can be applied to biological assays in vitro and in
Vivo.

Keywords: Vimang, mangiferin, liposomes, mast cell degranulation, allergy.
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Figura 25. Porcentagem de [-hexosaminidase liberada, para as células
estimuladas na presenca de diferentes concentra¢des do antigeno DNP-
BSA, usando o modelo biossensor (NAAL et al., 2004). Cada valor
representa a meédia + desvio padrdo de determina¢cdes em quadruplicata;
**p<0,01 em comparacao ao controle.

Figura 26. Porcentagem de [-hexosaminidase liberada, para as células
estimuladas na presenca de diferentes concentracdes do antigeno DNP-
BSA, usando o modelo biossensor (NAAL et al., 2004). Cada valor
representa a média + desvio padrao de determina¢des em quadruplicata;
**p<0,01 em comparacdo ao controle.
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catequina. Cada valor representa a média * desvio padrdo de
determinagBes em triplicata. Andlise de One-way ANOVA, seguido pelo
teste de Dunett indicaram significancia estatistica de *P<0,05 e ** P<0,01
em relagé@o ao controle.

Figura 28. Isoboles de Aditividade (), Sinergismo (Il) e Antagonismo (ll1); (I) Efeito
da adicdo de Substancias individuais. (II) Interacéo positiva. ()
Interacdo negativa.
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antigeno DNP-BSA (0,1 pg/mL) na presenca de diferentes
concentracdes de quercetina e concentracdes fixas de catequina: (A)
Cateq 20 uM, (B) Cateq 40 pM, (C) cateq 80uM e (D) representacdo de
todas as curvas. Cada valor de % de B-Hex representa a média + desvio
padrdo de determinacdes em ftriplicata. A liberacao espontan jy B-Hex
esta representada em preto. Andlise de One-way ANOVA, scyuido pelo
teste de Dunett indicaram significancia estatistica de *P<0,05 e ** P<0,01
em relagéo ao controle.

Figura 30. Liberacdo de [-hexosaminidase em mastécitos estimuladas pelo
antigeno DNP-BSA (0,1 pg/mL) na presenca de diferentes
concentra¢des de quercetina e concentracdes fixas de acido galico: (A)
Gal 5 uM, (B) Gal 10 uM, (C) Gal 20uM e (D) representacao de todas as
curvas. Cada valor de % de B-Hex representa a média = desvio padréo
de determinagdes em triplicata. A liberagdo espontanea de B-Hex esta
representada em preto. Analise de One-way ANOVA, seguido pelo teste
de Dunett indicaram significAncia estatistica de *P<0,05 e ** P<0,01 em
relacédo ao controle.

Figura 31. Liberagdo de pB-hexosaminidase em mastocitos estimuladas pelo
antigeno DNP-BSA (0,1 pg/mL) na presengca de diferentes
concentracdes de quercetina e concentragfes fixas de acido benzéico:
(A) Benz 10 pM, (B) Benz 20 puM, (C) Benz 40uM e (D) representagéo de
todas as curvas. Cada valor de % de -Hex representa a média + desvio
padrao de determinagdes em ftriplicata. A liberagéo espontanea de 3-Hex
esta representada em preto. Andlise de One-way ANOVA, seguido pelo
teste de Dunett indicaram significancia estatistica de *P<0,05 e ** P<0,01
em relagcdo ao controle.
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Figura 32. Liberagdo de B-hexosaminidase em mastécitos estimuladas pelo

antigeno DNP-BSA (0,1 pg/mL) na presenca de diferentes
concentragdes de mangiferina e concentragdes fixas quercetina: (A) Mgf
2,5 uM, (B) Mgf 5 puM, (C) Mgf 10 uM e (D) representacéo de todas as
curvas. Cada valor de % de B-Hex representa a média = desvio padréo
de determinacBes em triplicata. A liberacdo espontanea de B-Hex esta
representada em preto. Analise de One-way ANOVA, seguido pelo teste
de Dunett indicaram significancia estatistica de *P<0,05 e ** P<0,01 em
relacédo ao controle.

Figura 33. Liberagdo de B-hexosaminidase em mastocitos estimuladas pelo

antigeno DNP-BSA (0,1 pg/mL) na presenca de diferentes
concentracdes de quercetina e concentracdes fixas de mangiferina: (A)
Mgf 20 pM, (B) Mgf 40 uM, (C) Mgf 80uM, (D) Mgf 160 uM e (E)
representacdo de todas as curvas. Cada valor de % de B-Hex representa
a média + desvio padrao de determinacfes em triplicata. A liberagéo
espontanea de B-Hex esta representada em preto. Analise de One-way
ANOVA, seguido pelo teste de Dunett indicaram significaAncia estatistica
de *P<0,05 e ** P<0,01 em relacdo ao controle.

Figura 34. Liberacdo de [-hexosaminidase em mastécitos estimuladas pelo

antigeno DNP-BSA (0,1 pg/mL) na presenca de diferentes
concentragcbes de mangiferina e concentragbes fixas catequina: (A)
cateq 20 puM, (B) cateq 40 pM, (C) cateq 80uM e (D) representacdo de
todas as curvas. Cada valor de % de B-Hex representa a média + desvio
padrao de determinacdes em ftriplicata. A liberacao espontanea de B-Hex
esta representada em preto. Andlise de One-way ANOVA, seguido pelo
teste de Dunett indicaram significancia estatistica de *P<0,05 e ** P<0,01
em relagd@o ao controle.

Figura 35. Liberagdo de B-hexosaminidase em mastocitos estimuladas pelo

antigeno DNP-BSA (0,1 pg/mL) na presenca de diferentes
concentracdes de mangiferina e concentragdes fixas acido gélico: (A)
Gal 5 uM, (B) Gal 10 pM, (C) Gal 20uM e (D) representacédo de todas as
curvas. Cada valor de % de B-Hex representa a média + desvio padréo
de determinacdes em triplicata. A liberagdo espontanea de -Hex esta
representada em preto. Analise de One-way ANOVA, seguido pelo teste
de Dunett indicaram significancia estatistica de *P<0,05 e ** P<0,01 em
relacédo ao controle.

Figura 36. Liberacdo de B-hexosaminidase em mastocitos estimuladas pelo

antigeno DNP-BSA (0,1 pg/mL) na presenca de diferentes
concentra¢des de mangiferina e concentracdes fixas acido benzdico: (A)
Benz 10 uM, (B) Benz 20 pM, (C) Benz 40pM e (D) representagcédo de
todas as curvas. Cada valor de % de B-Hex representa a média + desvio
padrao de determinagdes em ftriplicata. A liberagao espontanea de B-Hex
esta representada em preto. Andlise de One-way ANOVA, seguido pelo
teste de Dunett indicaram significancia estatistica de *P<0,05 e ** P<0,01
em relagéo ao controle.

Figura 37. Liberagdo de B-hexosaminidase em mastocitos estimuladas pelo

antigeno DNP-BSA (0,1 pg/mL) na presengca de diferentes
concentracdes de mangiferina e concentracfes fixas quercetina: (A) Qc
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representada em preto. Analise de One-way ANOVA, seguido pelo teste
de Dunett indicaram significancia estatistica de *P<0,05 e ** P<0,01 em
relacéo ao controle.
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benzodico (C) e mangiferina (D).
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necessaria para obter 50 % de inibicdo da liberagdo de B-Hex (ICsp),
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Figura 42. Efeito de presenca dos flavondides mangiferina (A) e quercetina (B) na
atividade da enzima B-hexosaminidase. Analise de One-way ANOVA,
seguido pelo teste de Dunett indicaram significAncia estatistica de
*P<0,05 e ** P<0,01 em relac&o ao controle.

Figura 43. Porcentagem de viabilidade celular na presenca de diferentes
concentracbes da quercetina (A) e mangiferina (B). Cada valor
representa a média + desvio padrdo de determinagBes em triplicata.
Andlise de One-way ANOVA, seguido pelo teste de Dunett indicaram
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Figura 44. Perfil representativo do efeito de lipossomos de DMPC, carregados com
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antigeno (DNP-BSA 0,1 pg/mL) preparados pelo método da Injegéao
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1. INTRODUGAO

1.1. Doencas alérgicas

Alergias sdo reacbes de hipersensibilidade imuno-mediadas que afetam
principalmente a pele e as vias respiratorias (TRAIDL-HOFFMANN, JAKOB et al., 2009).
Tratam-se de reacBes altamente paciente-especificas, as quais incluem a asma, rinite,
dermatite atépica e alergia a medicamentos, alimentos e insetos (BAEAE, LEEA et al.,
2011).

A prevaléncia da alergia cresce, mundialmente, especialmente em paises
ocidentais. Embora a susceptibilidade para estas condi¢cbes apresente um elemento
hereditario, alteracdes no meio ambiente, bem como no estilo de vida da sociedade
contemporanea, sdo claramente importantes (HOLGATE e POLOSA, 2008;
HAWRYLOWICZ e RYANNA, 2010).

A rinite alérgica atinge aproximadamente 500 milh6es de pessoas no mundo e
apesar dos medicamentos existentes, 0s pacientes ainda sofrem com dor e desconforto o
que afeta consideravelmente a qualidade de vida destes (ROBINSON et al., 2011). A
asma € uma das doencas crénicas mais comuns na infancia e tem como uma das causas
a urbanizacdo e o aumento da poluicdo (BUSSE, W. W., 2000). O nimero de pacientes
que sofrem de asma alérgica é estimado em 300 milhGes de pessoas e sua incidéncia
continua a crescer, com a previsao de mais 100 milhdes de pessoas acometidas até o
ano de 2025 (KUPZCZYK, HAAHTELA et al., 2010; ROBINSON et al., 2011). Destaca-se
o fato de que o Brasil pertence ao grupo dos cinco paises que apresentam as maiores
taxas de prevaléncia de asma e rinite alérgica no mundo (IBIAPINA, SARINHO et al.,
2008).

Apesar dos tratamentos utilizados, como o uso de corticéides e anti-histaminicos,
essas classes de farmacos ndo séo totalmente eficazes contra os sintomas mais severos
das doencas alérgicas e podem provocar varios efeitos colaterais (TAMAGAWA-

MINEOKA, et al., 2011). A patofisiologia destas condi¢gbes alérgicas envolve a ativacao




de células imunes e tem sido amplamente estudada a fim de converter este

conhecimento em novos medicamentos (JI, LI et al., 2009).

1.2. Mastécitos

Os mastécitos s@o células do sistema imune derivadas de células progenitoras
hematopoiéticas, originarias da medula 6ssea, as quais circulam no sangue e na linfa
como células indiferenciadas e, posteriormente, migram para tecidos periféricos onde
proliferam e se diferenciam em mastocitos maduros (TAYLOR e METCLAFE, 2001).
Estas células desempenham um papel importante em vertebrados, uma vez que
trabalham na manutencdo da homeostase, atuando como células sentinelas nos tecidos
vascularizados tais como pele, trato-gastrointestinal e vias respiratorias (MIGALOVICH-
SHEIKHET et al., 2012).

Os mastdcitos séo historicamente conhecidos por seu papel nas reacdes alérgicas
as quais sado desenvolvidas em decorréncia do estimulo celular por alérgenos (pélen,
poeira, pelos de animais, etc...), 0os quais induzem, ndo somente, a liberacdo rapida de
mediadores armazenados em granulos secretorios (como histamina, proteases, heparina,
proteoglicanos e leucotrienos), mas também a sintese de novo de metabdlitos do acido
araquidénico e uma série de quimiocinas e citocinas (MIGALOVICH-SHEIKHET et al.,
2012; ANDERSEN et al., 2012; STONE et al., 2010; TAYLOR e METCALFE, 2001),

responsaveis por varios sintomas das doencgas alérgicas.

1.3. Ativacdo mastocitéria via IgE e liberacdo de mediadores alérgicos

A captura dos alérgenos pelas células apresentadoras de antigeno na mucosa das
vias aéreas, e apresentagdo destes no trato intestinal ou linfonodos, é um dos primeiros
eventos na patogénese da alergia que levam ao desenvolvimento de uma populacao de
células T-helper 2. Quando encontram o alérgeno, estas células ativam as células B por
meio da liberagdo de citocinas, como IL-4 e IL-3 e a expressdo de CD40 ligante que

induzem a troca de classe de imunoglobulinas (lg) para a sintese de imunoglobulinas
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especificas como IgE (STONE et al., 2010). Estas, por sua vez, se ligam aos receptores
de alta afinidade por IgE (FceRl), localizados na membrana de mastdcitos, o que leva a
sensibilizacdo destas células como esquematizado na Figura 01 (HOLOWKA e BAIRD,
1996; MINAI-FLEMINGER e LEVI-SCHAFFER, 2009; KRANEVELD et al, 2011,

SPIRKOSKI, J. et al., 2012).
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Figura 01. Sequéncia de eventos em reacdes de hipersensibilidade imediata:
Adaptado de ABBAS, A. K.; LICHTMAN, A. H.; PILLAI, S. Imunologia

celular e molecular. Rio de Janeiro: Elsevier, 2008.



O receptor FceRI, esquematizado na Figura 02, € um complexo tetramérico o qual
consiste de uma cadeia a, uma cadeia e duas cadeias v, estas Ultimas, ligadas por
ponte dissulfeto (KEEGAN e PAUL, 1992; WU, L. C., 2010). A subunidade o do receptor
FceRI se liga a porgdo Fc da IgE e consiste de um dominio extracelular, um dominio
transmembrana e uma cauda citoplasmatica curta. A subunidade B consiste de quatro
dominios transmembrana com um anico ITAM (Immunoreceptor tyrosine-based activation
motif), sendo este, um segmento de aminodcidos contendo residuos canbnicos de
tirosina, os quais sédo fosforilados para dar inicio a transduc¢éo de sinais (CAMBIER, J. C.,
1995). A subunidade dimérica y apresenta um dominio ITAM em cada uma das duas

cadeias (NADLER et al., 2001; STONE et al., 2010) como ilustra a Figura 02.

IgE ll N

— i

C ITAMs

Figura 02. Estrutura polipeptidica do receptor FceRI. A molécula de FceRI é composta
por 3 subunidades: uma cadeia a, que intermedia a ligagcdo com IgE, e trés
cadeias que contribuem para a sinalizagdo intracelular, através de seus
dominios ITAMs, sendo uma cadeia 8 e um dimero de cadeias y. Adaptado de
ABBAS et al., 2000.

O reconhecimento do alérgeno pelo imuno-complexo IgE:FceRI resulta na ligacéo
cruzada antigeno/anticorpo, disparando uma sequéncia de eventos de sinalizacdo
intracelular (Figura 03) que tem como resultado trés tipos de resposta biologica: 1) a

liberacdo de conteldos pré-formados nos granulos, num processo chamado

desgranulacdo ou exocitose; 2) a sintese e secrecdo de citocinas e 3) a sintese e




secrecdo de mediadores lipidicos (ABBAS e LITCHMANN, 2005; BAEAE, LEEA et al.,
2011).

A ocorréncia das ligagfes cruzadas entre as moléculas de IgE, resulta na ativacao
da proteinoquinase Lyn, que ativada, fosforila residuos de tirosina dos ITAMs das
cadeias B e y do receptor FceRl. Os ITAMs fosforilados atuam como sitios de ligagédo
para uma segunda proteinoquinase, a Syk, que recruta e ativa uma série de proteinas
adaptadoras, dentre elas a LAT (Linker for activation of T cells), que ativa a proteina
fosfolipase Cy (PLCy). A PLCy ativada, quebra o fosfatidilinositol bifosfato (PIP,) em
inositol tri-fosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). O IP; atravessa o citoplasma dos
mastécitos para encontrar os receptores do reticulo endoplasmatico e promover a
liberacdo das reservas intracelulares de célcio. O DAG ativa a proteinoquinase C (PKC),
que juntamente com os elevados niveis de calcio, fosforilam a cadeia leve da miosina,
promovendo um desarranjo do complexo actina-miosina, permitindo que os granulos
contendo mediadores pré-formados entrem em contato com a membrana plasmaética,
com a posterior fusdo dos gréanulos e liberagdo de mediadores como a histamina. A
mesma Syk ativada ir4 recrutar e ativar proteinas ativadoras da via das map-kinases
(MAPKs — Mitogen-activated protein kinases), as quais, irdo, por sua vez, ativar fatores
de transcricdo nucleares como nf-kb, nfat e ap-1, que irdo atuar sobre sitios regulatérios
da expressdo de genes para citocinas, promovendo a sintese e secre¢do de citocinas,
como TNF.

As MAPKs ativadas irdo, juntamente com os elevados niveis de célcio
citoplasméticos, ativar a fosfolipase A2 (PLA;), que ir4 hidrolisar fosfolipidios de
membrana em intermediarios como o acido araquiddnico. Este sera convertido em
mediadores lipidicos, como prostaglandinas e leucotrienos, pela via das lipoxigenases e
cicloxigenases (ABBAS e LITCHMANN, 2005). A liberacdo destes mediadores tém
importante papel na fase imediata da resposta alérgica e resulta em vasodilatacao,
edema e/ou broncoconstricdo além da ativacdo de células T e eosinofilos na fase tardia
da resposta. Desta forma, € dito que os mastdcitos desempenham papel central em

vérias doencas alérgicas o que faz destas células um alvo importante para o controle
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destes processos (KRANEVELD et al., 2011); ou seja, compostos capazes de modular

qualquer uma das etapas mencionadas, fornecem a promessa de tratamento de doencas

alérgicas
Allergen
,{\?’!ﬁ‘r}- FceRl
\ PIP2 DAG Mast cell
— = plasma
ety : 1 membrane
hosphatidyicholine| || el bt
®
y 4

@qc

| e (B
K > [Ras—MAP kinases = i
Arachidonic acid | Ca2+ H r
, !}
v
J JL Mhyosirp‘ light chain
\ phosphorylation
PGD2]| [LTCa " 9
Cytokine gene Granule //,

expression

- Cytokine RNA :
e \ 4
o — ® OO Cytokines
B Secretion it
I Secretion
] : Mast cell
R ) plasma
\7 il . ¥ membriane
PGD, - LTC4- LTDs > LTE; O O TNF Histamines - i
Lipid mediators] |Cytokines| Granule contents

Figura 03. Eventos na transduc¢do de sinais em mastocitos: Adaptado de ABBAS, A. K,;

LICHTMAN, A. H.; PILLAI, S. Imunologia celular e molecular. Rio de Janeiro:

Elsevier, 2008.

1.4. Mastécitos como alvo terapéutico no tratamento de alergias

As opcdes de tratamento de condi¢cdes alérgicas incluem evitar a exposicdo ao
alérgeno, o que é frequentemente impraticavel; a imunoterapia alérgeno-especifica,
alternativa complexa, que demanda tempo e ainda se encontra em fase de otimizacao; e
a terapia mais comum, baseada no uso de medicamentos, como 0s antihistaminicos
bloqueadores do receptor Hy, que tém como alvo antagonizar a acdo dos mediadores que
causam os sintomas da alergia.

Os antihistaminicos H; agem ocupando os receptores de histamina, impedem a

ligacdo desta citocina no receptor e inibem sua ativacdo. Sao divididos em duas classes:



anti-H; de primeira geracdo e anti-H; de segunda geracdo; os primeiros, como a
difenidramina, sdo farmacos lipofilicos e apresentam varios efeitos adversos por atuarem
em receptores muscarinicos (xerostomia, retencdo urinaria, taquicardia sinusal),
serotoninérgicos (aumento do apetite) e adrenérgicos (hipotenséo, tontura), entre outros.
Além disso, estes farmacos cruzam facilmente a barreira hematoencefélica ligando-se a
receptores H; e causando sedacdo (CRIADO et al.,, 2010). Os anti-H; de segunda
geracdo, como a fexofenadina, loratadina e olopaladina se diferenciam dos farmacos de
primeira geragdo devido & maior eficacia e especificidade, sendo desenvolvidos para
melhorar a qualidade de vida de pacientes portadores de alergias (HIROYUKI, AMI et al,
2012); no entanto, ja foram relatados efeitos colaterais relevantes como os cardiotdxicos
(CAMELO-NUNES, 2006).

Desta forma, como ja mencionado, a cascata de sinalizacao intracelular de
mastocitos, iniciada pela ligacdo cruzada antigeno/IgE-FceRI (MASUDA e SCHMITZ,
2008) torna-se um alvo importante a ser estudado; e moléculas, ou sistemas, que
possam atuar em uma destas etapas podem ser de grande importancia no
desenvolvimento de farmacos anti-alérgicos mais eficazes e seguros no tratamento

terapéutico.

