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RESUMO

Farkuh, L. Estudo e Desenvolvimento de Lipossomas com Potencial para Aplicacdo em
Base Cosmética. 2016. 88 p. Dissertacdo- Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias

(Biogquimica). Instituto de Quimica, Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo.

A acne vulgar € uma das doencgas cutaneas mais comuns, apresentando como um de seus
fatores fisiopatoldgicos primarios a colonizacdo pelo microrganismo Propionibacterium
acnes. Atualmente, tém-se buscado terapias alternativas para o combate ao P. acnes,
destacando-se alguns acidos graxos, como o acido ladrico (LA). O LA é uma molécula pouco
soltvel em agua, sendo possivel sua incorporacdo em lipossomas. Os lipossomas apresentam
capacidade de encapsulacao/ liberacdo de ativos e impedem a desidratacdo da pele, tornando-
se ingredientes inovadores na area de cosméticos. Foram preparados lipossomas de
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) contendo diferentes concentragdes de LA, que variaram de
0 a 50% da concentracao total em mol, em quatro pHs: 9,0, 7,4, 5,0 e 3,0. Nestes pHs o estado
de protonacdo do LA muda variando de 0 a -1. Os lipossomas foram extrusados por filtros
com poros de 100 nm de diametro visando a obtencdo de vesiculas unilamelares grandes
(LUV). As LUV foram caracterizadas quanto a sua estabilidade em condicGes de prateleira,
temperatura de transicdo de fase da bicamada, encapsulamento no interior aquoso, liberacédo
do LA, difusdo das vesiculas na pele e seus aspectos morfoldgicos foram caracterizados por
espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS) e crio-microscopia eletronica de
transmissdo. Estudos de estabilidade mostraram que independentemente da concentracdo de
LA, as formulagdes sdo mais estaveis em pHs mais altos, quando LA esta em sua maioria na
forma de laurato. Os experimentos de DSC revelaram que em pHs 3,0 e 5,0 e concentracgdes
maiores de LA, a interacdo deste acido graxo com as bicamadas é favorecida, havendo um
aumento da temperatura de transicdo de fase (Tm) e diminuicdo da cooperatividade. Analises
de taxa de incorporacgdo de sondas hidrofilicas confirmaram a presenca de um compartimento
aquoso interno para as vesiculas de DPPC:LA. O LA conseguiu permear a pele no periodo
avaliado e pouco LA foi liberado das vesiculas em condi¢des de temperatura ambiente. A
morfologia das LUV se mostrou bem diferente da esperada e se observaram vesiculas com
mais de uma bicamada e outros formatos que nédo o esférico. Estes resultados podem auxiliar
na otimizagdo das condicGes para uma formulacdo que poderd ser usada no tratamento da
acne, aumentando a eficacia do LA no sitio alvo.

Palavras-chave: Acido Laurico, Vesiculas Unilamelares Grandes, Acne.



ABSTRACT

Farkuh, L. Study and Development of Liposomes with Potencial Cosmetic Application.
2016. 88 p. Master Thesis- Graduate Program in Biochemistry. Instituto de Quimica,
Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo.

Acne vulgaris is one of the most common skin diseases, presenting as one of its causes the
microorganism Propionibacterium acnes colonization. Currently, it has been sought
alternatives therapies against P. acnes, especially some fatty acids, like the lauric acid (LA).
LA is a molecule with low water solubility, allowing its incorporation in liposomes.
Liposomes have encapsulation/release capacity of drugs and promote skin lipids regeneration,
becoming an innovative ingredient in cosmetics area. Dipalmitoylphosphatidylcholine
(DPPC) vesicles containing different LA concentrations were prepared at pHs: 9.0, 7.4, 5.0
and 3.0. At these pHs the LA protonation changes and its charge varies from 0 to -1. The
vesicles were extruded through filters containing pores of 100 nm to obtain large unilamellar
vesicles (LUV) that were characterized for stability in shelf conditions, bilayer phase
transition temperature, aqueous internal compartment encapsulation, LA release and in vitro
skin permeation. Its morphological features were characterized by small angle X-ray
scattering (SAXS) and cryo-electron transmission microscopy. Stability assays showed that,
regardless LA concentration, formulations were more long-term stable in higher pHs, when
LA is mostly in the form of laurate. The differential scanning calorimetry, DSC, experiments
showed that, at pHs 3.0 and 5.0 and higher LA concentrations, the interaction between the
bilayer and LA is favored, increasing phase transition temperature (Tm) and reducing
cooperativity. Incorporation of hydrophilic probes confirmed the presence of an internal
aqueous compartment in DPPC:LA vesicles. The LA managed to permeate the skin on the
period evaluated and, in ambient conditions, low LA concentration was released from the
vesicles. LUV containing more than one bilayer and non-spherical structures were observed.
The obtained results may help in the optimization of the conditions for a formulation that can
be used in the treatment of acne and improving the effectiveness of LA delivery to the target
site.

Keywords: Lauric acid, Large Unilamellar Vesicles, Acne.
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1 INTRODUCAO

1.1 ACNE VULGAR

A acne vulgar é uma das doencas de pele mais comuns que afeta cerca de 85% da
populacdo em algum momento de sua vida. A acne é uma doenga do foliculo pilossebéceo,
que possui como caracteristicas a hiperproducdo sebacea, a hiperqueratinizacdo folicular, o
aumento da colonizacdo pelo microrganismo Propionibacterium acnes e a inflamagéo
dérmica (FIGURA 1). A sequéncia exata dos eventos e como eles interagem ainda sdo

desconhecidos.

Hiperqueratose ductal com obstrucao
do foliculo pilossebéceo

Descamagéo do
epitélio folicular

Colonizagao bacteriana por P. acnes

Actmulo de
sebo com
dilatagao

Propionibacterium
acnes

Colonizagéo por
Propionibacterium
acnes

Ativacéo dos
mediadores
da inflamagao

Actmulo de
linfécitos e PMN

Figura 1- Eventos desencadeados pela acne vulgar.

As caracteristicas clinicas da acne incluem excesso de oleosidade da pele, lesbes ndo
inflamatdrias (comeddes abertos e fechados) e lesbes inflamatorias (papulas e pustulas) que
podem deixar cicatrizes na pele. Geralmente a acne ocorre nos locais do corpo com maior

concentracdo de unidades pilosebaceas como a face, 0 pescogo e a parte superior do tronco.
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As unidades pilosebaceas séo caracterizadas como canais foliculares dilatados, preenchidos
com queratina, lipidios e microrganismos (STRAUSS; KLIGMAN, 1960).

Apesar de se manifestar com menor intensidade em orientais e em pessoas de pele negra,
a acne ocorre em todas as ragas, sendo que 0s casos mais graves tendem a se manifestar em
individuos do sexo masculino (afetando 95% de individuos do sexo masculino contra 83% do
sexo feminino) devido a influéncia dos horménios andrdgenos. Apds os 20 anos de idade a
doenca tende a regredir espontaneamente mas, em alguns casos, pode persistir também na fase
adulta (GOLDBLUM, 2003).

A influéncia genética na acne € muito importante, acreditando-se que ela seja proporcional
ao grau de dermatose; essa influéncia ocorre sobre o controle hormonal, hiperqueratinizacdo
folicular e secrecdo sebacea, mas ndo na infeccdo bacteriana.

A hiperqueratinizacdo folicular € o primeiro fator para o desenvolvimento da acne vulgar.
Com ela se forma um “tampao” corneo que retém o conteudo sebaceo no interior da glandula.
No interior dessa lesdo, as proteases produzidas pelo P. acnes agem sobre o epitélio glandular
rompendo-0, 0 que facilita a expulsdo do contetdo sebaceo para a derme (BOJAR;
HOLLAND, 2004).

Referindo-se aos fatores etiopatogénicos da acne, ha alteragdo nos componentes do sebo
dos portadores da doenca em comparacdo com os individuos sdos. Em ambos os grupos, a
proporcdo de acidos graxos livres (11%- 18%), esqualeno (10%-12%), colesterol e seus
ésteres (juntos, menor que 5%) é similar. No entanto, a proporcdo de triglicérides no primeiro
é de 46%-52%, contra 60%-68% no segundo, e a de ésteres de acidos graxos € maior entre 0s
acnéicos (20%-26%) em relacdo aos nao acnéicos (9%-12%) (MCGINLEY et al., 1980).

Ultimamente, discute-se a participacdo dos acidos graxos livres, obtidos pela hidrolise de
triglicérides através das lipases do P. acnes, na etipatogénese da acne vulgar. Acredita-se que
estes acidos graxos acumulam-se no infundibulo glandular por um longo periodo de tempo e
que teriam a capacidade de irritar o epitélio acarretando, assim, a hiperqueratinizagéo (estagio
inicial da comedogénese) e, por fim, a inflamacao (BOJAR; HOLLAND, 2004).

De todos os componentes do sebo alterados em portadores da acne, o acido linoleico é um
dos principais. O &cido linoleico, que esta reduzido nos comedfes, é um acido graxo
essencial, com importante papel na manutencéo da funcao de barreira epidérmica. A alteragédo
na barreira epidérmica facilita a penetracdo na derme de microrganismos e acidos graxos pro-
inflamatorios presentes no sebo, promovendo infeccdo e inflamagdo. Weeks et al. mostrou

que os inibidores de lipase levaram a uma reducdo da quantidade de &cidos graxos na pele,
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mas ndo foram capazes de tratar completamente a acne. Fra¢des lipidicas no sebo, geradas por
outro mecanismo além do bacteriano, também parecem ser responsdveis pelo
desenvolvimento da inflamacéo na acne (JAPPE, 2003).

Os androgenos, por si, estimulam as glandulas sebaceas a produzirem sebo através de suas
acoes sobre receptores celulares (WEBSTER, 1995).

Historicamente, discute-se a possivel relacdo entre a ingestdo oral de algumas substancias
e a acne vulgar, mas os estudos ainda ndo conseguiram estabelecé-la. As criticas que se fazem
a tais estudos com seres humanos séo, muitas vezes, em funcao de limitacbes metodologicas
ndo s6 na avaliacdo subjetiva, mas, também, na interpretacdo e confirmagdo dos resultados
obtidos.

A acne pode ser classificada clinicamente em quatro niveis (FIGURA 2), de acordo com o
seu grau de desenvolvimento:

Grau I: forma mais leve, ndo inflamatdria, caracterizada pela presenca de comeddes
abertos e fechados;

Grau II: acne inflamatdria, presenca de papulas e puastulas, de contetdo purulento;

Grau I1l: acne nédulo cistica, com nodulos mais salientes;

Grau IV: acne conglobata, com a formacéo de abcessos.

Grau lll o L8 Grau IV

Figura 2- Estagios de desenvolvimento da acne vulgar.
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As complicacbes mais relevantes da acne vulgar sdo cicatrizes fisicas e sequelas
psicossociais, que podem persistir apds o desaparecimento das lesdes ativas. Os sintomas da
acne afetam principalmente a qualidade de vida, sendo a segunda maior causa de suicidio
entre as doencas de pele. A acne afeta a aparéncia da pele, um importante 6rgéao relacionado a

autoestima das pessoas e suas relacées sociais (GOLDBLUM, 2003).

1.1.2 Propionibacterium acnes

O foliculo pilosebaceo é um ambiente anaerdbico e rico em lipidios, propicio ao
desenvolvimento de microrganismos (P. acnes, P. avidum, P. granulosum, P. propionicum,
and P. lymphophilum) comensais na pele. Estas bactérias sdo gram positivas e anaerobias,
geralmente com condicao ideal de desenvolvimento a 35°C (STRAUSS; KLIGMAN, 1960).

A pele normal é capaz de tolerar um ndmero limitado de microrganismos. Geralmente
as espécies gram positivas conseguem se estabelecer melhor nas condic6es desta regido (pH,
disponibilidade de oxigénio e agua, radiacdo ultravioleta, concentracdo de ions, etc), devido a
sua parede celular que lhe confere alta estabilidade estrutural.

As populagbes de propionibacteria que se estabelecem na pele geralmente tém um
efeito positivo sobre ela, criando um ambiente protegido contra a colonizacdo de outros
microrganismos patogénicos. Entretanto, quando o hospedeiro é submetido a algumas
condi¢cdes como trauma, baixa imunidade, entre outras, a propionibacteria pode desenvolver
patogenicidade (MCDOWELL et al., 2005). A maioria dos trabalhos publicados sobre a
microflora da pele diz respeito ao microrganismo P. acnes (FIGURA 3), um dos maiores

desafios a ser superado para o tratamento da acne vulgar (NEWTON et al., 1997).
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A populagédo de P. acnes costuma ser maior na face e no tronco superior do corpo,
locais com maior concentracdo lipidica, indicando uma relacdo direta entre populagdo
bacteriana e seborréia local. Pressupde-se que o aumento da populacdo de P. acnes na
superficie cutanea esteja relacionado com o aumento da producéo de triglicérides e, talvez, de
colesterol. AlteragGes na composicao lipidica podem determinar a sobrevida da P. acnes.

Apesar dos demais fatores que contribuem para o desenvolvimento da acne, a hipdtese
de que o papel do microrganismo P. acnes é fundamental é sustentada pelo sucesso obtido em
terapias que fazem uso de antibidticos e pela reducdo de sua eficacia demonstrada em
tratamentos contra cepas de P. acnes resistentes a estes mesmos antibioticos. Ainda que
diversos antibidticos possuam acgdo contra o P. acnes in vitro, seu uso no combate a acne é
geralmente limitado devido a sua solubilidade, que desfavorece sua permeacdo na pele
(BOJAR; HOLLAND, 2004).

Leyden et al. (1983) mostraram que a resisténcia da P. acnes e frequentemente
desenvolvida em pacientes que fazem uso a longo prazo de antibi6ticos por via sistémica.
Porém, nas Ultimas décadas, tem sido discutida também uma possivel relagdo entre o aumento
de cepas resistentes de P. acnes e 0 uso de antibidticos tépicos (LEYDEN et al., 1983). Além
do fator de resisténcia, ensaios in vitro mostraram que o P. acnes pode formar um biofilme no

foliculo (FIGURA 4), levando a uma diminuicao da resposta aos agentes antimicrobianos.

- ) .

Figura 4- Imagem de microscopia de biofilme formado pelo microrganismo Propionibacterium acnes.

O importante papel do P. acnes na inflamagdo da acne se da por sua fagocitose por
leucdcitos polimorfonucleares no lumen glandular, acarretando liberacdo de enzimas
hidroliticas intracelulares e mantendo sua integridade. Além disso, 0s anticorpos especificos

contra a P. acnes, presentes nos microcomeddes, interagem com essas bactérias, liberando as
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proteases hidroliticas na parede epitelial infundibular fragilizando-a e levando a saida de
substancias irritantes para a derme subjacente, desencadeando o processo inflamatério local
(WEBSTER, 1995).

