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Resumo

A utilizagdo de carreadores ndo virais de farmacos, de baixo custo comercial, requer
estudo das propriedades fisico-quimicas e caracterizacdo desses carreadores. Uma opg¢éo
para carreador nao viral sdo vesiculas de lipidios sintéticos ou naturais, como 0s
cationicos brometo e cloreto de dioctadecildimetilamonio (DODAB e DODAC) e o
zwitterionico dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) respectivamente. O presente estudo
apresentam os efeitos dos sais NaCl e NaBr, e da glicose nas propriedades térmicas e
estruturais desses lipidios organizados em monocamadas (filmes de Langmuir) ou em
bicamadas (vesiculas). Foi também investigada acdo do copolimero Plurénico F127,
como helper, na solubilizagdo da molécula anticancerigena doxorrubicina nas vesiculas
investigadas, em soro fisioldgico, glicosado e caseiro como solvente. A acdo desses
aditivos nas vesiculas e monocamadas é investigada por calorimetria diferencial de
varredura, espalhamento dindmico da luz, espalhamento eletroforético da luz,
espectrofotdmetro-UV e medidas em cuba de Langmuir. Dentre os resultados obtidos
destacam-se a formacdo e caracterizacdo de vesiculas em soro e na presenca do
copolimero F127 e DOX.

Palavras-chave: Vesiculas anfifilicas, DODAB, DODAC, DPPC, Plurbnico F127,
contra ion, glicose.



ABSTRACT

The use of low cost non-viral carriers of pharmaceutical drugs in medicine requires
studies on the physico-chemical properties and characterization of such carriers. An
option for non-viral carriers are vesicles formed with synthetic or natural amphiphiles,
such as the cationic dioctadecyldimethylammonium bromide and chloride (DODAB and
DODAC) and the zwitterionic 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DPPC),
respectively. The present study introduces the effect of NaCl, NaBr and glucose on the
thermal and structural properties of these lipids organized as monolayers (Langmuir
films) or bilayers (vesicles). The action of the micelle-forming triblock copolymer
Pluronic F127, as a helper was also investigated, on the solubilization of the anticancer
molecule doxorubicin on the vesicles in saline, glucoside and saline/glucoside mixtures.
The action of these additives for vesicles and monolayers were investigated by
differential scanning calorimetry (DSC), dynamic light scattering (DLS), dynamic
electrophoretic light scattering (DELS), UV-Vis spectrophotometry, and Lagmuir Films
techniques. Among the results obtained, it is highlighted the formation and
characterization of vesicles and monolayers under physiological conditions of the

solvent, and in presence of F127 and DOX.

Keywords: amphiphilic vesicles, DODAB, DODAC DPCC, Pluronic F127, counterion,

glucose.
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Asgo Absorbancia em 500 nm

CMC concentracdo micelar critica
CMT temperatura micelar critica
CVC concentragdo vesicular critica
DNA &cido desoxirribonucleico
DODAB brometo de dioctadecildimetilamonio
DODAC cloreto de dioctadecildimetilamonio
DOX doxorrubicina

DPPC dipalmitoilfosfatidilcolina
EO oxido de etileno
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kg constante de Boltzmann
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T, temperatura de transigéo principal
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T’, temperatura de pds-transigao reversa

T, temperatura de pré- transicdo
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1 Introdugéo

1.1 Motivacgao

O desenvolvimento de doenga como o cancer é um processo de maltiplos passos
envolvendo mutacdes e selecdo da célula com a capacidade de proliferacdo,
sobrevivéncia, invasdo e metastase [ANDERSON et al., 2010]. A quimioterapia é um
do principal tratamento clinico, apesar dos efeitos adversos e da baixa eficiéncia, que
estd associada, por exemplo, a resisténcia a multiplas drogas (MDR), mecanismo de
defesa das células tumorais. Este mecanismo consiste da auséncia de resposta e
resisténcia a uma vasta gama de quimioterapicos [KLOPMAN, SHI, RAMU,1997,
HUBER; MARUIAMA; ALMEIDA, 2010]. Uma das caracteristicas mais intrigantes da
MDR é que os farmacos envolvidos ndo tém entre si analogia estrutural nem
farmacoldgica como, por exemplo, no caso da vimblastina e de doxorrubicina (DOX)
[HUBER; MARUIAMA; ALMEIDA, 2010].

O fendmeno MDR esta relacionado a superexpressao da glicoproteina-P (gp-P),
uma proteina de membrana plasmética que funciona como uma bomba de efluxo
levando a uma diminuicéo da concentragéo intracelular dos quimioterapéuticos [BRAY
et al., 2012; HUBER; MARUIAMA; ALMEIDA, 2010]. Uma alternativa ao tratamento
convencional € a utilizacdo de carreadores ndo virais, por serem menos toxicos,
imunogénicos e facilmente produzidos em larga escala, se comparados aos carreadores
virais, produzido com virus modificados para transportar o composto farmacéutico ou
material genético [OSTRO, CULLIS, 1989].

E previsto que a resisténcia aos medicamentos pode ser minimizada ou
suprimida quando anticancerigenos convencionais, como a DOX e materiais genéticos
(si-RNA), séo transportados simultaneamente até as células tumorais usando vesiculas
de fosfolipidios com o polimero neutro poli(etileno glicol), utilizado como helper, para
aumentar a estabilidade e o tempo de circulagdo do carreador [CHENG et al., 2002;
SAAD; GARBUZENKO; MINKO, 2008].

Alguns exemplos de carreadores ndo virais s&o as nanocapsulas poliméricas,
lipossomos (vesiculas), nanogéis e micelas poliméricas (Figura 1), que podem ser
utilizados na administracdo de agentes anticancerigenos ou de material genético [LIU et
al., 2017].
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Figura 1 - Modelos de carreadores nao virais.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Os carreadores ndo virais (e.g., vesiculas) na presenca dos aditivos tensoativos
ou poliméricos (helpers), exercem a funcéo de transportar farmacos até células tumorais
[LASIC; TEMPLETON, 1996; ZHADANOV; PODOBED; VLASSOV, 2002]. O
transporte de farmacos através da membrana celular pode ocorrer por endocitose, fusdo
celular, adsorcdo ou troca lipidica (Figura 2), dos quais, a endocitose é o mais
observado em vesiculas, devido as carateristicas fisico-quimicas do carreador,
possibilitando o acoplamento de moléculas em sua superficie e permitindo um
direcionamento especifico e controlado da liberacdo do agente terapéutico. Dentre 0s
fatores que afetam a adeséo celular e a entrega do farmaco destaca a densidade de carga
superficial e o tamanho do carreador [SOENE; BRISSON; CUYPER, 2009].

Figura 2- Esquema de possiveis acdes dos carreadores na membrana celular.
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Fonte: adaptado de LEHNINGER, 1985.
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Wu e colaboradores (1993) relataram que estruturas formadas por anfifilicos
cationicos com DOX, produz citotoxicidade in vitro e atividade antitumoral in vivo
superior de estruturas neutras [WU et al., 1993]. Estudos realizados por outros grupos
indicam que agregados anfifilicos catidonicos aplicados na liberacdo controlada de
quimioterapéuticos, sdo facilmente eliminados pelo sistema biolégico [McLEAN et al.,
1997, MAHATO et al., 1995,LITZINGER et al., 1996], enquanto que estruturas neutras
se localizam preferencialmente em tumores solidos [PAPAHADJOPOULOS et al.,
1991, HUANG et al., 1992, YUAN et al., 1994].

A utilizacdo de carreadores ndo virais formados por anfifilicos catibnicos apresenta
melhor resposta bioldgica comparada com a neutra. A fim de reduzir a citotoxicidade e
otimizar a eficiéncia na transfeccéo celular, utiliza-se na preparacéo dos carreadores ndo
virais, um helper. Os helpers sdo aditivos, como polimeros, copolimeros, tensoativos e
solutos em geral [LIANG; CHOU, 2009; LV et al., 2006; STEFANUTTI et al., 2014].
As interacGes dos helpers com lipidios e polimeros catidnicos resulta em alteragdes no
grau de fluidez e na estrutura dos carreadores (lipoplexos e poliplexos,
respectivamente), tornando-os mais eficientes e menos citotoxicos [OLIVEIRA et al.,
2012, OLIVEIRA, et al., 2014]. A eficiéncia e a especificidade na transferéncia de
genes, ou farmacos, aumentam consideravelmente quando empregamos sistemas mistos
de lipidios na presenca de aditivos (helpers) [ZHADANOV; PODOBED; VLASSOV,
2002].

1.2 Plurdnico F127 (F127)

Copolimeros triblocos do tipo [poli(oxido etileno)]a.-[poli(6xido propileno)]p-
[poli(éxido etileno)],, sendo a e b numeros de cadeias de OE (0xido de etileno) e OP
(6xido de propileno), respectivamente, sdo conhecidos como Plurdnicos (nome
comercial atribuido pela BASF, empresa que o fabrica) ou Poloxamer (nome dado
por Irving Schmolka, patente de 1973).

O copolimero consiste de blocos de segmentos do polimero EO e PO,
respectivamente hidrofilico e hidrofébico, dispostos na sequéncia P(EO),-P(PO)p-
P(EO), com tamanhos variados, dados pelos valores de a e b, que proporcionam grande
variedades dos copolimeros [KABANOV; BATRAKOVA; ALAKHOV, 2002a].
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A caracteristica anfifilica e a possibilidade de variar a extensdo dos blocos PEO
e PPO conferem aos copolimeros vasta gama de aplicacdo, como em sistemas de
distribuicdo controlada de farmacos e terapia génica, pois, dependendo da fragdo desses
segmentos hidrofilico/hidrofobico, um nimero de estruturas supramoleculares e fases
diferentes podem ser formados com potencial de aplicac@es diversas [HAMLEY, 2005;
WANKA; HOFFMANN; ULBRICHT, 1994, KABANOV; BATRAKOVA;
ALAKHOV, 2002b].

O copolimero F127 (PEOgg-PPOgs-PEOg), MM 12.600 g/mol, Figura 3,
apresenta valor de temperatura micelar critica (cmt) e concentracdo micelar critica
(cmc) dependente da concentracdo e temperatura, respectivamente [KABANOV;
BATRAKOVA; ALAKHOV, 2002a; MORTENSEN, 2001]. As micelas sdo formadas
pela associacdo dos segmentos de PPO no nucleo hidrofébico e o segmento de PEO,
hidrofilico, conforme mostrado na Figura 3a [ALEXANDRIDIS et al., 1994, 1995].

Figura 3- (a) Estrutura molecular de F127, onde a representa o numero de 6xido de

etileno e b representa o numero de éxido de propileno, sendo a = 99 e b = 65. (b)

mondmero F127, (c) representacdo esquematica de uma micela de copolimero tribloco

I
CH. ¢ CH
(2) HJ&O/ 2\CHz O/ KCHZ O/ 2\CHZJ*OH
a b a
PEO PPO PEO

em meio aquoso.

(©) =

Fonte: Lemos 2015.

Em solucdo agquosa e abaixo da cmc e/ou cmt, o copolimero F127 encontra-se na
forma monomérica. Acima do valor da cmc e/ou cmt, ocorre micelizacdo, com o nucleo
hidrofobico de PPO e uma coroa hidrofilica de PEO, Figura 3b [ALEXANDRIDIS,

HATTON, 1995]. Outra caracteristica dos copolimeros triblocos, é o grande potencial
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dessas moléculas de gelificacdo, sob condi¢bes especificas de concentracdo e
temperatura [BOHORQUEZ et al., 1999; CHAIBUNDIT et al., 2007; GAUCHER, et
al., 2005]. Portanto, variagcdes na concentracdo e na temperatura ocasionam alteragoes
estruturais com potencial de aplicacdo industrial [WENZEL et al., 2002, RASSING;
ATTWOOD, 1982, ZHANG; LAM; TAN, 2005; SU; WEI; LIU, 2003].

Os sistemas contendo F127 podem ser usados no design de novos modelos de
carreadores ndo virais de fAirmaco ou material genético. Estudos anteriores indicam que
F127 auxiliam na acgdo inibidora de ATP e quimisensibilizador da P-gp, sendo possivel
controlar a bomba de efluxo [KABANOV, BATRAKOVA, ALAKHOV, 2002b, LIU,
etal., 2014, CHENG, et al., 2014].

1.3 Doxorrubicina (DOX)

O antitumoral doxorrubicina (DOX) € um antibiético antineoplasico do grupo
das antraciclinas, Figura 4, isolado a partir de culturas fungicas de Streptomyces
peucetius, de uso corrente em oncologia, sendo aplicada por injecdo intravenosa como
um farmaco livre ou em formulacdo lipossomal [GABIZON, SHMEED,
BARENHOLZ, 2003]. E um farmaco com ampla gama de aplicacdes clinicas contra
varios tipos de tumores, incluindo sarcoma de Kaposi, carcinoma, leucemia, cancer de
mama, Utero, ovario, pulmdo [RANA, et al. 2011, SUZUKI, et al., 2005], prostata
[SCHER, et al. 1984] e bexiga [PAVONE-MACALUSO, et al. 1984].

Figura 4 - Estrutura Molecular da Doxorrubicina (DOX).

Fonte: Elaborado pela autora.
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O farmaco DOX ¢é uma molécula anfifilica que em sua estrutura quimica
apresenta um anel tetraciclina hidrofébica ligado, através de uma ponte glicosidica, a
um aminossacaridio hidrofilico, Figura 4. Em pH fisiologico, a DOX contém um grupo
amina carregado positivamente sendo atraido eletrostaticamente para os grupos fosfato
dos acidos nucleicos, carregados negativamente, podendo ser intercalada entre os pares
de nucleotideos da dupla fita de DNA [LOWN, 1993, GEWIRTZ, 1999].

Como a maioria dos farmacos quimioterapicos, tem toxicidade e efeitos adversos
ligados a sua utilizagdo, sendo a mais perigosa a cardiotoxicidade, que relacionada com
a elevada afinidade com os fosfolipidios carregados negativamente, das membranas das
mitocondrias. O fato dos musculos cardiaco (miocardio) conter excesso de mitocondria
explica, em parte, a alta cardiotoxicidade da DOX, o que limita a dose a ser
administrada [MINOTTI et al., 2004].

1.4 Vesiculas anfifilicas

Os lipidios em geral sdo moléculas anfifilicas classificadas, de acordo com suas
composi¢des quimicas, como anibnicos, catibnicos, ndo idnicos ou dipolo elétrico
(zwitterionicos). Os fosfolipidios apresentam um grupo fosfato em sua estrutura
quimica, por exemplo, o DPPC ¢é um fosfolipidio zwitteribnico com dupla cadeia
alquilica saturada, e a fosfatidilcolina, presente na porcdo polar da molécula, com
grande estabilidade a variacdo de pH e forga ibnica do meio, o que lhe confere
consideravel potencial carreador de compostos terapéuticos [BATISTA; CARVALHO,
MAGALHAES, 2007].

Os lipidios catibnicos sdo sintéticos aqueles derivados dos sais de amdénio
quaternario, da serie de brometo de dialquildimetilamonio, todos contém dupla cadeia
alquilica sem insaturagdo, sendo o0s mais estudados o brometo de
dioctadecildimetilamdnio (DODAB) e o cloreto de dioctadecildimetilamdnio (DODAC)
devido sua alta estabilidade na formacdo de estruturas coloidais. Estes sistemas
coloidais sdo promissores para aplicacbes em areas farmacéuticas e industriais, com a
vantagem de apresentar baixo custo comercial comparado com os sistemas coloidais
formados por lipidios naturais [MARQUES et al., 2002, FEITOSA et al., 2006a].
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Os lipidios catidonicos também sdo promissores na aplicagdo em gene delivery
devido ao seu potencial para compactar e descompactar acido nucleicos, por interacao
eletrostatica, a fim de transporta-lo até a célula-alvo.

Devido ao efeito hidrofobico, resultado do contato energeticamente desfavoravel
entre a parte apolar dos lipidios e moléculas de agua, e repulséo eletrostatica entre os
grupos polares [GRADZIELSKI et al., 1999, SEGOTA;TEZAK, 2006], os lipidios
podem ser associa¢do em diferentes agregados como micelas, vesiculas, monocamadas
(ou filmes de Langmuir) e bicamadas unilamelares ou multilamelares, entre outras

estruturas mais complexas (Figura 5).