1.5. Aplicacdo do modelo biossensor baseado em mastécitos no estudo do

potencial anti-alérgico de substancias naturais

Biossensores séo dispositivos analiticos que integram um componente biolégico a
um transdutor eletrébnico, o qual converte o sinal biolégico em uma resposta elétrica
guantificavel. O transdutor de sinais pode ser eletroquimico, acustico, éptico ou eletrdnico
(SCHELLER et al.,, 2001). A funcdo do biossensor dependerd da especificidade
bioguimica do material biologicamente ativo (DURICK e NEGULESCU, 2001; STENGER
et al., 2001). Tais dispositivos podem dispor de bactérias e fungos (KARUBE, 1989),
células vegetais (SIDWELL e RECHNITZ, 1986), células animais (MARGINEAU e VAIS,

1990) e até mesmo tecidos completos (WIJESURIYA e RECHNITZ, 1993).




Os sensores bioldgicos que empregam células como elemento sensivel constituem
um campo emergente com aplicacbes diversas, incluindo o screening de compostos
bioativos, monitoramento ambiental e diagnostico clinico (CURTIS et al., 2008). Estes
sistemas biossensores oferecem muitas vantagens sobre os dispositivos baseados
somente em enzimas ou anticorpos (MCCORMACK, 1998) uma vez que as células sédo
uma fonte de grande producéo de proteinas em seu ambiente natural, onde os caminhos
enzimaticos ja estdo otimizados e os cofatores, substratos e reagentes estédo disponiveis.
Além disso, 0s receptores e proteinas sinalizadoras, sensiveis a um analito, séo
mantidos e regenerados pela propria célula conforme necessario (PANCRAZIO et al,
1999).

Os mastocitos oferecem um potencial excelente para a aplicacdo em biossensores
uma vez que estas células sdo robustas e podem ser facilmente sensibilizadas para
reconhecer antigenos especificos, o que conduz a eventos de ativagcao potencialmente
transdutiveis, quando precedidos pela exposicdo antigénica (PAGE e PI1ZZICONI, 1997).
Devido a sua similaridade com basdéfilos e mastdcitos de mucosa, a linhagem de células
RBL-2H3 (Rat Basophilic Leukemia) se tornou uma ferramenta, in vitro, importante no
delineamento de estudos de desgranulacéo e investigacdes acerca de estabilizadores de
mastécitos e das propriedades fisico-quimicas do receptor FceRI (PASSANTE e
FRANKISH, 2009). Estas células crescem em cultura, associadas a substratos soélidos, e
podem expressar mais do que 1x10° receptores FceRl por célula. Ao contrario de
mastdcitos nativos, cujos receptores ja sdo ligados a moléculas de IgE de especificidade
desconhecida, as células RBL podem ser marcadas com IgE exdgenas de especificidade
conhecida o que lhes confere ampla aplicabilidade no reconhecimento de moléculas
diversas (XU, WILLIAMS et al., 1998). Como a ligacdo de IgE ao receptor FceRlI é forte,
(Ka = 10" M) (MIGALOVICH-SHEIKHET et al., 2012) este ltimo pode ser totalmente
ocupado em concentracdes de IgE menores do que 5x10™° M (aproximadamente 1
pg/mL). Além disso, somente poucas centenas de moléculas de FceRIl, na membrana
celular, precisam ser intercruzadas para disparar a exocitose de granulos secretérios. Por

esse motivo, os mastocitos da linhagem RBL-2H3 podem ser sensibilizados com um
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anticorpo IgE simples e caracterizados como um sistema biossensor altamente sensivel,
apto para identificar moléculas inibidoras do processo de desgranulacdo mastocitaria.

Como consequéncia do processo de desgranulacdo, uma série de mediadores
alérgicos sado secretados pelos mastécitos. Dentre estes mediadores, a histamina é
certamente 0 mais estudado e desempenha papéis subsequentes nos processos
alérgicos relacionados a ativacdo de outras células inflamatérias (PASSANTE e
FRANKISH, 2009). Além da histamina, a enzima 3-hexosaminidase também se encontra
armazenada em granulos secretorios e € liberada em consequéncia da desgranulacéo. O
papel da B-hexosaminidase em processos inflamatérios e alérgicos permanece
desconhecido, embora hip6teses expliquem que esta enzima pode estar atuando, em
conjunto com triptases e quimases, no processo de degradacdo de glicoproteinas e
proteoglicanas da matriz extracelular, um evento importante para a remodelagem de
tecidos inflamados (PASSANTE e FRANKISH, 2009). Pelo fato de que a -
hexosaminidase é liberada em paralelo com a histamina, esta enzima tem sido
amplamente empregada como um marcador para a desgranulagdo de mastocitos
(MATSUDA et al., 2002; MORIKAWA et al., 2003; KAWA et al., 2003).

Neste sentido, ensaios biolégicos para a quantificagdo de B-hexosaminidase (NAAL
et al., 2004) sdo convenientes tanto para estudar os mecanismos de transdugéo de sinais
que levam a exocitose (BAROODY, 2003), quanto para monitorar o potencial de novas
molélulas em bloquear a ativacdo e desgranulacdo de mastécitos (GRANBERG et al.,
2001). Além disso, esse ensaio pode ser empregado para a deteccdo de antigenos que
se ligam a imuno-complexos localizados na membrana de mastécitos (HOFFMANN et al.,
1999).

Métodos atuais para a quantificagcdo de [B-hexosaminidase usam substratos
enzimaticos colorimétricos (SEREBRIISKI e GOLEMIS, 2000; AKETANI et al., 2001) ou
fluorimétricos (DEMO et al., 1999; FISCHER e DE MOL, 1999). No presente estudo, a
quantificacdo da enzima B-hexosaminidase baseou-se em sua capacidade de clivar o
substrato fluorogénico metilumbeliferil-N-acetil-B-D-glucosaminida (MUG), que gera o

produto fluorescente metilumbeliferona como mostra a Figura 04.
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Figura 04. Reacdo da clivagem de metilumbeliferil-N-acetil-B-D-glucosaminida (MUG)
para a formacdo do produto fluorescente, metilumbeliferona. A
guantificacdo de metilumbeliferona é frequentemente empregada como

uma medida da desgranulagdo mastocitéria.

A quantificacdo classica de B-hexosaminidase baseia-se em um ensaio
conhecido como padrdo (Figura 05), que consiste em um consideravel nimero de
etapas, as quais incluem a sensibilizacdo de células com IgE, estimulo antigénico,
remocao do sobrenadante para a reacédo enzima-substrato e medida da fluorescéncia da
metilumbeliferona produzida. A reacdo enzima-substrato é realizada em pH 4,4, valor
considerado 6timo para a atividade da B-hexosaminidase, seguida pelo aumento de pH
(pH=10), no qual ocorre supressao da reacdo enzimatica (Figura 05). Estas etapas
sucessivas, incluindo a transferéncia do sobrenadante das células aderidas, fazem com
gue o ensaio padrao seja inapropriado para andlises que requeiram alta capacidade de
processamento. Para adaptar esta resposta celular foi desenvolvido um ensaio direto
para a quantficacdo da p-hexosaminidase, realizado in situ, em um leitor de
fluorescéncia para microplacas, o qual permite a analise de um grande numero de
amostras de células com alta sensibilidade e reprodutibilidade, tornando este ensaio
muito conveniente para aplicacdes na triagem de substancias com potencial terapéutico

(Figura 05).
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ENSAIO PADRAO ENSAIO DIRETO

Sensibilizacao celular com anticorpo Sensibilizacao celular com anticorpo

i i

i o Adicdo de antigeno e substrato
Estimulo antigénico em pH 7,45 .
fluorogénico em pH 7,45

| incubacao a 37 °C por 60 min |

Parada da desgranulacéo no gelo Incubacéo a 37 °C por 90 min
1 1
Aliquotamento do sobrenadante 1
! !
Adicéo de substrato fluorogénico em pH 4,4 1
| incubacao a 37 °C por 30 min |
Adicao de tampéo pH 10 para finalizar reacéo !
1 1

Leitura de fluorescéncia Leitura de fluorescéncia

Figura 05. Protocolo para os ensaios padrao e direto de quantificacdo da enzima -
hexosaminidase. O nimero menor de etapas requerido para o ensaio direto,
associado ao fato de que este ensaio € realizado na presenca de células,
possibilita sua aplicagdo como um biossensor celular na triagem de moléculas

com potencial anti-alérgico.

1.6. Substancias naturais e sinergismo

O interesse na vasta diversidade quimica dos produtos naturais tem sido focado ha
muito tempo no descobrimento de novas estruturas com potencial terapéutico para o
tratamento de doencas diversas (ALEXANDRAKIS, SINGH et al.,, 1999; NEWMAN,
CRAGG et al., 2000; KINGSTON e NEWMAN, 2002; BAKER e ALVI, 2004; BOLDI, 2004,
NEWMAN, 2008). Tais estudos tém sido fundamentais na determinacdo de varios
principios ativos elucidados com base na suposi¢cdo de que uma planta tem um, ou
poucos, componentes que determinam sua eficiéncia terapéutica. Porém, sistemas
tradicionais tais como a medicina Chinesa ou a fitoterapia Européia, focados em
medicamentos naturais, geralmente assumem que 0 sinergismo de todos os ingredientes

de uma planta responde pela eficiéncia terapéutica maxima observada para varios
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extratos (ULRICH-MERZENICH, PANEK et al.,, 2010). Quando em 1936, Rusznyak e
Szent-Gyodrgyi reportaram a presencga da entdo chamada vitamina “P” em frutas citricas,
eles j& preconizavam que flavondides e vitamina C trabalhavam sinergisticamente no
fortalecimento capilar. Subsequentemente, outros estudos mostraram que interacdes
sinérgicas entre flavondides e algumas vitaminas ocorriam em modelos in vitro e in vivo.
Frank e colaboradores (2006) mostraram que a inclusdo de quercetina, catequina e
epicatequina na dieta de ratos levou a um aumento da concentracdo de &-tocoferol no
plasma e figado. Stermitz e colaboradores (2000) mostraram que o elevado potencial
antimicrobiano de Berberis spp. é causado, ndo somente, por agentes antimicrobianos tal
como berberine, mas também por outros inibidores tal como 5-metdxi-hidnocarpina,
sendo que este ultimo ndo é ativo, mas potencializa o efeito biolégico de outras
moléculas. Saw e colaboradores (2010) estudaram os efeitos sinergisticos de curcumina
e acidos graxos e observaram a potencializacdo das atividades anti-inflamatéria e anti-
oxidante. Hidalgo e colaboradores (2010) observaram que existem interagdes sinérgicas
e antagonistas entre flavonodides presentes em extratos alimentares os quais podem
explicar os diversos resultados obtidos para a atividade antioxidante. Grande parte dos
estudos focados no sinergismo de moléculas bioativas sdo dedicados, principalmente, as
atividades antioxidante (LIANG, HAN et al., 2009; HIDALGO, SANCHEZ-MORENO et al.,
2010; KANCHEVA, BORANOVA et al., 2010) e antimicrobiana (ZHAO, HU et al., 2001;
HU, ZHAO et al., 2002; ZAGO, USHIMARU et al., 2009; MANDALARI, BISIGNANO et al.,
2010) com pequeno enfoque na atividade anti-alérgica, que é assunto de nosso
interesse.

Neste contexto chama-nos a atengdo o extrato obtido de arvores do género
Mangifera indica L. (popular mangueira) cujo nome foi registrado como Vimang,
tradicionalmente utilizado em Cuba devido as suas propriedades anti-inflamatoria,
antioxidante, analgésica, imunomodulatoéria, entre outras (RIVERA, BALMASEDA et al.,
2006; WAUTHOZ, BALDE et al., 2007; GARCIA-RIVERA et al., 2011).

A investigacao fitoquimica de extratos obtidos das cascas destas arvores levou ao

isolamento de vérios constituintes fendlicos, entre os quais estdo acido gélico, &cido
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benzdico, (+)-catequina, quercetina e mangiferina (NUNEZ-SELLES, VELEZ-CASTRO et
al., 2002).

Rivera e colaboradores (2006) estudaram as propriedades anti-alérgicas do extrato
Vimang e da mangiferina e observaram que ambos apresentam potencial inibidor embora
0 extrato seja mais eficiente nesta questdo, o que refor¢ca a importancia do sinergismo
entre os componentes de uma planta. No entanto, apesar dos estudos bem elaborados
relativos aos potencias biologicos diversos do Vimang e da mangiferina (WAUTHOZ,
BALDE et al., 2007), nenhum trabalho até o momento relata um estudo sistematico
acerca do efeito sinergistico anti-alérgico envolvendo os constituintes principais isolados

do extrato Vimang.

1.6.1. Mangiferina

O extrato Vimang possui uma mistura complexa de compostos e tem como
flavonéide majoritario, a mangiferina (Figura 06) (C2-B-D-glucopiranosil-1,3,6,7-
tetrahidroxi-xantona) que tem se
mostrado promissora como substancia
bioativa (DUANG et al, 2011). Em

modelos animais de alergias, a

mangiferina reduz significativamente os

Figura 06. Estrutura da mangiferina

niveis de IgE, as reacdes anafilaticas, as
reacOes cutaneas induzidas por histamina e inibe a proliferacdo de linfocitos (RIVERA,
BALMASEDA et al., 2006). Dentre os estudos realizados com a mangiferina, além da
atividade anti-alérgica, o composto apresenta atividades anti-inflamatéria, antitumoral,
anti-diabética, antioxidante, antimicrobiana e anti-HIV, além de efeitos imunomoduladores
e radioprotetores (PARDO-ANDREU, BARRIOS et al., 2008; PRABHU, NARAYAN et al.,
2009; DUANG et al., 2011).
Apesar do excelente potencial biolégico a mangiferina € pouco solivel em meio

aquoso - devido a presenca de anéis aromaticos em sua estrutura - e apresenta baixa
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biodisponibilidade (HU, ZHAO et al., 2002) o que compromete, ndo somente a eficiéncia
terapéutica, como também o desempenho de bioensaios (JULLIAN, MOYANO et al.,
2007). No caso dos flavonoides, existem também problemas decorrentes de oxidacao
quimica, ou fotodegradacdo, que podem contribuir para a reducdo da eficiéncia da
mangiferina como um bioativo. Vérias alternativas para contornar a solubilidade e
estabilidade de flavondides, e outras classes de substancias, tem sido empregadas e
estas vdo desde a modificacdo estrutural por reacdes quimicas e acdo de
microorganismos até o emprego de sistemas carreadores tais como lipossomos
(ALEXOPOULOU, GEORGOPOULOS et al, 2006; PAWLIKOSWSKA-PAWLEGA,
GRUSZECKI et al., 2007; NOBLE, GUO et al., 2009; YANG, PORNPATTANANANGKUL
et al., 2009), ciclodextrinas ou uma combinacdo de ambos (GILLET, GRAMMENOS et
al., 2009; LIRA, FERRAZ et al., 2009), sendo que o primeiro é de nosso interesse em
funcdo de sua habilidade como nanocarreador e de suas caracteristicas Unicas de

mimetizacdo da membrana biolégica.

1.8. Lipossomos

1.8.1. Composicédo quimica dos lipossomos

Os lipossomos sdo geralmente formados por fosfolipidios, que sdo os principais
componentes da membrana biolégica. Estes fosfolipidios caracterizam-se por suas
propriedades anfipaticas, ou seja, possuem uma parte polar e outra apolar (Figura 07).
Dentre os fosfolipidios, as fosfatidilcolinas, classificadas como glicerofosfolipidios, sdo as
mais comuns e possuem como estrutura quimica dois &cidos graxos, unidos em uma
ligacdo éster ao primeiro e segundo carbono do glicerol, e uma colina na parte polar

ligada ao glicerol por um grupo fosfodiéster (Figura 07).
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Figura 07. Estrutura quimica do lipidio Dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC)

Em solucdo aquosa, essas moléculas alinham-se formando uma bicamada plana
laminar, a fim de minimizar interacdes desfavoraveis entre a fase aquosa e as cadeias
hidrocarbdnicas de &cidos graxos, e se dobram para formar vesiculas fechadas. Desta
forma, as fosfatidilcolinas sdo amplamente utilizadas para a preparacéo de lipossomos.

Os fosfolipidios sao caracterizados por uma temperatura de transi¢éo de fases (Tc)
que é a temperatura minima necessaria para a agua penetrar entre as moléculas dos
lipidios (Figura 08); abaixo desta Tc, a membrana esta em uma fase gel na qual a cadeia
hidrocarbdnica do lipidio esta ordenada formando uma estrutura lamelar, e acima da Tc,
a membrana passa para uma fase chamada cristal-liquido, na qual as moléculas tornam-
se mais livres e os radicais hidrofilicos hidratados. O controle da temperatura de
transicdo de fases é de extrema importancia j4 que estas transi¢des podem induzir a

agregacao dos lipossomos e, também, a liberacdo do farmaco encapsulado (LASIC,

1998).
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Figura 08. llustracdo mostrando a transi¢édo de fases em lipossomos
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O comprimento e saturacdo da cadeia lipidica que compde o lipossomo influenciam
a Tc; assim, em uma mesma temperatura, membranas compostas por diferentes lipidios
exibem diferentes niveis de fluidez (LASIC, 1998; STOLL, et al., 2011).

As caracteristicas fisico-quimicas relativas ao tipo e quantidade de lipidios usados
nas formulagbes de lipossomos interferem no transporte de drogas especificas. Os
lipidios com carga negativa e positiva conferem maior estabilidade quando incorporados
nos lipossomos pois a carga pode impedir a agregacdo ou fusdo destas vesiculas e
influenciar na taxa de encapsulacdo das substancias (FREZARD et al., 2005;
BARENHOLZ, et al., 2011).

Um dos lipidios utilizados para a formacéao de lipossomos é o DMPC (1,2-dimiristoil-
sn-glicero-3-fosfatidilcolina) com carga liquida neutra em pH 7,4, uma cabeca polar
zwitteridnica e duas caudas hidrofébicas com 16 carbonos, como mostra a Figura 07. O
DMPC apresenta temperatura de transicao de fases (Tc) de 23°C e concentracao micelar
critica de 6 nM.

Outros componentes da membrana como o colesterol e proteinas também tem seu
papel na fluidez da membrana (STOLL, et al., 2011). O colesterol, por exemplo, atua
como um estabilizador de membranas, uma vez que causa um efeito perturbador da
bicamada fosfolipidica na fase gel, fazendo com que a membrana figue mais fluida
mesmo a temperaturas baixas. Na fase cristal-liquido causa um estiramento das cadeias
acil fosfolipidicas desordenadas e reduz a area da cabega polar (HERNANDEZ e

SCHOLZ, 2008).

1.8.2. Formagéo dos lipossomos

Lipossomos sado vesiculas constituidas de uma ou mais bicamadas fosfolipidicas
orientadas, concentricamente, em torno de um compartimento aquoso e servem como
carreadores de substancias hidrofilicas ef/ou lipofilicas (Figura 09). As moléculas
hidrofilicas sdo encapsuladas na cavidade interna, onde estdo presentes 0s grupos

polares dos fosfolipidios; as lipofilicas se acomodam na regido apolar da bicamada e as
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anfifilicas ao longo de toda sua extensao, interagindo com as regides apolar e polar.

(BATISTA, CARVALHO et al., 2007; ZASADZINSKI, et al., 2011).
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Figura 09. Corte transversal de um lipossomo mostrando a encapsulacdo de substancias
hidrofilicas e lipofilicas.
(Adaptado de: http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1516-
93322007000400003).

Os lipossomos sdo formados por substancias biodegradaveis, biocompativeis e ndo
imunogénicas, altamente versateis para pesquisa, terapéutica e aplicacbes analiticas
(BATISTA, CARVALHO et al., 2007; HILLARIEAU e COUVREUR, 2009). De acordo com
sua estrutura molecular, composicdo e tamanho eles sédo classificados conforme abaixo
(GREGORIARDIS, 1993; SHARMA e SHARMA, 1997):

- Lipossomos multilamelares (MLVs): varias camadas fosfolipidicas concéntricas,
intercaladas por compartimentos aquosos e com diametro de 400 nm até micrémetros.

- Lipossomos unilamelares pequenos (SUVs): uma bicamada lipidica e um
pequeno compartimento aquoso, com didmetro entre 20 e 100 nm.

- Lipossomos unilamelares grandes (LUVs): uma bicamada lipidica e um
compartimento aquoso grande, com diametro entre 100 nm e 1 pm.

- Lipossomos gigantes (GVs): geralmente unilamelares, com diametro superior a 1
pm.

O tipo de estrutura obtida depende do processo de preparacdo. As vesiculas
unilamelares sdo os modelos de membrana mais utilizados; a dispersdo mecéanica dos
lipidios em &gua resulta geralmente em estruturas multilamelares (MLVS) que sao dificeis
de serem estudadas devido ao tamanho, heterogeneidade e presenca de muitos

compartimentos internos. Além disso, 0s lipossomos menores sdo opsonizados pelos
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macrofagos mais lentamente, e em menor quantidade, quando comparados com 0s
maiores, permanecendo mais tempo na circulacdo e apresentando uma liberacdo mais
prolongada. O processo de transformacdo destas vesiculas multilamelares diretamente
em lipossomos unilamelares requer energia e sao utilizados os métodos de extrusao a
baixas pressfes, homogeneizacdo ou sonicacdo, formando os SUVs e/ou LUVS, estes
geralmente mais estaveis. O processo de hidratacdo do fosfolipidio em uma fase
organica como etanol ou éter resulta na formacéo direta de LUVs (SHARMA e SHARMA,
1997; TEJERA-GARCIA et al., 2011).