1.1.3 Terapias no tratamento da acne vulgar

As terapias atuais utilizadas para o tratamento da acne consistem em ativos que
previnem a formacdo dos comeddes e tenham acdo anti-inflamatdria e antimicrobiana. Na
maioria das vezes esses ativos sdo retindides de uso tdpico (tetinoina, adapaleno, entre outros)

e isotretinoina por via oral.

1.1.3.1 Retindides

Os retindides possuem agdo queratolitica e anti-inflamatoria, além de impedirem a
proliferacdo e diferenciacdo celular.

A isotretinoina, administrada via oral, induz a glandula sebacea a reduzir seu tamanho
através da diminuicdo da proliferacdo dos sebdcitos, suprimindo assim a producgdo do sebo.
Recentemente, tém sido relatados casos de depressdo em pacientes tratados com isotretinoina,
mas até 0 momento ndo foi estabelecida claramente a relagdo entre a terapia e a depressao. A
isotretinoina é recomendada na maioria das vezes para casos de ache severa, com nodulos e
que ndo respondem ao tratamento topico (GOLLNICK; SCHRAMM, 1998).

O adapaleno, retindide administrado via topica, é vantajoso comparado aos demais
retindides, pois e altamente lipofilico e causa pouca irritacdo a pele. Apesar destas vantagens,
0 adapaleno ndo possui atividade contra o microrganismo P. acnes (JAPPE, 2003).

Os retindides sdo contraindicados durante a gravidez e os efeitos adversos incluem
ressecamento da pele, irritacdo, coceira e formigamento, principalmente nas fases iniciais do

tratamento.

1.1.3.2 Perdxido de Benzoila (BPO)

O Peroxido de Benzoila (FIGURA 5) é efetivo na reducdo de colbnias de P. acnes,

inibindo o seu crescimento e sem risco de resisténcia relatada até o momento. Sao
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recomendadas concentracfes de BPO de até 5%, por ser menos irritante a pele (EADY et al.,
1996).

Figura 5- Peréxido de Benzoila.

A atividade do BPO no tratamento da acne e 0s baixos riscos que ele apresenta para a
pele o tornam um dos ativos principais para pacientes com acne de grau leve a moderado
(WEISS, 1997).

Estudos mostraram que a atividade do BPO pode ser ainda melhor quando combinado a

outras terapias como retindides de uso tépico e antibioticos.

1.1.3.3 Tratamento hormonal

Os tratamentos hormonais consistem na supressdo da producdo de andrégenos pelo
ovario, através de contraceptivos de uso oral, bloqueadores dos receptores androgénicos.

Este tipo de terapia ndo é sempre a primeira opcao, sendo indicado na maioria das vezes
apenas para mulheres com acne leve ou sinais de producdo em excesso de horménios
androgénicos e que pedem por contraceptivo (KATSAMBAS; PAPAKONSTANTINOU,
2004).

1.1.3.4 Antibi6ticos

Os antibidticos sdo capazes de reduzir a colonizacdo bacteriana pela P. acnes no
foliculo piloso, porém apenas ativos lipofilicos sdo eficazes, tais como: clindamicina,
tetraciclina, minociclina, eritromicina e gentamicina. Estes antibiéticos em especial também
possuem propriedades anti-inflamatorias, principalmente a minociclina (TOYODA;
MOROHASHI, 1998).
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Os antibioticos de uso tdpico atuam diminuindo a quantidade de acidos graxos livres
que contribuem para a inflamacgédo, regulando o metabolismo da P. acnes e a produgéo
extracelular de lipases. Entretanto, ndo é recomendado o uso desses antibioticos tdpicos
devido ao risco do microrganismo desenvolver resisténcia (KATSAMBAS;
PAPAKONSTANTINOU, 2004).

Geralmente, os antibidticos sdo utilizados por via oral e combinados com outras terapias

de uso topico, como aquelas contendo BPO, que também possuem atividade antimicrobiana.

1.1.3.5 Qutras estratégias no tratamento da acne

A maioria dos retindides ndo tem efeito direto contra o P. acnes e, desta forma, ndo
possuem eficiéncia no combate a todos os eventos relacionados a acne vulgar.

Alternativa bastante utilizada em produtos para a acne € o &cido salicilico, um
componente esfoliante adicionado a produtos de uso topico, que auxilia na atividade de outros
ativos que podem ser usados em conjunto.

O desenvolvimento de novos ativos e terapias tém sido bastante abordados, de forma a
superar as dificuldades encontradas para o tratamento da acne, que obteve pouco progresso
nos altimos 50 anos (ELMAN; LEBZELTER, 2004).

1.2 ACIDO LAURICO

Os 4acidos graxos livres (FFAs, do inglés Free Fatty Acids) desempenham diferentes
papeis na defesa do organismo, impedindo a entrada de patdégenos ou microrganismos
oportunistas. Eles criam um ambiente de pH acido, com condi¢Bes desfavordveis para o
desenvolvimento de determinadas bactérias e podem impedir seu crescimento ou leva-las a
morte. Além disso, os acidos graxos, saturados ou insaturados, impedem a adeséo bacteriana e
subsequente formacao de biofilme. A acdo dos acidos graxos € tipicamente comparavel a de
peptideos antimicrobianos naturais in vitro (NAKATSUJI et al., 2009).

Os &cidos graxos sao 0s agentes antimicrobianos mais efetivos presentes na pele humana.
Eles sdo produzidos por clivagem de lipidios secretados das glandulas sebaceas e a sua
presenca na pele é suficiente para controlar a microbiota bacteriana.

A atividade antibacteriana de cada acido graxo é influenciada pelo comprimento da cadeia
alquilica e estrutura. O grupo OH da carboxila parece ser importante para a atividade
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antibacteriana uma vez que &cidos graxos metilados geralmente apresentam pouca ou
nenhuma atividade antibacteriana. Para &cidos graxos saturados, 0s mais ativos possuem entre
10 e 12 carbonos em sua cadeia (FISCHER et al., 2012).

O amplo espectro de atividades e modo de acdo ndo especifico de pelo menos alguns
acidos graxos os tornam atrativos agentes antibacterianos para varias aplica¢des na medicina,
agricultura, preservacdo de alimentos e formulagGes cosméticas, especialmente aquelas em
que a presenca de antibidticos € indesejavel ou proibida (DESBOIS; SMITH, 2010).

Véarios FFAs possuem atividade contra bactérias Gram-positivas, mas ndo Gram-
negativas. O &cido laurico (LA), presente em pequena quantidade no sebo, é o &cido graxo
saturado com maior potencial antimicrobiano. Ele € comumente encontrado em produtos
naturais como 6leo de coco e leite. Além de o LA apresentar boa atividade contra diversas
bactérias Gram-positivas ele possui acdo in vivo contra o0 microrganismo P. acnes, podendo
ser utilizado como agente antibacteriano natural no tratamento da acne (YANG et al., 2009).

Nakatsuji et al. demonstrou que a concentracao inibitéria minima (MIC) do LA, a menor

concentracdo para inibir o crescimento bacteriano, é até 15 vezes menor do que a do BPO
(FIGURA 6).
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Figura 6- Atividade do BPO comparado ao &cido laurico (Nakatsuji et al., 2009).

Os resultados de Nakatsuji et al. mostraram que o LA possui atividade superior a do BPO,
um agente antioxidante utilizado frequentemente no tratamento da acne contra as bactérias da
pele P. acnes, S. aureus, e S. epidermidis. Além disso, os resultados mostraram que o P. acnes
é a bactéria mais sensivel ao LA entre outros microrganismos testados.

Em uma avaliacdo da atividade antimicrobiana dos acidos laurico, oleico e palmitico

contra a P. acnes in vitro o &cido graxo com maior acdo bactericida foi o LA.
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O mecanismo de acdo do acido laurico contra o P. acnes envolve a separacdo das
monocamadas de sua membrana, matando assim o microrganismo. Os FFAs antimicrobianos
tendem a um menor desenvolvimento de resisténcia comparado a outros tratamentos com 0s
antibioticos frequentemente utilizados (NAKATSUJI et al., 2009).

O grande desafio no uso do LA em uma formulacdo para o tratamento da acne esta
relacionado a sua solubilidade. O LA é pouco soltvel em agua e solventes como dimetil
sufoxido (DMSO), que podem ser toxicos a pele, sdo necessarios para solubiliza-lo.

Os lipossomas tém sido amplamente estudados como carreadores de farmacos,
apresentando grande potencial para veiculagdo de drogas (“drug delivery”) de aplicacéo
topica, levando o principio ativo ao sitio de interesse em maiores concentra¢fes do que as
formulacGes convencionais.

Os resultados de Yang et al. mostraram que o uso de lipossomas favoreceu a acao do LA,
que foi eficaz até em baixas concentra¢fes. O LipoLA ( nome dado por Yang para lipossoma
com é&cido laurico) foi capaz de se fundir com a membrana do P. acnes e liberar o LA na
membrana da bactéria (YANG et al., 2009).

1.3 LIPOSSOMAS

Os lipossomas sdo vesiculas formadas por fosfolipidios, constituidas de uma ou mais
bicamadas orientadas em torno de um compartimento interno aquoso (FIGURA 7). Usaremos
aqui as palavras lipossoma e vesicula como sendo equivalentes. Os lipossomas, ou vesiculas,
podem ser classificados de acordo com o seu tamanho, nimero de lamelas (bicamadas),

constituicdo lipidica e método de preparo.
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Figura 7- Representacdo de lipossoma e da bicamada lipidica.
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As vesiculas podem ser preparadas por extrusdo, sonicacdo, agitacdo, liofilizacdo,
congelamento e descongelamento, evaporagdo em fase reversa, entre outros. O diametro das
vesiculas é determinado pelo método de preparacédo e pode variar de 20 a 5000 nm.

A nomenclatura dos lipossomas € baseada em seu numero de lamelas e tamanho
(FIGURA 8), podendo ser divididas nas seguintes categorias:

a) Vesiculas unilamelares pequenas (Small Unilamellar Vesicles — SUV): formadas
por uma unica bicamada, sdo as menores, com diametro variando de 20 a 80 nm;

b) Vesiculas unilamelares grandes (Large Unilamellar Vesicles — LUV): formadas
por uma Unica bicamada lipidica, com tamanho intermediario e didmetro entre 80 e
1pm;

c) Vesiculas multilamelares (Multilamellar Vesicles — MLV): formadas por varias
bicamadas lipidicas, com tamanho médio e diametro que varia de 400 nm a alguns
micrometros;

d) Vesiculas gigantes (Giants Unillamelars Vesicles — GUV): normalmente formadas

por uma unica bicamada lipidica, apresentam diametro superior a 1 pm.

Bicamada '\ LUV

SUvV

Figura 8- Diferentes tipos de estruturacdo das vesiculas.

A principio os lipossomas eram utilizados como modelos biomiméticos de membranas
bioldgicas. A partir da década de 70, outras aplicagdes praticas dos lipossomas obtiveram
destaque, como seu uso em drug delivery (LASIC, 1998).

Os lipossomas apresentam diversas propriedades que os tornam atraentes para seu uso e

aplicacdo, tais como:
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e Biocompatibilidade;

e Sdo capazes de encapsular ativos em seu interior aquoso, quando hidrofilicos, ou
na membrana, caso este ativo seja hidrofdbico;

e O ativo de interesse se torna protegido das condi¢des externas do organismo,
evitando também reacOes adversas indesejaveis;

e O tamanho, a carga e as propriedades dos lipossomas podem ser controlados

facilmente, selecionando-se os lipidios e método de preparo adequado.

Estratégias tém sido tracadas para prolongar o tempo de permanéncia dos lipossomas
no organismo, garantindo sua estabilidade e eficacia (BLUME; CEVC, 1990).

Entre as vias de administracdo de lipossomas, que tem se mostrado cada vez mais
promissora com o0 passar dos anos, esté a sua aplicacdo topica (TORCHILIN, 2005). Um dos
maiores desafios no desenvolvimento de sistemas de drug delivery para serem ministrados via
topica esta a baixa permeacdo de substancias na pele. A maior barreira para a difusdo de
ativos € o estrato corneo, camada mais superficial da pele, constituida por células agrupadas
de forma bastante coesa. O uso de vesiculas lipidicas facilita o transporte de ativos sobre a
pele (MEZEI; GULASEKHARAM, 1980).

1.4 LIPOSSOMAS E ACIDOS GRAXO0S

Acidos graxos sdo moléculas anfipaticas, capazes de se incorporar nas membranas
lipidicas e alterar suas propriedades fisico-quimicas. Quando em &gua, os sais dos acidos
graxos tendem a formar micelas e ndo bicamadas, dada a sua geometria conica (FIGURA 9).

A forma protonada do acido graxo € pouco soluvel e em adgua ndo forma micelas.

Figura 9-Agregados formados por moléculas anfipaticas de diferentes geometrias.

Dependendo da composicéo lipidica e de seu estado fisico (fase liquido-cristalina, fase

gel), a bicamada pode incorporar até 60% (em mol) de &cidos graxos. A incorporacdo de até
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mesmo uma pequena quantidade (1% em mol) nas membranas pode levar a alteracdes na
permeabilidade transmembranar (CROWE; MCKERSIE; CROWE, 1989).

Os é&cidos graxos, devido a sua geometria molecular, induzem um maior grau de
curvatura das membranas, aumentando a sua propensao de formar poros. Eles também afetam
a espessura da bicamada, podendo leva-la ao rompimento. Todos esses efeitos tendem a
aumentar a permeabilidade das membranas. Essas alteracdes na permeabilidade podem ser
usadas como vantagem no desenvolvimento de sistemas drug delivery, favorecendo a
liberacdo do ativo. (JESPERSEN et al., 2012)

Os efeitos que os &cidos graxos exercem sobre a membrana, apesar de serem
frequentemente descritos na literatura, ainda ndo sdo bem compreendidos. Acredita-se que
dependem do tipo de acido graxo, em especial, do seu grau de insaturacdo e comprimento da
cadeia carbbnica. Além disso, sabe-se que esses efeitos observados dependem se o acido
graxo é misturado previamente com 0s outros componentes que irdo formar as bicamadas ou
se sdo adicionados a elas posteriormente, j& prontas. No caso de serem adicionados
previamente o seu efeito € menor, pois eles conseguem se arranjar e se adaptar espacialmente
com todos os demais lipidios da membrana durante sua formacdo. No caso de serem
adicionados posteriormente, os acidos graxos induzem um efeito maior de rompimento das
membranas, dificultando um possivel rearranjo dos demais lipidios da bicamada para
compensar as alteracdes na sua curvatura (AROURI; MOURITSEN, 2013).

Os sais dos acidos graxos sdo capazes de formar agregados micelares em
concentracdes acima de sua concentracdo micelar critica (CMC) e sdo incorporados nas
bicamadas tanto na sua forma protonada quanto na forma dissociada. A incorporacdo de
acidos graxos pode levar a formacdo de diferentes estruturas de agregados, com regides
heterogéneas na membrana em funcdo da composic¢éo lipidica (DAVIDSEN; MOURITSEN;
JORGENSEN, 2002).