Figura 5- Representacdo esquematica de um lipidio (a) e de trés estruturas
formadas por lipidios em solucdo aquosa: vesicula unilamelar (b), bicamada (c)

e monocamada (d).

(a)
Regido hidrofilica | |
( Polar) [
Cauda hidrofébica —
(Apolar)

Vesicula Bicamada Monocamada

> (d)
(b) ©

Fonte: Lemos 2015.

As vesiculas sdo exemplo de carreadores ndo virais, que consistem de bicamadas
fechadas de lipidios, de modo a reter uma porg¢do do solvente no interior, onde podem
ser solubilizadas moléculas hidrofilicas de pequeno e médio porte. Elas também
apresentam a capacidade de encapsular compostos lipofilicos, inseridos ou adsorvidos
na bicamada [KUNITAKE, OKAHATA, 1977]. O tamanho e a geometria das vesiculas
dependem da arquitetura do lipidio, do parametro de empacotamento (P), da
concentracdo e do método de preparacdo [ISRAELACHVILLI, 2011].

O parametro de empacotamento do lipidio, P = v/al, onde v e | representam o

volume e comprimento das cadeias hidrofébicas respectivamente e a representa a area
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ocupada pelo grupo polar do lipidio no agregado formado [ISRAELACHVILLI, 2011].
Assim, para micelas, P < 0.5, vesiculas, 0.5 < P < 1, e bicamadas, P = 1
[ISRAELACHVILLI, 2011, p.549], outras geometrias sdo apresentadas no Tabela 1.
Os lipidios que formam vesiculas tém geometria aproximadamente cilindrica regular ou
cone truncado, e as vesiculas podem ser uni ou multilamelares [ISRAELACHVILLI,
2011, p. 559].

A estrutura do agregado pode ser alterada com variagcdo de concentragdo. Em
pequenas concentracdes, vesiculas unilamelares sdo predominantes; porém, em
concentracdes maiores estruturas mais complexas (multilamelares ou multivesiculares)
passam a predominar. Esse comportamento, no entanto, depende da arquitetura do
lipidio [FEITOSA; BARRELEIRO, OLOFSSON, 2000].

A estrutura e 0 tamanho das vesiculas estdo relacionados ao método de preparo
das mesmas. Os métodos mais utilizados sdo o espontaneo, injecdo organica (etandlica,
cloroférmica etc.), sonicacdo, extrusdo e hidratacdo de filmes lipidicos [FEITOSA;
BROWN, 1997, FEITOSA; BARRELEIRO; OLOFSSON, 2000, OLSON et al.,1979,
BATZRI; KORN 1973]. Dentre esses métodos, destacamos o método espontaneo, que
consiste na formacdo das vesiculas em solvente aquoso, por diluicdo simples do
composto sobre agitacdo mecénica, acima de sua temperatura de transicdo [FEITOSA,
KARLSSON, EDWARDS, 2006]. Neste trabalho optamos pela formacéo das vesiculas
de DPPC, DODAB e DODAC pelo método espontaneo, por ndo envolver nenhum tipo

de contaminante (solvente organico, fragmento do probe de sonicacgéo).

Tabela 1- Estruturas e formas de lipidios e agregados, e 0s respectivos parametros de
empacotamento.

Estruturas —
geométricas v w @ D
Cone | Conetruncado | Cone Cilindrico | Cilindrico
truncado invertido
P =vl/al P>1/3 1/3<P<¥ 12<P<1 Px=1 P>1
Estruturas
dos Micelas Micelas Vesiculas Bicamadas | Estruturas
agregados | esféricas globulares ou reversas
cilindricas

Fonte: Adaptado de ISRAELACHVILLI, 2011, p.549.
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O comportamento térmico (Figura 6) é uma caracteristica de bicamadas que
pode ser usada para monitorar interacdo de farmaco com vesiculas. A transi¢cdo de
estado gel para liquido-cristalino (LC) ocorre em muitas bicamadas lipidicas em torno
de uma temperatura caracteristica, Tr,. Essa transi¢do ocorre numa faixa de temperatura
que depende do tipo de lipidio, da concentracdo lipidica, do método de preparacdo das
vesiculas, do tipo de estrutura supramolecular formado, e da presencga de aditivos em
geral (capaz de afetar o tipo de estrutura). Desse modo, a T, € uma caracteristica do
sistema vesicular e ndo do lipidio [FEITOSA; JANSSON; LINDMAN, 2006].

Outra caracteristica térmica importante das vesiculas consiste no fato da
transicdo gel para LC ocorrer, diretamente ou ndo, no aquecimento da amostra.

As vesiculas de DODAC possuem uma Unica transicdo térmica, atribuida a
transicdo gel para LC, em torno de T,,, DODAB possui trés transi¢cGes térmicas bem
definidas, em torno de Ts, Ty € Tp, onde Ts € a temperatura de transicdo do estado gel
para o estado intermediario (entre gel e LC), T, representa a temperatura de transi¢do
do estado intermediario para o LC [FEITOSA et al., 2012, ARIAS et al., 2018].

As vesiculas zwitterionicas de DPPC, possuem duas transicdes térmicas, Ts
(estado intermediario) e T, [NAUMANN, BRUMM, BAYERL, 1992, ARIAS et al.,
2018, SARIISIK, et al., 2019] o comportamento térmico das vesiculas de DPPC se
assemelham ao de DODAB.

Figura 6 - Transi¢Oes de estados caracteristicas de bicamadas lipidicas.
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Fonte: Lemos 2015.
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Na fase gel da bicamada as caudas dos lipidios estdo completamente distendidas,
no seu interior, numa direcdo perpendicular ao plano da bicamada, deixando esta mais
rigida e mais espessa; no estado liquido-cristalino (LC), as caudas dos lipidios
encontram-se recolhidas (all-trans), deixando a mais fluida, Figura 6. No estado
intermediério encontram-se inclinadas em relagdo ao plano da bicamada, conferindo
uma ondulacdo para a bicamada das vesiculas. As alteracdes das vesiculas apresentam
uma e transicdes um pico endotérmico no termograma DSC em torno da temperatura Ts.
Em é4gua, os valores da T, diferem para DODAB e DODAC, T ~ 45 ¢ 49 C,
respectivamente, sendo para DODAB, T ~ 36 'C [FEITOSA, 2010, FEITOSA et al.,
2012, FEITOSA et al., 2009].

A terceira transicdo do DODAB apresenta uma temperatura em torno de T, ~ 53
°C. Esta transicdo se deve a formacdo de estruturas de bicamadas multilamelares, mais
compactamente organizadas do que as bicamadas das vesiculas unilamelares [FEITOSA
etal., 2012].

No resfriamento, as vesiculas de DODAB, DPPC ou DODAC apresentam uma
transicdo reversa do estado LC para o estado intermedidrio ou gel em T’y < Tp,
apresentando, portanto, histerese térmica, AT, = T, — T’m, caracterizando reacéao
distinta da bicamada no aquecimento e resfriamento [FEITOSA et al., 2012, ARIAS et
al., 2018]. A largura do pico de transicdo (ATy») representa 0 inverso da
cooperatividade da transicdo térmica, que indica a facilidade em ocorrer a transicdo e
sua inversa. Essas propriedades térmicas serdo exploradas comparativamente aos
respectivos valores na auséncia e na presenca de aditivos.

As formulagdes a base de lipidios catibnicos possuem caracteristicas para
interagir com as membranas bacterianas, negativamente carregadas, devido a atracao
eletrostatica, possibilitando o transporte de farmacos através do acumulo nos locais
afetados. Estima-se que este sistema de entrega dos farmacos utiliza uma quantidade
menor de principio ativo e apresenta eficiéncia aumentada, pois possibilita o
direcionamento do farmaco [JAIN, 2008, CHEN, et al., 2015].

O interesse pelo estudo das vesiculas é crescente, especialmente relacionado a
propriedades como a concentragdo vesicular critica (CVC), efeitos da composicéo e
concentracdo anfifilica, método de preparacéo, e aditivos em solugédo. A especificidade
de ions ou moléculas adicionadas a solucdo, promove interacdes que alteram o
empacotamento das cadeias alquilicas na bicamada [BLANDAMER et al., 1997, VAN
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DER LINDEN, BUYTENHEK, 1997] e, consequentemente, a acdo carreadora das
vesiculas.

Estudo recente da interacdo de F127 com vesiculas catidnicas demonstra que em
baixas concentracdes (até 0,8 mM) de F127, as vesiculas sdo preservadas, formando
estruturas mistas. Em concentracGes maiores de F127, as vesiculas se desestabilizam,
com formacgdo de estruturas mistas menores, compativeis com micelas [LEMOS;
ADATI, FEITOSA, 2019].

Liu e colaboradores, desenvolveram nanocapsulas poliméricas de F127, na presenca
de helpers como p-nitrofenila, acido hialurénico (HA) ou poli (s-lisina) (PL), utilizadas
no controle da liberagéo de cloridrato de doxorrubicina (DOX-HCI) em solugéo aquosa.
O farmaco foi encapsulado fisicamente nas nanocapsulas e a curva de liberacéo,
mostrou que parte do composto foi liberado gradualmente [LIU et al., 2017].

Devido a aplicacdo industrial e farmacéutica das vesiculas, e sua capacidade de
mimetizar biomembranas para o transporte de pequenas moléculas, os estudos sobre a
formacdo e estabilidade das vesiculas carregadas em solucdo de sais simples, como
NaCl e NaBr, moléculas de glicose e em solucdo fisiologica, se justificam como
aspectos importantes para monitorar as propriedades, visando possivel aplicacéo.

Aa solucdo de NaCl 0,9% (p/p) em &gua, de glicose 5% (p/p) em agua e a
mistura destas solucdes, podem ser usada para nutrir e/ou hidratar. A solucdo de NaCl
0,9% (p/p) é uma solucdo estéril, normalmente usada para infusdo intravenosa, mas
também para lavagem de lentes de contato, irrigacdo nasal, entre outras aplicacdes
[PUBCHEM, 2018, OLARTE et al., 2014].

1.5 Monocamadas anfifilicas

As monocamadas anfifilicas podem ser formadas através da técnica dos filmes
de Langmuir na superficie ar-agua, sendo um bom modelo para mimetizar o
comportamento na membrana celular. As monocamadas séo amplamente utilizadas em
estudos das propriedades das moléculas anfifilicas na interface, como lipidios naturais
ou sintéticos, polimeros, proteinas, e sua interagdo com outras moléculas [OLIVEIRA,
1992].

A utilizacdo de monocamadas, que permite o controle da composicdo da

membrana, do estado de compactacdo, da estrutura da monocamada e da planaridade
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que lembra o formato de uma superficie celular (ao contrario de vesiculas que possuem
grande curvatura). A maior desvantagem das monocamadas €, talvez, a inviabilidade de
estudos de transportes através de membrana e de carreamento de moléculas. Portanto, é
necessario complementar o estudo com sistemas vesiculares. Porém, a similaridade
entre esses dois sistemas anfifilicos é comprovada por alguns autores [HASEGAWA et
al., 1997, OLIVEIRA,1992].

Esta similaridade est& associada a organizagdo molecular, similar a assumida por
fosfolipidios nas membranas celulares. Assim como os fosfolipidios, os anfifilicos
catibnicos DODAB e DODAC, devido ao equilibrio hidrofébico-hidrofilico, também
tendem se estruturar em monocamadas estaveis na superficie da agua [CAVALLI et al.
2001]. Para que o filme anfifilico tenha uma espessura fina (molecular), a area
superficial deve ser suficientemente extensa e a quantidade de material espalhado na
interface ar-agua suficientemente pequena [FERREIRA, et al. 2005, OLIVEIRA, 1992].

Normalmente, durante a formacdo da monocamada, podem ser observadas
quatro regides ou fases: regido I: fase gasosa, na qual as moléculas estdo afastadas entre
si, ndo havendo interacao entre elas e a pressdo interfacial é zero; regido Il: fase liquido-
expandido (LE), na qual as moléculas estdo proximas, com menor interacao, regido IlI:
fase liquido-condensada (LC), onde as moléculas estdo préximas, de modo a interagir
com sua vizinha mais préxima; e regido 1V: fase sélida (S), na qual as moléculas estéo
densamente empacotadas de modo a colapsar com o aumento da pressdo. Podemos
denominar ainda, a regido de colapso como regido V, na qual as monocamadas se

sobrepdem irreversivelmente, Figura 7 [FERREIRA, et al. 2005].

Figura 7 - Transicdes de fase em monocamadas do DPPC.
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Fonte: Adaptado de FERREIRA, et al. 2005.
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Assim, diferentes grupos de pesquisa utilizam filmes de Langmuir como modelo
para estudar a interacdo de biomembranas com biomoléculas, como peptideos
[MAGET-DANA, 1999], enzimas [GIRARD-EGROT; GODOY; BLUM, 2005],
polimeros sintéticos [BREZESINSKI; MOHWALD, 2003], sensores bioldgicos
[SIONTOROU et al.,2017], ions [CAVALLLI et al., 2001, TAYLOR; DONG; JONES,
1996], dentre outros.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Investigar propriedades térmicas e estruturais de vesiculas catidnicas e
zwitterionicas em diferentes ambientes aquosos e na presenca de helper, visando a

incorporacéo de farmacos.

2.2 Objetivos especificos

(1) investigar o efeito da concentragédo (0,1- 400 mM) dos sais NaCl e NaBr em
vesiculas e monocamadas de DODAB, DODAC e DPPC.

(2) investigar o efeito da concentracdo (0,1- 400 mM) de glicose em vesiculas e
monocamadas de DODAB, DODAC e DPPC.

(3) investigar a formacdo das vesiculas catidnicas em soro (SF), glicosado (SG)
e caseiro (SC) na auséncia e na presenca de Plurnico F127.

(4) realizar testes de incorporacdo de DOX nas vesiculas catibnicas contendo
F127,em SF, SG e SC.
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3.1 Materiais e Métodos

3.1.1 Reagentes
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Na Tabela 2 séo apresentadas as estruturas moleculares dos compostos quimicos

utilizados neste estudo, massa molar e procedéncia comercial. DODAC foi obtido a

partir de DODAB em coluna de troca ibnica e recristalizado conforme relatado

[CUCCOVIA et al., 1997]. Todos os compostos anfifilicos utilizados com grau de

pureza > 98 % e foram utilizados sem purificagio adicional. Agua ultrapura, qualidade
Milli-Q (modelo Direct-Q UV-3), resistividade 18,2 MQ.cm em 25 °C, foi utilizada na

preparacdo das amostras.

Tabela 2 — Estruturas moleculares dos compostos quimicos utilizados neste trabalho.

Nome Estrutura Massa Fabricantes
do Quimica molecular
composto (g/mol)
DODAB O MBI NN Sigma-
S CERN e VS T S e ;
DODAC %7 SN A A A A~~~ 286,30
/ s 0 Sigma-
DPPC /g\/\o_ﬁ,_o/\/\ob\/\/\/\/\/\/\ 734,04 Aldrich
0 6
o}
F127 T Sigma-
12.600 Aldrich
CH CH CH
HA-07 ““CHyAd4-07" ScH,44-07 2‘CHQJ—OH
g9 67! 99
O OH 0 o Sigma-
g 543,52 Aldrich
ox O Jos
O 0 OH O, o
(L
NH,
o Merck
Glicose O 180,16
OH OH
OH
NaCl @ Merck
Na ClI 58.44
NaBr @ O Dinamica
Na Br 102,89

Fonte: Elaborado pela autora.



33

3.1.2 Preparo de vesiculas

As dispersdes de vesiculas anfifilicas foram preparadas por diluicdo simples das
moléculas anfifilicas em solucdo aquosa na temperatura adequada, e na concentracao
fixa de 1 mM. As dispersdes de DODAC, DODAB e DPPC, foram solubilizadas em
agua, solucdo de NaCl ou NaBr (0,1 a 400 mM), solugdo de glicose (0,1 a 400 mM) e
soro SF, SG e SC, sob agitagdo magnética lenta durante 1 h, a 60°C, isto é, acima da
sua temperatura de transicdo (Ty,), dos trés anfifilicos, Figura 8a. Em seguida, foram
resfriadas a temperatura ambiente (25 °C) para estocagem.