A escolha do método de preparacdo também influencia na porcentagem de
encapsulacdo da substancia e € um parametro importante a ser analisado quando se
trata de formulagbes farmacéuticas. A taxa de encapsulagéo e a relagédo farmaco/lipidio
devem ser maximizadas ja que quanto menor a quantidade de lipidio administrada a um
paciente, menores as chances de ocorréncia de efeitos colaterais (FREZARD et al.,
2005).

Varios parametros fisico-quimicos tais como pH, for¢a idnica, fluidez de membrana,
tamanho e densidade superficial de carga podem interferir na estabilidade dos
lipossomos, na interacdo dos mesmos com a membrana plasmatica e na extensdo de
incorporacédo e liberacdo do farmaco. Portanto, 0 monitoramento de tais parametros é
fundamental para a aplicacdo dos mesmos e para a compreensdo dos resultados obtidos

em estudos de atividade bioldgica.

1.8.3. Determinacdo do diametro dos lipossomos

A estabilidade do lipossomo e a capacidade de extravasamento do farmaco
diminuem com o aumento do didmetro do mesmo (LASIC, 1998). Em geral, a influéncia
dos parametros fisico-quimicos na formacéo e estabilidade dos lipossomos € monitorada
por medidas de tamanho e distribuicio homogénea das vesiculas (LASIC, 1998).
Ressalta-se o fato de que o tamanho compreendido entre 50 e 150 nm é uma faixa que

garante a eficiéncia de incorporacdo a qual aumenta em fungédo do aumento do didmetro
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lipossomal. Neste trabalho foi empregada a técnica denominada espalhamento dinédmico
de luz (Dynamic Light Scattering) na analise do diametro das vesiculas lipossomais como

serd comentado a seguir.

1.8.3.1. Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

As particulas de uma solu¢cdo movem-se de acordo com o movimento Browniano
que depende do tamanho destas (LASIC, 1998; Dynamic Light Scattering, em

www.malvern.co.uk). Estas particulas em movimento alteram o comprimento de onda da

radiacdo pelo efeito Doppler e as mudangas qualitativas da reflexdo da luz, chamadas de
“flutuagao” sdo medidas pelo Espalhamento Dinamico de Luz (DLS). Esta técnica permite
determinar o tamanho de particulas de 3 nm até micrébmetros e a intensidade de luz
detectada é relacionada com a velocidade de difusdo: particulas maiores se movimentam
mais lentamente do que as menores; logo a taxa de flutuacao das primeiras é mais lenta.
A analise das flutuagGes permite medir o coeficiente de Difuséo (D) que é dependente do
tamanho das particulas (d), conforme Descrito pela equacdo de Stokes-Einstein

(Equacéo 01):

KT
D =
3nnd

(01)

onde K é a constante de Boltzmann, T é a temperatura absoluta e n é a

viscosidade do solvente (Dynamic Light Scattering, em www.malvern.co.uk; TEJERA-

GARCIA et al., 2011).

1.8.3.2. Potencial zeta

A medida do potencial zeta € uma ferramenta muito Gtil na deteccdo da magnitude
de interacfes repulsivas entre as particulas coloidais e é comumente utilizada para

avaliar a estabilidade dos coldides (CASALS et al., 2003).
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O potencial zeta pode ser definido como a carga existente na fronteira entre a superficie
de uma particula individual e seus ions associados, no plano de cisalhamento (Figura
10). A carga ndo pode ser medida diretamente, mas pode-se determinar a grandeza da
carga elétrica pelas medidas da mobilidade eletroforética das particulas submetidas a

aplicacdo de um determinado campo elétrico (FLORENCE e ATTWOOD, 2003).

Superficie da particula
Plano de Stern
Superficie de cisalhamento

| ® o

D™

o @l ® ®
CRECIS
Camada difusa
Camada de Stern

Potential

P
liw

Distance

Figura 10. Diagrama representativo do potencial Zeta ({). Representacdo das condi¢cdes de
uma superficie negativa, com uma camada de ions positivos adsorvidos, configurando
o plano de Stern. O nimero de ions negativos aumenta € o niUmero de ions positivos
diminui com o aumento da distancia da superficie, até o ponto no qual as
concentracgdes idnicas sdo iguais e o potencial elétrico torna-se zero. Conforme a
particula se move, a superficie efetiva é definida como superficie de cisalhamento, a
qgual esta situada um pouco mais para frente do plano de Stern, dependendo da
rugosidade da superficie de macromoléculas adsorvidas, etc. E no plano de

cisalhamento que esta localizado o potencial Zeta ().
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Para a determinacéo do potencial zeta dos lipossomos foi utilizado um método que
consiste na incidéncia de um feixe de luz e aplicacdo de um campo elétrico de forca
conhecida através da amostra. Neste método, as particulas carregadas se deslocam com
velocidades distintas induzindo deslocamentos da frequéncia do feixe de luz incidente,
gerando um espectro de frequéncias.

As frequéncias sdo utilizadas para os calculos de velocidades, as quais séo
convertidas para valores de mobilidades eletroforéticas. O potencial Zeta das particulas
pode, assim, ser determinado através da aplicacdo da equacéo de Henry de acordo com
a Equacao 02 abaixo, onde U é a mobilidade eletroforética, € é a constante dielétrica da

amostra, Z é o potencial zeta, f(Ka) € a funcdo de Henry e n é a viscosidade do solvente.

_ 2¢e7Zf(ka)
==

U

(02)

Nesta equagéo, a funcéo de Henry, f(Ka), pode ser representada pela aproximagao
de Huckel, igual a 1, quando o didmetro da particula € muito menor que a espessura da
dupla camada de cargas ao redor da particula. Utiliza-se a aproximacdo de
Smoluchowsky, igual a 1,5, quando o didmetro da particula € maior que a espessura da

dupla camada de cargas (Dynamic Light Scattering, em www.malvern.co.uk).

1.8.4. Aplicacgdes bioldgicas dos lipossomos

Os estudos sobre a aplicacdo biologica de lipossomos como carreadores de
farmacos relatam uma série de vantagens como relacionado a seguir: 1) Os fosfolipidios,
componentes estruturais dos lipossomos e 0s principais componentes da membrana
celular, sdo atéxicos; 2) Os agregados lipossomais formados por esses fosfolipidios
podem coalescer com as membranas celulares, possibilitando a liberacdo do seu
conteudo para dentro da célula; 3) A substancia encapsulada nos lipossomos esta

protegida da acdo de enzimas presentes nos fluidos bioldgicos e, assim, a encapsulacéo
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previne a degradagdo do farmaco e 4) A liberagcdo do farmaco encapsulado em
lipossomos ocorre gradualmente, aumentando o seu tempo de acdo no organismo
(SANTOS e CASTANHO, 2002; LARINOVA, DUCHENE et al.,, 2008; KELLY et al.,
2011; WILCZEWSKA et al. 2012).

Apesar das vantagens e da ampla aplicacdo de formula¢des lipossomais,
comercializadas desde os anos 80, para tratamentos de infec¢Bes fungicas sistémicas e
de cancer, problemas de ordem tecnoldgica e biolégica fazem com que os lipossomos
sejam, ainda hoje, amplamente estudados visando o desenvolvimento de formulagbes
estaveis no organismo e aplicaveis a terapia de varias doencas (BATISTA, CARVALHO
et al., 2007; ZASADZINSKI, et al., 2011).

A busca por formulacbes estaveis, principalmente quando se trata de um farmaco
pouco explorado, como a mangiferina, por exemplo, requer estudos fisico-quimicos
prévios sobre a influéncia de pH, forca idnica, tipo de tampédo e aditivos, os quais
respondem perguntas sobre a estabilidade e a interacdo do farmaco com as membranas
biologicas, que séo itens fundamentais para as aplicagdes pretendidas.

Devido a sua versatilidade, atoxicidade e biodegradabilidade, como mencionado
acima, o uso de lipossomos como carreadores de farmacos tem sido empregado em
estudos relacionados a anestésicos (FRACETO, PINTO et al., 2002; FRACETO e DE
PAULA, 2006; BATISTA, CARVALHO et al.,, 2007), farmacos anti-inflamatérios
(MANCONI, MURA et al., 2009), antioxidantes (LANDI-LIBRANDI et al., 2011;
CHAUDHURI, BANERJEE et al., 2007) e anti-cancer (XIAO, LUO et al., 2009). No caso
especifico dos flavondides, grande parte dos estudos com lipossomos estao focados na
atividade antioxidante como relatam varios trabalhos na literatura (LANDI-LIBRANDI et
al., 2011; ARORA, NAIR et al., 1998a; b; ALEXOPOULOU, GEORGOPOULOS et al.,
2006; GABRIELSKA, SOCZYNSKA-KORDALA et al., 2006; PAWLIKOWSKA-PAWLEGA,
GRUSZECKI et al., 2007).

No caso de flavondides, por exemplo, Movileanu e colaboradores (2000)
examinaram o efeito de quercetina sobre as propriedades elétricas de bicamadas

lipidicas e observaram que o pH influencia a profundidade de incorporacdo do farmaco
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(MOVILEANU, NEAGOE et al., 2000). Areias e colaboradores avaliaram o grau de
particdo de flavondides ha membrana e sugeriram que a maior atividade antioxidante
observada para estas moléculas naturais depende de sua capacidade para interagir e
permear a membrana bioldgica (AREIAS, REGO et al., 2001). Portanto, para os estudos
que visam a aplicacéo de lipossomos como carreadores de farmacos é fundamental que
seja compreendido, previamente, o comportamento de particdo e incorporacdo dos
mesmos frente a tais sistemas e em diferentes condigdes experimentais.

Para a mangiferina, substancia natural de interesse neste estudo, n&o foi publicado
até o momento trabalhos que explorem a incorporagdo deste bioativo em lipossomos e
como estes influenciam a inibicdo da desgranulacdo em mastocitos, o que justifica um

dos objetivos do presente estudo.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

O presente trabalho visa avaliar o potencial anti-alérgico do extrato Vimang e o
sinergismo entre seus componentes (mangiferina, quercetina, catequina, acido galico e
acido benzéico) bem como o efeito de lipossomos na bioatividade da mangiferina, o

componente majoritario do referido extrato.

2.2. Objetivos especificos

« Estudar o potencial anti-alérgico do extrato Vimang e de seus componentes
majoritarios e avaliar o efeito sinergistico de tais substancias no processo de
desgranulagédo dos mastocitos

« Estudar a incorporacdo do flavondide mangiferina em vesiculas lipossomais
formadas por DMPC bem como a estabilidade desses sistemas frente a diferentes

parametros fisico-quimicos tais como pH e forca idnica.
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» Avaliar a influéncia de colesterol e concentracdo de lipidio na eficiéncia de
incorporacdo da mangiferina nos lipossomos de DMPC.
« Avaliar o potencial anti-alérgico da mangiferina livre e incorporada em

lipossomos preparados pelo método da injecao etandlica e filme lipidico.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

- Substancias naturais: Foram obtidas da Sigma ou gentilmente doadas pelo Dr.
Gilberto Pardo-Andreu (Universidade de Havana - Cuba)

- Anticorpo monoclonal especifico para reconhecimento de dinitrofenil (anti-
DNP-IgE): foi purificado de fluidos peritoniais de células de ratos por afinidade
cromatografica (HOLOWKA e METZGER, 1982) e filtracdo a gel (SUBRAMANIAN,
HOLOWKA et al., 1996). O anticorpo foi cedido, gentilmente, pelo grupo Baird-Holowka
do Department of Chemistry and Chemical Biology - Baker Laboratory - Cornell University
-USA.

- DNP-BSA: Soro Albumina Bovina (BSA) conjugada com uma média de 15 grupos
de dinitrofenil (DNP), conforme descrito por Weetall e colaboradores (WEETALL,
HOLOWKA et al., 1993). Esse antigeno, especifico para a ligagdo com o anticorpo anti-
DNP-IgE, foi cedido, também, pelo Grupo Baird-Holowka-Cornell University.

- 4-metil-umbeliferil-N-acetil-B-D-glucosamida: Sigma. A solugdo estoque foi
preparada pela solubilizacdo em dimetilsulféxido (concentracdo final de 0,12 M) e
armazenada a -20 °C. Para cada experimento foi utilizada uma solucao recém preparada,
na concentracéo de 1,2 M, em tampéo salino (135 mM NacCl, 1,8 mM CaCl,, 1 mM MgCl,,

5,6 mM glicose, 1 mg/mL soro albumina bovina e 20 mM HEPES; pH 7,4).
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- Linhagem de células RBL-2H3 de mastdcitos de ratos: Foi inicialmente
fornecida pelo grupo das Profas. Dras. Maria Célia Jamur e Connie Oliver, FMRP - USP
e cultivadas atualmente em nosso laboratorio.

- Meio minimo essencial de cultura (MEM) - CellGro: Foi preparado pela mistura
de 800 mL de MEM, suplementado com sal de Eagles, 200 mL de soro fetal bovino, 20
mL de L-glutamina e 1 mL de gentamicina.

O material relacionado foi usado sem tratamento prévio: soro albumina bovina
(BSA) 96% (Sigma); soro bovino fetal (Atlanta Bilogicals); L-glutamina (Gibco BRL);
gentamicina (Gibco BRL), Triton X-100 (Sigma), EDTA (Gibco), NaCl (Gibco), HEPES

(Gibco), KCI (Gibco), Dimiristoil-L-a-Fosfatidilcolina (Sigma) e colesterol (Sigma).

3.2. Métodos

3.2.1. Determinacdo dos coeficientes de absortividade molar (g) da

mangiferina em meio tamponado

As solucdes, em triplicatas, foram preparadas em meio aquoso a partir da solugéo
estoque de 0,80 mM da substancia natural (DMSO:agua 1:1) com diluicdes sucessivas,
em solucdo tampdao (acetato, fosfato ou Tyrode), variando-se as concentracdes de 5,0 a
80 uM.

Em seguida, foram registrados os espectros de absorcdo e as respectivas
absorbéncias no comprimento de onda de 365 nm. Os valores dos coeficientes de
absortividade molar médio (¢) da mangiferina foram obtidos através da inclinacdo de

graficos de absorbancia em funcdo da concentracdo do farmaco.

3.2.2. Preparacédo dos lipossomos

Como o método de preparacao influencia na eficiéncia de incorporac¢édo do farmaco
(NEUNERT, POLEWSKI et al., 2010) os lipossomos foram preparados por dois métodos

distintos, o método da injecao etandlica e o método de hidratacéo do filme lipidico.
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3.2.2.1. Método dainjecao etandlica

Os lipossomos unilamelares de dimiristoil-fosfatidilcolina (DMPC) foram preparados
de acordo com o método descrito por De Oliveira e colaboradores (DE OLIVEIRA,
MACHADO et al., 2005). A solugédo estoque, 20 mM da mangiferina, foi preparada em
DMSO:agua (1:1) e conservada sob refrigeracdo até o momento de uso. Uma solucdo
etandlica de lipidios (3, 10 e 30 mg/mL) e colesterol (lipidio:colesterol = 1:0, 2:1, 3:1, 5:1
e 9:1) contendo o flavonoide (concentracdo final de 100 uM), foi injetada por meio de
uma seringa de insulina, em 10 mL de solugdo tampéo (acetato, pH 2; fosfato, pH 4,;
Tyrode, pH 7,4; e borato, pHs 10 e 12), mantidos em uma proveta, a 30-32 °C, sob
agitacdo constante. O excesso de etanol e o flavonoide ndo incorporado ao lipossomo
foram removidos por ultracentrifugagdo a 4°C e 40000 rpm, durante 2 horas
(Ultracentrifuga da Beckman modelo XL-70); o precipitado foi ressuspendido na solugéo
tampao de interesse até a completa solubilizacdo da mesma (PONS, FORADADA et al.,
1993). As solugdes lipossomais foram filtradas em filtro Millipore (0,22 pm) para produzir
lipossomos de didmetro uniforme (DE OLIVEIRA, MACHADO et al., 2005). A variagédo da

forca idnica foi mantida pela adicdo de NaCl nas concentracdes de 10 e 20 mM.

3.2.2.2. Método de hidratacédo do filme lipidico

Os lipossomos foram preparados pelo método de hidratacao do filme lipidico, como
descrito por Londofio-Londofio (2010). O lipidio DMPC (30 mg/mL) foi dissolvido em
etanol, na presenca de colesterol (lipidio:colesterol 9:1), e o flavono6ide (100 uM) foi
dissolvido também em etanol. As solu¢des misturadas em diferentes propor¢des foram
secadas sob rotaevaporacao para a obtencdo de um filme lipidico. A seguir, as amostras
foram hidratadas pela adicdo de tampé&o de Tyrode (pH 7,4), a 31-32 °C, e agitadas em
Vortex durante 10 min. As amostras foram homogeneizadas em um agitador tipo Turrax
(modelo T25-lka-Werke), tratadas em um Homogeneizador de Alta Pressao (EmulsiFlex-
C3 — Avestin) e filtradas em filtro Millipore de 0,45 pum para a obtengdo de vesiculas

unilamelares homogéneas.

26




3.2.3. Determinacdo da eficiéncia de incorporagdo (El) da mangiferina em

lipossomos preparados pelo método da injecao etandlica e filme lipidico
3.2.3.1. Método da injecdo etandlica

Para a determinacdo da eficiéncia de incorporagédo (El) da mangiferina em
lipossomos de DMPC, preparados pelo método da injecdo etandlica, foram preparadas
duas baterias de solugbBes: na primeira, a amostra foi ultracentrifugada (UC) e
ressuspendida em solugéo tampao para eliminar o farmaco ndo incorporado; enquanto
na segunda, a amostra nao foi ultracentrifugada (sem UC). Os lipossomos contendo a
mangiferina foram rompidos pela adicdo de etanol, na proporcéo etanol:lipossomo (2:1) e
as leituras de absorbéancia registradas em 365 nm. O mesmo procedimento foi adotado
para os lipossomos vazios os quais foram usados como “branco” na determinacédo da
absorbancia da mangiferina. A eficiéncia de incorporacao foi calculada de acordo com a
Equacéo 03, na qual [Flavonodide]uc) € a concentracdo da mangiferina incorporada no
lipossomo obtida apds ultracentrifugacao (UC); [Flavonodide]semuc € @ concentragdo total
de mangiferina incorporada, ou ndo, no lipossomo cuja solugdo ndo € submetida a

ultracentrifugacgédo (sem UC).

[Flavonoide]UC
[Flavonoide]semUC

EI(%) =

x 100 (03)

A concentracao de mangiterina incorporada nos llpossomos fol calculada de acordo
com as seguintes relagdes:

Absorbancia (UC)

[Flavonoéide] (UC) = e Mg

Absorbancia (semUC)
€ Mgf

[Flavonoide](semUC) =
Nas quais Absorbéncia (UC) e Absorbancia (sem UC) s&o, respectivamente, as
absorbancias da mangiferina obtidas em lipossomos ultracentrifugados (mangiferina

incorporada) e ndo-ultracentrifugados (mangiferina total); €vwg; € 0 coeficiente de
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absortividade molar da mangiferina obtido na solugcdo tampdo de interesse (acetato,

fosfato ou Tyrode).

3.2.3.2. Método do filme lipidico

ApOs a preparacao dos lipossomos, uma aliquota de 2 mL foi colocada em um tubo
tipo Amicon contendo um dispositivo de filtracdo centrifuga (Figura 11) para
centrifugac@o da solugéo lipossomal a 4000g durante 40 minutos. ApOs este processo,
como ilustra a Figura 11, os lipossomos permaneceram retidos no filtro do tubo e o

material que nédo foi incorporado, ou seja, a mangiferina livre, atravessou o filtro

— » Lipossomo retido contendo a Mgf incarporada

— s Solugdo que passou pelo filtro e gque contermn a Mof
ndo incorparada nos lipossomos

Figura 11. Figura ilustrativa do dispositivo Amicon usado na centrifugagdo das solucdes

lipossomais; adaptado de http://www.millipore.com/catalogue/module/c82301.

A eficiéncia de incorporacdo (El) foi determinada através da relagdo entre a
absorbéancia total da amostra, ndo submetida a centrifugacdo, e a absorbancia da

solucéo centrifugada a qual passou pelo filtro, como mostra a Equacéao 04.