Uma das principais caracteristicas das vesiculas contendo &acidos graxos é a sua
dindmica, induzida por mudangas nas condi¢des do meio. O fato de que diferentes agregados
com acidos graxos podem ser formados apenas se alterando seu estado de protonagdo e
concentracdo é uma excelente oportunidade para estudar as propriedades fisico-quimicas das
diferentes estruturas (MORIGAKI; WALDE, 2007).

Os beneficios dos lipossomas relacionados a sua capacidade de encapsulacao/

liberacdo de ativos, de impedir a desidratacdo e promover a regeneracao de lipidios da
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pele, os tornam ingredientes inovadores e efetivos na area de cosméticos. Em geral, 0s
lipossomas sdo mais compativeis com a estrutura da pele do que as emulsdes
convencionais.

O estudo de lipossomas contendo LA, com potencial para aplicacdo dermatologica
na prevencao e tratamento da acne, pode auxiliar na elucidacdo do papel do LA na
estrutura dos lipossomas, modulacdo de suas propriedades de retencdo de ativos e

contribuir com uma alternativa ao combate a acne.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Desenvolver e caracterizar lipossomas contendo &cido laurico, que possuam potencial

para uso na area de cosméticos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Produzir lipossomas de diferentes composic¢des, contendo acido laurico;

e Realizar caracterizacdo fisico-quimica dos lipossomas por métodos como: medida do
tamanho médio de particulas/ distribuicdo de tamanhos, eficiéncia de encapsulacéo e
determinacéo de temperatura de transicdo de fase (Tm);

e Verificar o efeito do pH sobre as caracteristicas fisico-quimicas dos lipossomas

contendo &cido laurico.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 MATERIAIS

O fosfolipideo 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina (DPPC) (FIGURA 10a) foi
obtido da Avanti Polar Lipids e o acido laurico (LA) (FIGURA 10b) da Sigma Aldrich. As
membranas de policarbonato com didmetro de poro de 100 nm, utilizadas para a extrusao,
eram da Whatman (Nucleopore Track-Etch Membrane). O Tris Base (Trizma Hydrochloride),
a 5(6)-Carboxifluoresceina (CF), a resina Sephadex G-25 e o acido perclérico 70% eram da
Sigma Aldrich. Os acidos cloridrico, ascorbico, acético, borico e formico e o hidroxido de
sodio eram da Merck. O 4-trimetilam6nio-2,2,6,6-tetrametilpiperidina-loxiliodeto, CAT1, e 0
pireno tetrasulfonato de sédio, PTS, eram da Molecular Probes. Os solventes cloroférmio e
metanol eram reagentes de grau analitico da J. T. Baker Chemicals. A CF foi purificada

segundo o método de Weinstein et al., 1977.

(@) d (b)

Figura 10- Estruturas do (a) DPPC e do (b) acido laurico.

3.2 PREPARO DOS LIPOSSOMAS

Os lipossomas foram preparados pelo método de hidratacéo do filme lipidico (FIGURA
11). A fragdo de LA nas amostras variou de 0 a 50% em moles da concentracdo total. Desta
forma, obtivemos as seguintes preparacfes: DPPC, DPPC:LA 90:10, DPPC:LA 80:20,
DPPC:LA 70:30, DPPC:LA 60:40 e DPPC:LA 50:50.

O DPPC e o LA foram pesados nas quantidades desejadas em um tubo de ensaio de

fundo largo e solubilizados com uma mistura cloroférmio:metanol 3:2. Em seguida, o tubo de
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ensaio com os lipidios foi submetido a um fluxo de N2 juntamente com rotacdo manual,
volatilizando a mistura de solventes orgénicos e formando um filme fino seco, aderido a
parede do tudo. Os filmes foram colocados em um dessecador sob vacuo por cerca de 1 hora
para garantir a retirada completa dos solventes.

Para ressuspender o filme e formar os lipossomas, adiciona-se o volume desejado da
solugéo tampédo com pH de interesse ou solugdo contendo CF, PTS ou CAT1 e agita-se a
suspensdo em vortex. Desta forma obtemos as chamadas MLV, que sdo vesiculas

multilamelares, com diametros variados.
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Figura 11- Esquema de preparo de vesiculas pelo método de hidratagdo do filme lipidico.

Para formar vesiculas unilamelares grandes, LUV, a suspensdo de MLV foi submetida a
um processo chamado de extrusdo (FIGURA 12). Na extrusdo, as vesiculas sdo forcadas a
passarem por uma membrana, neste caso com tamanho de poro de 100 nm, repetidas vezes
(11 passagens quando utilizadas duas membranas). Este processo foi realizado a 60°C,

temperatura acima da temperatura de transicao de fase do DPPC.
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Figura 12- Extrusdo de MLV para se obter vesiculas unilamelares grandes, LUV.

3.3 ESTABILIDADE DAS VESICULAS COM ACIDO LAURICO

O diametro hidrodindmico define o diametro de uma esfera rigida que difunde com a

mesma velocidade da particula que esta sendo examinada pelo espalhamento de luz dindmico.
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Desta forma, o Dh representa o didmetro médio de uma particula dentro da sua dindmica de
difuséo, considerando a camada de solvatagdo (ZAMARION, [s.d.]).

O indice de polidispersidade (Pdl) é a razdo que correlaciona a variancia amostral com
0 quadrado do didametro hidrodinamico médio das particulas em uma curva de distribuicéo
(EQUACAO 1).

par=(2)"  (Equagiol)
onde o>=variancia d=didmetro hidrodindmico médio

Particulas suspensas em um meio liquido nunca estdo em estado estacionario,
movimentando-se constantemente. Esse movimento, denominado movimento Browniano,
ocorre devido a colisdo das moléculas do liquido que circundam a particula. Particulas
maiores se movimentam mais lentamente que as menores em uma mesma temperatura
(ZAMARION, [s.d.]).

A relacdo entre o tamanho e a velocidade do movimento Browniano da particula é
definida pela Equacdo de Stokes-Einstein. Essa medida é feita com a iluminacdo das
particulas com um laser e analisa a intensidade de flutuacdo do espalhamento de luz. O
aparelho possui um correlator que mede o grau de similaridade entre dois sinais em um
periodo de tempo. A funcéo de correlacdo varia conforme o tamanho da particula e assim que
a funcédo de correlacdo é medida, essa informacdo é utilizada para calcular a distribuicdo de
tamanhos (JIN et al., 1999).

As particulas, quando iluminadas, possuem a caracteristica de espalharem luz,
caracterizando o movimento Browniano (MANZINI, 2011). Assim, o espectro de luz que
atravessa uma amostra sera composto de areas claras e escuras, onde ndo ha luz detectada. As
areas claras ocorrem onde o espalhamento de luz causado pelas particulas possui a mesma
fase de onda, resultando em uma interferéncia construtiva. As areas escuras ocorrem onde as
ondas de luz, causadas pelo espalhamento, sdo destrutivas e cancelam umas as outras (JIN et
al., 1999). O pontilhado resultante das areas claras e escuras causadas pelo espalhamento de
luz que atravessa uma suspensdo se moverd devido ao movimento das particulas variando
com certa intensidade e ira caracterizar esse movimento com uma flutuacdo da intensidade
(MANZINI, 2011).



32

3.3.1 Medidas do Diametro Hidrodinamico e do indice de Polidispersidade

As medidas foram realizadas em um aparelho Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments
Ltd.

Para estes ensaios foram utilizadas amostras de LUV com concentragéo total final de
0,5 mM de lipidios em solucBes de tampdo Borato pH 9,0, Tris-HCI pH 7,4, Acetato pH 5,0 e
Formiato pH 3,0, todas na concentracdo 10 mM.

O Dh e o PdI dos lipossomas foi verificado por 30 dias, periodo no qual as amostras
ficaram incubadas a 25 °C para mimetizar as condi¢cbes ambientes de um produto em

prateleira.
3.4 CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARREDURA

Os fosfolipidios constituintes de uma determinada membrana s&o caracterizados por
uma temperatura de transicdo da bicamada (Tm), na qual a membrana passa de uma fase gel
(Lg), para a fase liquido-cristalina (L.). Ou seja, as cadeias hidrocarbénicas dos lipidios que
antes estavam ordenadas passam para um estado de movimentos mais livres e os radicais

hidrofilicos tornam-se mais hidratados, resultando em um modelo mais fluido (FIGURA

T R AR
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liquido-cristaling

Figura 13- Membrana na fase gel e depois na fase liquido-cristalina, acima da temOperatura de transigao de fase.

A presenca do &cido laurico na bicamada dos lipossomas pode causar perturbacgdes e
alterar a sua fluidez, modificando a temperatura de transicdo de fase do DPPC. Uma das
técnicas mais utilizadas para verificar estas propriedades ¢ a Calorimetria Diferencial de
Varredura (DSC). Além da Tm, o DSC também permite obter valores de entalpia e da

cooperatividade da transicdo de fase, que € proporcional & medida da largura a meia altura
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(A%2) dos picos em curvas DSC. Uma perda na cooperatividade de um sistema, ou seja,
alargamento do pico corresponde a um decréscimo na quantidade meédia de lipidios que
transitam uniformemente de um estado a outro para um dado valor ou intervalo de
temperatura (VAN EKEREN, 2003).

Um equipamento de DSC (FIGURA 14) consiste em dois pequenos compartimentos
(celas) idénticos que sdo aquecidos eletricamente a uma taxa constante. Uma das celas €
preenchida com a solucdo que contém a amostra de interesse (proteina, lipossoma, etc) e a
outra cela é preenchida geralmente com &gua ou com o tampdo utilizado para preparar a
amostra. As celas sdao mantidas a pressdo atmosférica ou, em alguns casos, sob pressao de gas
inerte para inibir a formacdo de bolhas durante o processo de aquecimento. Durante o
experimento, poténcia é fornecida pelo aquecedor principal para aumentar a temperatura das
celas a uma taxa estaciondria, enquanto que diferencas de temperatura entre as celas de
referéncia e de amostra (AT1), e entre as células e a cAmara adiabatica (AT2) sdo monitoradas.
Através de circuitos de resposta, um aquecedor/resfriador localizado na cdmara adiabatica
permite a esta atingir a mesma temperatura das celas e aquecedores de resposta localizados
nas celas compensam qualquer diferenca de temperatura entre elas durante a varredura. Um
computador controla a poténcia térmica dissipada nas celas e camara adiabatica e faz a
aquisicdo dos dados (MELO, 2010).
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Figura 14- Calorimetro Diferencial de Varredura.

Ao longo da varredura, em um intervalo que ndo contém nenhuma transicéo de fase, as

temperaturas das celas variam linearmente com o tempo na mesma taxa de aquecimento e a
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diferenca de temperatura entre as celas é zero. Isso se reflete de maneira ideal em uma linha
de base horizontal reta. Se ocorrer alguma mudanca no sistema, a temperatura da cela com a
amostra muda significativamente em relacao a cela de referéncia e, para manter a temperatura
de ambas as celas, o excesso de energia em forma de fluxo de calor deve ser compensado
pelos aquecedores (LEWIS et al., 2008).

3.4.1 Determinacdo da Tm e Cooperatividade por DSC

As determinacdes de Tm foram realizadas em um calorimetro MicroCal VP-DSC
Microcalorimeter, Malvern Instruments Ltd. As amostras de LUV tinham concentragéo total
de 1 mM em solugdes tampdo 10 mM, nos pHs 9,0 (tampéo borato), 7,4 (tampdao Tris-HCI),
5,0 (tampéo acetato) e 3,0 (tampéo formiato). As suspensdes lipossomais (0,5173 mL) foram
colocadas no calorimetro com auxilio de uma seringa e submetidas a variacdo de temperatura
de 15 a 60°C, com uma velocidade de varredura de 30 °C/hora. Como referéncia foi utilizada

agua desmineralizada. Para o tratamento dos dados foi utilizado o programa Origin 8.5.

3.5 ESPALHAMENTO DE RAIOS-X A BAIXO ANGULO (SAXS)

O SAXS consiste num processo de espalhamento elastico que ocorre quando 0s raios-X
de alta energia (de comprimento de onda de 1,5 A) atingem um material e interagem com 0s
elétrons do mesmo. Quando existe alta organizacdo a nivel atdmico, com todas as unidades
espalhantes em fase, ocorre um espalhamento cooperativo, que produz um perfil de difragdo
onde as chamadas reflexdes de Bragg apresentam uma alta definicdo. Em um material que
apresenta desorganizacdo a nivel atdmico, as unidades espalhantes estardo fora de fase, o que
resulta num espalhamento difuso, ou ndo-cooperativo, e de baixa intensidade, ocorrendo
numa ampla faixa angular (GERBELLLI, 2012).

Supondo os centros espalhantes no vacuo, a amplitude de espalhamento é proporcional
ao numero de moles de elétrons por unidade de volume, ou seja, a densidade eletrénica. Com
os centros espalhadores imersos em outro meio, apenas a diferenca de densidade eletrénica
entre 0s meios sera considerada. No caso de analise de particulas em suspensao ou solvente, o
espalhamento é resultante do contraste de densidade eletrénica entre a particula e o solvente
(GONCALVES, 2008).
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3.5.1 Medidas de SAXS e Ajuste dos Dados Experimentais

Para a técnica de Espalhamento de Raios X a Baixo Angulo (SAXS) foi utilizada uma
maquina convencional Nanostar Bruker (com oOtica otimizada pela empresa Xenocs)
(FIGURA 15) instalada no Laboratorio de Cristalografia do Instituto de Fisica, sob orientacéo
do Prof. Dr. Cristiano Luis Pinto de Oliveira. As medidas foram realizadas pelo aluno Pedro

Oseliero.

Amostras
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Figura 15- Equipamento Nanostar Bruker utilizado nas medidas de SAXS.

Nestes experimentos foram utilizados capilares de vidro de 1,5 mm de didmetro onde
foram colocadas amostras de lipossomas de DPPC:LA na concentracdo total de 10 mM,
preparadas nos tampdes borato 50 mM pH 9,0, Tris-HCI 50 mM pH 7,4, acetato 50 mM pH
5,0 e formiato 50 mM pH 3,0.

Na realizacdo de experimentos de SAXS utilizou-se um porta amostra que acomodava
até 3 capilares de vidro a temperatura ambiente, cerca de 25 °C. O controle das aquisi¢des foi
realizado pelo programa interno da méquina onde a cada aquisicdo sdo geradas imagens
bidimensionais de formato ".gfrm". Para analise desses arquivos foi utilizado o programa
SUPERSAXS que permite desde a subtracdo de fundo até a reducdo dessas imagens em

curvas unidimensionais (1(g)) com as respectivas incertezas dos dados experimentais.