Dispersfes das vesiculas de DODAC, DODAB e DPPC 1 mM com F127 0,2
mM, em agua ou em soro (NaCl 0,9% (p/p)), glicosado (5% (p/p)) ou caseiro ( 0,9% +
5% (p/p)) foram preparadas utilizando o processo descrito na Figura 8. DOX 0,5 mM
foi adicionado ao soro fisiologico, glicosado ou caseiro, ¢ a mistura foi usada no
preparo de dispersdes de vesiculas cationicas mistas (1 mM), com F127 0,2 mM, de

acordo com o esquema da Figura 8b.

Figura 8- (a) Esquema do método de preparo de dispersdes mistas de DODAB,
DODAC ou DPPC em solugdo aquosa, salina, glicosada ou F127, (b) Esquema do
método de preparo de dispersGes mistas de DODAB, DODAC ou DPPC com F127 e
DOX.

(a) (b)

NaCl Tl‘?aCI

NaBr glicose

glicose ‘ <« Agua

Agua SF
SG
SC
Solugdo salina (NaCl e NaBr)
Solu¢do de glicose e X
1
Lipidio Soros / DOX (0,5 mM)
Aquecimento 60 °C = Lipidio/F127
60 min - o
sob agitacio Aquec1men.t0 60°C
S 60 min
sob agitacido
Vesiculas 1 mM — ’
em NaCl ou
NaBr ou Vesiculas 1 mM /F127 0,2 mM /DOX 0,5 mM
. €m SOoros
glicose

Fonte: Elaborado pela autora.
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3.1.3 Preparo dos filmes de Langmuir

As monocamadas foram formadas por espalhamento de 17 uL. de uma solugédo
cloroférmica de DODAB, DODAC ou DPPC (1 mg-mL™) na superficie ar/agua ou
ar/solucéo aquosa, solugdo contendo NaCl ou NaBr (0,1 a 200 mM), solucdo de glicose
(0,1 a 400 mM) ou soro SF, SG ou SC. A solucdo lipidica permaneceu em repouso por
15 minutos antes de varrer a superficie com as barreiras moveis, para evaporacao do
solvente organico. As isotermas foram registradas usando uma velocidade de barreira de
10 mm-min™. Todas as experiéncias foram realizadas a temperatura ambiente (25 + 1

°C), em triplicata.

3.2 Técnicas de caracterizacdo

3.2.1 Espectrofotometria UV-vis

As medidas de turbidez foram realizadas em um espectrofotdmetro Cary Bio 300
UV-Vis (Varian, Mulgrave, Australia), equipado com cubetas de quartzo retangulares
de comprimento éptico 1 cm. A espectroscopia em UV-Vis tem ampla aplicagdo em
pesquisas fisicas, quimicas, bioquimicas, farmacoldgicas, dentre outras. A técnica
consiste da incidéncia de uma radiacdo eletromagnética, na regido ultravioleta (UV) ou
visivel (Vis), sobre a amostra, onde se observa absorcdo, espalhamento ou transmissao
da radiagdo, de modo que a intensidade total da radiacdo seja conservada. No estudo
utilizamos radiacdo (luz) visivel, que ndo é absorvida pelos anfifilicos. Neste caso, I, =
Is + I, onde I, Ise I, representam a intensidade da luz incidente, espalhada e
transmitida, respectivamente. Matematicamente, T = It/l, e A = log(lo/ly) = -logT
[SHOEMAKER, GARLAND, NIBLER, 1989, p. 754].

Segundo a lei de Beer-Lambert, A = abc, onde a é o coeficiente de absorvidade
molar, b € o comprimento éptico e ¢ a concentracdo [DAVIES-COLLEY; SMITH,
2001]. Na regido da luz visivel, para uma dada concentracdo de soluto e temperatura, 0
valor da turbidez é, em primeira aproximacdo, proporcional ao tamanho da particula

espalhadora de luz.
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As amostras foram monitoradas nos comprimentos de onda A = 250, 400 e 500
nm e temperatura ambiente (~25 °C), e os resultados apresentados em graficos de
turbidez em fungdo da concentracdo da componente variavel da mistura (p. ex.,

concentracgéo de sal).

3.2.2 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

O DSC é um equipamento importante para investigar transi¢ces térmicas de
vesiculas de lipidios e polimeros, assim como na analise de ligantes em proteinas e
mudangas estruturais e conformacionais em sistemas coloidais e de proteinas
[COOPER; NUTLEY; WADOOD, 2000, SILVA; LOTH; OLOFSSON, 2004]. Os
experimentos consistem em aquecer ou resfriar, a mesma taxa e volumes iguais da
amostra e da referéncia, a pressdo constante, de uma temperatura inicial (T;) até uma
temperatura final (Tf), mantendo-se a amostra e a referéncia a mesma temperatura.

O calorimetro compensa o ganho ou a perda de calor da amostra, fornecendo ou
removendo calor, de modo a manter a temperatura igual a temperatura da referéncia
[COOPER; NUTLEY; WADOOD, 2000]. Esse calor retirado ou fornecido é registrado
graficamente em funcdo da temperatura, denominado termograma, que descreve a
variagdo da capacidade térmica (AC,) vs temperatura, ajustado com referéncia a linha
base, obtida com ambas as celas preenchidas com o solvente.

As transicbes endo- e exotérmicas, sdo representadas no termograma por picos
em torno da temperatura de transicdo (e.g., Tm), cuja largura (ATm,,) reflete a
velocidade da transicdo e, portanto, a cooperatividade. A area do pico fornece a energia
a pressao constante, ou entalpia (AHy,), dessa transicdo [BARRELEIRO et al., 2002;
FEITOSA; BARRELEIRO; OLOFSSON, 2000; MARQUES; KHAN, LINDMAN,
2002].

As dispersdes dos lipidios e do copolimero investigados resultaram em
termogramas com perfil caracteristico para cada composto, 0 que nos permitiu comparéa-
los aos termogramas de lipidio/copolimero, obtendo assim, a partir de variagdo no perfil
dos termogramas, informacbes sobre o comportamento térmico e estrutural dos
complexos formados. Os termogramas de DODAC, DODAB e DPPC foram obtidos em

dois ciclos de aquecimento e resfriamento, com tempo de equilibrio de 15 min, a taxa de
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60 °C/h, de 1 a 80 °C, no equipamento do modelo VP-DSC (Microcal. Inc.
Northampton. MA - EUA), com celas gémeas, para a amostra e a referéncia, de 0,54
mL, para andlise dos dados foi utilizado o software Origin® 7.0 fornecido pelo

fabricante.

3.2.3 Espalhamento dindmico de luz (DLS)

A técnica de DLS permite determinar o didmetro hidrodindmico (Dy) e a
polidispersidade de particulas coloidais (e.g., vesiculas e micelas). Essencialmente, o
equipamento consiste de um laser como fonte de luz monocromatica, um colimador, um
goniébmetro, no centro do qual fica posicionado a amostra, um sistema detector de luz
espalhada, uma fotomultiplicadora, e um computador com software para analise de
dados, Figura 9. O diametro hidrodindmico corresponde ao diametro da particula mais a
espessura da camada de solvatacdo (hidratacdo), e obtido através da medida do
coeficiente de difusdo da particula, que arrasta consigo algumas moléculas de agua
ligadas [CHU, 1997].

Figura 9- Componentes essenciais de um equipamento de espalhamento de luz. O
detector esta posicionado no angulo de espalhamento de 90°.

Amostra

Goniémetro
Colimador / Alvo

_— l |

Fonte de luz
Fotomultiplicadora I | |

Computador

Fonte: LEMOS 2015.

A técnica de espalhamento de luz explora os movimentos térmicos das particulas
em suspensdo sobre as quais incide o laser. O coeficiente de difusdo (D) para uma
particula esta relacionado ao seu Dy de acordo com a relacdo de Stokes-Einstein:

D =kgT/ 62nDy (1)
onde o kg € a constante de Boltzmann, T é a temperatura Absoluta e # é a viscosidade do

meio. O sistema detecta a funcdo de auto correlacdo da intensidade de luz espalhada,
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que decai exponencialmente com o tempo. A partir de ajustes da fungdo exponencial o
programa calcula a funcdo distribuicdo do didmetro hidrodinamico, cuja posicao
caracteriza o valor médio de Dy, e a largura indica a polidispersividade do tamanho das
particulas [CHU, 1997].

Agregados como vesiculas e micelas sdo apropriados para o transporte de
farmacos via corrente sanguinea e também sdo apropriadas para a
compactacdo/descompactagdo de DNA para a transfeccdo celular [LASIC,
TEMPLETON, 1996; KABANOV, BATRAKOVA, ALAKHOV, 2002a].

As medidas de DLS foram realizadas no instrumento fabricado pela Brookhaven
Instruments Corp, Holtsville, EUA, equipado com um laser de comprimento de onda
635 nm operando a uma poténcia ajustavel de até 15 mW, com angulo de espalhamento
ajustavel e temperatura da amostra controlada por um banho termostatico (Poly Science
Temperature Control, modelo 91A0A11B).

3.2.4 Espalhamento dinamico eletroforético de luz (DELS)

O Potencial zeta (C) é o potencial eletrostatico na superficie de cisalhamento de
particulas coloidais hidratadas, que determina a mobilidade dessas particulas na
presenca de um campo elétrico. A mobilidade eletroforética (pe) estd relacionada ao
potencial zeta () através da equacdo

He = Celnf(xa) )
onde ¢ é constante dielétrica, 7 € a viscosidade do meio, x € o comprimento de Debye, a
é 0 raio cinético da particula e f(xa) é uma funcdo que depende do modelo tedrico
adotado.

H& dois modelos classicos que resultam em dois limites: as equacBes de
Smoluchowski e de Debye-Hickel, que se aplicam em limites opostos [WEINER,
1987]:

1. Limite de Huckel: pe = (2¢0)/(37n) para xa << 1, valida para pequena forga ionica

e particulas muito pequenas.

2. Limite de Smoluchowski: pe = &l/n para xa >> 1, vélida para forga idnica
significativa e particulas grandes.
O potencial zeta () das amostras foram obtidos utilizando o equipamento de DELS

(Zeta Pals, Brookhaven Instruments Corporation, Holtsville, EUA) equipado com um



38

laser de diodo de alta poténcia de 35 mW. Sobre a amostra irradiada pelo laser incide
um campo elétrico, atribuindo as particulas coloidais movimento de translagcdo
associado ao movimento browniano, sobre os quais se aplicam os modelos de Huickel

ou de Smoluchoviski.

3.1.2.5 Filmes de Langmuir (LF)

As Cubas de Langmuir possuem barreiras moveis, fabricadas de Teflon®, com o
controle eletronico do posicionamento e da velocidade de compressdo, além de
medidores de pressdao e potencial de superficie. A pressao de superficie () ¢ definida
como a diferenca de tensdo superficial entre uma subfase com agua pura (y,) € uma
subfase com o filme (y), ou seja, T = y-y,. Esta pressdo pode ser obtida através da forca
por unidade de comprimento sobre uma barreira fixa, através de uma eletrobalanca, ou
medindo-se a tensdo superficial pelo método de Wilhelmy, como usual nas cubas
comerciais. A pressdo minima medida é zero, e a maxima é proxima da tensdo
superficial, aproximadamente 73 mN/m ( 4gua pura a 25 °C) [OLIVEIRA,1992].

As monocamadas ou filmes de Langmuir sdo geralmente obtidos através da
dissolucdo do lipidio em solvente apolar (cloroférmio, metanol), volatil, sequida da sua
distribuicdo sobre a superficie da subfase, que pode ser agua ou outra solucgéo.

Filmes de Langmuir sdo produzidos numa cuba, usualmente de forma retangular
e feita de um material hidrofébico, como o Teflon (poli(tetrafluoroetileno)), que contém
a subfase aquosa.

Assim usando pequenas moléculas anfifilicas, € possivel formar um filme fino,
se aproximando da espessura de uma molécula, isto é, o tamanho da cuba deve se
suficientemente extenso e/ou a quantidade de material espalhado suficientemente
pequeno [FERREIRA, et al., 2005]. Portanto, a solugéo lipidica é espalhada sobre toda
a superficie e o solvente evapora em poucos minutos. Se a area disponivel por molécula
for elevada, o filme se encontra no estado denominado gasoso, onde as interacdes entre
as moléculas do anfifilico sdo fracas e podem ser desprezadas. Se a area superficial para
o filme for diminuida, através da compressdao do filme com uma barreira movel, as
moléculas interagirdo progressivamente a medida que a area média ocupada por
molécula diminuir [OLIVEIRA, 1992, FERREIRA, et al., 2005].

A compressdo do filme através de barreiras moveis forca a orientagdo das

moléculas de modo que seus eixos tendem a estar perpendiculares & superficie na
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subfase. Durante a compressédo do filme, normalmente podem ser observadas as fases
gasoso, liquido expandido, liquido condensado e solido, alguns autores consideram a
regido de colapso como uma transigdo. Estas transi¢des sdo observadas nas isotermas de
pressdo. As isotermas podem ser modificadas com a alteracdo da subfase, como
diferentes pH ou forca ibnica, consequentemente modificando o empacotamento das
moléculas.

E fundamental o equilibrio entre a parte polar e apolar das moléculas que
constituirdo o filme. Nos casos em que a cauda hidrofobica seja muito pequena em
relacdo a cabeca polar, ou em que o grupo polar seja muito forte, em termos de
interacbes, o material pode se dissolver na agua de tal forma que ocorra um
comprometimento da estabilidade dos filmes.

A isoterma de pressdo superficial-area molecular (n-A) dos filmes de Langmuir
foram obtidas usando-se uma Cuba de Langmuir KSV-NIMA, com o0s seguintes
acessorios: sensor de pressdo, barreiras moveis e cuba de Teflon®, com dimensdes 40 x

12 cm.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir sdo apresentados e discutidos os resultados, obtidos por diferentes
técnicas experimentais, da acdo dos sais NaBr e NaCl, e do acgucar glicose (GLU), nas
propriedades de vesiculas e monocamadas catibnicas de DODAB e DODAC, e
zwitterionicas (bipolares) de DPPC. Foram também realizados estudos dessas vesiculas
preparadas em soros (SF), glicosado (SG) e caseiro (SC), na auséncia e na presenca do
copolimero F127 usado como helper, além da realizacdo de testes preliminares de
incorporacédo do farmaco DOX.

Inicialmente, foi investigada a acdo de NaBr e NaCl nas vesiculas (Se¢bes 4.1);
em seguida, o efeito da glicose nessas vesiculas (Secdo 4.2). Na Sec¢do 4.3 foi estudado
0 papel de F127 nas propriedades das vesiculas e a transicdo vesicula-micela induzida
por Plurénico. Finalmente, na Secdo 4.4, auxiliam a solubilizagdo do farmaco
anticancerigeno DOX nas vesiculas, que funcionaria como possivel carreador ndo viral.
Nas ConclusBes (Secdo 5) sdo elencadas consideracfes de destaque de cada sistema

investigado e suas inter-relagdes.

4.1 Efeito de sal nas vesiculas e monocamadas

O estudo do efeito de sal nas propriedades estruturais, térmicas e de estabilidade
de vesiculas e monocamadas pode ser Util em soro, assim como no preparo de sistemas
carreadores de farmacos. De modo geral, os resultados apresentados indicam que 0s
ions Br e CI" adicionados as vesiculas e monocamadas anfifilicas determinam as

propriedades dessas estruturas de maneira especifica para cada anfifilico investigado.

4.1.1 DODAB/NaBr e DODAC/NaCl

O efeito de NaBr e de NaCl, sobre as vesiculas cationicas de DODAB e de
DODAC foi investigado, de modo a manter o mesmo contra ion na dispersao
(DODAB/NaBr e DODAC/NaCI). Para fins de comparacéo, foi também investigado o

efeito desses sais nas vesiculas zwitterionicas de DPPC/NaBr e DPPC/NaCl.