A -A ntri
El (%) _ [( total Ace t1 fugado)] %100 (04)
tota

s

Na qual, Awa € a absorbéncia total da mangiferina, livre ou incorporada no

lipossomo, e Acentitugado € @ absorbancia da mangiferina livre.
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3.2.4. Determinacgéo do tamanho e estabilidade fisico-quimica dos lipossomos

na auséncia e presenca do flavondide

O tamanho e a estabilidade dos lipossomos preparados pelo método da injecéo
etandlica foi determinado em um equipamento Zetasizer Nano - DLS com titulador
automatico MPT-2 (MPT-2 multi purpose titrator) da Malvern Instruments, locado no
Laboratério de Farmacotécnica - FCFRP, sob responsabilidade da Profa. Maria Vitoria L.
B. Bentley. Para os lipossomos preparados pelo método do filme lipidico, o tamanho e a
estabilidade foram monitorados em um equipamento Zetasizer Nano - ZS90 da Malvern
Instruments, locado no laboratério de Tecnologia Farmacéutica — FCFRP, sob
responsabilidade da Profa. Renata F. V. Lopez. A estabilidade fisico-quimica em fungéo
do tempo (0, 24, 48, 72 e 96 hrs) foi monitorada através do diametro hidrodinamico e do

potencial de superficie dos agregados lipossomais.

3.2.5. Constantes de ligacao (Ky) da mangiferina nos lipossomos de DMPC

A constante de ligacdo (Kp) da mangiferina nos lipossomos de DMPC:colesterol
(9:1) foi determinada por espectroscopia de fluorescéncia pela titulagdo de soluc¢des do
farmaco em tampéo de Tyrode (CHAUDHURI, BASU et al., 2008). Em uma cubeta de
fluorescéncia de quartzo, com caminho Optico de 1 cm, foram pipetados 2,50 mL da
solucao tampao, no pH 7,4, contendo 50 uM do farmaco. Os espectros de fluorescéncia
foram registrados ap6s cada adicdo da solugcdo de lipossomo, empregando-se
comprimentos de onda de excitacdo e emissdo iguais a 386 nm e 550 nm,
respectivamente, e fendas de 5 nm. A constante de ligacdo foi calculada a partir da
inclinacdo e interseccdo de gréficos de 1/AF versus 1/[Lipidio], pelo método do duplo-
reciproco de acordo com a Equacéo 05:

1 1 1 1
— = X —— =+ (05)
AF Kp .AFmax  [Lipidio]  AFpax

Onde AF = F-Fy € AFnax = Fnax-Fo; F, Fo € Frax S80 a fluorescéncia na presenca, na

auséncia e na concentracdo de saturacdo do lipidio, respectivamente.
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Além deste parametro pode-se determinar, pela mesma técnica, a constante de
particdo (Kp) dos flavondides em lipossomos. Kp é a razao entre concentracdes de uma
substancia, em condi¢bes de equilibrio, em um sistema bifasico constituido por uma fase
organica e uma fase aquosa, ou seja, quanto maior for o seu valor, o farmaco sera
menos hidrofilico (menos polar). A constante de particdo foi calculada a partir da
inclinacdo e interseccdo de gréficos de 1/AF versus 1/[Lipidio], pelo método do duplo-

reciproco de acordo com a Equacéo 06:

1 55,6 1 1
— = X —— + (06)
AF Kp.AFmax  [Lipidio] = AFmax

Onde F = F-Fy € AFnax = Fmax-Fo; F, Fo € Fnax S80 a fluorescéncia na presenca, na
auséncia e na concentragdo de saturacdo do lipidio, respectivamente; 55,6 mol/L é a
concentracdo molar da dgua e Kp € a constante de particdo. Comparando as Equacdes

05 e 06, é possivel simplifica-las pela Equacgéo (Equacéo 07):
Kp =55,6 xKb (07)

3.2.6. Cultura de Células

Os mastécitos da linhagem RBL-2H3 (BARSUMIAN, ISERSKY et al., 1981) foram
crescidos em monocamadas, em frascos de cultura de células, com capacidade para 250
mL, em meio minimo essencial (MEM) suplementado com 15% de soro fetal bovino e 50
ug/mL de gentamicina, a 37 °C e 5% de CO,, por um periodo minimo de 48 h. O sub-
cultivo celular foi realizado a cada 2 ou 3 dias, em garrafas de 25 ou 75 cm® (Corning
Incorp., Corning, NY, EUA) conforme descrito a seguir. As células foram tratadas com 5
mL de tripsina-EDTA, por 5 minutos, a 37 °C, e lavadas com meio de cultura através de
centrifugacdo por 5 min, a 25 °C, e 100 rpm (centrifuga Sorvall Legend, modelo Mach
1.6R). O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso em meio de cultura em

uma concentracéo de 1x10° células/mL.
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3.2.7. Ensaio direto para a quantificagdo da p-hexosaminidase

As células sensibilizadas e aderidas em micro placas foram lavadas com tampao
de Tyrode e estimuladas por uma série de 150 uL do antigeno seguido pela adicdo de
150 uL do substrato fluorimétrico para B-hex (2,4 mM) e as microplacas incubadas por 90
minutos, a 37 °C. A liberacdo espontédnea e a liberagdo total da p-hex, foram
determinadas para as células, em tampao (sem antigeno) e com 0,1% de Triton X-100,
respectivamente. A atividade de B-hex no sobrenadante foi quantificada por fluorescéncia
em um leitor de fluorescéncia para micro placas com comprimentos de onda de excitagdo
e emisséo iguais a 360 e 450 nm, respectivamente.

Para o teste sobre a atividade biolégica dos flavondides livres ou incorporados nos
lipossomos, as células foram sensibilizadas conforme descrito acima, lavadas com
tampao de Tyrode e pré-tratadas com diferentes concentragbes (0,01 a 100 uM) da
mangiferina, quercetina, catequina, acido galico e &acido benzdico bem como em
diferentes combinacdes destas substancias, isoladas do extrato Vimang, por 15 minutos,
antes do estimulo pelo antigeno. Apds esse tempo, o0 ensaio foi conduzido como descrito

acima.
3.2.8. Viabilidade celular

O ensaio foi conduzido utilizando o método modificado de Mosmann (MOSMANN,
1983). As células foram ressuspensas na concentracéo de 8 x 10* células/mL e 250 pL
da suspenséao celular foi semeada na placa de cultura de 96 pocos e incubadas durante
toda a noite a 37°C e 5% de CO,. ApOs este periodo, 0 meio foi removido e a placa foi
lavada uma vez com 200 puL de PBS. Nos pocos destinados ao branco e ao controle,
adicionou-se 200 pL de MEM e nos pocgos reservados para o controle de morte, colocou-
se 200 pL de Triton X-100 (1%) preparado em MEM. Nos demais pocos foram
acrescentados 200 pL das diluicbes das substancias naturais preparadas em MEM em
vérias concentragdes (0,01 a 100 uM). Realizou-se uma nova incubacédo por 24 h a 37°C
e 5% de CO.,. Posteriormente, o meio de cultura foi descartado e 200 puL de MEM foram

adicionados nos pog¢os do branco. Nos pocos restantes foram colocados 20 pL de
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brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium (MTT) e 180 pL de MEM,
seguindo-se incubacgédo por 4 h a 37°C e 5% de CO,. O sobrenadante foi, entdo,
cuidadosamente removido e o produto insoltvel (cristais de formazan) foi dissolvido em
DMSO. Apéds incubacédo por 4 h a densidade oOptica foi monitorada em 570 nm usando
um leitor de microplacas. A densidade optica dos sais de formazan no controle ndo
tratado serviu como um indicador de 100% de viabilidade celular, permitindo a obtencao
dos graficos de % viabilidade celular versus concentracdo da amostra teste pela

Equacéo 08.

B

% Viabilidade celular = (=—) x 100 (08)

(S) Amostra - célula (+), MTT (+), presenca da substancia natural;

(B) Branco - célula (+), MTT (-); (C) Controle - célula (+), MTT (+).

3.2.9. Andlise dos resultados

Os valores para a enzima B-hexosaninidase liberada durante o ensaio biolégico
foram expressos como a porcentagem da [(-hexosaminidase total (Equacdo 09),

determinada pelas células destruidas em Triton-X 100.

% /3 — Hexosa minidase = ( E leOO (09)

(S) Amostra: DNP-BSA (+); auséncia e presenca da substéncia natural;

(N) Normal: DNP-BSA (-); amostra teste (-), auséncia de células;

(T) Total: DNP-BSA (+); amostra teste (-); em Triton-X-100.

A liberacdo espontanea (controle) de B-hexosaminidase foi medida para eliminar
componentes ndo-especificos da desgranulacdo. A reacdo enzimdtica foi realizada na
presenca da solucdo Tyrode/BSA para eliminar as interferéncias causadas pela
fluorescéncia do mesmo. A contribuicdo da amostra teste para a liberacdo espontanea

(controle) de pB-hex foi medida para eliminar componentes néao-especificos da

32




desgranulacdo. A reacdo enzimatica foi realizada na presenca da solu¢do Tyrode/BSA
para eliminar as interferéncias causadas pela fluorescéncia do mesmo. A contribuicdo da
amostra teste para a fluorescéncia foi avaliada e subtraida caso necessério. Os valores
de Cls, foram determinados de curvas de porcentagem de -hex versus concentragédo da

amostra testada. Cada teste foi conduzido em triplicata.

3.2.10. Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas através do software GraphPad Prism
versdo 3.0 para Windows empregando-se a andlise de variancia (ANOVA ONE-WAY),
com pos-testes de Tukey ou Mann-Whitney, conforme indicado nas legendas das figuras.
Valores de p < 0,05 e p<0,01 foram considerados significativos.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

PARTE |: INCORPORACAO DA MANGIFERINA EM LIPOSSOMOS DE
DIMIRISTOILFOSFATIDILCOLINA (DMPC) PARA APLICACAO EM ENSAIOS

BIOLOGICOS

4.1. Preparacdo e caracterizagdo fisico-quimica dos lipossomos de DMPC,
preparados pelo método da injecdo etandlica, na auséncia e presenca de

mangiferina

A aplicagcdo de lipossomos como sistemas carreadores de farmacos requer a
avaliacdo prévia de parametros tais como tamanho das vesiculas e eficiéncia de
incorporagéo, pois estes influenciam diretamente no comportamento dos agregados em
meio biologico (LASIC, 1998; LONDONO-LONDONO et al., 2010, LANDI-LIBRANDI et
al., 2011). As técnicas de preparacao, pH, forca idnica, composicao do lipossomo, tipo de
lipidio empregado e quantidade do farmaco, respondem pelas propriedades fisico-
quimicas destes agregados, tais como tamanho e carga, os quais influenciam a

estabilidade, a eficiéncia de incorporacédo e a interagdo com o meio biolégico (VAN DICK
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et al., 2000; LONDONO-LONDORO et al., 2010, LANDI-LIBRANDI et al., 2011; LUCIO et
al., 2010). Assim, na primeira parte deste trabalho serdo apresentados e discutidos os
resultados pertinentes aos parametros mencionados acima e como estes influenciam a
incorporacdo de mangiferina em lipossomos de DMPC. O monitoramento de tais
parametros requer a determinagdo de curvas de calibracdo e, consequentemente, de
eficiéncias de incorporacdo, bem como o monitoramento de potenciais zeta e indices de
polidispersividade dos agregados para a avaliagdo da estabilidade e homogeneidade da

suspenséo lipossomal.

4.1.1. Determinagdo das curvas de calibragdo da mangiferina em diferentes

pHs.

As curvas de calibragcdo da mangiferina foram determinadas, nos diferentes pHs
estudados (pHs 2; 4; 7,4; 10 e 12) com a finalidade de obtencdo do coeficiente de
absortividade molar (¢) e determinagao da concentracdo de mangiferina incorporada nos
lipossomos. As Figuras 12-A a 16-A mostram os espectros de absor¢cdo bem como as
curvas de calibragdo da mangiferina nos diferentes pHs.

As Figuras 12-A e 13-A mostram o0s espectros de absor¢cdo da mangiferina em
pHs 2 e 4, respectivamente. A banda em 317 nm, esta relacionada a transi¢ées do tipo n
— n° no anel aromético enquanto a banda em 365 nm ¢é atribuida a transferéncia de
carga intramolecular, como descrito por GOMEZ-ZALETA et al., 2006. Para estes pHs
acidos ndo ha mudanca significativa nos espectros de absorcao.

Em pH 7,4 observa-se reducdo da banda em 317 nm e aumento da banda em 365
nm (Figura 14-A) ao passo que em pHs 10 e 12, observa-se o aparecimento de um
ombro em aproximadamente 340 nm bem como o deslocamento batocrémico da banda
de 365 nm para 380 nm (Figuras 15-A e 16-A, respectivamente). Essa mudanca no
comportamento dos espectros de absorcdo € explicada pelas diferentes formas

assumidas pela mangiferina em funcédo do pH, como mostra o equilibrio de dissociacéo

no Esquema 01.
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Para as solucdes acidas empregadas neste estudo, ou seja, nos pHs 2 e 4, a
mangiferina esta na sua forma neutra, uma vez que o primeiro pka do farmaco € igual a
6,52 (GOLDSBY, 2002; GOMEZ-ZALETA et al., 2006). Em pH 7,4, a mangiferina esta
parcialmente na forma monoanidnica (pka, = 7,97) com uma carga negativa no carbono
4’ e, finalmente, nos pHs 10 e 12 a mesma encontra-se totalmente dissociada (pkas =
9,44). As diferentes formas assumidas pela mangiferina, em decorréncia da mudanca de
pH, levam & alteragBes tanto nos espectros de absorcdo como nos coeficientes de

absortividade molar, cujos valores estéo relacionados na Tabela 01.

Esquema 01. Estrutura da mangiferina e valores de pka para as constantes de

dissociagéo acida (GOLDSBY, 2002).
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Figura 12. Espectro de absorcdo (A) e curva de calibracdo (B) da mangiferina em
tampdao acetato, pH 2,0, obtidos de resultados em duplicata. Comprimento de

onda de absor¢édo da mangiferina obtido em 365 nm.
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Figura 13. Espectro de absorcdo (A) e curva de calibragcdo (B) da mangiferina em

tampéo fosfato, pH 4,0, obtidos de resultados em duplicata. Comprimento

de onda de absor¢édo da mangiferina obtido em 365 nm.
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Figura 14. Espectro de absorcdo (A) e curva de calibracdo (B) da mangiferina em
tampdo de Tyrode, pH 7,4, obtidos de resultados em duplicata.

Comprimento de onda de absorcédo da mangiferina obtido em 365 nm.
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Figura 15. Espectro de absorcdo (A) e curva de calibracdo (B) da mangiferina em
tampao borato, pH 10,0, obtidos de resultados em duplicata. Comprimento

de onda de absor¢édo da mangiferina obtido em 365 nm.
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Figura 16. Espectro de absorcdo (A) e curva de calibragcdo (B) da mangiferina em
tampédo borato, pH 12,0, obtidos de resultados em duplicata. Comprimento

de onda de absorcdo da mangiferina obtido em 365 nm.
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Tabela 01. Coeficientes de absortividade molar (¢) da mangiferina, em diferentes

pHs, obtidos no comprimento de onda de 365 nm, na temperatura

ambiente
(€)3es, M'cm™
pH 2 12440 + 302
pH 4 10910 + 143
pH 7,4 10810 + 305
pH 10 18480 + 211
pH 12 6760 + 153

Os valores dos coeficientes de absortividade molar (¢) da mangiferina variam em
fungcdo do pH empregado, como mostra a Tabela 01, o que justifica a cuidadosa
determinacdo deste parametro para a aplicacdo nos estudos de eficiéncia de
incorporacdo. Independente do pH, os coeficientes de absortividade molar obtidos para a
mangiferina sdo maiores do que 10° Mcm™, caracteristicos de transi¢des eletronicas do

tipo -7* (g mx-m = 1000 a 10000 M*cm™) (SKOOG e LEARY, 1992)

4.1.2. Eficiéncias de incorporagdo (El) da mangiferina em lipossomos de
DMPC, preparados pelo método da injecdo etandlica, determinadas nos pHs de

interesse

A determinacdo da eficiéncia de incorporacao de bioativos em lipossomos é
fundamental para as aplicagfes destes agregados nos ensaios biolégicos pretendidos.
No caso da mangiferina, este parametro deve ser cuidadosamente explorado uma vez
gue ndo ha na literatura nenhum estudo sobre a incorporacdo deste bioativo em

agregados lipossomais.
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Embora os ensaios de atividade bioldgica sejam coduzidos em pH fisioldgico,
outros pHs, incluindo pHs acidos, foram investigados com base em trés fatores
principais: 1) A mangiferina é um &cido fraco cujo comportamento varia em funcéo do pH,
como ja mencionado; 2) Sitios inflamatérios cronicos e tumores de animais glicémicos
tem pHs acidos (FARR et al. 1985; JAHDE e RAJEWSKI, 1982) e 3) Alguns alimentos
tais como cremes de baixo teor de gordura, que podem conter lipossomos, sao
processados em pHs acidos (GORDON et al., 1998).

Os métodos empregados na determinacdo da eficiéncia de incorporagédo estao
relacionados com a separagédo do farmaco encapsulado daquele ndo encapsulado. Os
procedimentos adotados para isso incluem cromatografia por exclusdo de tamanho
(FATOUROS et al., 2001), diélise, filtracdo ou centrifugacdo (FALLON et al., 2006),
sendo este Ultimo adotado no presente estudo.

Ap6s a preparacao da solucdo lipossomal, esta é dividida em duas partes: a
primeira parte ndo é ultracentrifugada (semUC) e detém a concentracdo total da
mangiferina adicionada a solucdo e a segunda parte é ultracentrifugada (UC) e contém
somente a mangiferina incorporada no lipossomo. Para esta ultima, é desprezado o
sobrenadante e o filme ressuspendido na solugcéo tampéo de interesse (acetato, fosfato,
Tyrode ou borato).

ApoOs a ruptura dos lipossomos (UC e semUC) pela adicdo de etanol, os espectros
de absorcdo sdo monitorados e os valores de absor¢do nos comprimentos de onda de
365 nm sdo medidos a fim de determinar a eficiéncia de incorporacdo. Para o pH 12 néo
foi possivel obter esse parametro uma vez que a amostra tornou-se turva pela adicao de
etanol, e devido a esta ocorréncia, o pH 12 foi descartado deste estudo.

As Figuras 17 (A — D) mostram os espectros de absorcdo dos lipossomos de
DMPC, contendo mangiferina, em amostras ultracentrifugadas (UC) e sem
ultracentrifugar (semUC), nos pHs 2, 4, 7,4 e 10, respectivamente. Os valores de
absorcdo para as solucBes ultracentrifugadas (UC) e sem ultracentrifugar (semUC),

medidos nos comprimentos de onda de 365 nm, bem como as respectivas eficiéncias de
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incorporacdo (ElI) da mangiferina em lipossomos de DMPC, estdo relacionados na

Tabela 02.
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Figura 17. Espectros de absorcdo da mangiferina em tampéao acetato, pH 2,0 (A),
tampéo fosfato, pH 4,0 (B), tamp&o de Tyrode, pH 7,4 (C) e tampéo
borato, pH 10 (D), obtidos de resultados em duplicata; pkas da
mangiferina: pka;=6,52; pka,=7,97; pkas=9,44; pka,=12,10.
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Tabela 02. Absorbancia da mangiferina obtida para solu¢des centrifugadas (UC) e néo
centrifugadas (semUC), e eficiéncia de incorporacdo (El) do farmaco nos

lipossomos de DMPC, obtidos em diferentes pHs.

365 nM El, %
pH semUC ucC
2 0,302 0,095 3212
4 0,315 0,111 35x1
7,4 0,221 0,028 1312
10 0,481 0,006 1,8£0,5

Os resultados na Tabela 02 evidenciam a forte influéncia do pH na incorporagéo do
bioativo. As maiores eficiéncias de incorporacéo foram observadas para as solugbes com
pHs &cidos (pHs 2 e 4) uma vez que a mangiferina estd na forma neutra, mais
hidrofébica, com maior afinidade pelo lipossomo. No pH fisioldgico, 76% do farmaco esta
na forma hidrofilica com maior solubilidade e menor afinidade pela bicamada lipidica. No
pH 10, a mangiferina encontra-se totalmente ionizada (pkas=9,4) o que reduz
consideravelmente a afinidade pelo lipossomo em funcdo de sua maior solubilidade.
Além disso, conforme aumenta o pH, os ions H* vAo se dissociando da parte colina das
cabecas de grupo do fofosfolipidio (Figura 18), em particular do grupo fosfato, e, com
isso, em pHs alcalinos, os lipossomos passam a apresentar um potencial de superficie
negativo (FALLON et al., 2006). Esse comportamento € observado principalmente em
solucdes alcalinas com pHs proximos do pka do fosfolipidio (pka = 11,25) e justifica a
baixa eficiéncia de incorporagdo da mangiferina, pela ocorréncia de repulséo eletrostatica

entre o farmaco dissociado e o lipossomo.
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Figura 18. Estrutura do lipidio dimiristoil-L-a-fosfatidilcolina (DMPC).
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No entanto, ndo é apenas a solubilidade que deve ser considerada nos estudos
sobre a eficiéncia de incorporacdo de farmacos em lipossomos. A conformacdo do
flavonoide tem um papel fundamental na afinidade de um farmaco pela bicamada lipidica
e nas perturbacdes que estes causam na membrana lipossomal.