3.5.1.1 Ajuste das curvas de espalhamento

A intensidade espalhada para uma fase lamelar pode ser descrita pela Equagéo 2:
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2 .

onde q é o mddulo do vetor de espalhamento de raios X, S(q) refere-se a funcdo do fator de
estrutura e P(q) ao fator de forma.

O fator de forma depende apenas do espalhamento produzido por uma Unica bicamada,
enquanto o fator de estrutura corresponde ao espalhamento gerado por um conjunto de
bicamadas, espacadas periodicamente com orientacdo aleatoria. Para descrever o fator de

forma foi utilizado o modelo de deconvolucdo de gaussianas (4 gaussianas).

3.5.1.2 Fator de Estrutura

Os parametros que descrevem a estrutura e flexibilidade da bicamada lipidica podem ser
determinados pelos parametros estabelecidos no ajuste das curvas experimentais, sendo 0s
principais: periodicidade lamelar (repeticdo de um padrdo que é formado pela bicamada +

camada aquosa), numero de camadas correlatas e parametro de Caillé.
3.5.1.3 Fator de Forma

A densidade do contraste eletrénico da bicamada é descrita pelo fator de forma. Através
do modelo de deconvolucdo de gaussianas, pode-se descrever a variagdo do contraste

eletrbnico de maneira mais suave, como observado na Figura 16.
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Figura 16- Modelo de deconvolucédo de gaussianas.
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3.5.1.4 Espessura da Bicamada

Através do ajuste dos dados experimentais de espalhamento, obtemos a periodicidade
lamelar e o perfil de densidade eletronica da bicamada. O pico representa a posicdo das
cabecas polares e o centro corresponde ao meio da bicamada (FIGURA 17). Uma fungéo
gaussiana descreve o contraste de densidade eletronica da regido e, tomando-se a distancia do
centro da bicamada até o ponto que corresponde a largura a meia altura da gaussiana, obtém-
se a metade da espessura da bicamada (GERBELLI, 2012).
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Figura 17- Perfil de densidade eletrénica da bicamada, indicando em vermelho a espessura da bicamada.
3.6 CRIO-MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

O microscopio eletrénico de transmissao € um microscopio de luz invertido, no qual
um feixe de elétrons incide sobre a amostra. Apenas amostras em secdes finas podem ser
estudadas, uma vez que os elétrons ndo penetram profundamente na matéria (BIBI et al.,
2011).

O contraste entre as vesiculas e o fundo ocorre por espalhamento de eletrons pela
matéria e € diretamente proporcional ao nimero atbmico. Sendo assim, ndo existe emprego de
agente contrastante nesta técnica. A imagem observada é a projecdo em duas dimens@es de
um objeto de trés dimensdes (FIGURA 18). A mesma é obtida quando um feixe de elétrons

atravessa uma vesicula tangencialmente ao seu volume (KUNTSCHE; HORST; BUNJES,
2011).
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Os elétrons interagem com as moléculas que constituem a vesicula produzindo um
contraste mais elevado nas suas bordas que, consequentemente, é visualizada como um anel

cinza.

electron radiation

LA B A A A A A

vitrified sample

2-D image
Figura 18- Exemplo de imagem 2-D para uma amostra vitrificada.

3.6.1 Preparo das Amostras para Crio-TEM e Aquisi¢do das Imagens

Os estudos de Crio-Microscopia Eletronica de Transmissdo foram efetuados para a
caracterizacdo estrutural das vesiculas com &cido laurico. Para a analise Crio-TEM foram
utilizadas amostras de vesiculas de DPPC, DPPC:LA 70:30 e DPPC:LA 50:50 com
concentracdo total de lipidio de 2,5 mM nos tampdes acetato 0,01M pH 5,0 e tris-HCI 0,01M
pH 7,4. Foi depositada uma gota de 3 pL da amostra em grade Lacey de cobre (300 mesh)
revestida por carbono (TED Pella) previamente submetida a um tratamento de descarga
luminescente utilizando um sistema easiGlow (Pelco) com 15 mA de corrente negativa por 10
s. As amostras foram preparadas em ambiente controlado, com temperatura e umidade
ajustado para 22 ° C e 100%, respectivamente, num sistema de vitrificacdo automatizado
(Vitrobot Mark IV, FEI). Os parametros do Vitrobot seguiram um tempo de blot de 3s, forca
de blot de 0 e 20 segundos de tempo de espera antes do inicio do blot. As amostras foram
analisadas em condicdo de baixa dosagem, com uma gama de desfocagem de -2 a -4 um,
utilizando um equipamento Jeol JEM-2100 operando a 200 kV. As imagens foram adquiridas
usando uma cémera F-416 CMOS (TVIPS, Alemanha). A preparacdo das amostras e

aquisicdo de dados foram realizados no Laboratério de Microscopia Eletronica
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(LME)/Laboratério Nacional de Nanotecnologia (LNNano) pelo Dr. Alexandre Cassago
(FIGURA 19).

Figura 19- Preparo das amostras para Crio-TEM pelo Dr. Alexandre Cassago no LNNano- Campinas.

3.7 ENCAPSULAMENTO DE SONDAS NO COMPARTIMENTO AQUOSO INTERNO
DAS LUV

3.7.1 Encapsulamento de Sondas Fluorescentes

A luminescéncia é caracterizada pela emissdo de fotons com energia na regido do UV,
visivel ou infravermelho de uma espécie eletronicamente excitada. Como casos particulares
da luminescéncia, temos a fluorescéncia e a fosforescéncia. Para estes casos, a absorcéo de
um féton é o modo de excitacdo que leva a espécie que absorveu para um estado eletrdnico
excitado.

Na fluorescéncia o estado excitado é singlete, assim, o elétron no orbital excitado esta
pareado com o elétron que se encontra no orbital do estado fundamental. O retorno para o
estado fundamental é uma transicdo permitida e a emissdo ocorre com velocidade na ordem
de 108 s (MANZINI, 2011).
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Os espectros de fluorescéncia sdo apresentados como espectro de emissdo, que é uma
curva de intensidade de fluorescéncia versus comprimento de onda (A). O espectro de emisséo
é sensivel a estrutura quimica do fluoréforo e a polaridade do solvente no qual ele esta
dissolvido (PUC-RIO, 2006).

A CF (5(6)- carboxifluoresceina) (FIGURA 20) sofre um processo de auto-supressao da
fluorescéncia em altas concentracfes e é muito utilizada em estudos de atividade de moléculas
sobre os lipossomas. Em concentracGes baixas, utilizando-se um maximo de excitacdo em 490
nm, a CF tem um maximo de emissdo em 520 nm. Utilizamos a CF também em experimentos
nos quais pretendemos verificar a porcentagem de incorporagdo da sonda no compartimento
aquoso interno dos lipossomas. A vantagem de se utilizar a CF é que esta sonda é carregada
negativamente, dependendo do pH (pkai= 4,2+0,2; pka;= 4,9+0,1 e pkas= 6,7£0,1). Isto
permite a incorporacdo em lipossomas sem que haja vazamento da sonda fluorescente
encapsulada no espacgo aquoso interno para o compartimento aquoso externo (ASCHI et al.,
2008).

Figura 20- Estrutura da molécula de 5(6)-carboxifluoresceina.

Com a CF, para que ocorra a auto-supressao, ha transferéncia de energia entre 0s
mondémeros de CF no estado excitado através de colisbes com outros mondmeros ou dimeros
no estado fundamental. A concentragdo de CF utilizada neste trabalho foi de 2 mM para a
qual ndo ha auto-supressao e a CF ja esta bastante diluida.

O PTS (Figura 21) é uma sonda fluorescente contendo quatro grupos carregados
negativamente e que pode ser utilizada em varios pHs porque o pKa dos grupos sulfonatos
sd0 muito baixos (pka< 1) e o PTS mantém 4 cargas negativas numa faixa de pH bastante
ampla (SANTOS et al., 2007).
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Figura 21- Estrutura da molécula do Pireno Tetrasulfonato de Sddio.

3.7.1.1 Vesiculas com CF/PTS e Medidas de Fluorescéncia

Para estes experimentos foi preparada uma solucdo 2 mM de CF em tampao Tris-HCI
50 mM pH 7,4 ou 1 mM de PTS em tampao acetato 50 mM pH 5,0, dependendo do pH que se
pretendia estudar. Filmes lipidicos DPPC:LA 10 mM foram ressuspendidos em 500 pL destas
solucgdes contendo CF ou PTS e as vesiculas multilamelares formadas foram extrusadas. Com
isso, foram obtidas LUV contendo fluoroforo em seu interior e exterior. Uma coluna de
Sephadex G25 médio, com volume de aproximadamente 79,5 cm?® (diametro: 1,5 cm, altura:
45 cm), foi utilizada para separar os lipossomas contendo CF ou PTS do fluoré6foro livre, ndo
encapsulado. O volume de amostra colocada na coluna foi de 300 pL. Nesta cromatografia de
exclusdo as LUV, por serem maiores que a CF ou PTS livre, sdo eluidas primeiro, no volume
morto da coluna (Vo). O fluor6foro livre por sua vez, por ser pequeno, percorre um caminho
maior, pois permeia os poros do Sephadex (FIGURA 22) sendo eluido no volume interno da

coluna (Vi).

Figura 22- Cromatografia de permeacdo em gel por exclusdo de tamanho.
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Foram coletadas todas as fragdes eluidas da coluna, de 1 em 1 mL, e a fluorescéncia de
cada fracdo foi detectada em um Fluorimetro Shimadzu RF-5301PC, com Aexc: 490 nm
e Aem: 520 nm para a CF ¢ Aexc: 355 nm e Aem: 405 nm para o PTS. Para as fracOes
coletadas contendo LUV as medidas de fluorescéncia foram feitas apos a adicdo de 25
pL de uma solucdo 10% de Polidocanol a amostra para evitar dispersao da luz.
Foram feitos graficos de Fluorescéncia vs. Volume (mL) eluido para identificar os
tubos contendo vesiculas (eluidas no Vo) e aqueles com CF ou PTS livre e determinar a

porcentagem de encapsulamento nos lipossomas com relacdo ao total de CF ou PTS
(FIGURA 23).
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Figura 23- Cromatograma obtido para o encapsulamento de sonda fluorescente. O primeiro e menor pico
corresponde as vesiculas contendo fluoréforo em seu interior e 0 pico maior, ao fluoréforo ndo encapsulado. No
inserto € mostrada a fluorescencia das amostras contendo as LUV com CF.

No cromatograma acima sdo observados dois picos, 0 primeiro contendo LUV com
CF ou PTS (as amostras sdo turvas) e um segundo pico contendo apenas o fluoréforo livre.
Calculamos o numero de mols de CF ou PTS em todos os tubos. A porcentagem de
encapsulamento (%) é a razéo entre o namero de mols do primeiro pico (Vo) dividido pelo

numero total de mols de CF ou PTS (moles no Vo + moles Vi) multiplicado por 100 (Equacéo
3).

% encapsulamento = mols Vo x 100 (Equacéo3)

mols Vo+mols V;
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Para cada uma das formulacdes foi determinada a % CF (pH 7,4) ou % PTS (pH 5,0) no

interior aquoso das vesiculas.

3.7.2 Encapsulamento de Marcador de Spin

A técnica de EPR é muito especifica em suas aplica¢des, pois depende da presenca de
centros paramagneticos (elétron desemparelhados) nos sistemas estudados. Somente
moléculas que possuem ao menos um elétron desemparelhado podem ser detectadas por EPR.
A técnica se baseia na aplicacdo de um campo magnético (H), sob a acdo do qual os niveis de
energia do momento magnético de spin do elétron (mS= + %) se tornam divergentes.
Aplicando na amostra contendo uma sonda com elétron desemparelhado, e sob a acdo de um
campo magnético, uma energia adequada na forma de radia¢do eletromagnética (hv), ¢
possivel induzir a transi¢do entre os niveis de energia do momento magnético de spin, que
nessa condi¢cdo ndo séo degenerados (MS= +% e mS= -%2) (FIGURA 24) (SCHREIER, 1979).
A quantidade de absorcdo da microonda é proporcional a concentracdo do marcador na

amostra.

A
Energia dos estados

de spin eletrénico
ms+¥

E=+}ghH

AE = gPH

Absorcdo EPR
——|—— Primeira derivada da absorcdo de EPR

LY
L4

Campo magnético

Figura 24- Esquema mostrando o principio da técnica de EPR com a transi¢do entre 0s niveis de energia do
momento magnético de spin.
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Os radicais livres mais utilizados como marcadores de spin sdo os radicais nitroxido. O
uso dessas espécies deve-se ao fato de serem estdveis em solventes com diferentes
propriedades fisico-quimicas, em uma ampla faixa de pH e de temperatura. A estabilizacéo
desses radicais deve-se a presenca de grupos metila, ligados aos atomos de carbonos vizinhos
ao atomo de nitrogénio que estabilizam o radical (SCHREIER, 1979).

Quando um marcador de spin com grupamento N-O estd em meio aquoso juntamente

com ascorbato (FIGURA 25), ocorre uma rapida reducdo da espécie paramagnetica (FIGURA
26) e o sinal da sonda desaparece.

OH OH
0. JH' 0.
Ho_L__~"~_o 1% HQ L~ _0
-“\‘ }
HO  OH 2H d 0
CH,0, CHO,
Acido ascdrbico Acido deidroascérbico
(forma reduzida) (forma oxidada)

Figura 25- Reducéo da molécula de ascorbato.
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Figura 26- Reacéo entre o marcador de spin CAT1 e o ascorbato.
3.7.2.1 Vesiculas com CAT1 e Medidas de EPR

Para confirmar os resultados obtidos por fluorescéncia, os experimentos de % de
encapsulamento foram repetidos, por EPR, sob orientacdo da Profa Dra Shirley Schreier e

auxilio do aluno de doutorado Gustavo Battesini, usando como sonda o0 CAT1 (FIGURA 27)
nos pHs 7,4 e 5,0.
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Figura 27- Estrutura molecular do CAT1.

Foram preparadas solucdes de CAT1 3,75 mM nos tampdes Tris-HCI 50 mM pH 7,4 e
Acetato 50 mM pH 5,0. As concentracGes de CAT1 em solugdo foram determinadas usando
Tempol como padrdo. Também foram preparadas solugdes de acido ascérbico 0,04 M, nestes
mesmos tampdes, para suprimir o sinal do CAT1 através de uma reacdo de 6xido-reducao
(Figura 25). Filmes lipidicos de DPPC:LA 10 mM foram preparados, ressuspendidos nas
solugdes de CAT1, vortexados e extrusados.

Os espectros de EPR foram adquiridos a temperatura ambiente em um espectrometro
Bruker EMX-200 com poténcia de 5 mW, amplitude de modulacéo de 1 G, varrendo o campo
de 16 G centrado em 3455 G. O ganho foi ajustado de acordo com a concentracdo do
marcador na amostra. Para as amostras sem adi¢do de ascorbato, o ganho foi de 2,83x102 e
apos adigdo de ascorbato, 2,83x102.