41

4.1.1.1 Andlise visual das amostras

Anadlise visual, ap6s um dia de preparo das amostras, indicou que as dispersdes
de DODAB (Figura 10a) e de DODAC (Figura 10b) 1 mM sdo desestabilizadas,
respectivamente, a partir de 10 mM de NaBr e de 100 mM de NaCl. Nestas
concentragdes ocorreu floculacdo e separacdo de fases. Para DODAB/NaBr nas
concentragdes de 0,1-1 mM de sal (Figura 10a), as amostras sdo bastantes turvas, pois
h& formacdo de estruturas maiores e multivesiculares ou multilamelas. Acima de 10
mM, estas estruturas maiores gerando a desestabilizacdo das amostras. Para
DODAC/NaCl o comportamento é diferente, no intervalo de concentracdo de 0.1-10
mM, as amostras estdo pouco turvas e permanecem estaveis. Acima de 10 mM, nota-se

a separacdo de fase e a formacdo de estruturas de bicamadas menos densa.

A polarizacdo dos ions Br"é maior e interagem mais fortemente com as vesiculas
de DODAB quando comparado com os ions CI" com as vesiculas de DODAC. As
dispersdes de DPPC permanecem turvas, relativamente estaveis até 400 mM de NaCl ou
de NaBr, demonstrando que esses ions interagem menos com DPPC, (Figura 10c e
10d), devido o dipolo elétrico presente no DPPC.
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Figura 10 - Imagens de amostras de dispersdes aquosas de (a) DODAB/NaBr, (b)
DODAC/NacCl, (c) DPPC/NaCl e (d) DPPC/NaBr, nas concentracGes de 0,1- 400 mM
de sal, ap6s um dia do preparo. Amostras foram mantidas a 25 C.

]

100 200 400

Fonte: Elaborado pela autora.

4.1.1.2 Resultados de espectrofotometria UV-Vis

As medidas de turbidez (A,) e transmitancia (T,), realizadas em triplicata (25
°C), nos comprimentos de onda A = 250 (regido do UV), 400 e 500 nm (regido do
visivel), apresentaram comportamentos semelhantes entre si. Por isso sdo apresentados
e discutidos aqui apenas os valores obtidos para 500 nm, Asgo € Tsoo.

De acordo com a Figura 11a, a turbidez da disperséo de DODAB tende a
aumentar em funcdo da concentracdo de NaBr, sugerindo a formacgdo de estruturas
maiores, saturando (turbidez > 1) a partir de 20 mM do sal. Nas dispersées de DODAC,
a adicdo de até 1 mM de NaCl diminui ligeiramente o valor da turbidez; acima de 10
mM, a turbidez aumenta rapidamente (para 0,8), indicando possivel transicao estrutural
(vesiculas uni- para multilamelares) e, consequentemente, aumento de tamanho,
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tornando as vesiculas comparaveis (embora menores) as vesiculas de DODAB em
solucdo de NaBr, conforme reportado [FEITOSA; BARRELEIRO, 2004]. De modo
geral, as vesiculas de DODAB em &agua tendem a formar estruturas maiores com maior
turbidez do que DODAC.

Figura 11— Efeito da concentracdo de sal na (a) Asoo € na (b) Tsoo de dispersdes de
DODAB, DODAC ou DPPC 1 mM (25°C).
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A turbidez da dispersdo aquosa de DPPC (1 mM) excede a unidade (sinal
saturado). Por esse motivo, monitorou o efeito de NaBr e de NaCl na transmitancia
dessas vesiculas (Figura 11b). Estas medidas foram realizadas em triplicata, nas mesmas
condicdes de temperatura e de comprimento de onda da radiacao incidente das medidas
de turbidez.

De acordo com a Figura 11b, a adicdo de NaCl e NaBr as dispersées de DPPC
afeta de maneira distinta a transmitancia da amostra, indicando acdo diferenciada dos
ions Br' e CI" na estrutura dessas vesiculas. Na auséncia de sal, Tsp = 5,5 u.a, a adi¢do
de 10 mM de NaCl, reduz o valor de Tsg para 2 u.a; com a adicdo de até 200 mM do
sal, Tspp aumenta suavemente para 3,5, permanecendo constante acima desta
concentracédo. Os resultados sugerem que, na presenca de quantidade crescente de NaCl,
o tamanho das vesiculas de DPPC inicialmente aumenta consideravelmente para, em
seguida, diminuir ligeiramente até saturacdo. Na presenca de NaBr, Tsoy aumenta para
6,5 (na presenca de 10 mM do sal), diminuindo em seguida, para 2,5 u.a, na presenca de
50 mM, mantendo-se nesse valor até 200 mM do sal, e diminuindo para 1,5 de 300-400
mM.

De acordo com estes dados, NaBr inicialmente diminui ligeiramente o tamanho
das vesiculas de DODAB, aumentando em seguida até a saturacdo. A reducéo final da
transmitancia pode estar relacionada a formacao de estruturas maiores e multilamelares.

Considerando a estrutura molecular de DPPC, o grupo positivo (N*) fica mais
protegido na bicamada, dificultando sua interacdo com os anions Br™ e CI". No entanto, o
raio i6nico do Br- por ser maior, tem menor acesso a N+, causando maior efeito de

blindagem eletrostatica e, portanto, menor efeito geral sobre o tamanho das vesiculas.

4.1.1.3 Resultados de DSC

A Calorimetria diferencial de varredura (DSC) € uma técnica que permite
estudar os efeitos térmicos da concentragdo anfifilica e de aditivos em bicamadas
anfifilicas em geral e de vesiculas de DODAC, DODAB e DPPC em particular.

Em &gua, os termogramas de aquecimento e resfriamento de DODAC 1 mM
apresentam uma Unica transicao térmica de estado gel-liquido cristal (LC), em torno de
Tm =49,0 °C (AT12 m=0,3°C) e T’y = 44,0 °C (AT 112 m = 0,9 °C), respectivamente

(Figura 12a e 12b). H4, portanto uma histerese térmica, ATy, = T - T’m = 5 °C para
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DODAC (Tabela 3) em agua, conforme reportado anteriormente [FEITOSA,;
BARRELEIRO; OLOFSSON, 2000].

Na presenca de NaCl, os termogramas de aquecimento e resfriamento de
DODAC também sdo unimodais e os valores dessas temperaturas de transicao
diminuem de até 1,5 °C com o aumento da concentragdo do sal, tornando a bicamada
mais fluida, devido ao aumento da hidratagéo, ocasionada pela proximidade do contra
ion CI" da bicamada.

Portanto, a organizacdo das moléculas de DODAC em agua e em solucdo de
NaCl ndo difere muito entre si e a transicdo reversa, LC para gel, é ligeiramente mais
lenta. A entalpia da transicdo de aquecimento (AHy,) e de resfriamento (AH’r,) diminui,
respectivamente, de 50 para 36 kJ/mol, e de 51 para 35 kJ/mol com a adi¢do de 0,2 M
de NaCl, devido a alteracdo na camada de solvatacdo da vesicula. Diminuindo a forca
de repulsao eletrostatica entre os lipidios adjacentes e facilitando a transicdo (Tabela 3).

No geral, esses dados indicam que com 200 mM de NaCl, as estruturas das
vesiculas de DODAC sdo preservadas, pois o pico de transicdo se mantém. Resultado
importante, pois nesta faixa de concentracdo encontra-se a condi¢do do soro fisiolégico
(ca 150 mM de NaCl).

Figura 12 — Termogramas de DSC, nos modos aquecimento (a) e resfriamento (b), de
DODAC (1 mM) em agua e concentracdo crescente de NaCl.
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Tabela 3- Parametros térmicos de dispersdes de DODAC (1 mM), na auséncia e na
presenca de NaCl, obtidos por andlise dos termogramas de DSC no aquecimento e no

resfriamento.

[NaCl] T AHn ATipm  Tm AH, AT imm  ATn
(mM) (°C)  (kJ/mol)  (°C) (°C)  (kl/mol)  (°C) (°C)
0 49,0 49,5 0,3 44,0 51,4 0,9 5,0
0,1 48,4 31,7 0,3 43,0 34,0 0,8 5,4

1 48,5 32,0 0,3 43,2 35,0 0,9 53
10 48,3 30,0 0,4 43,2 29,4 0,9 5,1
50 48,0 31,9 0,3 43,0 27,0 1,3 5,0
100 47,9 32,7 0,4 42,6 28,5 1,0 53
150 47,7 34,8 0,3 42,5 27,2 1,2 5,2
200 47,5 36,2 0,3 42,4 34,8 1,1 5,1

Fonte: Elaborado pela autora.

Os termogramas de aquecimento de DODAB (1 mM) em &gua, apresentam

tipicamente trés transicdes, Figura 13a, nas temperaturas Ts = 36,0 °C, T, = 45,0 °C, e

T, = 52,0 °C, atribuidas as transi¢des do estado gel-estado intermediario (em Ts), do

estado intermediario-LC (em Tp,) de vesiculas unilamelares, e do estado gel-LC (T,) de

estruturas multilamelares (mais complexas), que coexistem com as vesiculas

unilamelares, conforme reportado anteriormente [FEITOSA et al., 2012]. O termograma

multipicos indica que a 1 mM DODAB se associa em estruturas maiores do que
DODAC [FEITOSA, LEMOS, KARLSSON, 2019].
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O comportamento térmico das vesiculas de DODAB é alterado
consideravelmente na presenca de NaBr (Figura 13a e 13b; Tabela 4 e 5). Até 1 mM de
NaBr, as estruturas uni- e multilamelares das vesiculas de DODAB sé&o preservadas com
algumas variagcfes nos valores na intensidade, posicao e largura de pico. Até 1 mM do
sal, 0 pico da pos-transicdo é pequeno, tornando-se significativo a partir de 1 mM,
sugerindo que 0,1 mM de NaBr favorece as vesiculas unilamelares e, acima de 1 mM do
sal, as estruturas multilamelares sdo favorecidas com o aumento da concentragéo.

A partir de 10 mM de NaBr surge uma banda larga a esquerda do pico da pos-
transicdo, cuja intensidade aumenta com o aumento da concentracdo do sal (Figura 13a).
A razdo dessa banda esta possivelmente relacionada a formacdo de flocos (estruturas
macroscopicas) devido a desestabilizacdo das vesiculas, conforme observado na Figura
10a. O valor de AH,, reportado na Tabela 4, leva em conta essa banda e, portanto, néo
tem significado fisico, exceto que a entalpia total aumenta e, aparentemente, a
intensidade do pico em T, diminui, indicando que a entalpia associada a banda (de
floculagdo) aumenta a instabilidade das vesiculas com o aumento da concentracdo de
NaBr.

No resfriamento, Figura 13b e Tabela 5, os termogramas apresentam uma unica
exoterma, em T’y ~ 40 'C (excecdo para 50 mM do sal, que apresenta duas transicées,
caracteristicas de regido de transicdo), confirmando, portanto, a existéncia de estruturas
de bicamada de DODAB até a regido de desestabilizacdo das vesiculas, em torno de 50
mM do sal. Em 50 mM de NaBr, o valor de T’, é maior e igual a 43,4 °C e diminui com
0 aumento da concentragdo do sal (possui outro comportamento). A entalpia AH’, da
transicédo reversa tende a diminuir, de 54 para 8 kJ/mol quando a concentragéo de NaBr
aumenta até 50 mM. Acima de 50 mM do sal, a entalpia varia entre 29 e 37 kJ/mol, que
corresponde a superposi¢do de picos, provavelmente devido & formacdo de estruturas

complexas de agregados.
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Figura 13 — Termogramas de DSC, nos modos aquecimento (a) e resfriamento (b), de
DODAB (1 mM) em &gua e concentracdo crescente de NaBr.
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Tabela 4 - Pardmetros termicos de dispersdes de DODAB (1 mM), na auséncia e na
presenca de NaBr, obtidos por anélise dos termogramas de DSC, no modo aquecimento.

[NaBr] T, AH, ATy Tw AHm ATiom T,  AH, AT

(mM) (°C) (kJ/mol) (°C) (°C) (kJ/mol) (°C) (kJ/mol)  (°C)
O

0 356 429 16 450 544 07 520 91 0,9
0,0 360 497 13 444 607 0,7 522 7,0 1,9

I 360 155 14 442 206 12 523 449 14
10 - - - - - -~ 530 612 10
50 - - - - - ~ 540 1982 1,0
100 - : : - - ~ 542 3220 1,0
200 - - - - - - 545 4550 1,0

Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 5 - Pardmetros térmicos de dispersdes de DODAB (1 mM), na auséncia e na

presenca de NaBr, obtidos por anélise dos termogramas de DSC, no modo resfriamento.

[NaBr] T AH AT 1o, T, AH, AT 1pp  ATn
(mM) (°C)  (kJ/mol) (°C) (°C)  (kJ/mol)  (°C)
0 40,0 53,9 0,5 - - - 5,0
0,1 40,0 62,4 0,6 - - - 4,4
1 39,8 29,7 0,7 - - - 4,4
10 40,0 29,0 0,6 - - - -
50 40,3 8,4 0,7 43,4 28,7 0,7 -
100 - - - 42,5 25,0 1,2 -
200 - - - 42,4 36,7 2,0 -

Fonte: Elaborado pela autora.

Importante notar que ndo existe um pico bem definido correspondente a
transicdo inversa da banda larga do aquecimento, sugerindo que, no resfriamento, os
flocos de bicamadas tém cinética lenta. Os diferentes valores da largura dos picos das
transicOes reversas, AT 1om = 0,6 Ce AT’ 1 = 0,7-2,0 ‘C indicam cooperatividades
distintas dessas transicdes.

Os dados acima indicam histereses térmicas, ATy, ~ 4-5 C e AT, = 10-12 C,
indicando diferentes organizacdes dos lipidios nos agregados, com diferentes taxas de
reorganizacdo da bicamada no aquecimento e resfriamento.

O termograma de DPPC em &gua, no aquecimento e resfriamento (Figura 14a e
14b e Tabela 6) é dominado pelo pico da transicdo do estado gel-LC, respectivamente
em T =412 °C, e em T, = 40,6 °C, ocorrendo, portanto, uma pequena histerese, AT,
= 0,6 °C. No aquecimento, AHy, = 23 kJ/mol e, no resfriamento, AH’, = 18,8 kJ/mol.
ATiom = 0,3 °C aquecimento e resfriamento indica que a transicdo € altamente
cooperativa. E possivel notar uma pequena pré-transicio de DPPC e 4gua em T, = 36 °C
que por ser muito pequena nao foi analisada neste estudo. Essa pré-transicdo tem sido
reportada na literatura [NAUMANN, BRUMM, BAYERL, 1992], e se torna mais
evidente em concentragcdes maiores deste anfifilico. A Tabela 6 resume os valores dos
pardmetros térmicos das dispersdes aquosas de DPPC, na auséncia e presenca de NaCl.

No aguecimento, em concentracdes de NaCl abaixo de 100 mM, os termogramas
apresentam apenas uma transicdo de estado gel-LC, em T, = 41,2 °C e AHp = 23-28
kJ/mol, a largura do pico praticamente ndo varia, indicando a predominancia de
vesiculas unilamelares. No resfriamento, o comportamento das exotérmas e dos

parametros térmicos semelhantes (mas reverso) ao modo aquecimento (Figura 14b).



50

De modo geral, até de NaCl, as vesiculas de DPPC sdo pouco alterado, pois 0s
parametros térmicos da transicdo sdo pouco alterados, demonstrando baixa interagdo
com CI’, este efeito pode se relacionar com a estrutura de lamelas formada por DPPC.
Acima de 100 mM de NaCl, os termogramas apresentaram um pequeno pico de pos-
transicdo em T, = 57-58 °C, AHp= 13-21 kiJ/mol, e ATy, = 2,5 °C (Tabela 6), que,
analogamente a DODAB, pode estar relacionada a formacdo de estruturas
multilamelares, com T, > Tr. Na transigo inversa, T’ = 56 °C, histerese de AT, = 2 °C.
Vemos, assim, que o comportamento térmico das dispersdes de DPPC se assemelham
mais as de DODAB do que de DODAC.