Van Dick e colaboradores (2000) estudaram a hidrofobicidade relativa e a afinidade
de flavonoides por membranas artificiais usando lipossomos como modelo biomimético e
observaram, como esperado, que a hidrofobicidade relativa de flavonéides diminui com o
aumento da hidroxilacdo. Comparando a estrutura das flavonas, crisina, apigenina e
luteolina, com as flavanonas, estruturalmente andlogas, pinocembrina, naringenina e
eridioctiol, na Figura 19, é evidente, para ambas as classes, que ha reducdo da
hidrofobicidade em fung&o do aumento no niumero de grupos hidroxila. No entanto, para
as flavonas e flavanonas com o mesmo grau de hidroxilagdo, Van Dick e colaboradores
(2000) determinaram que as primeiras sdo um pouco mais hidrofébicas do que as

ultimas; possivelmente devido as diferencas em suas configuracdes tridimensionais (VAN

DICK et al., 2000).

FLAVONA FLAVANONA
HO l o O
HO o

PINOCEMBRINA

NARINGENINA
OH

OH

LUTEOLINA ERIDIOCTIOL

Figura 19. Exemplos de flavonéides das sub-classes flavonas e flavanonas.
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Estudos realizados por Glusker e Rossi (1986) mostraram, por analise de raios-X,
qgque o flavondide quercetina (Esquema 02) é
planar, o que explica sua alta afinidade pela
membrana bioldgica (LANDI-LIBRANDI et al.,

2011). Em contrapartida a naringenina (Figura 20),

com estrutura similar a quercetina e carente de
Esquema 02. Quercetina (flavonol)

dupla ligacéo entre os carbonos 2 e 3 (Esquema

02), sustenta seu grupo fenil exociclico extensivamente torcido para fora do plano da
molécula. Essa diferenca conformacional, associada a influéncia do pH na dissociagcéo
dos grupos hidroxila, pode explicar as diferencas na incorporacdo dos flavondides e
justificar a baixa eficiéncia de incorporacdo da mangiferina, mesmo em pHs &cidos, nos
guais a molécula estd em sua forma neutra, mais hidrofébica e menos soluvel. Quando
sdo comparadas flavanonas e flavondis (Esquema 03) observa-se que as flavanonas
sdo mais hidrofébicas do que os flavondis. Porém, segundo van Dick e colaboradores
(2000), a afinidade dos ultimos (mais hidrofilicos) por lipossomos de dioleoil-
fosfatidilcolina (DOPC) é substancialmente maior do que a afinidade de flavanonas (mais
hidrofébicas). A diferenca nos valores de constantes de dissociacao entre os flavonéis e
flavanonas (Esquema 03) estudados por Van Dick e colaboradores (2000) foi de, pelo
menos, uma ordem de grandeza. Portanto, € evidente que a conformacdo planar dos
flavondis (GLUSKER & ROSSI, 1986) ao contrario da configuracdo torcida das
flavanonas, favorece a intercalacdo dos primeiros nas estruturas organizadas da

membrana lipossomal.

FLANONOL FLAVANONA

Esquema 03. Esqueleto de flavondides das sub-classes flavonol e flavanona
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A priori, nossa interpretacdo para a baixa incorporacdo da mangiferina em
lipossomos de DMPC foi em funcdo de uma estrutura mais hidrofilica devido a presenca
de um grupo glicosidico na estrutura da molécula (vide Esquema 01). No entanto, para
flavondides tais como naringenina e eriodictiol, a glicosilacao (linha tracejada vermelha —
Esquema 04), resultou em maior afinidade pelo lipossomo quando comparadas as
correspondentes agliconas (VAN DICK et al., 2000). Esse resultado foi explicado por um
decréscimo na torcdo entre o anel fenil e o resto da estrutura favorecendo uma

conformacgdo mais planar e maior afinidade pela membrana.

Naringenina glicosilada Eridioctiol glicosilado

Esquema 04. Estrutura glicosilada da naringenina e eridioctiol.

A estrutura quimica dos flavonoides, de um modo geral, sugere afinidade por
ambientes de baixa polaridade, como lipossomos, uma vez que estes compostos naturais
possuem carater anfifilico com uma por¢cdo aromatica (hidrofébica) e a presenca de
grupos hidroxila os quais conferem afinidade por ambientes polares. Estudos recentes
mostraram que o aumento no pH favorece o carater hidrofilico dos flavonéides e sugerem
a interacdo destes com a interface da membrana (OTEIZA et al., 2005; OLLILA et al.,
2002; PAWLIKOWSKA-PAWLEGA et al., 2007).

No caso da mangiferina, sua baixa solubilidade em agua, bem como a alta
constante de incorporacdo em ciclodextrinas, investigadas em nosso grupo, corrobora
com a hipétese de que a baixa eficiéncia de incorporacdo em lipossomos se deve,
provavelmente, a sua forma conformacional a qual dificulta a intercalacdo em
membranas fosfolipidicas de DPMC ou, ainda, a dificuldade de incorporacdo em funcéo

do pequeno tamanho dos lipossomos preparados pelo método da injecao etandlica.
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O equilibrio de desprotonacdo da mangiferina ilustrado no Esquema 01 pode,
também, explicar a baixa eficiéncia de incorporacdo deste bioativo em lipossomos de
DMPC. Em soluc¢des de pHs acidos, abaixo do primeiro pka (pka;= 6,52), espera-se que
a porcdo xantona da mangiferina, mais hidrofébica, esteja intercalada na bicamada
lipidica com o grupo glicosidico exposto para a fase aquosa. Em solucdo de pH
fisiol6gico, préximo do segundo pka (pka,=7,97), a maior parte das moléculas estdo na
forma aniénica com uma carga negativa no carbono 4’ o que dificulta a intercalagao nos
lipossomos. Quando se trata da incorporacdo de farmacos nas formas hidrofilicas
espera-se que estes estejam incorporados no compartimento aquoso destes agregados
ou associados a regido da cabeca de grupo da bicamada, como ja mencionado, um
evento infuenciado pela forma de preparagdo e tamanho lipossomal (LASIC, 1998,
FREZARD et al., 2005; BARENHOLZ, et al., 2011).

Como um dos objetivos deste estudo € melhorar a solubilidade e biodisponibilidade
da mangiferina em ensaios de atividade anti-alérgica, € fundamental que haja um esforgo
no sentido de otimizar o sistema lipossomal idealizado para esse fim.

E importante ressaltar, como ja mencionado, que a mangiferina é um flavondide
com varias propriedades biolégicas, entre elas as atividades antioxidante, anti-
inflamatéria, anti-diabética, antimicrobial e antitumoral (WAUTHOZ et al., 2007) as quais
estdo, certamente, relacionadas com a sua capacidade de interagir com a membrana
biol6gica, seja na forma glicosilada (presenca do glicosideo) ou aglicona (auséncia do
glicosideo). Assim, é provavel que modificacdes na composicdo da bicamada lipidica,
tais como insercdo de colesterol ou lipidios ibnicos, possa favorecer o processo de
incorporacédo do farmaco em fungdo de modificagbes no empacotamento dos fosfolipidios
(HALLING et al., 2008; CASTELLI et al.,1991). No caso do colesterol, por exemplo, este
possui a propriedade de perturbar a membrana biolégica formando espacos entre as
cadeias lipidicas de forma a permitir uma melhor acomodacao de moléculas tais como os
flavondides (LANDI-LIBRANDI et al., 2011); e tal perturbacdo depende do tipo de

colesterol empregado (HALLING et al., 2008).
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Estudos realizados com a quercetina mostraram que a incorporacéo deste farmaco
diminui a temperatura de transicdo de fases (T,) de Ilipossomos de
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) e aumenta a T, de lipossomos de fosfatidilcolina (PC) o
que corrobora com o fato de que os lipidios interagem de forma diferente com o bioativo
(PAWLIKOWSKA-PAWLEGA et al., 2007).

Além da composicao lipidica, outros fatores podem influenciar a incorporacdo de
farmacos em lipossomos; entre eles pode-se citar 0 método de preparacdo, o qual pode
levar a formagé&o de lipossomos unilamelares ou multilamelares de diferentes tamanhos
(FALLON et al., 2006; LANDI-LIBRANDI et al., 2011), e a proporgdo farmaco:lipidio a
qgual pode influenciar a formacéao e a estabilidade da bicamada (GILLET et al., 2009).
Como a eficiéncia de incorporacdo da mangiferina em lipossomos de DMPC propostos
para este estudo foi baixa, outras alternativas tais como insercdo de colesterol na
preparacdo do lipossomo e variacdo na proporcao farmaco:lipidio foram igualmente

estudadas.

4.1.2.1. Influéncia de colesterol na eficiéncia de incorporagdo da mangiferina

em lipossomos de DMPC preparados pelo método da injecdo etandlica

A membrana plasmatica é constituida por uma dupla camada lipidica e proteinas,
além da presenca de moléculas de colesterol. Por possuir caracteristicas lipofilicas, o
colesterol (Figura 20) orienta-se na bicamada lipidica entre as moléculas de fosfolipidio
mantendo o grupo hidroxila dirigido para a fase aquosa e o anel triciclico incorporado
entre os carbonos das cadeias alquilicas, resultando em um efeito de empacotamento
de moléculas na bicamada (HATTORI et al., 2005; SULKOWSKI et al., 2006). Além
disso, o colesterol pode afetar a fluidez da membrana lipidica de duas formas; na fase
liquido-cristalina, ele causa reducdo na mobilidade das cadeias hidrocarb6nicas dos
fosfolipidios levando a rigidez da bicamada. Em contrapartida, na fase gel, mais rigida,
ele causa aumento da mobilidade dos lipidios com consequente alteracdo na
temperatura de transicao de fases e aumento na fluidez da membrana. Por esse motivo,

esse esterdide tem sido amplamente empregado na preparac¢do de lipossomos visando
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melhorar as caracteristicas de incorporacao e a estabilidade da bicamada (SULKOWSKI

et al. 2006; LEHNINGHER et al., 2000).

Figura 20. Estrutura quimica do colesterol

Assim, neste estudo, foram preparados lipossomos de DMPC:colesterol a fim de
analisar a influéncia deste ultimo na eficiéncia de incorporacdo da mangiferina. Foram
determinadas a eficiéncia de incorporacdo da mangiferina em diferentes proporgdes de
DMPC:colesterol (1:0, 1:1, 2:1, 3:1, 5:1 e 9:1) de acordo com o método descrito no item
3.2.1.1.

A Figura 21 mostra os espectros de absor¢cdo dos lipossomos contendo a
mangiferina, em diversas propor¢6es de DMPC:colesterol, preparados em tampédo de
Tyrode, pH 7,4. Os valores de eficiéncia de incorporagédo dos farmacos incorporados em
lipossomos, nas diferentes concentracdes de colesterol, estdo relacionados na Tabela

03.
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Figura 21. Espectros de absor¢cdo da mangiferina em lipossomos preparados por
diferentes propor¢6es de DMPC:colesterol, em tampé&o de Tyrode, pH
7,4. Solucdes lipossomais sem ultracentrifugar (sem UC) e
ultracentrifugadas (UC) s@o representadas pelas linhas vermelhas e

pretas, respectivamente.
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Tabela 03. Absorbancia da mangiferina obtida para solugdes centrifugadas (UC) e sem
ultracentrifugar (sem UC) e eficiéncia de incorporacéo (El) do farmaco em

lipossomos de DMPC:colesterol preparados em tampéo de Tyrode, pH 7,4.

DMPC:col 365 nM El, %
uc Sem UC

1:0 0,023 0,216 1312

2:1 0,023 0,475 5+1

3:1 0,067 0,473 16+ 2

5:1 0,054 0,444 12+ 2

9:1 0,067 0,462 1712

Os resultados na Tabela 03 mostram que a eficiéncia de incorporacdo da
mangiferina diminui com o aumento da propor¢do de colesterol. Este resultado pode
estar ocorrendo em funcdo de uma competicdo entre o flavondide e o colesterol no
arranjo das moléculas durante a formacgdo da vesicula lipossomal, dificultando assim a
incorporagdo do flavondide no lipossomo. Além disso, o colesterol pode ter um
comportamento inverso ao esperado, ou seja, em maior propor¢cdo pode aumentar a
rigidez da membrana lipossomal na fase cristalina e com isso dificultar a incorporacéo do
farmaco. Resultados semelhantes foram obtidos quando propanolol, um farmaco
lipofilico, e nistatina, um antibiético anfipatico, foram incorporados respectivamente em
lipossomos preparados de DMPC:colesterol e DPPC:colesterol (BETAGERI e
PARSONS, 1992; MORIBE et al., 1999).

Quando sdo comparadas as eficiéncias de incorporacdo da mangiferina em
lipossomos contendo apenas DMPC (EI = 13 %) com lipossomos contendo
DMPC:colesterol 9:1 (EI = 17 %) observa-se que em lipossomos contendo baixa
proporcdo de colesterol (9:1) a eficiéncia de incorporacdo é um pouco maior sugerindo,
para este caso, aumento da fluidez lipossomal e influéncia positiva do colesterol na

incorporacéo da mangiferina em lipossomos de DMPC.
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4.1.2.2. Influéncia da proporc¢ao farmaco:lipidio na eficiéncia de incorporacao
da mangiferina em lipossomos de DMPC, preparados pelo método da injecéo

etanolica.

A proporgdo farmaco:lipidio tem sido investigada para diferentes farmacos e
composic¢des lipidicas tendo em vista a importancia desse parametro ndo somente para o
desenvolvimento de uma formulacdo farmacéutica mas também para a otimizagdo da
eficiéncia de incorporacdo e conhecimento sobre o comportamento lipossomal
(FREZARD et al., 2005; JOHNSTON et al., 2008). Segundo Frézard (2005) a relacéo
farmaco:lipidio dever ser maximizada, visto que esta determina a quantidade de lipidio a
ser ministrada ao paciente; quanto menor for a quantidade de lipidio veiculada, menores
ser&o os riscos decorrentes de efeitos colaterais associados aos mesmos (FREZARD et
al., 2005). Johnston e colaboradores (2008) avaliaram a influéncia da razédo
farmaco:lipidio na integridade de lipossomos de DSPC:colesterol e nas propriedades de
liberacdo de doxorubicina. Foram observadas distor¢cdes morfolégicas das vesiculas e
reducdo na eficiéncia de incorporacdo do farmaco com o aumento da razdo
farmaco:lipidio (JOHNSTON et al., 2008).

Neste estudo, a razdo farmaco:lipidio foi avaliada em pH &cido (pH 2) por ser o pH
com maior eficiéncia de incorporacdo da mangiferina em lipossomos de DMPC
preparados pelo método da injecé@o etandlica. Os resultados na Tabela 04 mostram que
a eficiéncia de incorporacdo diminui com a reducdo da mangiferina na composi¢do
lipidica; assim, os estudos subsequentes, realizados em tampéao fisioldgico, foram
conduzidos utilizando a maior propor¢do mangiferina:DMPC (25:100). As propriedades
fisico-quimicas dos lipossomos nas diferentes propor¢cdes mangiferina:DMPC nao foram

investigadas nesta etapa.
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Tabela 04. Absorbancias obtidas para a mangiferina em solugdes centrifugadas (UC) e
sem ultracentrifugar (semUC), e eficiéncia de incorporacao (El) do flavonéide
em lipossomos de DMPC preparados em diferentes proporcoes

farmaco:lipidio, em tampao acetato, pH 2.

pH 2 365 nM

| Razdo uc semUC El, %
farmaco:lipidio
25:100 0,095 0,302 32
7:100 0,022 0,278 8
2,5:100 0,011 0,265 3

4.2. Determinacdo do coeficiente de particdo (logP) da mangiferina em

lipossomos de DMPC:colesterol (9:1), preparados pelo método da injecdo etandlica

Os efeitos biolégicos de um farmaco, in vivo, dependem de sua absorcao e
distribuicdo para os tecidos via circulagdo sistémica. Na auséncia de sistemas de
transporte ativo, o farmaco deve difundir passivamente através das membranas
biol6gicas, ndo somente para absorgdo no intestino, mas também para entrar nas células
e tecidos da circulacao sistémica (ROTWELL et al., 2005).

O transporte e distribuicdo de farmacos através de membranas biolégicas depende
substancialmente de sua lipofilicidade a qual pode ser expressa pelo coeficiente de
particdo (logP), um parédmetro que relaciona a particdo de um soluto entre as fases polar
e apolar.

O coeficiente de particdo € usualmente medido pela distribuicdo de um bioativo em
um sistema bifasico, tal como octanol-agua, o qual simula respectivamente a membrana
e a fase aquosa. No entanto, véarios estudos de farmacos tem demonstrado que sistemas
lipossomo-agua sdo modelos mais apropriados para predizer o log P de compostos, uma
vez que os lipossomos mimetizam o ndcleo hidrofobico e a superficie polar carregada de
fosfolipidios presentes em biomembranas (SEYDEL e WISE, 2002; FERREIRA et al.,

2003). Somente moléculas de lipofilicidade apropriada podem difundir-se através da
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membrana fosfolipidica; aquelas muito hidrofilicas estdo indisponiveis para o interior
celular e aquelas muito hidrofébicas sdo incapazes de reagir em meio aquoso. Portanto,
a bioatividade de compostos, naturais ou sintéticos, depende do balanco entre
hidrofobicidade e hidrofilicidade determinado pelo coeficiente de particdo (BRITTES et
al., 2010; LIAO et al., 2000; SANTOS et al., 2003). Assim, estudos que visam a interagao
de compostos com modelos de membrana biolégica, ou a aplicacdo de tais sistemas,
requerem a determinacéo de constantes de ligacéo (K,) e coeficientes de particdo (logP).

Uma série de trabalhos sobre técnicas de determinacao de coeficientes de particao
tem sido descritos com énfase em problemas toxicolégicos, farmacéuticos, alimentares e
ambientais (SANTOS et al.,, 2003). Entre as técnicas utilizadas, a espectroscopia de
fluorescéncia esta entre as mais sensiveis sendo que concentra¢cdes muito baixas de
soluto podem ser empregadas, levando a pequenas perturbacdes na membrana.

Neste trabalho, uma andlise quantitativa da associacdo da mangiferina aos
lipossomos pbde ser feita através da determinagdo de constantes de ligacdo (Kb) e de
particdo (Kp) do farmaco aos lipossomos de DMPC. Esta andlise foi viabilizada pela
fluorescéncia da mangiferina cujo comportamento varia em fungdo de sua associagado
com as bicamadas lipidicas. A Figura 22 mostra 0s espectros de emissdo de
fluorescéncia da mangiferina em lipossomos de DMPC:colesterol (9:1) preparados em
tampdo de Tyrode, pelo método da injecdo etandlica. Foi observado um aumento
consideravel da fluorescéncia, com um pequeno deslocamento para o vermelho,
conforme foi aumentada a concentragdo de lipossomos. Este aumento de fluorescéncia,
acompanhado de um deslocamento batocrémico, caracteriza mudanca de polaridade do
meio no qual o farmaco se encontra associado, mostrando a associagdo do mesmo com

0s agregados lipossomais (LAKOWICZ, 2006).
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Figura 22. (A) Espectro de fluorescéncia da mangiferina em diferentes concentragées (0
a 0,33 M) de lipossomos de DMPC:colesterol (9:1), preparados em tampéo
de Tyrode; (B) Grafico de 1/AF versus 1/[DMPC] para a mangiferina em
solucbes de DMPC:colesterol (9:1). A regressdo linear em altas
concentracdes de lipossomos permite a determinacdo da constante de

ligacao (Kb) e de particéo (Kp).
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Os valores das constantes de ligacdo (Kb) e de particdo (Kp) foram determinados
através do método do duplo reciproco de acordo com as Equacdes 05, 06 e 07
(SANTOS et al., 2003). O valor de K, obtido para a mangiferina foi igual a 132 mM™;
porém, ndo existe nhenhum dado na literatura, para a mangiferina incorporada em
lipossomos, que possa ser usado como referéncia neste trabalho. A partir do valor de Ky
(132 M), foi obtido o valor de Kp igual a 7,34 e finalmente o valor do log P igual a 0,86,
sendo este ultimo consistente com resultados obtidos por Rothwell e colaboradores
(2005) os quais determinaram, para flavondides glicosilados, valores de log P na faixa de
0,32 a 0,98. Segundo estudo realizado por esses autores, os valores de log P para
genisteina, quercetina e daidzeina, respectivamente iguais a 3,04, 1,82 e 2,51 foram
reduzidos para 0,97, 0,76 e 0,32, respectivamente, quando monoglicosideos foram
introduzidos em suas moléculas (ROTHWELL et al., 2005). Constatou-se que as forcas
intramoleculares que dao origem a hidrofobicidade conferida pela adicdo de um
glicosideo sdo mais influentes no log P do que aquelas criadas por grupos OH
substituidos nos anéis do flavondide. A contribuicdo de um flavonéide aglicona para o log
P torna-se insignificante quando ligado a uma glicose. Por exemplo, como citado acima,
guercetina-3-glicosideo e genisteina-7-glicosideo possuem valores de log P similares
(0,76 e 0,97) apesar de uma grande diferenga entre as respectivas agliconas quercetina
e genisteina (1,82 e 2,51).