As amostras de lipossomas contendo CAT1 (170 pL) foram colocadas em celas de
quartzo planos (Wilmad, EUA) e os espectros de EPR foram registrados; em seguida,
adicionou-se 10 pL do &cido ascorbico, para reagir com o CAT1 ndo encapsulado, como
mostrado na Figura 26. O ascorbato ndo deve atravessar a bicamada dos lipossomas por ser
muito hidrofilico.

Os espectros foram posteriormente analisados com o software WINEPR (Bruker). A
linha obtida foi integrada duas vezes para obtencdo do valor de absor¢do da microonda,
proporcional a concentracdo de CAT1 na amostra, e os valores obtidos normalizados pelo
ganho. O volume interno foi calculado pela Equacgéo 4, onde, o sinal total refere-se ao valor
normalizado obtido sem a adi¢do do ascorbato, e o sinal final apds a adi¢do de ascorbato, com

seu valor corrigido de acordo com a diluig&o.

Sinal Final

VEncapsulado (uL) = 170 uL X (Equacaod)

Sinal Inicial

Conhecendo-se o volume de CAT1 encapsulado foi calculada a porcentagem de
encapsulamento (Equacdo 5):

(5)
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VEncapsulado (uL)

% Encapsulamento = 100 X 170 4L

Os experimentos a seguir, descritos nos itens 3.8 e 3.9 foram realizados durante um
estagio realizado na Faculdade de Farmacia da Universidade do Porto em Portugal,
juntamente ao grupo de Biotecnologia e Biofisica Molecular, sob a supervisdo da Profa.

Dra. Salette Reis e da Dra. Claudia Nunes.

3.8 LIBERACAO DO ACIDO LAURICO MEDIDA POR DIALISE

Para verificar a cinética de liberacdo do LA incorporado nas vesiculas de DPPC (T=
25°C, condigBes de prateleira) foram feitos experimentos de diélise. Neste experimento é
esperado que apenas o acido laurico passe pela membrana de dialise e os lipossomas, que sao

maiores (100 nm) figuem em seu interior (FIGURA 28).

j Membrana de Dialise
©@ Solucdo Q 0'
(3% o

O

Tampao

0o 257

Figura 28- Esquema do experimento de liberacdo do LA.

Foram preparadas LUV DPPC:LA 0,5 mM nos tampdes Tris-HCI 10 mM pH 7,4 e
Acetato 10 mM pH 5,0. Foi colocado 1 mL de amostra no interior de dispositivos de dialise
(Spectra/Por Float-A Lyzer G2 (Spectrum)) (FIGURA 29) com tamanho de poro 3,5 kD e, na
parte externa do dispositivo, 6 mL da mesma solucdo tampao em que foi preparada a amostra,
sob agitacdo. Para calcular o volume de solucdo tampdo que se deve adicionar na parte
externa do dispositivo, foi considerada a solubilidade do LA em agua (0,0183 mg/L), uma vez

que deve-se garantir que a concentracdo de LA no sistema seja pelo menos 3 vezes menor ou
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igual (0,0183 mg/mL) ao seu maximo de solubilidade em agua para evitar sua precipitacao na

fase aquosa.

Figura 29- Dispositivo de diélise.

A cada 1 hora, 1 mL da fracdo externa foi coletada e colocada em um eppendorf. Para
manter as condicdes de sink, 0 mesmo volume retirado foi reposto com solugdo tampéo. A
coleta foi feita por um periodo de 3 dias e a quantificacdo do LA liberado foi feita por

espectrometria de massas.

3.9 DIFUSAO DO ACIDO LAURICO POR CELULA DE FRANZ

A célula de difusdo de Franz (FIGURA 30) é uma célula de difusdo estética, de dose
finita, onde a pele € montada e a derme fica em contato com uma solucdo doadora,
mimetizando as condi¢@es in vivo. A temperatura do sistema deve ser controlada e mantida
por um banho termostatizado que envolve a camara receptora; a distribuicdo homogénea da
temperatura na solugdo € alcangada pelo emprego de barras magnéticas controladas por
agitadores magnéticos externos.

Como membrana para difusdo das LUV com LA foi utilizada a pele de orelha de porco,
que foi limpa e armazenada em freezer até seu uso.

Antes de realizar os experimentos com as LUV, foi realizado um ensaio piloto, apenas

com solucdo tampao, para verificar a quantidade de LA presente na pele de orelha de porco.
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Os experimentos foram realizados nos pHs 7,4 e 5,0, usando os tampdes Tris-HCI e Acetato,
respectivamente, ambos na concentragéo de 10 mM.

Foram colocados 5 mL da solucdo tampdo na camara receptora e 500 pL de amostra ou
solucdo tampéo na cdmara doadora. A célula de Franz foi colocada dentro de um béquer com
agua a 37 °C. A temperatura se estabilizou em 15 minutos e o tempo de incubacao foi de 8
horas, que € considerado o tempo méaximo de permanéncia de um produto na pele. A cada 1
hora foi retirada uma aliquota de 500 pL de solucdo da cdmara receptora para quantificar o
LA e verificar sua permeacdo sobre a pele. Para manter as condi¢Ges de sink, estes mesmos

500 uL foram repostos, utilizando as solu¢Ges tampao.

meio doador

membrana

meio receptor

Figura 30- Sistema de difuséo de Franz

3.10 QUANTIFICACAO DOS FOSFOLIPIDIOS

Aliquotas das amostras de LUV de DPPC:LA foram adicionadas a tubos de ensaio
previamente tratados com HCI concentrado e foram secas em estufa a 120°C. Ap0s secagem
adicionou-se 0,4 mL de &cido perclorico 70 % a cada aliquota. Os tubos foram mantidos por 1
hora em um digestor a 180 °C, tempo necessario para mineralizar os lipidios. ApoOs
resfriamento a temperatura ambiente, adicionou-se 1 mL de agua e 0,4 mL de molibdato de
amonio 1,25 % (p/v) as amostras. Os tubos foram agitados num vortex imediatamente apos
cada adicdo. Em seguida, adicionou-se as amostras 0,4 mL de uma solucdo de &cido ascorbico
3 % (p/v), agitaram-se os tubos em um voértex novamente e as amostras foram mantidas em

banho fervente por cerca de 10 minutos. Apés esse periodo os tubos foram resfriados em agua



49

corrente e a absorbancia foi lida em 797 nm. A curva padréo foi feita utilizando como padréo
uma solugéo de KH2PO4 0,001 M.

3.11 QUANTIFICACAO DO ACIDO LAURICO

Para a quantificacdo do LA referente aos experimentos de liberag&o de LA e difuséo por
célula de Franz foi utilizada a técnica de cromatografia liquida acoplada ao espectrémetro de
massas (LC-MS). A anélise foi realizada em um sistema Nexera X2 UPLC, consistindo de
duas bombas LC-30AD, um degassificador DGU-20A5R, coletor de amostras SIL-30AC e
forno CTO-20AC (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao). O sistema de MS era um LCMS-
8040 triplo quadripolo equipado com fonte de ionizacdo eletrospray (ESI) (Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japdo).

Antes da quantificacdo, foi necessaria extracdo do LA das amostras de lipossomas. As
amostras estavam armazenadas em eppendorfs de 1,5 mL, nos quais foram colocados 200 pL
de cloroférmio com uma seringa de vidro. Agitaram-se os eppendorfs e a fase organica foi
retirada e transferida para tubos limpos. A extracdo foi feita 3 vezes para cada uma das
amostras. Em seguida os tubos foram levados a um banho seco a 45 °C com nitrogénio para
que o cloroférmio fosse evaporado e restasse apenas a fase organica seca para Sser
ressuspendida em 500 pL de uma mistura acetonitrila:agua 80:20 (v/v).

A separacdo por cromatografia foi realizada utilizando uma coluna C8 de fase reversa
Kinetex core-shell (150 x 2.1 mm; 2.6 um particle size; 100 A) (Phenomenex, Torrance, CA,
USA). A temperatura da coluna foi mantida a 30°C. A eluicdo foi realizada no modo
isocratico, usando-se acetonitrila:agua 80:20 (v/v) em um fluxo de 0.2 mL min*. O volume de
injecdo foi de 2 pL e o tempo total da andlise foi de 12 minutos. Como padrdo interno, foi
utilizado o &cido miristico, um C14.

O espectrometro de massas foi operado no modo de ionizacdo negativa (ESI-) e os
dados foram adquiridos usando 0 modo de monitoramento maltiplas reacdes (MRM) para
melhorar a seletividade.

Através de MRM, um ion precursor é selecionado na primeira fase do detector MS
(Q1) entre os outros varios ions gerados na fonte de ionizacao. Este ion especifico é destruido
através de processo de dissociacdo induzida por colisdo na célula Q2, chamada também de
camara de colisdo. Na segunda fase do MS (Q3) um ion produzido é detectado entre 0s
fragmentos deste ion destruido.
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Em anélises de amostras cujo composto alvo estd presente em quantidades pouco
significativas, o uso do LCMS é por vezes inadequado e os niveis de ruido séo elevados.
Através de LCMS/MS, a analise pode ser realizada sem nenhuma interferéncia dos ions de
fundo presentes devido a seletividade de duas etapas de isolamento de massas.

Em LCMS/MS (MRM) a intensidade do pico do analito é baixa quando comparada a
uma anélise LCMS no modo SIM (Single lon Monitoring), porém o LCMS/MS possibilita
uma maior sensibilidade devido a melhora dos niveis de ruido e consequente aumento da
relacdo sinal ruido.

Os pardmetros para as analises foram: fluxo de gas de nebulizagdo (N2) 3 L min?,
temperatura de dessolvatacdo 250 °C, temperatura do cone de 400 °C, detector de voltagem
1,76 kV, gas de colisdo (argdnio) 230 kPa. A transicdo m/z 199.30>181.25, correspondente a

perda de uma molécula de agua do acido laurico, foi usada para a quantificacao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 ESTABILIDADE DAS VESICULAS COM ACIDO LAURICO

Uma das analises fisico-quimicas sugeridas para estudar alteracdes que nem sempre sao
perceptiveis visualmente em uma formulacéo é a analise de tamanho de particula. A analise
do perfil da curva de distribuicdo de particulas, durante um determinado periodo, permite
acompanhar o comportamento das particulas em suspensdo, evidenciando fenémenos de
instabilidade (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2004).

De um ponto de vista terapéutico, é importante demonstrar que as LUV contendo o
ativo de interesse sdo suficientemente estaveis para serem armazenados por um determinado
periodo de tempo e preservarem sua eficacia. A decomposicdo quimica dos fosfolipidios
(hidrélise ou oxidacdo) pode levar a instabilidade fisica das LUV, interferindo no seu uso. Os
fosfolipidios podem ser hidrolisados originando os liso-fosfolipidios e &cidos graxos. Os
lisofosfolipidios também s&o alvos de posterior hidrélise (CROWE; MCKERSIE; CROWE,
1989). O método de preparo das vesiculas, sua composicéo e o pH do meio estdo diretamente
relacionados a sua estabilidade.

Para avaliar a estabilidade das LUV contendo acido laurico em condicdes de prateleira
(T = 25°C), seu didametro hidrodindmico (Dh), assim como a polidispersidade (Pdl), foram
avaliados por um periodo de 30 dias de incubacdo com medidas realizadas a cada 5 dias.

Um PdI com valor igual ou abaixo de 0,2 indica uma faixa estreita de distribuicao
dos tamanhos de particula, indicando maior estabilidade. Valores menores que 0,05 sdo
geralmente obtidos com amostras muito monodispersas. Valores maiores que 0,7 indicam que
a amostra tem uma distribuicdo de tamanho muito ampla e provavelmente ndo é adequada
para medidas de DLS. Se tanto o Pdl quanto o Dh mantiverem seus valores durante um
determinado periodo de tempo, a formulacdo geralmente é considerada fisicamente estavel
(KLANG et al., 2012). Desta forma, estabilidade fisica das LUV foi expressa como o periodo
de tempo no qual o tamanho das vesiculas se manteve proximo a 100 nm (tamanho inicial da
preparacdo), com um aumento maximo do Pdl de 0,2 (JIN et al., 1999). Para LUV DPPC:LA

em pH 9,0 foram obtidos os resultados mostrados na Figura 31.
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Figura 31- Variacdo nos valores de Dh e Pdl em funcdo do tempo para LUV diferentes concentracdes de LA em
tampéo borato 10 mM, pH 9,0.

Os resultados obtidos em pH 9,0 mostram que a presenca do LA nas LUV favoreceu
sua estabilidade fisica. No periodo avaliado, as formulagcBes com concentragdes a partir de
20% de LA mantiveram seu tamanho proximo aquele do dia inicial da medida e a
polidispersidade se manteve abaixo de 0,2 ap6s um més. As amostras com LA apresentaram
melhores resultados do que os obtidos para a amostra contendo apenas DPPC, que teve
aumento no Dh e no Pdl principalmente apds o 15° dia de incubacéo.

Os resultados mostrados na Figura 31 estdo de acordo com trabalhos descritos na
literatura que mostram que a presenca de carga na membrana favorece sua estabilidade fisica,
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uma vez que evita fusdo e agregacao devido as interacdes eletrostaticas. Por isso as amostras
com maiores concentracfes de LA se mostraram mais estaveis nesta condi¢do de pH. O pKa
do acido laurico em agua é =~ 5,3 e seu pKa aparente na membrana ¢ ~ 7,5 (MORROW,;
KOENIG; SHEN, 2012). Em pH 9,0 a maior parte das moléculas de LA encontram-se
desprotonadas, com carga negativa, o que leva a maior estabilizacdo das particulas.

Na Figura 32 estdo os resultados de Dh e Pdl obtidos em pH 7,4 em func¢do do tempo.
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Figura 32- Variacdo nos valores de Dh e Pdl ao em fun¢do do tempo para LUV com diferentes concentracfes de
LA em tampdo tris-HCI 10 mM pH 7,4.

Em pH 7,4 também se observa uma diminui¢cdo do didmetro das LUV em fun¢do do
aumento da % LA. Em pH 7,4, que é préximo ao pKa aparente do LA na membrana, ainda ha
moléculas carregadas negativamente nas vesiculas, o que também favorece sua estabilidade

em relacdo a manutencdo do Dh. Diferentemente dos resultados apresentados para o pH 9,0,
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houve um aumento mais acentuado dos valores de Pdl, que atingiu valores superiores a 0,2
para as amostras com concentracdo igual ou maior a 30% de LA.

Outro fator que deve ser levado em consideracdo para se explicar a diminui¢do do Dh
com o aumento de LA é que a area da cabeca do LA é menor que a do DPPC e que o LA
possui apenas uma cadeia alquilica com nimero de carbonos menor que o do acido palmitico
do DPPC. Assim, um aumento na concentracdo de LA pode resultar em LUV de menor
diametro como observado na Figura 32.