Figura 14 — Termogramas de DSC, nos modos aquecimento (a) e resfriamento (b), de
DPPC (1 mM) em &gua e concentracéo crescente de NaCl.
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Tabela 6 - Parametros térmicos de disperses de DPPC (1 mM) em NaCl obtidos, no

aquecimento e resfriamento.
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[NaCl] Tw  AHm ATipm T, AHy ATy Twm  AHn AT ipm ATy
(mM) (°C) (kImol) (°C) (°C) (kJ/mol) (°C)  (°C) (kJ/mol) (°C)  (°C)
0 412 230 0,3 - - - 406 188 0,3 0,6
10 412 317 0,2 - - - 406 29,0 0,2 0,6
50 412 284 0,2 - - - 406 276 0,3 0,6
100 413 355 0,2 - - - 407 325 0,2 0,6
200 41,2 294 03 558 130 25 406 296 0,3 0,6
400 412 294 03 57,0 21,0 1,8 40,7 286 0,3 0,5

Fonte: Elaborado pela autora.

Os termogramas de DSC e os valores dos parametros térmicos das dispersGes de
DPPC (1 mM), na auséncia e na presenca de NaBr, séo apresentados na Figura 15a e
15b e Tabela 7. Com o aumento da concentracdo de NaBr, T, de DPPC néo varia, a
entalpia AH, tende a aumentar, indicando maior gasto energético para alterar a fluidez
da bicamada, mantendo a velocidade da transi¢do praticamente constante (AT1m ~ 0,3
°C). No modo resfriamento, observa-se a mesma tendéncia do aquecimento, e a
histerese ndo se altera, AT, = 0,6 °C.

Comparando os termogramas das Figuras 14 e 15, os efeitos semelhantes de
NaCl e de NaBr. A partir de 200 mM desses sais, 0 pico de pds-transicdo aparece. O
valor de T, apés adicdo de NaBr 200 e 400 mM é T, = 57 °C.

Os dados de DSC para DODAB, DODAC e DPPC indicam maior interacdo do
ion Br® (do que CI'), causando maior instabilidade nas vesiculas de DODAB. O limite
de estabilidade é cerca de quatro vezes maior para DODAC do que para DODAB,
respectivamente 200 e 50 mM de sal adicionado. A razdo para isso pode estar
relacionado as caracteristicas desses contra ions, como a eletronegatividade,
polarizabilidade e raio de hidratacdo [FEITOSA; LEMOS ADATI 2019, FEITOSA;
BARRELEIRO, 2004]. Vesiculas de DPPC sdo mais resistentes (estaveis) a esses sais
(NaBr e NaCl), conforme os dados mostrados acima, ou seja, em fungéo do aumento da
concentragédo de sal as vesiculas de DODAB e DODAC séo mais alteradas comparadas

as vesiculas de DPPC.
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Figura 15 — Termogramas de DSC, nos modos aquecimento (a) e resfriamento (b), de

DPPC (1 mM) em &gua e concentragdo crescente de NaBr.
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Tabela 7 - Parametros térmicos de dispersdes de DPPC (1 mM) em NaBr, obtidos no
aquecimento e no resfriamento.

NaBr Th AHn  ATipm Twm  AH. AT 1om AT,
(mM) (°C) (kd/mol) (°C) (°C) (kJ/mol) (°C) (°C)

0 41,2 23,0 0,3 ] 18,8 0,3 0,6
10 41,2 21,6 0,3 406 18,7 0,3 0,6
50 41,2 31,7 0,3 406 29,9 0,3 0,6
100 41,2 27,0 0,2 406 24,3 0,3 0,6
200 41,2 26,1 02 406 24,3 0,3 0,6
400 41,2 29,6 0,2 406 27,0 0,2 0,6

Fonte: Elaborada pela autora.

Efeito semelhante foi observado por Nascimento e cols. [NASCIMENTO et al.,
1998] para vesiculas de haleto de dioctadecildimetilamonio. Segundo esses autores, ions
menos hidratados produzem bicamadas menos rigidas com valores de T, menores.
Assim, CI" (mais hidratado), forma bicamada mais hidratada e diminui a repulsdo
eletrostatica entre os grupos polares de DODAC, tornando a bicamada das vesiculas
mais rigidas e estaveis com relacdo a DODAB. Esses autores verificaram também
repulsdes eletrostaticas mais fortes entre os mondmeros adjacentes na bicamada de
DODAB, contendo Br, que formam vesiculas maiores e menos estaveis do que
DODAC e DPPC.

Comparado a DODAB e DODAC, as vesiculas de DPPC sdo mais resistentes a
sal, devido a menor interacdo. Importante aqui destacar a estabilidade das vesiculas de
DODAC na presenca de NaCl 0,15 M (condicdo fisiolégica), possibilitando seu uso
com funcédo bactericida ou carreadora quando essas vesiculas catidnicas sdo dispersas

em soro fisiologico (SF), a ser discutido mais adiante nesta Tese.
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4.1.1.4 Resultados de DLS

O DLS é uma técnica que permite obter o didametro hidrodindmico (Dn) e a
polidispersidade das vesiculas, em funcdo da concentracdo anfifilica ou de aditivos.
Portanto, esta técnica € util para analise de alteracdes estruturais nas vesiculas. As
dispersdes de DODAC, DODAB e DPPC (1 mM) sédo dominadas por duas populagdes
de estruturas vesiculares com tamanhos distintos [FEITOSA; KARLSSON,
EDWARDS, 2006a, SOOK, et al., 2007]. As estruturas menores apresentam tamanhos
compativeis com as vesiculas unilamelares, enquanto as estruturas maiores referem-se a
vesiculas grandes, no caso de DODAC, ou estruturas de bicamada mais complexas, no
caso do DODAB, como foi relatado por Feitosa e cols. [FEITOSA, et al. 2012].

Na tentativa de relacionar o comportamento térmico e o Dy das estruturas
constituidas por DODAC, DODAB e DPPC, em funcéo da concentracdo de NaBr ou de
NaCl (Figura 16), onde DODAB e DODAC em solucéo salina contém duas populacdes
com Dy distintos, as medidas de Dy para as dispersdes de DODAC/NaCl e
DODAB/NaBr foram realizadas ate 10 mM de sal no mesmo dia do preparo das
amostras; acima dessa concentracdo, as amostras foram completamente desestabilizadas
(Figura 10).

Para primeira populacdo de vesiculas (Ves), DODAC/NaCl (Figura 16a), Dy
aumenta de 250 para 850 nm em funcdo da concentracdo de NaCl; um aumento mais
pronunciado ocorre inicialmente apés a adicdo de 0,5 mM de NaCl. Para DODAB/NaBr
(Figura 16b), por outro lado, Dy diminui suavemente de 800 para 640 nm até 10 mM de
NaBr. A tendéncia geral, com a adicdo desses sais em DODAB e DODAC é a
formacédo de vesiculas com maior camada de solvatacéo e a blindagem eletrostatica.

Para DPPC/NaCl, Figura 16¢, o Dy diminui de 800 para 600 nm, exceto no
intervalo de 10 a 50 mM de NaBr em que ha um aumento pronunciado proximo de 980
nm, apos este intervalo diminui suavemente. J& DPPC/NaBr apresentou o Dy com
diminuicdo de 770 para 530 nm, comportamento distinto do observado para
DODAC/NaCl e DODAB/NaBr.

As estruturas maiores (segunda populacdo) formadas pelas disperses de
DODAB e DODAC apresentam um comportamento distinto em funcao do acréscimo de
sal. Por exemplo, em 0,5 mM de NaCl as estruturas de DODAC diminuem, enquanto
que, em NaBr, na mesma concentracéo, as estruturas permanecem constantes. Em geral,
DODAC/NaCl (Figura 16a), com Dy de 1700 em agua diminuiu para 1200 nm em 0,5
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mM de sal, apds esta concentracdo aumenta para 1750 nm, enquanto que DODAB/NaBr
(Figura 16b) as estruturas maiores sdo praticamente constantes com o0 aumento da
concentragéo de sal, Dy = 1200 nm.

Ja para DPPC/NaBr, o Dy aumenta para proximo de 1500 nm (Figura 16c¢),
diferentemente de DPPC/NaCl (Figura 16d) em baixa concentracdo de sal (Dy = 900
nm), e apos esta concentracdo permanece constante em 1100 nm. As populagdes de
estruturas maiores para DPPC apresentam o mesmo perfil das estruturas menores.

De modo geral, com o pequeno acréscimo de sal e 0 método de preparo podem
alteram as estruturas formadas pelos trés anfifilicos estudados. Esta alteracdo no Dy €
devida alteracdo da camada de solvatagcdo e o aumento da blindagem eletrostatica, por
DODAC e DODAB, gerando maior polidispersividade das amostras. No caso do CI
por apresentar maior eletronegatividade comparado ao Br’, formam-se estruturas
maiores, por acomodar maior numero de moléculas de agua ao seu redor, efeito nao
observado em excesso de Br’, com o qual, apds a saturacdo da camada de solvatacao as
estruturas permanecem com Dy constantes, como foi observado nas dispersdes de
DODAC e DODAB [FEITOSA; LEMOS, ADATI, 2019].

Ao analisar as estruturas formadas por DPPC, o Br" consegue penetrar mais a
bicamada lipidica zwitterionicos que o CI’, ou seja, o CI" se acomoda melhor gerando
maior estabilidade e, logo, estruturas com tamanhos constantes, diferentemente do Br’,
gue ao se acomodar pode gerar maior perturbacdo da bicamada, gerando tamanhos mais

irregulares, como foi discutido por Aroti e colaboradores [AROTI et al., 2007].



56

Figura 16- Medidas no Dy das vesiculas de DODAC/NaCl (a), DODAB/NaBr (b),

DPPC/NaCl (c) e DPPC/NaBr (d). Resultados obtidos a 25 °C e angulo de espalhamento
de 90°.
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4.1.1.5 Resultados de filmes de Langmuir (LF)

Na isoterma n-A de DODAB, mais do que na de DODAC, com agua na subfase,
a transicdo de estados ndo é bem definidas (Figura 17a e 17b), conforme ja reportado
anteriormente  [TAYLOR, DONG, JONES; 1996; HASEGAWA et al., 1997;
OLIVEIRA,1992]. Isso se deve, provavelmente, a forte repulsdo eletrostatica entre os
grupos polares catiénicos (maior para DODAB do que para DODAC), comparadas a
(menor) repulsdo entre os grupos polares zwitterionicos de DPPC, cuja isoterma (com
agua na subfase) apresenta transicao de estado bem definida (Figura 17c e 17d).

Inicialmente um grande deslocamento da curva ap6s adicdo de apenas 0,5 mM
do NaBr, além do aparecimento de uma regido de transi¢do do estado liquido expandido
(LE) para o estado condensado quando = 10-15 mNm™ (Figura 17a).

A adicdo de até 5 mM do sal causa menor efeito de compactacdo, indicando
diminuicdo de forca de repulsdo dos lipidios adjacentes na monocamada. Com 10 mM
do sal, a curva se desloca para areas maiores, provavelmente devido a desestabiliza¢do
do filme, reduzindo a quantidade de lipidios na superficie, que migram para a solucéo;
acima de 10 mM, o sentido do deslocamento da curva depende da pressdo; em baixa
pressdo, a curva se desloca para areas menores e, em pressdes maiores, se desloca para
areas maiores, provavelmente devido a remogéo de lipidios da monocamada.

Em geral, o efeito é minimizado em valores de pressdo menores (até ca 10

mNm™). Na presenca de NaBr, a pressdo de colapso aumenta de aproximadamente 45
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para 50 mNm™, indicando menor estabilidade da monocamada, devido a perda de
lipidio para subfase.

Em baixas presses (até ca 15 mNm™), o efeito de NaCl na isoterma de DODAC
é pequeno, mas perceptivel; na pressio 10 mNm™, até ca 10 mM de NaCl, a curva é
deslocada para areas menores, e para areas maiores acima desta concentracdo (Figura
17b), comportamento similar ao de DODAB/NaBr. Na presenca de NaCl a transicdo de
estados se torna bem definida (similar a DPPC), porém, em pressao menor (ca 15 mNm’

1. A pressdo de colapso também aumenta de 45 para 50 mNm™,

Figura 17 - Isotermas n-A de DODAC/NaCl (a), DODAB/NaBr (b), DPPC/NaCl (c) e
DPPC/NaBr (d) na auséncia e presenca do sal na subfase, 25°C.
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Fonte: Elaborado pela autora.

As isotermas de DPPC, Figuras 17c e 17d, na auséncia e presenga de NaCl e
NaBr na subfase. Em NaCl, o perfil da isoterma de DPPC/agua (Figura 17c) altera-se
muito pouco. Apoés a adi¢do de NaCl, a curva é essencialmente deslocada para areas
moleculares maiores com a transicdo LE-fase condensada ocorrendo em pressdo
ligeiramente superior (12 mNm™) & da press&o na auséncia do sal (10 mNm™).

Entre 0,5 e 100 mM de NaCl, as curvas séo deslocadas para areas moleculares
maiores, indicando saturagdo; acima de 100 mM do sal, a curva sofre novo
deslocamento para a direita, praticamente igual para 200 e 400 mM de NaCl, indicando
nova saturacdo. Notamos também que na presenca de NaCl a transi¢do do estado gasoso
para o estado LE (lift off) ocorre em valores de area molecular maiores (>120 A?)
comparado ao valor em agua (100 A?). Na presenca de NaCl, os nossos dados indicam

gue o colapso da monocamada ocorre em pressdes maiores (0 colapso ocorre de fato em



60

valores de area um pouco menores do que a area minima mostrada na Figura 17 [AOKI
et al., 2008].

Na Figura 17d, ap6s adi¢do de NaBr, a isoterma de DPPC ¢ deslocada para areas
moleculares maiores; o valor do deslocamento depende da quantidade do sal
adicionado, e difere do deslocamento observado para DPPC/NaCl (Figura 17c). A
adicdo de 0,5 mM de NaBr praticamente ndo altera o perfil da curva. Acima desta
concentragéo, nota-se um deslocamento gradativo da curva e do valor do lift off. Apesar
da tendéncia de NaBr e de NaCl deslocarem a curva para a direita, a sequéncia do
deslocamento difere de DODAC para DODAB, pela tendéncia de Br~ desestabilizar a
monocamada, pois ele consegue penetrar e interagir fortemente, em baixas

concentracdes, diferentemente do excesso de CI'.

4.1.1.6 Conclusao

O efeito de NaBr e de NaCl, respectivamente em propriedades térmicas e
estruturais de vesiculas catidnicas de DODAB e de DODAC, de modo a manter o
mesmo contra ion na dispersdo. Os resultados de turbidez, transmitancia, DSC e DLS
indicam que as caracteristicas do sal adicionado influenciam na formac&o, estrutura e
estabilidade das vesiculas: Br™ interage mais com as vesiculas de DODAB e DPPC,
gerando maior instabilidade comparado com DODAC/NaCl, que formam vesiculas
mais estaveis. A estabilidade das vesiculas estd relacionada as propriedades desses
anions. Comportamento semelhante foi observado na agéo desses sais em monocamadas
desses anfifilicos (Figura 17).

O efeito observado é favoravel a possiveis aplicagcbes farmacoldgicas dessas
vesiculas, cujas propriedades podem ser ajustadas pela adicdo do sal apropriado,
conforme discutido nas subsecgdes 4.3 e 4.4 desta Tese, onde se investiga a incorporagédo
de DOX as vesiculas.
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4.1.2 DODAB/NaCl e DODAC/NaBr

Nesta secdo, foi investigado o efeito de NaCl e NaBr, respectivamente nas
vesiculas e monocamadas de DODAB e DODAC, de modo que o anion adicionado
fosse diferente daqueles do contra ion desses anfifilicos. O efeito do sal adicionado
influencia na organizagdo das estruturas de bicamadas e monocamadas cationicas de
DODAB ou DODAC. Esse efeito foi investigado pelas técnicas de espectrofotometria
UV-Vis, calorimetria diferencial de varredura (DSC), espalhamento dindmico de luz
(DLS) e filmes de Langmuir (LF).

4.1.2.1 Andlise visual das amostras

Analise visual das amostras de DODAC/NaBr e DODAB/NaCl (Figura 18),
apos um dia do preparo, indica que as dispersdes de DODAB/NaCl sdo mais estaveis do
que as dispersdes de DODAC/NaBr.