A capacidade de um flavonéide difundir através da membrana plasmatica ndo pode
se considerada similar para todos os flavonodies dadas as variagbes em suas estruturas e
propriedades fisico-quimicas. No entanto, valores muito baixos para o log P obtidos para
os diferentes glicosideos estudados por Rothwell e colaboradores (2005), bem como o
baixo valor obtido para a mangiferina em nossos estudos, evidenciam a dificuldade
destes compostos em serem absorvidos pelo intestino via difusdo passiva. Estudos
recentes sugerem que glicosideos ingeridos ndo sdo encontrados dentro de células
epiteliais do intestino (DAY, GEE et al.,, 2003) ou no plasma de sangue humano
(SESINK, O’LEARY, etal., 2001) e que a hidrolise € um pré-requisito para a difusdo. Os

glicosideos ingeridos devem sofrer hidrélise enzimatica pelas lactases e -
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hexosaminidases no trato gastorintestinal, clivando a ligacdo glicosidica e liberando a
aglicona para difundir-se passivamente através da membrana celular (DAY, CANADA, et
al., 2000). Portanto, espera-se que a mangiferina, com baixo log P (igual a 0,86), ndo
tenha habilidade para atravessar a membrana bioldgica. E provavel que esse flavonoide
seja carreado pelo lipossomo, associado a interface apolar-polar, e que sua agdo no sitio

alvo seja dependente de hidrélise prévia.

4.3. Estudo da estabilidade dos lipossomos preparados pelo método da
injecdo etandlica: determinagio do Potencial Zeta (g), tamanho de particula e indice

de polidispersividade.

4.3.1. Influéncia do pH

A estabilidade dos lipossomos de DMPC empregados neste estudo, foi avaliada em
funcdo do tempo (maximo de uma semana) através de medidas do potencial zeta,
tamanho de particula e indice de polidispersividade. Os resultados na Tabelas 05
mostram agregados lipossomais polidispersos com indice de polidispersividade (Pdl)
maiores do que 0,3. Em fungdo desse comportamento polidisperso, os valores de
tamanho lipossomal foram representados como a média de duas populacdes diferentes
(vide picos 1 e 2). Nota-se que os lipossomos maiores sdo aqueles que aparecem em
maior porcentagem com valores que ultrapassam 70 % (maioria no pico 1). Nossos
dados mostram que, em pH 2 e auséncia de mangiferina, os lipossomos séo estaveis até
o0 terceiro dia de preparacéo, a partir do qual aumentam de tamanho caracterizando um
processo de agregacgdo e, portanto, baixa estabilidade. Na presenca da mangiferina, os
lipossomo aumentam um pouco de tamanho em relagdo aos lipossomos vazios, o que
sugere alguma influéncia do flavondide nas caracteristicas estruturais da bicamada
lipidica. Nota-se que a porcentagem das populacbes dos picos 1 e 2 se mantem
praticamente constantes quando comparados lipossomos vazios e contendo a

mangiferina. No entanto para lipossomos contendo a mangiferina, apés 96 hs de
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preparacdo, observa-se a formacdo de agregados maiores, da ordem de micrometros
(um), sugerindo que a mangiferina, neste pH, diminui a estabilidade dos lipossomos e
favorece o processo de agregagdo dos mesmos.

Os resultados em pH 4 sdo semelhantes aqueles observados em pH 2. No entanto,
nao foi observado aumento de agregacao apés 96 hs de preparacdo o que sugere maior
estabilidade em relacdo ao pH 2. Ressalta-se , ainda, o fato de que ndo houve um
aumento significativo de tamanho do lipossomo para a mangiferina incorporada, o que
sugere menor interacdo da mangiferina com o lipossomo. Esse comportamento foi
surpreendente pois no pH 4, assim como no pH 2, a mangiferina esta na sua forma
neutra e esperdvamos um comportamento semelhante entre ambos.

Em pH fisiolégico, pH 7,4, praticamente ndo h& variacdo no tamanho do lipossomo.
Nota-se, nesse caso, que 0s lipossomos vazios aumentam de tamanho ap6s 96 hs de
preparagdo como observado para os pHs 2 e 4; no entanto, na presenca de mangiferina
0 aumento de tamanho comega a se manifestar apés 72 hs de preparagdo e atinge um
valor da ordem de um apds 96 hs. Esse resultado reforca a hipétese de que a
mangiferina interage com os lipossomos e perturba a bicamada lipidica, levando a um
processo de agregacao das vesiculas lipossomais.

Estudos de espectroscopia de fluorescéncia mostraram que moléculas de
flavondides interagem com os lipossomos e se localizam na regido hidrofébica ou na
interface polar da membrana dependendo dos grupos hidroxila e das ligacbes de
hidrogénio (KLYNENCKO et al., 2008). Tais interacdes perturbam a bicamada lipidica em
proporcdes que dependem de varios fatores, tais como a estrutura do flavonadide, tipo de
lipidio, forca ibnica, presenca de aditivos, entre outros.

Saija e colaboradores (1995) mostraram que o flavonoide quercetina perturba a
membrana e altera a temperatura de transicdo de fases de lipossomos de DPPC; por
outro lado, a rutina, que € o glicosideo correspondente, ndo causa nenhuma mudanca
mensuravel na transicdo de fases desse lipidio. Lehtonen e colaboradores (1996)
mostraram, por turbidimetria, que o flavondide daidzeina induz a agregagcdo de

lipossomos e esse efeito depende do tipo de lipidio usado na preparacao dos lipossomos
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(LEHTONEN, et al.,, 1996). Segundo esses autores, a agregacdo é causada pela
diminuicdo na hidratacao da superficie da membrana, pela presenca do flavonoide. Essa
observacdo nos leva a supor que um comportamento semelhante pode estar ocorrendo
no caso da mangiferina cuja interacdo com o lipossomo, em pH 7,4, deve ocorrer na
regido da cabeca de grupo do lipidio. No entanto, a constatacdo dessas suposi¢ds
depende de experimentos baseados em técnicas tais como EPR (elétron spin
ressonéncia), supressdo de fluorescéncia ou polarizacdo de fluorescéncia as quais
fornecem suporte para a interpretacao do efeito de farmacos sobre a fluidez e ordem da
membrana lipidica, bem como sua localizacéo.

Em pHs alcalinos, iguais a 10 e 12, os lipossomos séo estaveis durante o periodo
de 96 hs; mas, em contrapartida, ndo interagem com a mangiferina e porisso ndo foram
mostrados. Para todos os pHs estudados, foi observado que, até o terceiro dia de
preparacdo nao ha descaracterizacao dos lipossomos cujos tamanhos se mantem entre

200 a 1000 nm, ou seja, na faixa de tamanho de LUVs.
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Tabela 05. Tamanho de particula e indice de polidispersividade (Pdl) de lipossomos de DMPC preparados na auséncia e presenca de

pH 2

24
48
72

96

pH 4

24
48
72

96

mangiferina (Mgf) em pHs 2, 4 e 7,4.

Pdl DMPC

0,404+0,01
0,486+0,02
0,345+0,01
0,428+0,10

0,458+0,01

PdlI DMPC

0,250+0,03
0,317+0,04
0,099+0,14
0,313+0,02

0,360+0,01

Tamanho
DMPC

11448

166+22

208+12

192+13

418+44

Tamanho
DMPC

112435

177+66

75x107

142+70

167+90

PICO 1

211+64

27414

26711

248+57

310+170

PICO 1

144+8

267+101

93+132

181+42

179+56

%PICO 1

68+5

747

84+11

9015

93+10

%PICO 1

100+

88+2

50+71

1000

94+1

PICO 2

112475
61+1

57+3

PICO 2

54,7+18

2309+321

%PICO 2

31+4

26x7

1412

%PICO 2

11+2

6x1

Pdl
DMPC+Mgf

0,393+0,5
0,435+0,08
0,411+0,07
0,412+0,03
0,445+0,15

Pdl
DMPC+Mgf

0,551+0,09
0,303+0,04
0,194+0,27
0,371+0,03

0,416+0,01

Tamanho
DMPC+Mgf

14943
206x25
302+64
302+43

405+99

Tamanho
DMPC+Mgf

210469

130+23
258+364

176+27

192+44

PICO 1

26027

361+80

447+112

390+67

177572

PICO 1

2524253

154+3

218+308

2274

2401

%PICO 1

7310

769

85+6

82+8

29+33

%PICO 1

56+6

99+1

47+67

81+18

87+9

PICO2  %PICO 2
59+12 27+9
78+18 24+8

1298+194 1545

1448+185 1848

15124173 716
PICO2  %PICO 2
10060  32+18
42+60 2+3
55+17  19+18
49+15 1248



Continuacao da Tabela 05

pH 7

24
48
72

96

PdlI DMPC

0,431+0,16

0,385+0,06

0,419+0,01

0,595+0,19

0,571+0,19

Tamanho
DMPC

115+36

298+110

330459

34215

651+258

PICO1 %PICO1 PICO 2
245+121 74+28 22431
279186 93+10 30+42
314+44 96+6 2536
436+65 89+1 2403+332
709+95 75x14 127+36

%PICO 2

22+30

7+9

4+5

9+1

22+18

PdI
DMPC+Mgf

0,45+0,21

0,645+0,49
0,693+0,43
0,557+0,21

0,515+0,18

Tamanho
DMPC+Mgf

148+39
306225
329+210
576+509

1032+111

PICO 1

279+134

244+14

191475

229+66

273+179

%PICO 1

74+15

85+21

82+22

87+6

82+23

PICO 2

10377

129+181

322+203

166+75

2892+342

%PICO 2

25+34

10+14

9+10

13+6

9+11



Considerando que os lipossomos estdo em suspensao, estes possuem uma carga
superficial decorrente da adsorcéo de ions ou ionizacdo de grupos superficiais na cabeca
de grupo do lipidio. Essa carga € influenciada pelo pH, forca idbnica e, em alguns casos,
pelos farmacos presentes no meio 0s quais eventualmente interagem com esses
agregados. Para caracterizar as cargas lipossomais e compreender o efeito do pH no
comportamento dos lipossomos de DMPC, e na incorporacdo da mangiferina, as medidas
de potencial zeta foram conduzidas nos diferentes pHs discutidos anteriormente. E
importante enfatizar que medidas de potencial zeta ndo rendem informacdo direta da
carga superficial de um lipossomo, mas sim da carga medida no ponto onde a camada de
Stern e a dupla camada difusa se encontram, ou seja, no plano de cisalhamento. No
entanto, considera-se que essa medida rende uma aproximacao significativa do potencial
de superficie do agregado (GARCIA-MANYES et al., 2006).

Os resultados na Figura 23 mostram que o potencial aumenta conforme diminui o
valor de pH. Esta observacéo experimental indica que, em pHs acidos, os ions H" estéo
ligados a metade colina da cabeca de grupo do fosfolipidio, em particular do grupo
fosfato, gerando, assim, uma carga liquida positiva. Conforme aumenta o pH esses ions
H* se dissociam do grupo fosfato e com isso o potencial zeta tende a dimimuir atingindo
valores negativos. De acordo com a Figura 23, os lipossomos de DMPC apresentam
carga superficial positiva para os pHs 2 e 4; carga neutra para o pH 7,4 e carga negativa
para os pHs 10 e 12.

Como via de regra, valores absolutos de potencial zeta podem ser relacionados
com a estabilidade. Quanto maior o potencial zeta, mais espessa é a camada difusa e
mais estavel é a supenséo lipossomal (MISHRA, 2009). Para valores de potencial zeta ao
redor de 60 mv considera-se agregados de excelente estabilidade; valores ao redor de 30
mv, agregados de boa estabilidade; valores ao redor de 20 mv, média estabilidade e
valores na faixa de -5 a +5 mv, rapida agregacdo e, portanto, baixa estabilidade. No
entanto, esses valores podem ser alterados em fungcéo de componentes do meio, como ja

mencionado (MISHRA, 2009).
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Segundo alguns autores (MISHRA, 2009; GARCIA-MANYES et al.,, 2006), a
presenca de sais ho meio, principalmente provenientes de solucdes fisiol6gicas, pode
alterar os valores de potencial zeta requeridos para uma boa estabilidade lipossomal, o
que pode ser confirmado pelo monitoramento do tamanho do agregado como realizado

neste estudo para lipossomos de DMPC em auséncia e presen¢a de mangiferina.
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2 40-
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Figura 23. Evolucéo dos valores de potencial zeta, em fung&o do pH, para lipossomos

unilamelares de DMPC na auséncia ou presenga de mangiferina

(DMPC+Mgf ) medidos no dia da preparacao.

No caso deste estudo, observa-se que em pHs 2 e 4 o potencial zeta esta na faixa
considerada de excelente e boa estabilidade, respectivamente; enquanto no pH
fisioldgico o potencial est4 na faixa considerada de baixa estabilidade. Essa observacao €
compativel com os resultados obtidos que mostram maior variacdo de tamanho, e menor
estabilidade do lipossomo, para o pH 7,4. Nota-se ainda que ndo héa variacao significativa
do potencial zeta quando comparados lipossomos vazios e contendo mangiferina, o que
corrobora com a hipétese de que o flavonodide interage na superficie do lipossomo e néo

compromete a organizacao da bicamada lipidica.
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4.3.2. Influéncia da forga idnica

O papel da forca iGnica na estabilidade lipossomal foi avaliado para os lipossomos
de DMPC, preparados pelo método da injecdo etandlica, em presenca e auséncia de
mangiferina.

O pH foi mantido constante, em pH 7,4 e foram monitorados o potencial zeta, bem
como tamanho lipossomal. A forca ibnica foi variada pela adicdo de NaCl (0, 10 e 20 mM)
em tamp&o Hepes, o qual foi selecionado em fung¢do da auséncia de NaCl. Os resultados
na Tabela 06 mostram valores de potencial zeta negativos os quais variam em magnitude
dependendo da presenca de mangiferina e da forca ibnica do meio.

Na auséncia de mangiferina, e sem adicdo de NaCl, o potencial zeta é negativo e
diminui com o tempo de preparacdo, o que ndo ocorre na presenca de NaCl 10 e 20 mM
para 0s quais sado obtidos potenciais negativos cujas grandezas se mantém com o tempo
de preparacdo. E interessante observar que na auséncia de NaCl, o tamanho do
lipossomo vazio € praticamente constante com um baixo indice de polidispersividade.
Porém, na presenca da mangiferina, ao contrario do que foi observado em tampéo de
Tyrode (vide Tabela 05), o tamanho do lipossomo e o indice de polidispersividade
aumentam em relagcdo ao lipossomo vazio, sugerindo um processo de agregacdo dos
lipossomos, favorecido pela mangiferina. Nota-se na Tabela 06, que a El da mangiferina
nessas condicbes € apenas 8 % (em tampéao Hepes), praticamente a metade daquela
observada em tampé&o de Tyrode (El =13 %). Este resultado sugere que a composi¢éo do
tampédo influencia o comportamento do lipossomo e o processo de incorporacdo da
mangiferina.

Na presenca de NaCl 10 mM, os lipossomos vazios aumentam de tamanho o que é
mais evidente apos 96 hs de preparacdo. Esse resultado justifica-se pelo fato de que o
aumento da forca idnica diminui a repulsdo eletrnica entre as cabecas de grupo dos
lipidios as quais podem estar mais préximas umas das outras favorecendo a agregacao.
Na presenca de mangiferina, a eficiéncia de incorporacdo € de apenas 4,3 % e ndo ha

mudanca significativa do tamanho lipossomal, inclusive apés 96 hs de preparacao.

65




Chama-nos a atencéo o fato de que a mangiferina previne 0 aumento de tamanho
do lipossomo apds 96 hs de preparacdo. Além disso, o indice de polidispersividade na
presenca da mangiferina (PdI=0,469) é menor do que aquele determinado para
lipossomos vazios (PdI=0,632). Nota-se, ainda, um pequeno aumento do potencial zeta
em relag&o ao lipossomo vazio.

Quando a forca idbnica € aumentada ou seja, na presenca de NaCl 20 mM, os
lipossomos vazios sao maiores do aqueles contendo mangiferina e tendem a agregacgéo
com o tempo, como observado para NaCl 10 mM. O potencial zeta neste caso € menos
negativo do que aquele obtido em 10 mM de NaCl (Tabela 06).

Na presenca da mangiferina, os lipossomos sdo menores em relacdo aos
lipossomos vazios e se mantem constantes com o tempo de preparagdo sugerindo que a
mangiferina, na presenca de NaCl, impede a agregacdo do lipossomo. E intereressante
observar, no entanto, que ha um consideravel aumento nos valores de potencial zeta
(tornam-se menos negativos) decorrente de uma alteracdo na carga superficial do
lipossomo.

Se for analisada a estrutura dos lipossomos de DMPC usados neste estudo (Figura
06) pode-se observar que estes séo formados por lipidios neutros, cada um contendo um
grupo fosfatidil (negativo) e um grupo colina (positivo) em suas moléculas. Apesar disso,
estes lipossomos tem um potencial elétrico de superficie diferente de zero. Na auséncia
de sal, este potencial negativo pode ser justificado pela perda de prétons associados ao
grupo fosfatidil; na presenca de sal existe a possibilidade da ligacdo de alguns anions a
porcdo colina dos lipossomos neutros deixando-os com uma superficie negativamente
carregada (MAKINO et al.,, 1991). Com base nesta observacdo, poderia-se supor que
anions, tais como os ions CI, provenientes do NaCl se associariam ao grupo colina
deixando o lipossomo com carga superficial ainda mais negativa e, consequentemente,
com um potencial zeta mais negativo. No entanto, ndo é 0 que ocorre uma vez que 0S
resultados na Tabela 06 mostram valores de potencial zeta mais positivos na presenca
de NaCl. Esse comportamento €, ainda, acentuado pela mangiferina cuja presenca nao

s6 influencia o potencial de superficie como previne a agregacdo dos lipossomos.

66



Tabela 06. Influéncia da forga ibnica no tamanho da particula, potencial zeta e indice de
polidispersividade (Pdl) de lipossomos vazios (DMPC) e contendo
mangiferina (DMPC + Mgf ).

Tamanho Pot Zeta Pdl Tamanho Pot. Zeta Pdl
DMPC DMPC DMPC DMPC+Mgf DMPC+Mgf DMPC+Mdf

HEPES (El = 8 %)

0hs 91,9 -21,5 0,246 149 -35,1 0,287
24 hs 105 -37,2 0,295 175 -29,6 0,307
48 hs 98 -25,8 0,208 269 -35,1 0,435
72 hs 101 -42,4 0,267 174 -36,0 0,399
96 hs 97,3 -59,0 0,223 284 -34,4 0,491

10 mM NaCl (El = 4,3 %)

0hs 191 -96,4 0,270 141 -104,0 0,451
24 hs 186 -30,5 0,275 89,6 -26,4 0,364
48 hs 141 -45,5 0,260 118 -35,2 0,381
72 hs 138 -42,2 0,264 155 -37,4 0,282
96 hs 741 -47,0 0,632 117 -35,9 0,469

20 mM NaCl (El = 1,7 %)

0hs 213 -27,8 0,341 157 -9,26 0,369
24 hs 268 -25,7 0,423 137 -9,72 0,273
48 hs 199 -24,8 0,591 137 -11,1 0,294
72 hs 315 -30,5 0,358 129 -21,8 0,283
96 hs 537 -30,4 0,559 178 -18,2 0,464

Makino e colaboradores (1991) estudaram o efeito da forga i6nica e temperatura na
conformacédo das cabecas de grupo de liposomos formados por DMPC, DPPC e DSPC e
usaram para este estudo o tampdo de Tyrode, em auséncia de ions CI', para excluir a
possibilidade de adsorcdo destes ions na superficie dos lipossomos. Foi observado um
potencial zeta negativo que aumenta com o aumento da forca ibnica. Garcia-Manyes e
colaboradores (2006) estudaram o efeito da for¢ca ibnica na nanomecénia de lipossomos

de DMPC usando tampédo Hepes com adicdo de NaCl e observaram, também, o aumento
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do potencial zeta com o aumento da for¢a idnica do meio. Em ambos os casos foi
observado um comportamento semelhante aguele encontrado em nossos estudos.