Para verificar o efeito da protonacdo do LA no Dh e Pdl preparamos as LUV em pH
5,0 e determinamos esses parametros em funcdo do tempo (Figura 34). A Figura 33 mostra 0s
valores de Dh encontrados para as amostras com diferentes concentracfes de LA em pH 5,0,

medidas no dia de preparo das amostras.
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Figura 33- Valores de Dh e Pdl para LUV com diferentes %de LA em tampé&o acetato 10 mM, pH 5,0.

O pH da pele do rosto varia entre 4,5 e 6,0, dependendo do tipo de pele (PURDY; DE
BERKER, 2011). Esse pH é proximo do pKa do LA em &gua. Neste pH a maioria das
moléculas de LA na bicamada se encontram protonadas, com carga zero; isso favorece ainda
mais a sua particdo nas vesiculas e aumenta sua interacdo com os fosfolipidios componentes
da membrana.

Na Figura 33 observamos que ndo ha diminuigdo do Dh com o aumento da %LA, como
mostrado anteriormente para o pH 7,4 no dia em que as amostras foram preparadas (tempo de
incubacdo 0). Além disso, foi possivel confirmar que no dia inicial do ensaio todas as

amostras em pH 5,0 apresentaram Dh proximo a 100 nm.
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Figura 34- Efeito do tempo de incubacéo nos valores de Dh e Pdl para LUV com diferentes concentraces de LA em
tampéo acetato 10 mM pH 5,0.

Como se pode observar nos dados da Figura 34, em pH 5,0 a estabilidade fisica das
LUV foi bastante diferente dos resultados obtidos em pHs maiores. As vesiculas ndo se
mantiveram estaveis com relacdo ao tamanho durante todo o periodo de 30 dias e 0 aumento
da concentracdo de LA, [LA], levou a um aumento mais pronunciado do Dh em funcdo do
tempo do que nos pHs mais altos. As amostras com [LA] a partir de 40% se mostraram
instaveis, com altos valores de Dh e Pdl logo apds uma semana de incubacdo. Em pH 5,0 s6
foi possivel acompanhar a estabilidade fisica das amostras por 15 dias, pois a partir deste dia
todas as amostras ja apresentavam precipitados depositados no fundo dos tubos de ensaio
(Figura 37a).

As medidas de Dh para as amostras de LUV com LA em pH 3,0 no dia inicial estdo na
Figura 35. O efeito de tempo de incubagdo no Dh e PDI das LUV preparadas em pH 3,0 estéo
na Figura 36.
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Figura 35- Valores de Dh e Pdl para LUV com diferentes % de LA em tampéo formiato 10 mM, pH 3,0
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Figura 36- Efeito do tempo de incubacéo nos valores de Dh e Pdl para LUV com diferentes concentracfes de LA

em tampdo formiato 10 mM, pH 3,0.

No dia inicial da medida todas as amostras de vesiculas em pH 3,0 possuiam tamanho
proximo a 100 nm e PdI abaixo de 0,2. Apos 7 dias todas as amostras apresentaram Dh e Pdl
bem maiores que os determinados logo apos o preparo das amostras (Figura 36).

Em pH 3,0 observamos que as amostras apresentaram uma instabilidade ainda maior
do que em pH 5,0, sendo possivel realizar as medidas apenas por uma semana quando

algumas amostras apresentaram precipitados (Figura 37Db).
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Figura 37- Amostra de LUV com formag&o de precipitados em: a) Tampao acetato,
10 mM, pH 5,0; b) Tampéo formiato 10 mM, pH 3,0.

Em pH 3,0 quase a totalidade das moléculas de LA encontram-se protonadas e sua
interacdo com os fosfolipidios pode ocorrer através da formacao de pontes de hidrogénio entre
0 grupo carboxilico protonado e o fosfato das cabegas do DPPC. Em pH 3 ocorre também a
protonacdo do grupo fosfato do fosfolipidio, cujo pKa é 2,86. Ocorre, portanto, uma
diminuicdo das cargas na interface da bicamada devido ao aumento de LA e
consequentemente diminuicdo da % de DPPC nas LUV. Isto dificulta a interacdo com a agua

na interface das bicamadas o que explica a diminuicdo da estabilidade.

4.2 CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARREDURA

A presenca de LA na bicamada das LUV pode alterar sua fluidez dificultando ou
facilitando a sua passagem da fase gel para a fase liquido-cristalina. A calorimetria diferencial
de varredura permitiu verificar alteracdes que o LA causa nos parametros de transi¢do de fase
das vesiculas de DPPC.

Na Figura 38 apresentamos os graficos de Cp (kcal/mol/°C) vs temperatura (°C) de
LUV variando-se a % de LA nas vesiculas de DPPC. Observa-se com o aumento de
temperatura ocorre uma variacdo de Cp e, em uma temperatura especifica, observa-se um
maximo de em Cp para cada preparacdo de LUV. A temperatura aonde ocorre 0 maximo de
Cp corresponde a temperatura de transicdo de fase. A largura a meia altura do pico da

transicdo corresponde a cooperatividade do processo.
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Figura 38- Termogramas das LUV de DPPC/LA nos tampdes (a)borato 10mM pH 9,0, (b) tris-HCI
10 mM pH 7,4, (c) acetato 10 mM pH 5,0 e (d) formiato 10 mM pH 3,0.

Na Figura 38 observamos que LUV de DPPC ndo apresentaram pré-transigcdo. Isso
acontece pelo fato das analises terem sido realizadas com LUV. Ao utilizarmos MLV aparece
a pre-transicdo (resultado ndo mostrado), uma melhor definicdo dos picos devido a presenca
de mais lamelas nos lipossomas e, consequentemente, maior cooperatividade (MARIA,;

ALVES; COIMBRA, 2013). Na Figura 39 mostra-se o grafico de Tm vs %LA para LUV de
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DPPC:LA em todos os pHs. Como se pode observar, para o DPPC sem LA a variagdo de Tm
¢ muito pequena, variando de 41 até 41,6 quando o pH varia entre 9,0 ¢ 3,0.
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Figura 39- Valores de Tm de LUV de DPPC:LA obtidos para cada concentracdo de LA em diferentes pHSs.

Na Tabela 1 estdo os valores para a cooperatividade (A%) obtidos para todas as LUV
com e sem [LA] nas quatro condicdes de pH estudadas.

Tabela 1- Valores da cooperatividade para as LUV de DPPC:LA nos pHs 9,0, 7,4, 5,0 e 3,0.

Amostra AY2 pH 9,0 A% pH 7,4 AY2 pH 5,0 A% pH 3,0
DPPC 1.37 1.35 1.49 1.30
DPPC:LA 90:10 1.34 1.53 1.89 2.16
DPPC:LA 80:20 1.40 1.80 2.65 4.81
DPPC:LA 70:30 1.38 2.43 2.65 2.38
DPPC:LA 60:40 1.42 2.13 1.18 2.11
DPPC:LA 50:50 1.43 1.85 1.35 2.01

Para as LUV em pH 9,0 verificamos que a Tm das misturas de DPPC/LA diminuiu
guando comparada com a do DPPC sem LA e a variagdo é maior quanto maior € a % de LA
na mistura (Figura 39). Em pH 9,0 a concentragdo de ions laurato ¢ maior do que de acido
laurico protonado. Os ions laurato incorporados nas LUV criam um ambiente com cargas

negativas proximo das cabegas polares, favorecendo interagdes eletrostaticas repulsivas nesta
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regido. A entalpia envolvida no processo de transi¢do de fase depende das interagdes
envolvidas entre as cadeias hidrofébicas e entre as cabegas polares (BARROSO, 2011). Uma
pequena diminuicdo da Tm pode estar relacionada as forgas repulsivas ocasionadas pela
presenca de LA, que também aumentam a hidratacao da regido das cabegas polares das LUV,
facilitando sua passagem para a fase liquida cristalina. Por outro lado, a particdo do LA na
forma negativa deve ser menor em pH 9,0 do que em pHs menores ja que o laurato ¢ muito
mais solivel em agua do que o acido laurico e talvez por isso a diminui¢do de Tm ¢é pequena.
A cooperatividade da transicdo praticamente nao mudou em pH 9,0 (Tabela 1) e os picos
apresentaram larguras parecidas.

Em pH 7,4 observamos um aumento da Tm em mais de 1 °C para a amostra com 40%
de LA quando comparada a Tm do DPPC (Figura 39). As amostras com 40 e 50% de LA
apresentaram uma divisao no pico da transi¢ao de fase principal, indicando o inicio de uma
separagdo de fase com dominios lipidicos mais ricos € outros possivelmente mais pobres em
LA. Além disso, com a presenca do LA os picos se tornaram mais largos, indicando uma
diminuicao da cooperatividade, que também ¢ observada pelos valores da Tabela 1.

Para as LUV preparadas em pH 5,0 observou-se um aumento de Tm em fungdo do
aumento da % de LA. Nas amostras com 50% de LA houve um aumento de cerca de 4 °C na
Tm em comparagdo com as LUV de DPPC e uma diminui¢do da cooperatividade, maior do
que a observada em pH 7,4. Em pH 5,0 a largura a meia altura dos picos aumenta até a
amostra contendo 30% de LA e em maiores concentracfes de LA o perfil dos picos volta a ser
semelhante ao do DPPC (Figura 38, Tabela 1), sendo aparentemente uma amostra mais
homogénea, com uma transi¢éo de fase de primeira ordem.

Em pH 3,0 observa-se também que Tm aumenta com a % LA chegando-se a uma
variagdo de 5 °C nas amostras com 50% de LA, quando comparadas com amostras de DPPC
(Figura 39). Até as amostras com 20% de LA observou-se um pico bastante alargado e com
diferentes regides. Acima de 20% de LA a mistura se torna mais homogénea e o perfil dos
termogramas fica mais estreito (“sharp”).

Conforme o pH vai diminuindo, aumenta a concentragdo de LA protonado, o que
favorece a sua particdo nas bicamadas e interagdo com as moléculas de DPPC. Desta forma,
faz-se necessaria uma maior energia para que as membranas passem para uma fase mais
fluida. Isso indica que nestas condi¢des de pH a transicao da fase gel para a fase liquido
cristalina foi dificultada com a presenga do LA e comprova que a carga do acido laurico esta

bastante relacionada com seu efeito sobre as membranas e ndo apenas a sua cadeia alquilica.
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Por outro lado, a cooperatividade diminui. Isto pode ser devido a diminui¢do da interagdo
entre as moléculas de DPPC devido a presenca de do LA protonado que impede que as

cadeias do DPPC se acomodem tdo bem como na sua auséncia.

4.3 ESPALHAMENTO DE RAIOS-X A BAIXO ANGULO (SAXS)

O SAXS representa uma das técnicas mais adequadas para estudos estruturais a nivel
atdbmico e molecular. No caso deste trabalho, a técnica foi empregada para uma avaliacdo
criteriosa das modificacdes provocadas pela presenca do &cido laurico junto as LUV em
diferentes pHs.

A seguir, nas Figuras 40 e 42 estdo apresentados os dados obtidos apenas para o pH
7,4, a fim de servir como exemplo ilustrativo da analise, que foi realizada da mesma maneira
para todos os pHs. Serdo apresentados os dados tratados, para os quais foram feitas corregdes
e calibracbes necessarias comentadas anteriormente. Para uma melhor visualizacao grafica, as
curvas foram espacadas vertical e logaritmicamente. Os dados foram ajustados usando-se o
modelo de 4 gaussianas, descrito anteriormente, e em todos 0s casos nota-se que o ajuste é

satisfatorio, conseguindo descrever bem os dados experimentais.

Intensidade (u. arb.)

Figura 40- Dados experimentais de SAXS (circulos abertos) e ajuste com o modelo (linha cheia). Os ajustes sao
bastante satisfatorios em toda a regido de q considerada. As LUV de DPPC:LA foram preparadas em tampéo
Tris-HCI, 10 mM, pH 7,4. A concentracdo das LUV era 10 mM.
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Com o perfil das curvas de espalhamento pode-se obter informacdes sobre a

lamelaridade das vesiculas, como mostrado abaixo na Figura 41.

I(q) %

A)

Qv

I(q) 4
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<

Figura 41- A curva experimental de SAXS mostrando vesiculas A) multilamelares e B) unilamelares.

O perfil mostrado na Figura 41A é caracteristico de uma amostra com MLV e o perfil
da Figura 41B caracteristico de amostra contendo predominantemente LUV.

Como comentado na secdo “Materiais e Métodos”, o fator de forma ¢ calculado a partir
da modelagem do perfil de contraste de densidade eletrénica da bicamada lipidica, Ap(r).
Portanto, uma das informacdes provenientes do ajuste é o perfil Ap(r). Logo, seria possivel,
em principio, detectar mudancas na bicamada devido & presenca do acido laurico, seja em
contraste eletrénico, seja no aumento da espessura da bicamada.

Os perfis de contraste de densidade eletrénica usados para modelar o fator de forma
P(q) das bicamadas estédo representados abaixo (FIGURA 42).
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Figura 42- Perfil de contraste de densidade eletr6nico da bicamada lipidica de LUV em pH 7,4 contendo

diferentes razGes DPPC:LA obtido a partir do ajuste dos dados experimentais de SAXS.

No caso deste trabalho foi possivel constatar mudangas principalmente no contraste
eletronico no que se refere a regido correspondente as cabecas polares (Figura 42) em todas as
condicdes de pH na presenca do LA, mesmo nas menores concentracdes. Portanto, o acido
laurico interage predominantemente com as cabecas polares do lipideo.

Através dos parametros determinados no ajuste das curvas experimentais foram obtidos
0s parametros que descrevem a flexibilidade e a estrutura das bicamadas. Na Tabela 2, estdo
representados os valores para a espessura da bicamada lipidica, & (A), a periodicidade lamelar,
D (A), o parametro de Caillé (n) e 0 nmero de bicamadas correlatas (N).

E importante ressaltar que para as amostras com N=1 (amostras com vesiculas
predominantemente unilamelares) nao se aplicam valores para a periodicidade lamelar e para
o parametro de Caille, pois eles ndo apresentam estrutura e por isso ndo estdo representados

na Tabela 2.