De acordo com a Figura 18a dispersfes de DODAC/NaBr permanecem estaveis
até 10 mM do sal. Apdés esta concentracdo, ha formacao de precipitados. As dispersdes
de DODAB/NaCl permanecem visualmente estaveis até 400 mM sal, sem precipitados.
Porém, em 100 mM de NaCl, uma pequena fase superior pode ser distinguida (Figura
18b), provavelmente devido a formacdo de uma quantidade crescente de novas
estruturas de bicamada. As vesiculas de DODAC sdo majoritariamente desestabilizadas
em 100 mM NaBr. Nesta concentracdo € possivel observar agregados macroscopicos e,
acima de 100 mM de sal, sdo formados cristais hidratados (Figura 18a). Deve-se notar
também que em 10 mM de NaBr, a dispersdo de DODAC/NaBr é altamente turva,
indicando formacéo de estruturas complexas nas faixa de 10 a 100 mM de sal.

Feitosa e colaboradores (2019), relataram que o acréscimo de Br ou CI,
respectivamente, em dispersdes aquosas de DODAC e DODAB, substitui parcialmente
os contra ions ligados (CI" e Br’, respectivamente) das vesiculas, produzindo formacéao
de vesiculas mistas de DODAB/DODAC [FEITOSA, LEMOS, ADATI,2019],
semelhante a estudo anterior, realizado pelo grupo, sobre a formacdo de vesiculas da
mistura de DODAB e DODAC [FEITOSA, ALVES, 2008]. Portanto, a adicdo de NaBr

e de NaCl nas dispersdes dessas vesiculas permitem compartilhar os ions Br ou CI,
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formando estruturas mistas, e a estabilizacdo é mais evidente em DODAB/NaCl (que se
compara como DODAC) comparado a DODAC/NaBr (que se compara como DODAB),
em excesso de sal, sendo que dispersdes de DODAC sdo mais estaveis do que de
DODAB [FEITOSA, ADATI, LEMOS,2019]. Os resultados obtidos mostram que em
excesso do sal adicionado, as dispersdes se comportam como em mistura de DODAB e
DODAC em agua, conforme estudo prévio [FEITOSA, ALVES, 2008].

Figura 18 - Imagens de amostras de dispersdes aquosas de (a) DODAC/NaBr e (b)
DODAB/NaCl nas concentracdes de 0.1- 400 mM de sal (em mM), ap6s um dia do
preparo. Amostras foram mantidas a 25 C.

10 100 200 400

Fonte: Elaborado pela autora.

4.1.2.2 Resultados de espectrofotometria UV-Vis

Na presenca de sal, a turbidez das dispersdes de DODAC e DODAB ¢é superior a
unidade (sinal saturado). Portanto, foram realizadas medidas de transmitancia (T;), em
triplicata, em 25°C, no mesmo dia de preparo das amostras, nos comprimentos de onda
A = 250 (regido do ultravioleta), 400 e 500 nm (regido do visivel), nos quais as medidas
apresentaram comportamentos semelhantes entre si. Serdo apresentados, a seguir,

resultados de transmitancia apenas para A = 500 nm (Tsgo).
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Em geral, a variacdo no valor da transmitancia de dispersdes de DODAC/NaBr e
DODAB/NaCl indica formacéo de estruturas maiores e complexas, com a diminui¢ao
da transmitancia, aumento da turbidez (Figura 19).

Na presenca de NaCl, a transmitancia de dispersdes de DODAB diminui quase
continuamente de 70 para 2% (Figura 19), indicando consideraveis alteracOes
estruturais nas vesiculas inicialmente predominantemente unilamelares, para,
possivelmente, estruturas maiores, compativeis com a estrutura das vesiculas de
DODAC, porém, desestabilizadas pelo excesso de sal adicionado, que tendem a ser
mais complexa do que a de DODAC (1 mM) na auséncia de sal adicionado.

A transmitancia de DODAC diminui de forma diferente com a adigdo de NaBr
(Figura 19). Inicialmente diminui rapidamente de 80 para 40% até um patamar em torno
de 50% entre 1 e 5 mM do sal, diminuindo novamente para 2%. O aumento final na
transmitancia se deve provavelmente a desestabilizacdo da amostra, com formacdo de
precipitados. Vale destacar que as vesiculas unilamelares de DODAB em solucdo de
NaCl sdo mais estaveis do que as vesiculas de DODAC em solucdo de NaBr, assim
como as vesiculas de DODAC sao mais estaveis do que as de DODAB em agua (sem

sal adicionado).

Figura 19 - Transmitancia em 500 nm (Tsq) de DODAB/NaCl e DODAC/NaBr (1
mM), em funcédo da concentracédo de sal, a 25 °C.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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4.1.2.3 Resultados de DSC

O efeito de NaBr no comportamento térmico de vesiculas de DODAC (1 mM) é
mostrado na Figura 20, onde foram incluidos dados de DODAB em agua como padréo
de referéncia. Os parametros térmicos sdo apresentados nas Tabelas 7 e 8 para seus
aquecimentos e resfriamentos, respectivamente. Espera-se que, em excesso de NaBr, as
vesiculas de DODAC se comportem como vesiculas de DODAB, e a diferenca de
comportamento observada pode ser atribuida a formacdo de vesiculas mistas de
DODAX, onde X representa a fracdo de contra ions Br’/CI" ligada as vesiculas. Em
pequenas concentracdes de NaBr (até 2 mM), T, de DODAC diminui de 48,6 para 45,5
°C, valor comparavel ao de DODAB em &gua (44,6 "C). Tal efeito indica afinidade de
Br' com as vesiculas de DODA, pois, nessa faixa de concentracido de NaBr, uma
fracdo dos contra ion CI foi substituida por Br,, prevalecendo vesiculas mistas de
DODAX, com caracteristicas de DODAC, prevalecendo a quantidade de Cl- ligado em
X = Br/CI'. A entalpia da transi¢dao, AHp, diminui de 67,5 para 35,7 kJ/mol (Tabela 8).
Na presenga de 2 mM de NaBr, o termograma apresenta trés picos, indicando
coexisténcia de dois tipos de estruturas, unilamelares (com T = 32,3 °C e Ty, = 46,0 °C)
e multilamelares, (com T, = 50,3 °C), caracteristico, porém n&o similar, a dispersdes de
DODAB em concentracdes iguais ou superiores a 1 mM. Em 5 mM do sal, ha
predominancia de estruturas multilamelares (com T, = 53,0 °C). Acima de 5 mM,
ocorrem apenas estruturas multilamelares de DODAX, com valores crescentes de Tj, =
53-55 C, AT diminui de 1-0,5 ‘C, demonstrando aumento da cooperatividade da
transicdo (Figura 20a e Tabela 8).

No resfriamento, Figura 20b e Tabela 9, com o aumento da concentracdo de
NaBr, os termogramas exibem apenas uma exoterma, em T’ cujo valor diminui de
43,3 a 39,9 °C. Os valores da T’ observados estdo proximo ao de DODAC (T, = 44
°C) e DODAB (T’ = 40 °C), respectivamente em pequenas e maiores concentracgoes; a
entalpia, AHp, foi reduzida de 35,2 para 23,7 kJ/mol, caracteristica de estruturas mistas
de DODAX. Em 10 mM de NaBr, nota-se uma pequena transicdo, em T° ~ 44 "C, que
pode ser indicativo de formacéo de flocos (desestabilizacdo), evidente em 100 mM do
sal (Figura 18).
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Figura 20- Termogramas de DSC, no aquecimento e resfriamento, de DODAC (1 mM)
em agua e solucdo de NaBr até 100 mM, e de DODAB como referencia.
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Fonte: Elaborado pela autora.



Tabela 8 - Parametros térmicos de DODAC (1 mM) em NaBr, no aquecimento.
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[NaBr]  Ts AHs ATis  Tm AHm  ATiom Tp AH, AT12p
(mM)  (°C) (kIimol) (°C) (°C) (kImol) (°C) (°C) (kImol) (°C)
0 - - - 48.6 37.0 0.3 - - -
0.5 - - - 47.7 47.8 0.3 - - -
1.0 32.3 0.9 0.8 46.0 28.9 0.4 50.3 1.0 1.0
2.0 34.2 6,7 0.84 455 35.7 0.4 51.6 19.7 0.8
5.0 - - - - - - 53.0 57.8 0.7
10 - - - - - - 53.4 88.3 0.5
100 - - - - - - 55.0 73.7 0.5

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 9 - Parametros térmicos de DODAC (1 mM) em NaBr ,no resfriamento.

[NaBr] T m AH’ 1 AT1m T AH’ AT 1o AT
(mM) (°C) (kd/mol) (°C) (°C) (kImol) (°C) (°C)
0 43.3 35.2 0.8 - - - 5.3
0.5 42.4 34.6 0.7 - - - 5.3
1.0 40.6 32.7 0.8 - - - 5.4
2.0 40.4 44.5 0.8 - - - 5.1
5.0 40.1 28.4 0.9 - - - -
10 39.9 23.7 0.7 43.9 8.8 1.0 -
100 - - - 43.5 30.9 0.5 -

Fonte: Elaborado pela autora.

As dispersdes de DODAB 1 mM, Figura 21, permaneceram estaveis até 300 mM
de NaCl, dados esses que corroboram os resultados apresentados para DODAC/NacCl.
No aquecimento, na presenca de até 1 mM de NaCl, os termogramas apresentam duas
ou trés transicdes, caracteristicas das vesiculas unilamelares (em Ts~ 36 C e Ty, =~ 45
‘C), e de estruturas multilamelares (T, = 52 'C), caracteristica das dispersdes de
DODAB em 4gua, Tabela 10. Acima de 1 mM de NaCl, os termogramas exibem uma
Unica transicao, em torno de T, = 46-47 °C; esses valores de Ty, estdo entre os valores
da T de DODAB (ca 45 'C) e DODAC (ca 49 'C) em &gua, indicando também a
substituicdo parcial dos contras ions Br™ por CI, comportamento analogo ao observado
para DODAC/NaBr. Proximo de 400 mM de NaCl, observa-se uma transi¢cdo em torno
de 42 °C, indicando mudancas estruturais, talvez devido a desestabilizacdo das
vesiculas.

No resfriamento até 1 mM de NaCl, os termogramas exibem uma exoterma mais
estreita em T’ = 40-41 °C (Figura 21b e Tabela 11), e a dispersdo € dominada por
vesiculas unilamelares, caracteristica das dispersdes de DODAB (com T’ = 40 °C).

Acima de 100 mM, no entanto, esta transi¢do € deslocada para valores maiores, T, = 46
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°C, que pode indicar a formagéo de estruturas de bicamadas mais complexas (T’p > T’

~ 43 "C), conforme observado para DODAC/NaBr.

Figura 21 - Termogramas de DSC, no aquecimento e resfriamento, de DODAB (1
mM) em solucéo de NaBr até 100 mM, e de DODAC, usado como referencia.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 10- Parametros térmicos de DODAB (1 mM) em concentracdo crescente de
NaCl, obtidos no aquecimento.

[NaCI] Ts AH; ATyps Tm AHp, AT1om Tp AHp AT1/2p
(mM)  (°C) (kd/mol)  (°C) (°C) (kd/mol) c) (°C) (kimol) (°C)
0 36.0 43.0 1,6 45.0 474 0.7 52.0 1.6 0.9
0.1 35.1 37.6 1.3 45.0 49.0 0.6 52.0 15.7 11
0.5 23.4 29.5 2.0 45.3 49.0 0.7 50.4 11.0 1.2
1 30.5 28.0 2.2 45.6 47.5 0.7 49.2 11.0 1.1
2.5 - - - 46.7 48.0 0.7 - - -
9) - - - 47.0 47.2 0.7 - - -
10 - - - 47.0 46.0 0.8 - - -
100 - - - 47.0 46.0 0.8 - - -
200 - - - 47.3 40.7 0.8 - - -
300 - - - 47.0 36.0 0.9 - - -
400 - - - 46.5 38.0 1.0 - - -
Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 11— Pardmetros térmicos de DODAB (1 mM) em concentracdo crescente de

NaCl, obtidos durante resfriamento.

[NaCI] T’m AH’m AT’1/2m AT
(mM) (°C) (kJ/mol) (°C) (°C)
0 40.0 53.9 0.5 5.0
0.1 40.1 48.0 0.5 5.1
0.5 40.4 50.0 0.7 4.9
1 40.6 47.0 0.7 5.0
2.5 41.5 46.0 0.9 5.2
5 42.0 43.0 0.9 5.0
10 42.0 41.2 0.9 5.0
100 42.0 40.0 1.2 5.0
200 42.0 35.1 1.3 5.3
300 42.0 20.1 1.3 5.0
400 41.5 34.5 1.7 5.0

Fonte: Elaborado pela autora.

Em geral, o valor de T’,, aumenta continuamente com a concentragdo de NacCl,
até um patamar (saturacdo) em T’ = 42 °C < T’ = 43,3 °C de DODAB (vide Tabela
10 e 11). Os resultados obtidos por DSC das dispersdes aquosas de DODAB/NaCl e
DODAC/NaBr mostram que, em excesso de NaCl, DODAB se comporta como

DODAC, enquanto que em excesso de NaBr, o DODAC se comporta como DODAB. A

esses sistemas, denominamos de vesiculas mistas de DODAX, com multiplas
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caracteristicas comparaveis a DODAB, DODAC ou mistura DODAB/DODAC. Essas
vesiculas mistas apresentam valores de T’ ou T’ intermediarios entre os valores de
T’ de DODAB e DODAC na auséncia de sal, assim como maior afinidade por Br em

comparacdo com CI".

4.1.2.4 Resultados de DLS

As dispersdbes de DODAC e DODAB apresentam duas populacbes, com
tamanho (Dy) compativeis de vesiculas e vesiculas grandes, como foi relatado por
Cuccovia (1990) e Feitosa, Lemos e Adati (2019) [CUCCOVIA, et al.,, 1990;
FEITOSA,LEMOS,ADATI,2019]. No Figura 22a e 22b, sdo apresentados as alteractes
do Dy em funcdo da concentracdo de sal, para DODAC/NaBr e DODAB/NaCl. Os
dados de DLS sdo apresentados até 10 mM, pois acima desta concentracdo a fungéo de
correlagdo do espalhamento dindmico da luz ndo foi determinada e os tamanhos néo
foram possiveis de ser calculados.

Para DODAC/NaBr a populacdo com Dy das vesiculas aumenta de 400 para 800
nm, com adicdo de 2 mM de sal, e apds 2 mM permanecem entre 800 a 1000 nm,
comportamento inverso observado para DODAB/NaCl, que neste mesmo intervalo de
concentracdo diminui de 800 para 400 nm, a tendéncia € com a adicdo destes sais ao
DODAB e DODAC ¢ a formacdo de estruturas mistas de DODAB /DODAC com
tamanhos menores ou maiores, respectivamente, corroborando assim com os dados de

transmitancia e DSC.

Para a populacdo de estruturas de bicamadas maiores, DODAC/NaBr o Dy
aumenta, predominando estruturas com 1700-3000 nm, efeito contrario observado por
DODAB/NaCl, onde as estruturas lamelares permanecem proximo de 1200 nm,
considerando o erro experimental. Deve-se notar que o valor minimo de Dy para
DODAC/NaBr é semelhante ao do DODAB/NaCI (Figura 22), 0 aumento de estruturas
complexas em fungdo de NaBr, podem ser atribuidos & ndo estabilidade do
DODAC/NaBr, que se comporta como vesiculas mistas. Com a alteracdo dos contra
ions presente na solucdo, os dados de DLS estdo em acordo com os dados de
transmitancia e DSC, pois, 0 tamanho das vesiculas mistas é comparavel as vesiculas

DODAB e DODAC em agua, que exibem duas populac@es de vesiculas e lamelas.
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Figura 22 - Medidas de Dy das vesiculas de DODAC/NaBr (a) e DODAB/NaCl (b).
Resultados obtidos a 25 °C e angulo de espalhamento de 90°.
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Fonte: Elaborado pela autora.

4.1.2.5 Resultados de filmes de Langmuir (LF)

Os filmes de Langmuir de DODAC/NaBr (Figura 23a) e DODAB/NaCI (Figura
23b) foram obtidos em triplicatas, a 25 °C. No intervalo de 0,5-1 mM de sal as curvas
de DODAC foram deslocadas para areas menores e houve o aparecimento de um a
regido do estado liquido expandido para condensado, semelhante ao observado nas
curvas de DODAB/NaBr. De 5-10 mM, observa-se o deslocamento para areas maiores,
devido ao comeco da saturagdo da monocamada, porém, a transi¢do do estado liquida

expandida para condensado se conserva. Acima de 100 mM, é menor o efeito de
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compactacdo, indicando saturagdo da monocamada e as curvas apresentam
deslocamentos para &reas maiores e menores, devido a remocdo de lipidios da
superficie. N&o foi evidente a troca ibnica, pois as curvas de DODAC/NaBr ndo se
aproximaram de DODAB em agua, nesta faixa de concentracdo estudada, Figura 23a.