A interpretacdo destes resultados pode ser explicada por diversos fatores. Segundo
Makino e colaboradores (1991), a mudanca na forca ibnica induz mudancas
conformacionais nas cabecas de grupo dos lipidios como mostra o Esquema 05.
Segundo esse autores, dependendo da forca ibnica e da temperatura de transicdo de
fases dos lipidios, a orientacdo desses grupos na superficie lipossomal muda e influencia
a carga superficial e o potencial zeta. Garcia-Manyes e colaboradores (2006) atribuem o

aumento de potencial zeta, decorrente da forca idnica, a ligagéo de cations aos lipidios.

Esquema 05. Modelo para as diferentes conformag¢des assumidas pelas cabecas de
grupo dos lipidios em fun¢éo da variacao da forca ibnica e temperatura de

transicdo de fases dos lipidios (MAKINO et al., 1991).

A correlacdo dos trabalhos de Makino (1991) e Garcia-Maynes (2006) com os
resultados obtidos neste estudo depende da forma assumida pela mangiferina e pelos
lipidios em pH neutro. Sabe-se que em pH 7,4, os lipidios e a maior parte das moléculas
da mangiferina estdo na forma aniénica, como ja discutido, e estas Ultimas poderiam ser
repelidas pela superficie de potencial negativo do lipossomo. No entanto, com 0 aumento
da forca ibnica, observa-se que a mangiferina influencia consideravelmente o potencial

zeta 0s quais tornam-se mais positivos.
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Em auséncia de NaCl, descarta-se a possibilidade de ligacdo de ions CI ou Na* as
cabecas de grupo do lipidio; porém, a mangiferina na sua forma aniénica pode fazer esse
papel e associar-se eletrostaticamente a porcéo colina do lipidio (Esquema 06). Com
isso, ha reducdo da repulsdo entre os lipossomos com consequente agregacao e
aumento do tamanho lipossomal, sem variacdo significativa no potencial zeta (Tabela
06). Na presenca de NaCl 10 mM, nota-se que a estabilidade lipossomal é mantida pela
mangiferina a qual é responséavel, também, por valores de potenciais zeta mais positivos
em relacdo aos lipossomos vazios. Esse resultado pode ser explicado por mudangas na
conformacéo do lipidio ou ainda pela associacédo eletrostatica de ions Na* a porcédo
fosfatidil do lipidio levando & uma carga superficial mais positiva (Esquema 06). A
presenca de sal no meio pode também blindar a associacdo da mangiferina
monoanibnica a porc¢ao colina do lipidio (Esquema 06), o que diminui a eficiéncia de
incorporacdo e previne a agregacao dos lipossomos. Esta hipétese é rerforcada pela

presenca de NaCl 20 mM, onde observam-se potenciais Zeta ainda mais positivos,

comparados a NaCl 10 mM, e lipossomos mais estaveis na presenga de mangiferina.
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Esquema 06. Esquema ilustrativo de associacdo da mangiferina aos lipossomos de
DMPC em auséncia e presenca de NaCl. Efeito da forca ibnica no

potencial de superficie dos lipossomos.
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4.4. Incorporagcdo da mangiferina em lipossomos de DMPC:colestrol (9:1)
preparados pelo método do filme lipidico
A eficiéncia de incorporagédo para os lipossomos de DMPC: colesterol preparados
pelo método do filme lipidico foi 45%, consideravelmente maior do que aquele obtido para
lipossomos preparados pelo método da injecao etandlica (El = 13 %). O potencial zeta
manteve-se ao redor de 1 a 3 mv (Tabela 07), semelhante aquele obtido, em pH
fisiolégico, para lipossomos preparados pelo método da injecéo etandlica. Esse resultado
€ pertinente uma vez que nao houve insercéo de lipidios com carga positiva ou negativa,
na composicdo lipossomal. O tamanho médio dos lipossomos nédo sofreu variagdo
significativa ap6s o tempo de 72 h; no entanto, o indice de polidispersividade indica a
formacgédo de sistemas lipossomais polidispersos (Tabela 07) com valores de Pdl ao redor
de 0,8 - 0,9, muito acima daquele considerado apropriado (Pdl = 0,3)para aplicagbes
diversas. Tais resultados s@o confirmados pela Figura 24 a qual mostra populacdes de
diferentes tamanhos obtidas no dia da preparacdo dos lipossomos. Apesar da
polidispersividade observada no dia da preparacao, esta € mantida no periodo de 72 hs e
porisso essas solucdes lipossomais foram aplicadas nos ensaios biolégicos
Tabela 07. Tamanho, potencial zeta e indice de polidispersividade (Pdl) de lipossomos
preparados pelo método do filme lipidico, na presenca de colesterol, na

propor¢cdo DMPC:colesterol (9:1).

Potencial Tamanho Potencial Tamanho
Temp Pdl Zeta DMPC Pdl
o (h) Zeta DMPC DMPC DMPC + Mgf DMPC + M¢f DMPC + Mgf
(mV) (nm) (mV) (nm)
0 1,98 222.6 0,726 1,67 171,7 0,785
+0,62 +9,0 + 0,086 +0,53 +4,4 + 0,061
- 2,28 273,4 0,969 2,54 216,8 0,972
+0,08 +254 + 0,031 +0,51 + 8,6 + 0,028
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Results

Size (d.nm): % Intensity Width (d.nm):
Z-Average (d.nm): 1679 Peak 1: 2636 42,6 619,7
Pdl: 0,807 Peak 2: 102,0 418 18,69
Intercept: 0,938 Peak 3: 403,6 9,0 64,59

Result quality : Refer to quality report

Size Distribution by Intensity
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Figura 24. Tamanho e Pdl de lipossomos de DMPC preparados pelo método do
filme lipidico na propor¢do DMPC:colesterol (9:1), determinados pelo

equipamento DLS Zetasizer Nano, no dia da preparacgéo (Oh).
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PARTE |Il: ESTUDO DO POTENCIAL ANTIALERGICO: SINERGISMO E INFLUENCIA DOS
LIPOSSOMOS
4.5. Atividade antialérgica
O modelo biossensor empregado neste trabalho é baseado na exocitose (ou
desgranulacdo) de mastdcitos estimulados por um antigeno (NAAL et al., 2004), o que
possibilita estudos, in vitro, focados em atividade antialérgica.

A desgranulacdo é o processo de fusdo entre os granulos secretdrios e a
membrana plasmatica, resultando na secrecao de conteldos vesiculares para o espaco
extracelular, com a liberagdo de mediadores quimicos responsaveis pelas alergias
(HOLOWKA e BAIRD, 1996; HOLGATE e POLOSA, 2006). Entre os mediadores
quimicos esta a enzima B-hexosaminidase que é usada como um marcador da atividade
antialérgica das substancias de interesse; como ja mencionado. A enzima é quantificada
pela medida da intensidade de fluorescéncia do produto metilumbeliferona, mostrado
anteriormente pela Figura 03. Portanto, quanto maior a desgranulacdo, maior é a
guantidade de enzima liberada e maior é a fluorescéncia. Além disso, quando as células
sofrem algum tipo de dano, ou estimulo, observa-se um aumento consideravel da
liberagdo da B-hexosaminidase, o que significa que a quantificacdo dessa enzima no

ensaio biolégico pode sinalizar, também, processos de estimulo ou morte celular.

4.5.1. Avaliacdo da concentracdo 6tima de antigeno para o estimulo das

células RBL-2H3

Apesar da resposta imediata das células estimuladas, alguns cuidados devem
ser tomados para garantir a resposta 6tima dos mastocitos e obter uma porcentagem de
liberagdo de P-hexosaminidase suficiente para monitorar o processo de inibigcdo. A
concentracdo de antigeno € fundamental para o sucesso do modelo empregado.

Estudos anteriores mostraram que a concentragdo 6tima de antigeno, tanto para o
ensaio padrao (XU et al., 1998) quanto para o modelo biossensor (NAAL et al., 2004), é
0,1 ug/mL o que, de fato, foi demonstrado, também, no presente estudo (Figura 25). O

pico da curva de concentracdo-resposta ocorre em 0,1 pg/mL, a partir do qual se observa
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um declinio da porcentagem de B-hexosaminidase liberada devido, provavelmente, a um
mecanismo de dessensibilizacdo dos receptores FCeRl e redugdo do processo de
crosslinking das moléculas de IgE (WEETALL et al., 1993). Assim, essa concentragdo de

antigeno foi usada no estimulo dos mastdcitos durante os ensaios bioldgicos.

% p- Hexosaminidase
?1

5 | >

0B
AT IIIIII| T IIIIIII| T IIIIIII| T IIIIIII| T IIIIIII| T IIIIIII| T IIIIIII| T IIIIIII|
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[DNP-BSA]. pg/mL

Figura 25. Porcentagem de B-hexosaminidase liberada, para as células estimuladas
na presenca de diferentes concentracdes do antigeno DNP-BSA,
usando o modelo biossensor (NAAL et al., 2004). Cada valor representa
a média + desvio padrao de determinacdes em quadruplicata; **p<0,01

em comparagao ao controle.

4.5.2. Perfil de inibicdo da desgranulacdo de mastocitos: utilizagdo do

farmaco antialérgico fumarato de cetotifeno como controle positivo

O efeito inibidor das substancias investigadas (componentes do extrato Vimang) foi
comparado ao farmaco antialérgico fumarato de cetotifeno que atua como antagonista de
receptores histaminicos H; e estabilizador de mastdcitos (SERNA et al., 2006), sendo
portanto empregado como controle positivo para este tipo de estudo (MASTSUDA et al.,
2002). O perfil de inibicdo da liberacdo da enzima B-hexosaminidase em fungéo da
concentracdo de fumarato de cetotifeno é apresentado na Figura 26, a partir da qual foi
calculado o valor de Cls, (concentracdo de substancia necesséria para inibir 50% da

desgranulacao). O valor de Clso para o fumarato de cetotifeno foi igual a 154 + 6 uM.
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% p-hexosaminidase

Figura 26. Porcentagem de B-hexosaminidase liberada, para as células
estimuladas pelo antigeno DNP-BSA (0,1 pg/mL) na presenca de
diferentes concentracbes de fumarato de cetotifeno. Cada valor

representa a média + desvio padrdo de determinacdes em
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guadruplicata; (Clso= 154 + 6 uM).

4.5.3. Atividade antialérgica dos flavondides isolados do extrato Vimang

A atividade antialérgica do extrato Vimang bem como de seus componentes
majoritarios (mangiferina, quercetina, catequina, acido galico e acido benzdico) foi
avaliada através do ensaio direto de inibicdo da liberagdo da enzima p-hexosaminidase
(modelo biossensor) conforme mencionado anteriormente. Para cada componente,
obteve-se uma curva de porcentagem de liberacdo de p-hexosaminidase versus
concentracdo da amostra teste (Figura 27), a partir dais quais foram calculados os
valores de Clg para cada substancia estudada, como mostra a Tabela 08. Os valores de
Clso obtidos foram comparados ao valor de Cls, do farmaco de referéncia fumarato de

cetotifeno (154 + 6 uM), e as substancias com valores préximos, ou menores que este,

foram consideradas com atividade antialérgica.
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Entre as substéncias isoladas, somente a quercetina e a mangiferina foram efetivas
na inibicdo da desgranulacdo com valores de Cls, iguais a 52 pM e 80 uM,
respectivamente, os quais sdo menores do que o farmaco de referéncia fumarato de
cetotifeno. As demais substancias (acido gélico, catequina e acido benzdico) ndo deram
uma boa inibicdo da liberagdo da beta-hexosaminidase, o que significa que estes

compostos isolados ndo apresentam atividade antialérgica.
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Figura 27. Liberagdo de B-hexosaminidase em células RBL-2H3 estimuladas pelo
antigeno DNP-BSA (0,1 pg/mL) na presencga de diferentes concentragées

do extrato Vimang e de compostos isolados do mesmo tais como acido

galico, quercetina, &cido benzodico, mangiferina e catequina. Cada valor

+

representa a média

desvio padrdo de determinacdes em ftriplicata.

Andlise de One-way ANOVA, seguido pelo teste de Dunett indicaram

significAncia estatistica de *P<0,05 e ** P<0,01 em relacdo ao controle.
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Tabela 08. Valores de Clsg para o extrato Vimang e para as substancias
isoladas deste, quercetina e mangiferina, determinados em

tampéao de Tyrode.

Composto Clso (ug/mL) Clso (UM)
Vimang 40,4+ 0,7 -

Quercetina 0,46 + 0,01 52+0,2

Mangiferina 33,8+2,0 80+5

4.6. Sinergismo

A definicdo de sinergia, de um ponto de vista farmacologico, € muito dificil de ser
dada, mas o método da isobole de Berenbaun (ULRICH-MERZENICH et al., 2010)
(Figura 28) parece ser um dos métodos mais convenientes experimentalmente e também
0 mais demonstrativo, até agora, proposto para provar os efeitos de sinergismo. A
representacao grafica de doses isoladas, e em combinacédo, que causam 50 % de efeito
(Clsp) de dois agentes farmacolégicos é chamada de Isobolograma, a qualL é
representada por isoboles de aditividade, sinergismo e antagonismo, como mostra a

Figura 28.

1]
Figura 28. Isoboles de Aditividade (I),

Sinergismo (ll) e Antagonismo (ll1); (I) Efeito

da adicdo de Substancias individuais. (Il)

Interacdo positiva. (1) Interag@o negativa.
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No isobolograma, as doses da Substancia A séo representadas nas abcissas e as
doses da Substancia B nas ordenadas, sendo que cada ponto representa um par de
doses que atingem o Clsg quando estédo associados. Os valores de Clg, provenientes da
aplicacdo isolada de cada substancia sdo unidos, gerando a isobole de aditividade. Os
demais valores de Cls; obtidos de associacbes em diferentes proporcdes dos
componentes investigados podem ser avaliados em relacdo a sua posicdo diante da
isobole de aditividade. Se esses pontos estiverem localizados em torno da isobole de
aditividade, a acdo é de aditividade; se estiverem localizados abaixo, a acdo é de
sinergismo e se estiverem localizados acima, a a¢éo é de antagonismo. O sinergismo, no
entanto, é dependente, em parte, da concentracdo das drogas combinadas e, em altas
concentracdes, pode ndo haver sinergismo (SAW et al., 2010).

Para o estudo de sinergismo entre as substancias isoladas do extrato Vimang,
foram realizados experimentos alternando as substancias em pares (1 e 2), sendo que a
concentracdo da substancia 1 foi fixada em um determinado valor e a concentragéo da
substancia 2 foi variada. Os pares investigados foram: a) quercetina e mangiferina; b)
guercetina e catequina; c) quercetina e acido gdlico; d) quercetina e acido benzdico; €)
mangiferina e acido galico; f) mangiferina e catequina; g) mangiferina e 4cido benzdico e
h) mangiferina e quercetina. As curvas de concentracdo em funcdo da porcentagem de (-
hexosaminidase liberada para as diferentes combinacfes estdo apresentadas nas

Figuras 29 a 38.
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Figura 29. Liberagdo de B-hexosaminidase em mastdcitos estimuladas pelo antigeno

DNP-BSA (0,1 pg/mL) na presenca de diferentes concentragbes de

guercetina e concentragdes fixas de catequina: (A) Cateq 20 puM, (B) Cateq
40 pM, (C) cateq 80uM e (D) representacao de todas as curvas. Cada valor

de % de B-Hex representa a média + desvio padrdo de determinacdes em

triplicata. A liberacdo espontanea de [(-Hex esta representada em preto.
Andlise de One-way ANOVA, seguido pelo teste de Dunett indicaram

sianificancia estatistica de *P<0.05 e ** P<0.01 em relacdo ao controle.
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Figura 30. Liberagcdo de B-hexosaminidase em mastdcitos estimuladas pelo antigeno DNP-
BSA (0,1 pg/mL) na presenca de diferentes concentracbes de quercetina e
concentracdes fixas de acido galico: (A) Gal 5 uM, (B) Gal 10 uM, (C) Gal 20uM
e (D) representacéo de todas as curvas. Cada valor de % de B-Hex representa a
média + desvio padrdo de determinacdes em triplicata. A liberacdo espontanea
de B-Hex esta representada em preto. Analise de One-way ANOVA, seguido pelo

teste de Dunett indicaram significAncia estatistica de *P<0,05 e ** P<0,01 em

relacdo ao controle.
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Figura 31. Liberagédo de B-hexosaminidase em mastocitos estimuladas pelo antigeno DNP-
BSA (0,1 pg/mL) na presenca de diferentes concentracdes de quercetina e
concentracdes fixas de acido benzéico: (A) Benz 10 uM, (B) Benz 20 uM, (C)
Benz 40uM e (D) representacéo de todas as curvas. Cada valor de % de 3-Hex
representa a média + desvio padrdo de determinacdes em ftriplicata. A liberacéo
espontanea de B-Hex esta representada em preto. Anélise de One-way ANOVA,
seguido pelo teste de Dunett indicaram significancia estatistica de *P<0,05 e **

P<0,01 em relag&o ao controle.
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Figura 32. Liberagcado de B-hexosaminidase em mastécitos estimuladas pelo antigeno

DNP-BSA (0,1 pg/mL) na presenca de diferentes concentracbes de

mangiferina e concentracdes fixas quercetina: (A) Mgf 2,5 uM, (B) Mgf 5
pUM, (C) Mdgf 10 pM e (D) representacdo de todas as curvas. Cada valor de

% de B-Hex representa a média + desvio padrdo de determinacbes em

triplicata. A liberagdo espontanea de B-Hex esta representada em preto.
Andlise de One-way ANOVA, seguido pelo teste de Dunett indicaram

significancia estatistica de *P<0,05 e ** P<0,01 em relagdo ao controle.
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Figura 33. Liberagédo de B-hexosaminidase em mastécitos estimuladas pelo antigeno DNP-
BSA (0,1 pg/mL) na presenga de diferentes concentracdes de quercetina e
concentracbes fixas de mangiferina: (A) Mgf 20 uM, (B) Mgf 40 uM, (C) Mdgf
80uM, (D) Mgf 160 uM e (E) representacdo de todas as curvas. Cada valor de %
de B-Hex representa a média + desvio padréo de determinagfes em triplicata. A
liberacdo espontanea de B-Hex esta representada em preto. Andlise de One-way
ANOVA, seguido pelo teste de Dunett indicaram significancia estatistica de

*P<0.05 e ** P<0.01 em relacdo ao controle.
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Figura 34. Liberagéo de B-hexosaminidase em mastécitos estimuladas pelo antigeno DNP-
BSA (0,1 pg/mL) na presenca de diferentes concentracdes de mangiferina e
concentracdes fixas catequina: (A) cateq 20 uM, (B) cateq 40 uM, (C) cateq
80uM e (D) representacdo de todas as curvas. Cada valor de % de B-Hex
representa a média + desvio padréo de determinacdes em triplicata. A liberacéo
espontanea de 3-Hex esta representada em preto. Anélise de One-way ANOVA,
seguido pelo teste de Dunett indicaram significancia estatistica de *P<0,05 e **

P<0,01 em relacdo ao controle.
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Figura 35. Liberagao de B-hexosaminidase em mastécitos estimuladas pelo antigeno DNP-
BSA (0,1 pg/mL) na presenca de diferentes concentragbes de mangiferina e
concentragdes fixas acido galico: (A) Gal 5 uM, (B) Gal 10 pM, (C) Gal 20uM e
(D) representacao de todas as curvas. Cada valor de % de B-Hex representa a
meédia + desvio padrdo de determinagcBes em triplicata. A liberacdo esponténea
de B-Hex esta representada em preto. Andlise de One-way ANOVA, seguido

pelo teste de Dunett indicaram significancia estatistica de *P<0,05 e ** P<0,01

em relacdo ao controle.
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de *P<0,05 e ** P<0,01 em relacédo ao controle.
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Figura 37. Liberagéo de B-hexosaminidase em mastdcitos estimuladas pelo antigeno DNP-BSA (0,1

pg/mL) na presenca de diferentes concentracBes de mangiferina e concentracdes fixas
guercetina: (A) Qc 0,2 uM, (B) Qc 0,4 uM, (C) Qc 0,8uM e (D) Qc 1,6uM e (E)
representacéo de todas as curvas. Cada valor de % de B-Hex representa a média + desvio
padrdo de determinagbes em triplicata. A liberagdo espontdnea de [-Hex esta
representada em preto. Analise de One-way ANOVA, seguido pelo teste de Dunett

indicaram significancia estatistica de *P<0,05 e ** P<0,01 em relacdo ao controle.
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Figura 38. Liberacdo de B-hexosaminidase em mastécitos estimuladas pelo antigeno DNP-BSA
(0,1 pg/mL) na presenca de diferentes concentracdes de mangiferina e
concentracbes fixas quercetina: (A) Qc 1 pM, (B) Qc 5 uM, (C) Qc 10uM e (D)
representacao de todas as curvas. Cada valor de % de B-Hex representa a média +
desvio padrdo de determinagdes em ftriplicata. A liberagdo espontinea de B-Hex
esta representada em preto. Analise de One-way ANOVA, seguido pelo teste de

Dunett indicaram significAncia estatistica de *P<0,05 e ** P<0,01 em relacdo ao

controle.
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Os valores de Clsq obtidos para a guercetina, nas diferentes combinacfes dos
demais componentes do Vimang, mostraram que a catequina (Figura 39-A) e o acido
galico (Figura 39-B) aparentemente interferem de forma negativa na atividade
antialérgica da quercetina, ao passo que a mangiferina contribui para o aumento da
bioatividade. O acido benzéico, embora ndo tenha mostrado atividade biolégica quando
testado isoladamente, tem um comportamento que interfere na bioatividade da quercetina
de forma dependente da concentracdo, ou seja, a atividade antialérgica da quercetina
diminui até a concentragdo de 10 pM de &cido benzéico e aumenta para as
concentracdes de 20 e 40 uM (Figura 39-C).