Tabela 2- Valores dos pardmetros do modelo obtido a partir do ajuste dos dados experimentais de SAXS.
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Parametro 5(A)

Razao LA: DPPC pH3,0 pH5,0 pH7,4 pH9,0
1.0 51.0 ¢ 1.2 50.7 £ 5.9 513 + 51 520 * 29
0.7 505 ¢ 1.1 520 ¢ 1.9 509 + 0.7 51.2 + 29
04 521 ¢ 1.4 514 £ 6.9 508 + 3.7 521 * 69
0.3 519 ¢ 3.2 525 £ 9.2 526 + 27 521 + 22
0.1 51.7 ¢ 2.9 50.8 5.1 520 + 6.9 509 + 64
0.0 50.8 * 2.6 51.2 + 4.9 521 3.2 50.7 * 3.2

Parametro D (A)

Razdo LA: DPPC pH3,0 pH5,0 pH7,4 pH9,0
1.0 69.2 £ 24 NA 740 + 71 NA
0.7 70.0 3.2 71.0 # 0.9 720 £ 43 NA
0.4 73,0 + 54 69.9 + 9.1 NA NA
0.3 68.7 + 2.3 70.3 + 0.2 NA NA
0.1 NA 689 £ 1.1 736 £ 71 NA
0.0 NA 68.0 9.1 677 + 7.8 666 * 19

Parametro n

Razao LA: DPPC pH3,0 pH5,0 pH7,4 pH9,0
1.0 060 + 0.05 NA 0.60 + 0.10 NA
0.7 040 <+ 011 | 022 + 0.04 050 + 0.10 NA
04 030 + 005 | 023 + 0.03 NA NA
0.3 012 + 005 | 026 + 0.10 NA NA
0.1 NA 002 + 0.01 0.02 =+ o0.01 NA
0.0 NA 0.04 + 0.05 0.08 + 0.02 0.04 + 0.03

Parametro N

Razdo LA: DPPC pH3,0 pH5,0 pH7,4 pH9,0
1.0 1.3 + 0.1 1.0 + 0.1 1.1 + 01 1.0 + 01
0.7 1.8 + 0.1 1.3 + 0.1 20 £ 02 1.0 + 01
04 1.5 + 0.2 21 + 0.2 10 + 01 1.0 + 01
0.3 1.1 + 0.1 24 + 0.1 10 + 01 1.0 + 01
0.1 1.0 + 0.1 1.3 + 0.1 1.1 + 01 1.0 + 01
0.0 1.0 + 0.1 1.3 + 0.1 13 + 02 15 + 0.1
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4.3.1 Espessura da Bicamada

Como foi descrito na sec¢do 3.5.1 o pico do perfil de densidade eletrdnica descrito por
uma funcdo gaussiana representa a posicdo das cabecas polares e o centro corresponde ao
meio da bicamada. Com a distancia do centro da bicamada até o ponto correspondente a meia
altura da gaussiana foram obtidos os valores da metade da espessura da bicamada para todas
as preparacdes de LUV.

A partir da Tabela 2 construiu-se o grafico do comportamento de & (A) para as LUV

em funcédo da % de LA.
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Figura 43- Comportamento da espessura da bicamada em fungdo da % de LA nas LUV em varios pHs; barras de

erros com desvio padréo estdo representadas verticalmente.

No que se refere a espessura § da bicamada (Figura 43) é possivel concluir que ela é
praticamente constante em todos os casos (incluindo amostras constituidas apenas puramente
por DPPC), e possui um valor médio da ordem de § = 50 A. Apesar da significativa barra de
erros que aparece no grafico indicando o desvio padrao, isso mostra que a varia¢do no valor

do pH e da concentracdo de LA n&o altera significativamente a espessura da bicamada.
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4.3.2 Periodicidade Lamelar

Na Figura 44 sdo apresentados os dados para o comportamento da periodicidade lamelar
D (A) em funcéo da % de LA. O comportamento de D é inversamente proporcional ao vetor

de onda, sendo possivel verificar como a periodicidade lamelar modifica 1(q). A periodicidade
lamelar pode ser determinada pela lei de Bragg através da equacéo q; = %”, onde q: é o vetor

de onda do pico de primeira ordem.
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Figura 44- Comportamento da periodicidade lamelar em funcdo da % de LA das LUV; barras de erros com

desvio padréo estdo representadas verticalmente.

Na Figura 44 observamos que o parametro periodicidade lamelar D também apresenta

pouca alteracdo mesmo com a varia¢do do pH e aumento da [LA] e varia em torno de D =

70 A.

4.3.3 Parametro de Caillé

O pardmetro de Caille relaciona as constantes elasticas que caracterizam a

flexibilidade do sistema lamelar e pode ser descrito pela Equacdo 6:
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_ qokpT .
L (Equacdo 6)

onde K é o médulo de curvatura e B o modo de compressibilidade a potencial quimico
constante.

Alteracdes nas propriedades elasticas da fase lamelar sdo caracterizadas a partir do
parametro de Caille e da amplitude de flutuacdes das membranas. Quando a distancia de
separagdo entre as membranas diminui, o par@metro de Caille tende a decrescer, diminuindo a
amplitude de flutuacdo das membranas (GERBELLI, 2012). Como n € inversamente

proporcional a (KB), sua diminuic&o corresponde ao aumento da rigidez da membrana.
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Figura 45- Comportamento do Pardmetro de Caillé em funcéo da % LA de LUV de DPPC:LA da amostra; barras

de erros com desvio padrdo estdo representadas verticalmente.

Como podemos observar na Figura 45, o parametro de Caille tende a aumentar
conforme a % de LA aumenta em todos os pHSs. Isto significa que o LA deixa a membrana
mais flexivel independentemente de seu estado de protonacio e carga. E importante ressaltar
que este ensaio foi realizado a 25°C, temperatura abaixo da Tm do DPPC. Sendo assim,
abaixo da Tm, a presenca do LA aumentou a flexibilidade das membranas.
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4.3.4 Numero Médio de Camadas Correlatas

Nas curvas de SAXS para o pH 7,4, mostradas inicialmente na Figura 40, observamos
que elas se diferenciaram principalmente pela forma do(s) pico(s) largo(s) entre g = 0,04 e
g = 0,2 Al. Como comentado anteriormente, a forma desses picos indica se as vesiculas s3o
unilamelares ou multilamelares ou mesmo a predominéncia de uma estrutura sobre outra. No
modelo de ajuste, essa informacéo estd intimamente relacionada ao nimero médio de camadas
correlatas da vesicula, N. Se N = 1, entdo existe predominancia de vesiculas unilamelares. Se
N > 1, entdo existem vesiculas unilamelares e multilamelares, com predominéncia dessa
segunda estrutura.
O Grafico mostrado na Figura abaixo (Figura 46) mostra os valores obtidos para o

nimero médio de camadas correlatas.
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Figura 46- Comportamento do nimero médio de bicamadas correlatas, N, em funcdo %de LA das LUV; barras

de erros com desvio padrdo estdo representadas verticalmente.

No grafico mostrado na Figura 46 observamos que o niumero médio N de bicamadas
correlatas varia de maneira ndo previsivel conforme se altera a quantidade de &cido laurico
nas vesiculas. O pH 9,0 é a dUnica condicdo na qual as vesiculas se mantem

predominantemente unilamelares em todas as composicdes, exceto pela amostra contendo
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apenas DPPC. Neste pH o LA esta desprotonado e com carga negativa; a sua presenga na
membrana, mesmo nas menores concentragdes, parece ter favorecido a formacdo de LUV
devido a forcas eletrostaticas repulsivas que podem ter contribuido para a formacéo de apenas
uma bicamada. Em pH 7,4, comportamento semelhante ao obtido para as amostras em pH 9,0
é observado, exceto pela amostra contendo 40% de LA. Seguindo este mesmo raciocinio, em
pH 5,0 grande parte do LA j& se encontra protonado e com carga liquida zero. Por isso, uma
concentracdo maior de LA é necessaria para favorecer a formacdo das LUV. O pH 3,0 foi a
Unica condicdo em que a amostra contendo DPPC, sem LA, apresentou predominantemente
vesiculas unilamelares. A presenca do LA, por outro lado, pareceu induzir a formacdo de
MLV. Vale lembrar que o pH 3,0, como ja dito anteriormente, afeta 0 pKa do grupo fosfato

do DPPC, o que pode explicar os resultados encontrados para as amostras nesta condicao.

4.4 CRIOMICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Com o objetivo de confirmar se as vesiculas de DPPC/LA eram majoritariamente
unilamelares e visualizar como a presenca de LA afeta a estrutura da bicamada realizamos
uma série de experimentos tentando visualizar e quantificar esses parametros.

Para caracterizar a morfologia das vesiculas e verificar o efeito do pH e da
concentragdo de LA nas LUV, seis amostras foram estudadas: DPPC, DPPC:LA 70:30 e
DPPC:LA 50:50, cada uma delas nos pHs 7,4 e 5,0. Os ensaios de Criomicroscopia Eletronica
das amostras de LUV foram realizados no LNNano, localizado ho CNPEM, sob a supervisdo
do Dr. Rodrigo Portugal.

As imagens obtidas para as amostras contendo apenas LUV de DPPC, nas duas

condigdes de pH estdo na Figura 47.



70

100 nm

100 nm

Figura 47- Imagens de Crio-EM de LUV de DPPC em pH 7,4 (acima) e pH 5,0 (abaixo).

Nas imagens acima foi possivel verificar que tanto em pH 7,4 quanto pH 5,0, as
vesiculas de DPPC apresentaram um aspecto “multifacetado”, semelhante ao apresentado no
trabalho de Wu et. Al, que realizou ensaios de criomicroscopia para uma amostra de DMPC
(dimiristoilfosfatidilcolina).

Mesmo tendo sido extrusados com membrana com tamanho de poro de 100 nm, foi
observada uma quantidade significativa de vesiculas oligolamelares. Nas imagens também
foram visualizadas vesiculas pequenas, menores que 100 nm. A seguir, na Figura 48 estdo as
imagens obtidas para as amostras contendo 30% de LA, nos pHs 7,4 e 5,0.
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100 nm : . . - [Toon
Figura 48- Imagens de Crio-EM de LUV de DPPC:LA 70:30 em pH 7,4 (acima) e pH 5,0 (abaixo).

Comparando as imagens das LUV com 30% de LA com as amostras contendo apenas
DPPC, observamos que a morfologia das vesiculas sofreu alteragdes significativas. Kuntsche
(2011) mostrou que a composicdo da bicamada e o método de preparo dos lipossomas estdo
diretamente relacionados ao seu aspecto morfoldgico (KUNTSCHE; HORST; BUNJES,
2011).

Na Figura 48 observamos, em ambas as condi¢cBes de pH, vesiculas com duas
bicamadas e menor quantidade de vesiculas multilamelares, o que condiz com os dados
apresentados de SAXS, em que 0 aumento da concentracdo de LA favorece a formagdo de
vesiculas unilamelares (Secdo 4.5). Além disso, algumas vesiculas com um formato
semelhante a um quadrado e outras estruturas ndo esféricas foram observadas. Alguns desses
formatos podem ser atribuidos a regides da membrana com maior concentragdo de LA,

formando dominios.
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Abaixo, na Figura 49, estdo as imagens das amostras contendo 50% de LA:

100 nm

Figura 49- Imagens de Crio-EM de LUV de DPPC:LA 50:50 em pH 7,4 (acima) e pH 5,0 (abaixo).

As amostras contendo 50% de LA apresentaram vesiculas com formato mais
arredondado do que o observado nas imagens anteriores. Além disso, foram observados
também alguns fragmentos de membrana, caracteristicos de vesiculas que se romperam
devido & instabilidade.

Aparentemente quando a % de LA é baixa, ele é segregado nas LUV pelo DPPC e
ocorrem regides heterogéneas na bicamada, formando dominios ricos em LA. Quando a % de
LA é alta, a bicamada fica mais homogénea e o DPPC ndo consegue se segregar devido a sua
pequena quantidade na bicamada com relacdo ao LA.
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4.5 ENCAPSULAMENTO DE SONDAS NO COMPARTIMENTO AQUOSO INTERNO
DAS LUV

O objetivo desses experimentos foi verificar se LUV contendo LA possuem um
compartimento aquoso e se, existindo esse compartimento, a sua bicamada é permeavel a
passagem dos fluor6foros. Para isso determinamos a porcentagem de encapsulamento de CF
nas LUV de DPPC com diferentes proporc¢des de LA.

4.5.1 Encapsulamento de CFem pH 7,4

Vesiculas de DPPC:LA (volume da amostra e concentracdo de lipidio) contendo CF 2
mM em tampdo Tris/HCI 50 mM, pH 7,4, foram passadas em coluna de Sephadex e fracdes
de 1 mL cada foram recolhidas em tubos de ensaio. As fragdes recolhidas no volume morto da
coluna, Vo, continham vesiculas com CF (ou PTS) e as fragdes finais (Vi) o fluoréforo néo
encapsulado. Em seguida, mediu-se a fluorescéncia do conteddo de cada tubo. Quando
necessario, diluiu-se a amostra para que a fluorescéncia obtida estivesse dentro da regido
linear da curva de calibracdo de Fluorescéncia vs [fluoréforo].
Este experimento foi repetido preparando-se LUV em diferentes propor¢des de
DPPC/LA e calculou-se a porcentagem de encapsulamento para cada preparacdo (Tabela 5)
utilizando a Equacdo 2. Os valores calculados da % de encapsulamento de CF em pH 7,4

obtida experimentalmente estdo na Tabela 3:

Tabela 3- Encapsulamento de CF em LUV 10 mM em Tamp&o Tris-HCI 50 mM pH 7,4.

Amostra Encapsulamento CF (%)
DPPC 0.43
DPPC:LA 90:10 0.56
DPPC:LA 80:20 0.89
DPPC:LA 70:30 1.42
DPPC:LA 60:40 1.41
DPPC:LA 50:50 0.47

Observa-se na Tabela 3 que LUV com até 50% de DPPC/LA sao capazes de reter CF e

que, portanto, deve existir um compartimento aquoso que retém a CF. Curiosamente, em pH
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7,4 as amostras contendo acido laurico incorporam uma porcentagem maior de CF do que as
preparadas apenas com DPPC. A maior incorporacdo de CF se deu nas amostras contendo
30% e 40% de LA, o que pode indicar maior impermeabilidade das LUV devido a
concentracdo de LA. A amostra com 50% de LA também apresentou incorporacdo semelhante
a 100% DPPC o que mostra que mesmo nessa alta porcentagem de LA as LUV ainda mantém
a bicamada da com certa impermeabilidade, impedindo a livre passagem da CF para fora das

vesiculas.

4.5.2 Encapsulamento de PTS em pH 5,0

O mesmo procedimento utilizado para calcular a % de encapsulamento de CF em pH
7,4 foi realizado em tampédo acetato 50 mM, pH 5,0 incorporando-se PTS 1 mM nas LUV.
Calculou-se a % de incorporagéo de PTS nas LUV usando-se a Equagéo 2.
Os resultados estédo na Tabela 4.

Tabela 4- Encapsulamento de PTS em LUV 10 mM em tampao acetato 50 mM, pH 5,0.