Figura 23b, em baixas concentracdes de NaCl as curvas de DODAB apresentam
0 mesmo comportamento das curvas de DODAC/NaBr. Porém, no intervalo de 5-10
mM as curvas de DODAB/NaCI se aproximaram da curva de DODAC em agua, efeito
ndo observado para DODAC/NaBr, padrdo caracteristico das curvas de DODAX.
Acima de 100 mM de NaCl o mesmo comportamento observado para de DODAC/NaBr
indicando  saturacdo da monocamada. Em concentracfes maiores de sal, esses
resultados sdo comparaveis aos de DPPC/sal (Figura 6¢ e 6d), pois, nessas condices, as
cargas eletrostaticas de DODAB e DODAB nas bicamadas sao parcialmente blindadas,
e 0 comportamento se assemelha ao de vesiculas neutras (ou zwitteriénicas).

De modo geral, o CI, por apresentar maior eletronegatividade comparado ao Br,
consegue se acomodar na monocamada gerando maior area por molécula e por
acomodar maior numero de moléculas de agua ao seu redor, efeito ndo observado em
excesso de Br [FEITOSA; LEMOS, ADATI, 2019, KOELSCH, et al., 2007].

Figura 23- Isotermas n-A de DODAC/NaBr (a) e DODAB/NaCI (b), na auséncia e
presenca do sal na subfase aquosa, 25 °C.
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Fonte: Elaborado pela autora.

4.1.2.6 Conclusao

O estudo do efeito de NaCl e NaBr nas vesiculas e monocamadas de DODAB e
DODAC, respectivamente, quando o anion adicionado foi diferente do contra ion desses
anfifilicos, pode ser atil na aplicacdo de vesiculas catibnicas e na compreensdo das
monocamadas, considerando as caracteristicas anfifilicas e a forca ibnica do meio com
diferentes contra ions.

A formacdo de estruturas de bicamadas mistas de DODAB/DODAC, foi
evidenciada por transmitancia, DSC e DLS e explicada pela troca parcial entre Br e CI’
na cabeca polar desse lipidios. Para as monocamadas nao ficou evidenciada a possivel
troca idnica. No geral, o comportamento da dispersdo e das monocamadas de DODAC e
DODAB vai depender das caracteristicas do sal e da quantidade do anion adicionada.

As estruturas de bicamada mistas formadas exibiram transicdes semelhantes as
dos anfifilicos puros. Alem disso, as vesiculas de DODAB/NaCl foram mais estaveis
que as vesiculas DODAC/NaBr, confirmando resultados da literatura que as vesiculas
de DODAC puro sdo mais estaveis que as vesiculas de DODAB, assim como as
monocamadas [LOPES et al., 2008, CAVALLI, et al., 2001].
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4.2 Vesiculas e monocamadas anfifilicas em solucéo de glicose (GLI)

Nesta secdo foi investigado o efeito da concentracdo de glicose (GLI) nas
propriedades de vesiculas e monocamadas catibnicas de DODAC e DODAB, e
zwiteridnicas de DPPC. A interacdo de GLI com vesiculas e monocamadas foi
investigada por medidas de transmitancia, DSC, DLS, potencial zeta e Filmes de
Langmuir. A combinagdo dessas técnicas forneceu informacGes sobre a estabilidade das

vesiculas e a formacdo de monocamadas na presenca de GLI na subfase.

Em geral, as estruturas de bicamadas cationicas e zwiterionicas sdo preservadas
na presenca de até 400 mM de GLI. Medidas de potencial zeta indicam que as vesiculas
de DODAC e DODAB permanecem carregadas positivamente, enquanto as estruturas
de DPPC apresenta uma carga liquida negativa, valores esses pouco afetados pela

adicéo da glicose.

4.2.1 Analise visual das amostras

Analise visual das amostras (Figura 24), em funcdo da concentracdo de GLI
indica solucdes estaveis para os trés anfifilicos testados, isto €, ndo se observa a
formacdo de precipitados ou separacdo de fase, para nenhum deles nas concentragdes

estudadas.

Para DODAC/GLI (Figura 24a), no intervalo de 0,1-1 mM de GLI, o aspecto
visual das amostras permanece inalterado comparado a dispersao em agua. No intervalo
de 10-200 mM de GLU, as amostras sdo mais claras, indicando a formacao de estruturas
menores. Ja no intervalo de 277-400 mM de GLI, as amostras sdo mais turvas,

indicando a formacéo de estruturas maiores.

Para DODAB/GLI (Figura 24b), as amostras estdo levemente mais claras no
intervalo de 0,1-100 mM, pela possivel formagdo de estruturas menores. Acima de 200
mM, as amostras sdo mais turvas, efeito semelhante ao observada para DODAC. As
analises das imagens indicam que moléculas de GLI interagem com vesiculas
cationicas. Para DPPC/GLI (Figura 24c) ndo foi observado alteracdo em funcdo da
concentracgéo de glicose.
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Figura 24 — Analise visual de (a) DODAC/GLI, (b) DODAB/GLI e DPPC/GLI (c) em
concentracdes de 0,1- 400 mM de glicose, ap6s um dia do preparo. As amostras foram
mantidas a 25 C.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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4.2.2 Resultados de espectrofotometria UV-Vis

As dispersdes aquosas de DODAC, DODAB e DPPC, auséncia e presenca de
GLI, foram analisadas em triplicatas, em 25°C, no mesmo dia de preparo das amostras.
Como o perfil das curvas de T, era semelhante entre si, consideramos apenas 0S
resultados obtidos para A = 500 nm (Figura 25).

Na auséncia de GLU, a transmitancia da dispersao de DODAC ¢ ligeiramente
maior do que a de DODAB, pois conforme relatado na literatura as vesiculas de
DODAC sdo menores que as Vvesiculas de DODAB [FEITOSA, KARLSSON,
EDWARDS, 2006]. Porém, na presenca de GLI, em geral, a transmitancia dessas duas
dispersdes se equivalem, com excecdo para GLI em torno de 100 mM. A pequena
variacdo nos valores da transmitancia dessas dispersodes indica que GLI interage muito

pouco com as vesiculas catibnicas.

As vesiculas de DPPC apresentam menor valor de transmitancia comparado a
DODAC e DODAB (Figura 25). Diferentemente, a transmitancia da dispersédo de DPPC
sofre maior variacdo com a adicdo de GLI, indicando maior interacdo entre as moléculas

do acucar e da vesicula zwitterionicas de DPPC.

No intervalo de 1-10 mM para DODAC, DODAB e DPPC permanecem
estaveis, entre 10-100 mM, nota-se a diminui¢do regular na transmitancia para DODAC
e DODAB, Figura 25, a diminuicdo é devido o excesso de moléculas de GLI, ocorre a
alteracdo da viscosidade da solucdo e maior interacdo com as vesiculas, assim ha
formacdo de estruturas menores e, portanto mais estaveis em funcdo do tempo para
DODAC e DODAB. Efeito distinto para DPPC ha alteracdo da interacdo entre 0s
lipidios adjacentes de DPPC, na concentragdo de 100 mM de GLI as vesiculas

cationicas sdo maiores e as zwitterionicas menores.

Acima de 100 mM, DODAC e DODAB apresentam valores de transmitancia
maiores comparado a DPPC, indicando a formacdo de estruturas menores e regulares
catibnicas e maiores para zwiteriénicas. De modo geral, a GLI afeta mais as estruturas
zwiteridnicas comparado as catiénicas. Os perfis de DODAC e DODAB pouco se
alteram em funcdo da GLI, diferente para DPPC, que apresenta maior valor de

transmitancia em 100 mM.
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Figura 25 - Transmitancia (Tsgo) de dispersdo de DODAC, DODAB e DPPC, em
funcgéo da concentragéo de GLI, 25°C.
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Fonte: Elaborado pela autora.

As alteragdes estruturais em fungdo da GLI foram também analisadas por DSC,
DLS e potencial zeta, para possivel aplicacdo como carreadores de pequenas moléculas

de farmacos na condicdo fisioldgica.

4.2.3 Resultados de DSC

Em geral, com o aumento da concentracdo de GLlI, as vesiculas de DODAC (1
mM) sdo preservadas, apresentando apenas uma transicdo do estado gel-LC, Figura 26.
No aquecimento, com o aumento da concentracdo de GLI, o valor da T, diminui em
torno de 1 °C, AH,, também diminui, mas ndo de maneira sistematica, € ATmi = 0,2-0,4
°C, demonstrando alta cooperatividade (Figura 26a, Tabela 12). No resfriamento, o
comportamento de T’, e AH’, ¢ semelhante ao do aquecimento, e AT 1,m apresenta
valores maiores, se comparados a ATi;m, OU Seja, N0 aquecimento a transicdo € mais
cooperativa do que no resfriamento. Nota-se na presenca de 100 mM de GLI, um

pequeno desdobramento do pico, sugerindo a formacéo de estruturas diferentes; acima
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desta concentra¢do, o valor de T’ € ligeiramente maior, sugerindo a existéncia de
bicamadas mais compactadas (Figura 26b, Tabela 12).

Em geral, os pardmetros térmicos de DODAC séo significantemente afetados
por GLU, sugerindo a formacdo de estruturas vesiculares com diferentes graus de

empacotamento, acima e abaixo de 100 mM.

Figura 26 - Termogramas de DSC, nos modos aquecimento (a) e resfriamento (b), de
DODAC (1 mM), em agua e solucao de glicose.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 12 - Parametros térmicos de dispersdes de DODAC (1 mM), na auséncia e na
presenca de GLI, obtidos por DSC, nos modos de aquecimento e resfriamento.

[GLU] T AHp, AT om T AH,, AT iom ATnm
(mM) (°C) (kiimol)  (°C) (°C)  (kJ/mol)  (°C) (°C)
0 49,0 48,5 0,3 44,0 48,0 0,9 5,0
0,1 48,3 38,2 0,2 43,0 38,7 0,8 5,3

1 48,4 35,0 0,3 43,0 36,3 0,9 54
10 48,3 33,8 0,4 43,0 35,4 1,4 5,3
100 48,4 39,3 0,3 43,0 41,0 1,7 54
200 48,4 39,3 0,3 43,5 38,5 1,6 4,9
277 48,4 38,0 0,3 43,5 37,0 1,2 4,9
400 48,5 37,0 0,3 43,6 38,6 1,2 4,9

Fonte: Elaborado pela autora.

Para as dispersdes de DODAB, com a adicdo de GLI, a transicdo gel-LC das
estruturas multilamelares, em T, - 52,0 ‘C desaparece, predominando as vesiculas
unilamelares, caracterizadas pelas transicdes em Ty~ 36 C e T, ~ 44 C (Figura 27a e
Tabela 13). Assim como DODAC, as vesiculas de DODAB permanecem estaveis na
presenca de até 400 mM de GLI.

Nota-se que em 100 mM, ha um aumento de AHs e AHp, (56,1 e 73,5 kJ/mol,
respectivamente), abaixo de 100 mM, valores proximos de 31 kJ/mol (Tabela 13). Esses
dados indicam interacdo fraca GLI-DODAB, preservando a estrutura de vesiculas
unilamelares e inibindo a estrutura multilamelar, pois os valores de Ts e de T, variam e
a transi¢do em T, desaparece. No resfriamento o efeito se mantém (Figura 27b e Tabela
14). O AT1om = 0,6-0,7 °C e ATyps foram reduzidos de 1,6 para 1,0 no aquecimento; e
no resfriamento o AT’1,m permaneceram constante em 0,5 °C. A velocidade da
transicdo e diferente para aquecimento e resfriamento, caracteristico da alteracdo da
configura¢do da bicamada. O AT, = 5 °C em &gua, com aumento da concentracdo
diminuiu, permanecendo entre 4,4-4,8 °C.

De acordo com os dados de DSC, os termogramas indicam que as vesiculas de
DODAB e DODAC séo preservadas com o aumento da concentracdo de glicose, até 400
mM, predominando vesiculas unilamelares de DODAB. Porém o grau de
empacotamento da bicamada é alterado com a concentragcdo de GLI, demonstrando

interacdo entre as vesiculas catidnicas com glicose.
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Figura 27 — Termogramas de DSC, nos modos aquecimento (a) e resfriamento (b), de
DODAB (1 mM), em &gua e solugéo de glicose.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 13 - Pardmetros térmicos de dispersdes de DODAB (1 mM) na presenca e na
auséncia de GLI, obtidos no aquecimento.

[GliCOSG] TS AHS AT]/QS Tm AHm AT]/zm Tp AHp AT]/zp
(mM) (°C) (kJ/mol) (°C) (°C) (kJ/mol) (°C) (kJ/mol)  (°C)
O

0 36,0 429 16 450 544 0,7 52,0 1,6 0,9

0,1 356 20,9 1,3 444 271 0,6 - - -

1 35,7 335 1,2 442 433 0,7 - - -

10 36,0 28,7 1,0 443 38,3 0,6 - - -

100 36,2 56,1 1,0 443 73,5 0,6 - - -

200 36,0 351 1,2 443 518 0,7 - - -

277 36,1 32,4 1,2 443 439 0,7 - - -

400 36,2 31,0 1,2 443 424 0,7 - - -

Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 14 - Parametros térmicos de dispersdes de DODAB (1 mM) na presenca e
auséncia de GLI, obtidos no resfriamento.

[Glicose] Tm AH AT 12m ATm
(mM) (°C) (kJ/mol) (°C) (°C)
0 40,0 53,9 0,5 5,0
0,1 40,0 26,3 0,5 4.4

1 39,7 442 0,5 4.5

10 39,8 36,9 0,5 45
100 39,7 70,6 0,5 4.6
200 39,6 50,5 0,5 4.7
277 39,7 440 0,5 4,7
400 39,5 458 0,5 4.8

Fonte: Elaborado pela autora.

Investigamos também o efeito de GLI nas vesiculas de DPPC, (Figura 28). As
vesiculas de DPPC apresentam um comportamento comparavel a DODAB e DODAC,
sendo preservadas até 400 mM de GLI. No aquecimento com o acréscimo de GLI,
observa-se que a intensidade da transicdo do estado gel-LC é reduzida gradualmente até
200 mM, porém a T, permanece constante e hd diminuicdo no AH,, Figura 28a e
Tabela 15.

Acima de 200 mM, h& um pequeno aumento de T, T = 41,3°C, caracteristico
da alteracdo no empacotamento da bicamada. A entalpia permanece entre 24-31 kJ/mol,
assim é provavel que em baixas concentracdes de GLI, as bicamadas sejam menos
compactas, se comparadas aquelas em elevadas concentracdes (acima de 200 mM de
GLI). Nota-se uma pré-transicao de baixa intensidade em agua, em torno de 30°C, que
permanece até 10 mM de GLI. Esta pequena transi¢cdo pode estar relacionada com a
alteracdo estrutural observada na transmitancia em baixa concentracdo de GLI, Figura
28a. Comportamento semelhante foi observado no processo de resfriamento, Figura 28b
e Tabela 15.

De modo geral, as vesiculas de DPPC também foram preservadas até 400 mM,
porém a entalpia apresentou um comportamento distinto comparado a DODAC e
DODAB, pois no intervalo de 100-200 mM, seu valor foi reduzido e permaneceu
proximo de 12 kJ/mol. Apés este intervalo AH fica proximo de 24-31 kJ/mol,
demonstrando interacdo das vesiculas com GLI. A largura do pico permanece entre
ATiom = 0,3-0,5 °C ¢ AT’1pm = 0,2-0,5 °C. A velocidade da transicdo no modo

aquecimento foi praticamente semelhante a do resfriamento, caracterizando uma
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transicdo bastante cooperativa. O efeito da histerese, ATy, pouco se alterou,

permanecendo entre 0,4-0,6 °C.