Para a mangiferina, as combina¢des com diversas doses do acido galico,
acido benzoico, catequina e quercetina levaram a comportamentos bem diferentes
daqueles observados para a quercetina. Os resultados na Figura 40 (A-D) mostraram
que a catequina, na concentracdo de 20 pM, aumenta a atividade antialérgica da
mangiferina; no entanto, a partir dessa concentracdo ndo se nota nenhuma influéncia
sobre a bioatividade desse flavonoide (Figura 40-A). Na presenca do acido galico
(Figura 40-B), observa-se uma diminuicdo da atividade até a concentracdo de 10 uM, a
partir da qual ocorre reducdo no valor de Cls, e, portanto, uma interferéncia positiva na
resposta de inibicdo da desgranulagdo. Na presenca do acido benzoico nota-se um
aumento de atividade da mangiferina apenas nas concentragdes de 20 e 40 uM (Figura
40-C). Finalmente, no ensaio bioldgico com a mangiferina, em presenca de quercetina,
houve um aumento consideravel da atividade antialérgica da mangiferina até a
concentracdo de 5 uM, a partir da qual a interferéncia foi reduzida até chegar a um valor

constante.
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Figura 39. Graficos de ICsy da quercetina obtidos a partir de combinacdes com diferentes
concentragdes fixas de catequina (A); acido galico (B); acido benzéico (C) e

mangiferina (D).
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Figura 40. Graficos de ICs, da mangiferina obtidos a partir de combina¢cdes com diferentes
concentracdes fixas de catequina (A); acido galico (B); acido benzoico (C) e
quercetina (D).

Os resultados nas Figuras 39 e 40 sugerem que a atividade antialérgica da
quercetina e mangiferina, comprovadamente bioativas, podem ser influenciadas pela
presenca de outras substancias presentes no extrato, tais como catequina, acido galico e
acido benzdico. No entanto, como mencionado anteriormente, a constatacdo de
sinergismo depende da construcdo de um isobolograma a partir da combinacéo de duas
substancias bioativas de interesse.

Neste estudo foram escolhidas para a construgdo do isobolograma, as duas
substancias que, de fato, mostraram atividade antialérgica, que sao quercetina e
mangiferina. Foram feitas 14 combinagbes com 7 doses de mangiferina e 7 doses de
gquercetina. Para a mangiferina foram empregadas as doses de 2,5, 5, 10, 20, 40, 80 e
160 uM, as quais foram combinadas com varias concentracdes de quercetina. Para a
quercetina foram usadas as doses de 0,2, 0,4, 0,8, 1, 1,6, 5 e 10 que foram combinadas,

igualmente, com varias concentracdes de mangiferina. As doses referentes aos valores
de Clso obtidos para cada farmaco aplicados isoladamente foram unidas gerando a
isobole de aditividade como mostra a Figura 41 (KRUSE et al.,, 2006). Em torno da
isobole de aditividade foram tragadas linhas unindo os intervalos de confianca (IC)

bilaterais de 90 e 95% de cada um dos Cls, de quercetina e mangiferina isoladas, as
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gquais foram denominadas faixas de confianca. O isobolograma formado para a variavel
beta-hexosaminidase tracada entre os valores de Cls, de quercetina e mangiferina esta
representado na Figura 41. As combina¢des nas quais foram usadas doses de
gquercetina iguais a 5 e 10 uM e dose de mangiferina igual a 160 uM foram excluidas por
estarem muito acima da isobole de aditividade.

Segundo Mandalari e colaboradores (2010), os quais estudaram o sinergismo na
atividade antimicrobiana de polifendis provenientes de peles de amendoa, a interacéo
antagonistica entre duas substéncias pode ser o resultado de mecanismos tais como

competicéo pelo sitio alvo ou inibi¢cdo da captagdo celular desses compostos.

1 20 —ll— [sobole de aditividade
A == ==« |C90%
1 DG ) A, === |C 95%
@— Qc + mang 2.5
Qc + mang 5

4— CQc + mang 10
—%— Cc + mang 20
—=&— Qc + mang 40
—&— Q¢ + mang 80
—¥—Mgf+ Qc 0,2
—r— Mgf + Qc 0,4

&— Mgf + Qe 0,8
—a—Mgf+ Qc 1.6
—&—Mgf + Qc 1,0

[Mgf], uM

Figura 41. Isobolograma da varidvel B-hexosaminidase com os valores de dose
necessaria para obter 50 % de inibicao da liberagéo de B-Hex (ICsp), obtidos
de curvas de resposta as doses de quercetina e mangiferina, aplicadas

isoladamete e em associagéo.

Analisando-se a quercetina combinada com proporgdes fixas de mangiferina,
observa-se que as associagbes com mangiferina 5 (Qc+mang 5), 10 (Qc+mang 10), 20

(Qc+mang 20) e 40 (Qc+mang 40) permitim prever, com probabilidade maior que 90%,
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que ha sinergismo nessas combinacfes, jA que 0s pontos encontram-se abaixo da
isobole de aditividade e do Intervalo de Confianca de 90% (Cl 90%). Para as
concentracdes 2,5 (Qctmang 2,5) e 80 (Qctmang 80) nota-se que as associagdes
situam-se acima da Isobole de Aditividade resultando em antagonismo. Provavelmente,
maiores concentracdes de mangiferina atrapalham o sinergismo desta com a quercetina
e concentracdes muito baixas ndo sao suficientes para exercer um efeito sinérgico.
Quando se compara a mangiferina combinada com propor¢des fixas de quercetina,
as associacbes de 0,2 (Mgf + Qc 0,2) e 1 (Mgf + Qc 1) mostram-se sinérgicas com
probabilidade maior que 90%. Para a combinacgéo de 1,6 ( Mgf + Qc 1,6 ), observa-se que
0 ponto resultante esta situado em cima do Intervalo de Confianca de 95%, o que pode-
se inferir para esta associagdo 95% de chance de haver sinergismo. Por outro lado, a
associacao de 0,4 (Mgf + Qc 0,4) e 0,8 (Mgf + Qc 0,8) mostram o efeito de antagonismo,
com probabilidade maior que 90% de obtencédo desta interacdo. Apesar do isobolograma
ndo ter mostrado a existéncia de sinergismo nas associa¢des de Mgf+Qc 0,4 e Mgf+Qc
0,8, as maiores concentracfes de quercetina (Mgf + Qc 1 e Mgf + Qc 1,6) parecem
melhorar a interacdo desta com a mangiferina e consequentemente a chance de

sinergismo entre estas substancias.

4.7. Inibicao da atividade da enzima B-hexosaminidase

A inibicao da atividade enzimatica da 3-hexosaminidase foi avaliada na presenca
das substancias que inibiram o processo alérgico com a finalidade de investigar se a
atividade observada ocorre devido a inibicdo da liberacdo da p-hexosaminidase
(desgranulacdo mastocitaria) ou devido a inibicdo da atividade da enzima. A Figura 42
(A-B) mostra o perfil de inibicdo da atividade da enzima [-hexosaminidase em fungéo da
concentracdo da mangiferina e quercetina as quais, como ja mencionado, foram as
substancias mais ativas no ensaio de liberacdo enzimatica. Para os compostos testados

observa-se que a quercetina e mangiferina ndo mostraram inibicdo na faixa de

concentracdo estudada (Figura 42- A e B).
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Figura 42. Efeito de presenca dos flavondides mangiferina (A) e quercetina (B) na
atividade da enzima B-hexosaminidase. Analise de One-way ANOVA, seguido
pelo teste de Dunett indicaram significancia estatistica de *P<0,05 e ** P<0,01

em relagé@o ao controle.

4.8. Avaliacdo da viabilidade celular dos mastocitos na presenca das

substancias de interesse

As substancias naturais de interesse, mangiferina e quercetina, que inibiram a
desgranulacdo mastocitaria, foram submetidas ao ensaio do MTT para verificar a
toxicidade para as células RBL-2H3.

O ensaio colorimétrico do MTT foi desenvolvido por Mosmann e colaboradores
(MOSMANN et al., 1983) para a avaliagdo da proliferagdo e viabilidade celulares. O
método consiste na medida da atividade de redutases mitocondriais habeis para reduzir a
molécula de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium) em formazan. A reducéo

da molécula de MTT s6 acontece em células vivas quando as enzimas mitocondriais
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estdo ativas, o que permite utilizar o ensaio como um indice de viabilidade celular. As
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Figura 43. Viabilidade celular de mastécitos da linhagem RBL-2H3, na presenca de

diferentes concentracdes da quercetina (A) e mangiferina (B). Cada valor

representa a média *+ desvio padrdo de determinacdes em triplicata. Andlise

de One-way ANOVA, seguido pelo teste de Dunett indicaram significancia

estatistica de *P<0,05 e ** P<0,01 em rela¢é@o ao controle.

4.9. Avaliagdo da atividade antialérgica da mangiferina livre e incorporda em

lipossomos de DMPC: comparacdo dos métodos da injecdo etandlica e filme

lipidico

O efeito de lipossomos de DMPC contendo, ou ndo, a mangiferina sobre a

desgranulacdo de mastocitos estimulados por antigeno foi investigado através da

quantificagdo da enzima B-hexosaninidase, como ja mencionado. Os lipossomos foram

inicialmente preparados pelo método da inje¢do etandlica, em tampéao de Tyrode, pH 7,4,

na proporcdo DMPC:colesterol (9:1), os quais resultaram em maior eficiéncia de

incorporacéo da mangiferina (~17%).

Os resultados na Figura 44 mostram que os lipossomos vazios, independente da

concentragcdo empregada, ndo causam mudancas significativas na desgranulacdo dos

mastocitos, sugerindo que estes agregados, ndo inibem a desgranulagdo ou a

fluorescéncia da metilumbeliferona produzida pela agao da enzima (-hexosaminidase.
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Estes resultados foram comparados com o controle positivo de estimulo celular para o

qual as células sao estimuladas pelo antigeno (DNP-BSA) na auséncia de inibidores.
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Figura 44. Perfil representativo do efeito de lipossomos de DMPC:colesterol (9:1),
preparados pelo método da injecdo etandlica, na liberacdo da
desgranulacdo de mastocitos estimulados por antigeno (DNP-BSA 0,1
pug/mL).

A presenca da mangiferina inibe a desgranulagdo dos mastécitos de forma
concentracdo-dependente; no entanto, a presenca de lipossomos nao altera
significativamente esse perfil. Este resultado pode ser explicado pela baixa eficiéncia de
incorporacdo da mangiferina em lipossomos preparados pelo método da injecdo
etandlica. Segundo alguns autores, a forma de preparacdo interfere na eficiéncia de
incorporagdo a qual deve ser alta o suficiente para garantir a liberagdo de uma
guantidade da droga suficiente para promover seu efeito terapéutico (NEW, 1997; LANDI-
LIBRANDI, et al., 2011). Se a eficiéncia de incorporacdo é baixa espera-se que nao haja
mudanca significativa na bioatividade do farmaco. Por outro lado, sabe-se que
flavonoides previnem a peroxidacéo lipidica de lipossomos (ARORA et al., 1998; OTEIZA

et al., 2005) e o fato de ter havido associacdo da mangiferina com os lipossomos de
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DPMC, mesmo em pequena porcentagem, sem interferéncia na bioatividade pode ser
visto como uma vantagem na preparacao de formulacdes mais estaveis para aplicacdes
da mangiferina em tratamentos diversos.

Como a mangiferina € um flavondide glicosilado, com uma carga monoanidnica
quando em pH fisiol6gico, espera-se que esta esteja associada na interface aquosa do
lipossomo, sem prejuizo de sua bioatividade. Esta hipotese, bem como os comentarios
acima levaram-nos a modificar a forma de preparacdo dos lipossomos, cujos agregados
foram preparados pelo método do filme lipidico mantendo-se a proporcdo
DMPC:colesterol (9:1) como adotado no método da injecao etandlica.

A eficiéncia de incorporacdo obtida foi de 45%, ou seja, consideravelmente maior
do que aquela observada para lipossomos preparados pelo método da inje¢éo etandlica
(El = 17 %). Os resultados de potencial antialérgico da mangiferina, na auséncia ou
presenca dos lipossomos (Figura 46), foram comparados ao controle positivo de estimulo
celular como adotado no método da injecdo etandlica. Em baixa concentracdo de
mangiferina, igual a 12,5 uyM, ndo ha inibicdo da desgranulacéo. Para a concentragcédo de
25 uM nota-se que o lipossomo impede a acdo do bioativo; no entanto em altas
concentracdes, ou seja, em 50 e 100 uM, observa-se 0 aumento significativo do potencial
anti-alérgico da mangiferina. Este resultado reforca a influéncia positiva de carreadores,
tais como lipossomos no aumento da biodisponibilidade de compostos pouco sollveis.

A influéncia positiva dos lipossomos na atividade antialérgica da mangiferina foi
maior para lipossomos preparados pelo método do filme lipidico onde foi observada a
maior eficiéncia de incorporacdo. Esses resultados abrem perspectivas de novos estudos
acerca destes agregados na busca de sistemas lipossomais mais estaveis, com maior
eficiéncia de incorporacdo e que possam ser aplicados em ensaios biolégicos in vitro e in

Vivo.
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Figura 45. Perfil representativo do efeito de lipossomos de DMPC, carregados com
mangiferia, na liberacdo da desgranulagdo de mastocitos estimulados
por antigeno (DNP-BSA 0,1 pug/mL) preparados pelo método do filme

lipidico.

5. CONCLUSAO

O presente trabalho visou avaliar o potencial anti-alérgico do extrato Vimang e o
sinergismo entre seus componentes (mangiferina, quercetina, catequina, acido galico e
acido benzéico) bem como o efeito de lipossomos de DMPC na bioatividade da
mangiferina, 0 componente majoritario do referido extrato. Foram avaliados o efeito do
pH, forca ibnica e composicao lipidica na estabilidade lipossomal e eficiéncia de
incorporacdo da mangiferina em lipossomos preparados pelo método da injegéo
etandlica. Os potenciais anti-alérgicos da mangiferina livre e incorporada em lipossomos
foram avaliados considerando dois métodos distintos de prepara¢do dos lipossomos, 0s
métodos da injecdo etandlica e filme lipidico.

O extrato Vimang inibe consideravelmente a desgranulacdo dos mastécitos. Entre
0s componentes deste extrato, apenas a quercetina e a mangiferina sdo potencialmente

ativas. Os demais componentes do Vimang, tais como catequina, acido géalico e acido
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benzoico, ndo inibem a desgranulacéo e porisso ndo foram incluidos na determinacao do
isobolograma de aditividade, o qual depende do Cls, de substéncias bioativas bem como
das associagdes entre elas.

A construcdo do isobolograma de aditividade baseado no potencial anti-alérgico da
quercetina e mangiferina, mostra grande probabilidade de sinergismo para as
associagcdes com mangiferina 5 yM (Qc+mang 5), 10 yM (Qc+mang 10), 20 uM (Qc +
mang 20) e 40 uM (Qc+mang 40); e quercetina 0,2 yM (Mgf + Qc 0,2), 1 uM (Mgf + Qc 1)
e 1,6 yM (Mgf + Qc 1,6). Por outro lado, o isobolograma aponta para a existéncia de
antagonismo na associagao com mangiferina 80 uM (Qc+mang 80) e quercetina 0,4 uM
(Mgf+Qc 0,4) e 0,8 uM ( Mgf+Qc 0,8). Com base nesses resultados, € possivel afirmar
gue altas concentragbes de mangiferina atrapalham a interagdo sinérgica entre estas
substancias e altas concentracdes de quercetina exercem um efeito contrario, ou seja,
contribuem para o sinergismo entre quercetina e mangiferina.

Os resultados para a incorporagdo da mangiferina em lipossomos de DMPC
mostram que o pH influencia a eficiéncia de incorporacdo da mangiferina a qual é
consideravelmente maior em pHs &cidos em funcdo da maior hidrofobicidade da
molécula, a qual assume a forma neutra em pHs menores do que 6,5. Em solucdes de
pH acido, ou fisiolégico, observa-se aumento de tamanho do lipossomo na presenca da
mangiferina, o que reforca a hipotese de que a molécula do flavonodide interage com os
lipossomos e perturba a bicamada lipidica, levando a um processo de agregacao das
vesiculas lipossomais. Além disso, independente da presenca de mangiferina, o pH
influencia a carga superficial do lipossomo cujo potencial zeta aumenta com o pH,
chegando a valores proximos de zero, contribuindo para a menor estabilidade do
agregado.

O aumento da forca ibnica, na auséncia da mangiferina, diminui a estabilidade do
lipossomo, um resultado justificado pela reducdo da repulséo eletrénica entre as cabecas
de grupo dos lipidios, as quais podem estar mais proximas umas das outras, favorecendo
a agregacdo. Na auséncia de sal, a mangiferina favorece a formacdo de agregados e

diminui a estabilidade dos lipossomos. Na presenca de sal, esse comportamento é
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invertido, ou seja, a mangiferina passa a ter um papel de prevencdo da agregacao e
estabilizacdo dos agregados lipossomais. Esses resultados podem ser interpretados pela
associacdo de ions a porcao fosfatidilcolina dos lipidios ou, ainda, as mudancas
conformacionais nas cabecas de grupo dos lipidios, induzidas pela presenca de sal e
mangiferina, os quais influenciam o potencial zeta e consequentemente a estabilidade
lipossomal.

A eficiéncia de incorporagdo da mangiferina nos lipososmos de DMPC preparados
pelo método da injecdo etandlica, em pH fisiologico, foram ao redor de 13%,
considerados baixos para aplicagbes bioldgicas. A tentativa de otimizar a eficiéncia de
incorporacdo foi realizada pela adicdo de colesterol em diferentes proporgdes
lipidio:colesterol. Um aumento discreto de 13% para 17% foi observado para a proporgéao
DMPC:colesterol (9:1) e essa composi¢cdo lipidica foi adotada nos experimentos de
bioatividade.

A mangiferina livre inibe a desgranulagdo dos mastécitos de forma concentragéo-
dependente; no entanto, a presenca de lipossomos, preparados pelo método da injecao
etandlica, ndo altera significativamente esse perfil. Este resultado pode ser explicado pela
baixa eficiéncia de incorporacdo da mangiferina em lipossomos preparados por esse
método. Se a eficiéncia de incorporacdo é baixa espera-se que ndo haja mudanca
significativa na bioatividade do farmaco. Por outro lado, sabe-se que flavonéides
previnem a peroxidagdo lipidica de lipossomos e o fato de ter havido associacdo da
mangiferina com os lipossomos de DPMC, sem interferéncia na bioatividade, pode ser
visto como uma vantagem na preparacdo de formulacdes mais estaveis para aplicacdes
da mangiferina em tratamentos diversos.

A eficiéncia de incorporacdo da mangiferina em lipossomos de DMPC:colesterol
(9:1), preparados pelo método do filme lipidico, foi igual a 45 % e consideravelmente
maior do que aquela obtida pelo método da inje¢céo etandlica (EI=17%).

Os resultados de potencial antialérgico mostraram que os lipossomos de DMPC,
preparados pelo método do filme lipidico, favorecem o potencial antialérgico da

mangiferina em concentragdes acima de 25 uM, onde nota-see menor solubilidade do
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farmaco. Este resultado corrobora com a hipdtese de que carreadores aumentam a
biodisponibilidade de farmacos e consequentemente o desempenho de bioensaios. Tais
resultados abrem perspectivas para novos estudos onde sejam explorados sistemas

lipossomais mais estaveis com maior eficiéncia de incorporacdo da mangiferina.
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