Amostra Encapsulamento PTS (%)
DPPC 1.05
DPPC:LA 90:10 0.97
DPPC:LA 80:20 0.79
DPPC:LA 70:30 0.57
DPPC:LA 60:40 0.62
DPPC:LA 50:50 0.61

Em pH 5,0 observa-se que 0 maior encapsulamento se da na amostra contendo apenas
DPPC e conforme se aumenta a concentracdo de LA, menor é o encapsulamento de PTS,
diferentemente do observado com a CF em pH 7,4. O valor da % de encapsulamento usando-
se PTS como sonda nas LUV de DPPC foi maior do que o obtido usando CF. Isto pode
significar que a bicamada das LUV de DPPC e mais permeavel a CF do que ao PTS. Para
verificar se as diferencas de encapsulamento encontradas sdo especificas para cada sonda os
mesmos ensaios de incorporagdo foram repetidos utilizando a sonda CAT1 que foi
monitorada por EPR.
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4.5.3 Encapsulamento de CAT1 nas LUV

A fim de estudar mais detalhadamente o encapsulamento pelas vesiculas contendo LA
nos pHs 7,4 e 5,0, os experimentos foram repetidos usando agora uma sonda carregada
positivamente, o CATL1. Desta forma, também foi possivel verificar se o encapsulamento
observado anteriormente por fluorescéncia estava relacionado com interagdes eletrostaticas
entre os fluoroforos e a bicamada das vesiculas.

Neste método ndo houve necessidade de se eliminar a sonda externa a vesicula atraves
de coluna de cromatografia. Para suprimir o sinal do CAT1 ndo incorporado nas LUV
adicionou-se, apo6s o registro do sinal de EPR da sonda, um volume de éacido ascorbico
suficiente para eliminar a sonda ndo incorporada. Apenas a sonda que estava dentro das
vesiculas remanesceu devido a impossibilidade do ascorbato de atravessar a bicamada e reagir
com o CAT1 dentro das LUV. Antes de realizar os experimentos com as LUV, foram feitos
testes com controles sem as vesiculas nas duas condicGes de pH estudadas para garantir que a
concentracdo de ascorbato adicionada na cela era capaz de suprimir todo o sinal do CAT1
presente nas amostras.

Abaixo, na Tabela 5 estdo os resultados obtidos para o experimento de
encapsulamento com CAT1 em pH 7,4.

Tabela 5- Encapsulamento de CAT1 em LUV 10 mM em Tampdo Tris-HCI 50 mM pH 7,4.

Amostra Encapsulamento CAT1 (%)
DPPC 1.13
DPPC:LA 90:10 1.35
DPPC:LA 80:20 1.44
DPPC:LA 70:30 1.67
DPPC:LA 60:40 1.39
DPPC:LA 50:50 1.09

Os resultados obtidos de % de incorporagdo do CAT 1 (Tabela 5) se assemelham aos
obtidos com CF, mesmo que os valores absolutos sejam diferentes. Da mesma forma que para
a CF, um maximo de incorporacdo da sonda foi alcancado em 30% de LA. Apesar de neste

pH as vesiculas com LA possuirem carga negativa, a carga da sonda utilizada néo interferiu
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no encapsulamento ja que esta ndo foi muito diferente da obtida com CF, seguindo uma
mesma tendéncia. Além disso, provavelmente a alta forga i6nica do tampé&o utilizado compete
com o CAT1 pelos sitios negativos das vesiculas e dificulta a ligagdo do CAT1 por forcas
eletrostaticas as membranas restando apenas as sondas incorporadas no compartimento
aquoso interno das vesiculas.

As LUV contendo CAT1 também foram preparadas em pH 5,0 e os dados encontram-

se na Tabela 6.

Tabela 6- Encapsulamento de CAT1 em LUV 10 mM em tampéo acetato 50 mM pH 5,0

Amostra Encapsulamento CAT1 (%)
DPPC 1.14
DPPC:LA 90:10 0.99
DPPC:LA 80:20 0.85
DPPC:LA 70:30 0.82
DPPC:LA 60:40 0.78
DPPC:LA 50:50 1.67

Comparando-se o encapsulamento de CAT1 em pH 5,0 com os resultados obtidos com
PTS, observa-se que, usando o CAT1, a maior % de encapsulamento ocorreu na amostra com
50% de LA enquanto que com PTS o maximo de encapsulamento foi obtido para amostra sem
LA.

Para uma melhor visualizacao, nas Figuras 50 e 51 estdo dois graficos, que comparam

os resultados obtidos por fluorescéncia com aqueles obtidos por EPR.
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Figura 50- Comparacédo da porcentagem de encapsulamento de CF com o obtido usando CAT1 em LUV de
DPPC:LA, ambos em tampéo Tris-HCI 50 mM, pH 7,4.
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Figura 51- Comparacdo da porcentagem de encapsulamento de PTS com o obtido usando CAT1 em LUV de
DPPC:LA, ambos em tampdo acetato 50 mM, pH 5,0.

Na Figura 50 podemos observar que uma mesma tendéncia no encapsulamento ocorre
tanto para o experimento de fluorescéncia com CF quanto para o com CAT1 por EPR em pH
7,4, apesar dos valores absolutos serem diferentes . Ja em pH 5,0, como mostrado na Figura

51, os resultados obtidos com CAT 1 e PTS sédo muito semelhantes , a excecdo da amostra
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com 50% de LA, que apresentou valores de % de incorporacgdo bastante diferentes entre as

duas técnicas

4.6 LIBERACAO DO ACIDO LAURICO MEDIDA POR DIALISE

Para as LUV serem efetivas contra o microrganismo P. acnes, o LA deve permanecer
incorporado nas vesiculas. Desta forma, no desenvolvimento de lipossomas com a finalidade
de drug delivery deve ser caracterizada a retencdo e liberagcdo do ativo in vitro. Conhecendo
melhor estas propriedades, a formulagdo pode ser otimizada de forma a alcancar as melhores
condigdes.

Neste ensaio estudamos a liberacdo de LA em func¢éo do tempo, a 25 °C (temperatura
préxima a ambiente), de forma a mimetizar as condi¢des de prateleira e garantir que o ativo
permanecera incorporado nas vesiculas até o seu uso.

Preparou-se amostras de LUV a varios pHs e cada amostra foi colocada num-
dispositivo de dialise (ver Métodos) e aliquotas da preparacdo foram retiradas a cada 1h. Na
Figura 52 estdo os resultados de % de LA medido no compartimento aquoso externo para trés
amostras de DPPC:LA (90:10; 70:30 e 50:50) nos pHs 5,0 e 7,4, tampdo acetato e tris-HCI,
respectivamente, ambos na concentragdo de 10 mM.
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Figura 52- Concentracdo de LA liberado com o tempo das LUV de (a) DPPC:LA 90:10; (b) DPPC:LA 70:30 e (c) DPPC:LA
50:50 nos tamp@es acetato, 0.01 M pH 5,0 e tampao Tris-HCI 0.01 M 7,4. A concentragdo de LUV é 0.5 mM.

Era esperado que os lipossomas ndo passassem pelo poro da membrana de didlise, e
apenas o LA fosse liberado, devido ao seu tamanho; sendo assim, esse ensaio ndo foi feito
para uma amostra sem LA, uma vez que apenas o LA é quantificado.

Analisando os dados da Figura 52 podemos perceber que a amostra que mais libera
acido laurico em todas as condicGes de pH é aquela com apenas 10% de LA; porém, a
liberacdo foi ainda mais favorecida em pH 5,0. Para a amostra com 30% de LA, a liberacédo
foi maior em pH 7,4 e com 50% de LA os resultados obtidos foram semelhantes para ambas
as condicdes. Observamos que quanto maior a porcentagem de LA, menor € a sua liberag&o.
Em pHs maiores ha maior concentracdo de laurato, carregado negativamente, que pode estar
adsorvido na membrana de dialise, criando uma barreira com carga negativa, que impede a

passagem de LA pela membrana nestas condi¢des. Além do pH, quanto maior a concentracao
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de LA nas LUV, maior é a possibilidade de que ele esteja criando esta barreira. Ainda

estamos buscando entender melhor a relacdo entre as concentragdes de LA e sua liberagéo.

4.7 DIFUSAO DO ACIDO LAURICO POR CELULA DE FRANZ

Estudamos também a permeacdo dos lipossomas contendo acido laurico na pele,
utilizando a Célula de Difusdo de Franz. Os ensaios foram realizados nos pHs 7,4 e 5,0, com
formulacGes contendo diferentes concentracfes de LA.

Até o momento sabe-se que, independentemente do mecanismo de interacao
pele/LUV, as propriedades fisico-quimicas das vesiculas como sua composicdo e carga
afetam diretamente esta interacao.

Na Figura 53 estdo os resultados obtidos para as formulacdes em tampéo tris-HCI 10
mM, pH 7,4 e na Figura 54 em tampéo acetato 10 mM, pH 5,0.
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Figura 53- Porcentagem de permeacdo de LA com o tempo de LUV de DPPC:LA em tampéo Tris-HCI 10 mM,
pH 7,4. [LUV]= 0.5 mM.
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Figura 54- Porcentagem de permeacgdo de LA com o tempo de LUV de DPPC:LA em tamp&o acetato 10 mM,
pH 5,0. [LUV]=0.5 mM.

Observa-se nas figuras que o LA atravessa a pele com o0 aumento do tempo e chega a
um valor mé&ximo e aproximadamente constante apds 2 h.

Em pH 7,4 observamos que a amostra que melhor permeou a pele foi aquela contendo
30% de LA e a que menos permeou foi a com 10% de LA, a menor concentracdo estudada. Ja
em pH 5,0 a maior taxa de permeacéo foi obtida com a amostra contendo apenas 20% de LA.

Desta forma, observamos que as amostras com concentracbes mais altas de LA néo
foram as que mostraram maior permeacdo. E sabido que a pele age como uma barreira
negativamente carregada e que vesiculas carregadas negativamente geralmente difundem
melhor do que aquelas carregadas positivamente. As vesiculas carregadas positivamente se
acumulam na camada mais superficial da pele e ndo atingem o sitio de interesse (EGBARIA,
WEINER, 1990). Porém, se a concentragdo de LA nas LUV for muito alta (principalmente no
pH 7,4), a difusdo das LUV através da pele pode ser dificultada. Isso explicaria por que as
amostras com 50% de LA ndo tiveram maior permeacdo do que as LUV contendo menor
porcentagem de LA.

Os resultados de um trabalho realizado com lipossomas contendo Tretinoina (SINICO
et al., 2005) mostraram que o tamanho das vesiculas, e a sua lamelaridade, ndo afeta
significativamente a liberagdo de ativos sobre pele de porco, porém os melhores resultados
obtidos em termos de permeacdo foram alcangados com formulacao de lipossomas pequenos,

negativamente carregados e com uma Tm menor do que a temperatura da superficie da pele.



82

Bouwstra et al. (2003) mostrou que o estado termodindmico das vesiculas tem um
papel importante na liberacdo de ativos sobre a pele. A incorporagédo de ativos em LUV no
estado gel parece resultar em uma permeacao mais lenta do que no estado fluido.

Além da carga das vesiculas contendo LA, é provavel que as alteracfes que o acido
laurico causa na Tm do DPPC e, consequentemente, a alteracdo da fluidez das LUV também
esteja relacionada a taxa de permeacdo. Nos ensaios de DSC, verificamos que quanto mais
baixo o pH, mais o LA influenciou na Tm, aumentando o seu valor. Possivelmente em pH 5,0

esse efeito foi ainda mais acentuado.
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5 CONCLUSOES

Os lipossomas contendo &cido laurico se mantiveram estaveis a 25°C durante o periodo
de 30 dias nos pHs 9,0 e 7,4, que apresentaram diametro hidrodindmico estavel e menor
polidispersidade. Nos pHs 5,0 e 3,0 a estabilidade fisica dos lipossomas ndo se manteve
durante esse mesmo periodo de tempo. Mesmo que o pH 5,0 seja o valor de pH que melhor
representa a condicdo de pH da pele, pHs mais altos favoreceram a estabilidade da
formulacéo.

O LA se manteve dentro das vesiculas por quase 30 horas, quando se acompanhou a sua
liberacdo a 25°C nos pHs 7,4 e 5,0. As amostras com concentracdo maior de LA foram as que
apresentaram menores % de liberagdo com o tempo.

Os resultados de DSC mostraram que a presenca do LA nas bicamadas aumenta a sua
temperatura de transicdo de fase e diminui a cooperatividade, principalmente em valores de
pH mais baixos, quando grande parte do LA esta protonado e com carga liquida zero. Por
outro lado, os experimentos de SAXS mostraram que, abaixo da Tm, a 25°C, o LA parece
deixar a membrana menos flexivel em todos os pHs, mesmo em pequenas concentracdes de
LA.

Os ensaios de encapsulamento de CF e PTS por fluorescéncia e de CAT1 por EPR
mostraram que o LA favorece o encapsulamento de compostos hidrofilicos no compartimento
interno aquoso das vesiculas, principalmente em pH 7,4. Em pH 5,0 foram encontrados
resultados semelhantes de incorporacdo de PTS e CAT1, com excecdo das LUV com 50%
LA. Provavelmente o baixo encapsulamento encontrado para ambas as condi¢cdes de pH se
deve a uma diferenca de permeabilidade da membrana das vesiculas e também a
lamelaridade. Observou-se nas imagens de crio-TEM que muitas amostras apresentaram
vesiculas multilamelares e multivesiculares, o que diminui o encapsulamento de sondas
hidrofilicas no compartimento interno aquoso das vesiculas.

A morfologia das vesiculas apresentou diferengas considerdveis dependendo do pH e da
concentracdo de LA. Como observamos por SAXS, a espessura da bicamada ndo variou
muito entre as diferentes amostras, mas o numero de camadas correlatas variou bastante. 1sso
foi confirmado pelas imagens de crio-TEM que mostrou vesiculas com mais de uma bicamada
e morfologias muito diferentes daquelas esperadas e encontradas na literatura. E possivel que

até uma determinada concentracdo de LA ele forme dominios na membrana (regiGes pontuais
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com maior concentracdo de LA) e que a partir desta concentragdo a mistura se torne mais
homogénea com o LA distribuido uniformemente.

As vesiculas contendo LA em pH 7,4 e pH 5,0 foram capazes de permear a pele de
orelha de porco no periodo de aproximadamente 8 h. As amostras com maior concentracdo
de LA liberaram menos LA do que as LUV com 10 % LA nas duas condi¢cdes de pH.
Considerando-se que a pele € carregada negativamente, tal como as vesiculas contendo LA
(em pH 7,4), é possivel que exista um maximo de concentracdo de LA que favoreca a sua
difusdo na pele.

A caracterizacao fisico-quimica das vesiculas contendo LA mostrou que estes agregados
possuem caracteristicas interessantes para sua aplicagdo ndo somente em formulacdes
cosméticas, como proposto inicialmente, mas também sdo relevantes para o estudo de
misturas de lipidios e acidos graxos e aspectos relacionados a morfologia, estabilidade e

diferencas de permeabilidade das vesiculas.
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