Figura 28- Termogramas de DSC de aquecimento de DPPC (1 mM) em &gua e em

solucéo de glicose até 400 mM. Aquecimento (a) e resfriamento (b).
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Fonte: Elaborado pela autora.

auséncia de GLI, obtidos durante aquecimento e resfriamento.

[Glicose] Tm AHn  ATiom Tm  AHm AT 1om ATn
(mM) (°C) (kdimol) (°C) (°C) (kJ/mol) (°C) (°C)
0 412 230 03 406 188 0,3 0,6

1 412 37,8 04 40,7 353 0,2 0,5

10 412 351 03 40,7 340 0,3 0,5
100 412 120 03 407 120 0,3 0,4
200 412 123 04 40,7 123 0,5 0,5
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277 41,3 24,0 0,3 408 23,4 0,3 0,6
400 41,3 31,0 05 408 25,0 0,5 0,6
Fonte: Elaborado pela autora.

4.2.3 Resultados de DLS

De acordo com a Figura 29a, DODAC e DODAB (1 mM) na presenca de GLI
apresentaram apenas uma populacdo de vesiculas (de menor tamanho). Para
DODAC/GLLI, os valores do Dy das vesiculas aumentam, dobrando de 350 para 700 nm.
Para DODAB, nota-se uma pequena diminuicdo de 790 nm para 700 nm, indicando
maior efeito no tamanho de DODAC, comparado ao DODAB.

No intervalo de 1-100 mM, os valores do Dy de DODAC permanecem proximos
de 650 nm, enquanto DODAB os valores estdo proximos de 800 nm, neste intervalo as
estruturas de DODAB alcangam um Dy maximo de 950 nm em 10 mM, caracteristico
do inicio da saturacdo das vesiculas de DODAB por moléculas de GLI. Apds 10 mM, o
Dy diminui rapidamente para 600 nm, indicando a perda das moléculas de GLI em
excesso nas vesiculas de DODAB, e atingem valores de Dy proximo de 790 nm em 400
mM, Figura 29a, como foi observado por transmitancia na Secdo 4.2.1. Para DODAC,
acima de 100 mM, nota-se uma diminuigdo gradual dos valores de Dy, com tamanhos
variados de 650 para 450 nm, permanecendo constante até 400 mM de GLI.

O comportamento da distribuicdo do tamanho depende da concentracdo de GLLI,
pois, os valores de Dy das vesiculas de DODAB sdo mais regulares em concentracdes
menores, abaixo de 1 mM, enquanto que, para DODAC em concentragfes maiores,
acima de 100 mM. O contra ion e a concentracio de GLI influenciam no
comportamento térmico, na estrutura e na estabilidade das vesiculas catidnicas. Os
dados de DLS corroboram os observados de DSC e transmitancia, pois foi possivel

notar as alteragdes estruturais em funcdo da concentragéo de glicose.
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Figura 29- Efeitos de GLI no Dy da DODAC e DODAB (a) e DPPC (b) todos a 1 mM,
25 °C.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Para DPPC (1 mM) em agua, (Figura 29b), duas populacdes de vesiculas com
Dy~ 750 nm e Dy~ 1250 nm foram observados. Em solucéo de GLI, no intervalo de
1-100 mM, o tamanho das vesiculas aumentam em 50 nm; de 100-400 mM de glicose,
as vesiculas apresentam o Dy =~ 650 nm, para populagdo de lamelas com o aumento da
concentragdo de glicose aumenta o valor do Dy de 1650 para 2000 nm. A distribuicéo
dos tamanhos para DPPC em funcdo da concentracdo de GLI ocasiona em estruturas
regulares sem muitas oscilagfes nos tamanhos analisados, comportamento distinto para
DODAC e DODAB, considerando o erro experimental. Os dados indicam a formacéo
de estruturas mais estaveis de DPPC compradas as de DODAC e DODAB, até 400 mM



84

de glicose. Mais uma vez, os dados de DLS corroboraram as analises de transmitancia e
DSC.

4.2.4 Resultados de potencial zeta

O efeito do contra ions, DODAC e DODAB, com aumento da concentracdo de
GLI séo apresentados na Figura 30. Na auséncia de GLI, { = 40 ¢ 67 mV,
respectivamente para DODAC e DODAB, como foi discutido anteriormente, DODAC &
mais estavel comparado a DODAB. Com acréscimo de GLI, as vesiculas permanecem
carregadas positivamente, com comportamento distinto, dependendo da concentracéo,
Figura 30a.

Abaixo de 100 mM, as vesiculas de DODAC apresentam valores de potencial, C
~ 45-65 mV enquanto DODAB permanece entre { = 62-59 mV, maior efeito da GLI em
DODAC. Em 100 mM ambas apresentam o mesmo valor, { = 60 mV, ap0s esta
concentracdo ocorre uma inversdo nos valores dos potenciais, ou seja, DODAB com
valor de potencial maior comparado a DODAC, Figura 30a. Em geral, as vesiculas de
DODAC sdo mais estaveis acima de 100 mM (menor potencial) e DODAB abaixo de
100 mM, ambas as vesiculas interagem com as moléculas de GLI. A concentracdo de
100 mM é uma concentracdo critica, pois a partir dessa concentracdo, temos
comportamento distinto para DODAC e DODAB, demonstrando que o contra ions
influéncia na interacdo com GLI. Esses dados corroboram os dados apresentados por
transmitancia, DSC e DLS.
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Figura 30 - Efeito de GLI no potencial zeta das vesiculas de DODAC e DODAB (a) e
DPPC (b), a 25 °C.

@
70
60 4 i\ E % } - i
ST
£ -
™' 50 4
--m- DODAB
401 } ‘e DODAC
30 T T T T T T T
0.0 05 1.0 100 200 300 400
[GLI] (mM)

b) o4 ~=-DPPC1mM 25°C

=

E 104!

ot

m D

N s

K

Q N

O oo T

2 20 SR .

o M
-25 o
-30 T T T T

0 100 200 300 400

[GLI] (mM)

Fonte: Elaborado pela autora.

Tambeém foi analisado o potencial zeta das vesiculas zwitterionicas de DPPC em
funcdo da concentragdo de GLI, a fim de comparar com as medidas de DODAC e
DODAB.

As vesiculas de DPPC apresentaram potencial zeta proximo de =0 mV em
agua, Figura 30b, porém, com o0 aumento da concentracdo, as vesiculas de DPPC
apresentam uma carga liquida negativa, { diminui de 0 para -25 mV, demonstram que 0
DPPC em excesso de glicose, predominam vesiculas anidnicas, a parte carregada
positivamente interage fortemente com OH" da glicose, e nédo foi observado o efeito da

concentracgéo critica, como observado em DODAC e DODAB.
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4.2.5 Resultados de LF

Em glicose no intervalo de 1-10 mM, as isotermas n-A DODAB e DODAC
apresentaram um pequeno deslocamento para areas menores com DODAC notou-se
uma pequena transi¢do do estado liquido expandido para condensado, pela diminuicéo
da repulsdo eletrostatica entre a parte polar do lipidio, Figura 31a e 31b. Para o filme de
DPPC, Figura 31c, o efeito foi contrario, deslocamento das curvas para areas maiores,
indicando afastamento de lipidios adjacentes (60 A?), e as transicdes de DPPC ainda
permaneceram pronunciadas (citadas no item 4.1.1.5) observou-se aumenta da pressao
de colapso para 70 mN.m™.

Até 400 mM, para DODAC e DODAB, as curvas foram deslocadas para areas
maiores, devido a satura¢do da monocamada, causando um afastamento da parte polar
dos lipidios. Para DODAC a area limite foi de 110 A% em &gua, e aumentando para 130
A?. )4 para DODAB a area limite, em 4gua 120 A? alterando-se para 140 A?, que indica
a incorporagdo da GLI na monocamada e afetando as interacfes entre as moléculas do
lipidio, e neste caso a condensacdo do filme, o que explica a area por molécula de
lipidio aumentar em funcédo da concentracdo de GLI.

As curvas de DPPC mudaram consideravelmente, com deslocamentos também
para areas maiores, efeito semelhante ao observado com DODAC e DODAB. As
transicbes caracteristicas de DPPC desapareceram, demonstrando um comportamento

semelhante aos lipidios carregados.

Figura 31- Isotermas n-A para monocamada de DODAC (a), DODAB (b) e DPPC (c),
na auséncia e presenca de GLI na subfase, a 25°C.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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4.2.6 Conclusao

A estabilidade de vesiculas depende do balangco de forcas de repulsdo
eletrostatica da parte polar e hidrofébicas das cadeias alquilicas dos lipidios. As
moléculas de GLI adicionadas a solugdo de DODAC, DODAB e DPPC, promoveram
interacdes que alteraram o empacotamento dessas cadeias na vesicula e o afastamento
dos lipidios adjacentes nas monocamadas. Esses dados indicam que a GLI € bom
controlador osmético de membranas lipidicas. De modo geral, devido a alteracdo da
carga liquida do DPPC é provavel a formagdo de estruturas maiores, pois os lipidios
adjacentes da bicamada estdo mais afastados, com maior repulsdo eletrostatica, e ha
diminuicdo na estabilidade em excesso de GLI. Esta hipotese foi comprovada com os
dados de transmitancia e DLS, onde se observou a formacdo de duas popula¢Ges com
tamanhos distintos, ou seja, coexistem estruturas de tamanhos variados e maiores
comparados a DODAC e DODAB. Portanto, as estruturas de vesiculas de DPPC com o
aumento da concentracdo de GLI, apresentam maior alteracdo que as vesiculas
catiénicas, formadas por DODAC e DODAB.

Medidas de Dy mostram que para DODAC e DODAB, ambos apresentam uma
Unica populacdo com tamanho compativel a estruturas de vesiculas, ja para DPPC, nota-
se duas populagdes, vesiculas, a distribuicdo dos tamanhos para ambas as populacées de
DPPC reflete estruturas regulares sem muitas oscilagbes nos tamanhos analisados,
comportamento distinto de DODAC e DODAB.

4.3 Vesiculas em soro fisioldgico na presenca e auséncia de F127

As propriedades fisico-quimicas das vesiculas anfifilicas, na auséncia e na
presenca do helper F127, em soro fisiologico (SF, 0,9% de NaCl), soro glicosado (SG,
5% de GLU) e o caseiro (SC, 0,9% de NaCl e 5% de GLU) foram investigadas por
espectrofotometria UV-Vis, DSC e DLS e LF (monocamadas na auséncia de F127).

O resultado da interagdo do anfifilico catiénico (ImM) com F127 0,2 mM em
solucdo aquosa, induziu a formacdo de estruturas de vesiculas mistas. Em geral, as
vesiculas catidnicas mistas foram preservadas e permaneceram estaveis, comparadas

com as vesiculas puras nos trés soros estudados.
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A formacdo de monocamada foi investigada na auséncia de F127, pois,
surfactante por ser muito hidrofilico, ndo se estrutura em monocamadas na interface
ar/agua. Os resultados indicam que, em SF e SC predomina interacdo eletrostatica e, em
SG, as moléculas de GLI se intercalam nas monocamadas, analogamente ao observado

nasecao 4.1e4.2.

4.3.1 A¢éo do surfactante F127

4.3.1.1 Andlise visual das amostras

Na Figura 32, as dispersdes catidnicas e zwitterionicas, na auséncia de F127, sdo
indicadas pela letra D, e aquelas com F127, pelas letras D/F em agua e nos trés soros.
Pela anélise visual, ap6s um dia de preparo das amostras, as dispersdes de DODAB
(Figura 32b) em agua e SG, sdo mais turvas, indicando que as vesiculas de DODAB sé&o
maiores do que as de DODAC (Figura 32a).

Em SF e SC, na auséncia de F127, ha formacéo de flocos mais densos, isto €, ha
alteracdo da estrutura de bicamada em NaCl, pois a concentracdo salina esta em 150
mM, conforme discutimos na sec¢éo 4.1. Ao analisar o efeito de F127 nas vesiculas, em
SF e SC, uma pequena fase superior pode ser distinguida (Figura 32a e 32b),
provavelmente devido a formacdo de uma quantidade crescente de estruturas de
bicamada menos densa. Em geral, na auséncia de F127, o efeito eletrostatico nos SF e
SC ¢é favorecido, ocasionado menor estabilidade em funcdo do tempo nas dispersdes
cationicas.

Para DPPC, Figura 32c, tanto na auséncia como na presenca de F127, ndo se
observa separagdo de fases e nem formacdo de precipitados. Porém, as dispersdes sao
bastante turvas comparadas aos anfifilicos catidnicos, com predominancia de estruturas
maiores e multilamelares.

Estudos realizados por Feitosa e colaboradores, indicam que a formagdo de
estruturas catibnicas mistas é mais estavel para DODAC na presenca de F127 em
pequenas concentragdes; com o aumento da concentracdo de F127, observa-se a
transicdo vesicula-micela, que ocorre em trés estagios: no primeiro estagio, predominam
as vesiculas mistas; no segundo estagio, coexistem vesiculas e micelas mistas; e, no
terceiro estdgio, predominam as micelas mistas. Outro fato importante é que a carga

liquida das vesiculas catidnicas € preservada em elevadas concentracdo de F127
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[FEITOSA, LEMOS, ADATI, 2019]. De acordo com a literatura, os copolimeros sao
dissolvidos nas bicamadas lipidicas e auxiliem na estabilizacdo das estruturas em
solucdo [FEITOSA, WINNIK, 2010].

Figura 32 — Analise visual de (a) DODAC/F127 e (b) DODAB/F127 em &agua, SG, SF
e SC, ap6s um dia do preparo. Amostras foram mantidas a 25 'C. Onde D sdo as
amostras na auséncia de F127, e D/F na presenca de F127.

DODAC/F127

DODAB/F127
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DPPC/F127

D/F

Fonte: Elaborado pela autora.

4.3.1.2 Resultados de espectrofotometria UV-Vis

A fim de complementar a anélise das imagens foram realizadas as medidas de
transmitancia nas dispersdes de DODAC, DODAB e DPPC, na auséncia e presenca de
F127.

Na Figura 33a, as dispersdes de DODAB diminuem regularmente o valor da
transmitancia, apresentando o menor valor em SC comparado com agua, indicando que
0 tipo de soro pode alterar a estrutura das vesiculas e, consequentemente, o grau de
compactacdo da bicamada catiénica. As estruturas formadas por DODAB sdo maiores
que as de DODAC. Para as dispersdes de DODAC, Figura 33a, nota-se um aumento,
em SG, de ca 10 u.a no valor da transmitancia, indicando a formacdo de estruturas
menores, para SF e SC observa-se valores menores de transmitancia, com predominio
de estruturas maiores em SF e SC.

Tanto para DODAC quanto DODAB, é provavel que o CI" presente na solugédo
interage com as vesiculas, formando estruturas maiores, conforme discutido na secao
4.1. Em geral, em SG ocorre alteragdo estrutural para ambos os anfifilicos, sem alterar
a estabilidade da estrutura formada, efeito diferente do observado na presenca de sal, SF
e SC.

Para DPPC (Figura 33a), o valor da transmitancia permanece abaixo de 20 u.a,

apresentando valores menores comparados as estruturas catidnicas. Portanto, h&
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formacéo de estruturas maiores nos trés soros testados, com a maior alteracdo estrutural
observada em SG, isto é, a glicose altera a estrutura das vesiculas de DPPC. Em SF, a
estrutura das vesiculas de DPPC (zwitteridnica), permanece igual & estrutura em &gua;
em SC, o valor da transmitancia diminui levemente, indicando pequeno efeito do sal e

do acucar na estrutura das vesiculas.

A estrutura das vesiculas mistas de DODAC/F127, Figura 33b, permanece
inalterada em &gua e em SG, j& em SF e SC ocorre diminuicdo no valor da
transmitancia, indicando formacao de estruturas maiores, devido ao acréscimo de NacCl,
e predominancia de interacdo eletrostatica e alteracdo da camada de solvatacdo das
estruturas mistas de DODAC/F127. Para DODAB/F127, o valor da transmitancia de SG
aumenta, indicando a formacéo de estruturas menores; para SF e SC, 0 comportamento
é semelhante ao de DODAC/F127, porém, com valor de transmitancia maior, isto é,
com formagdo de estruturas menores de DODAB/F127, comparavelmente a
DODAC/F127.

Para DPPC/F127 em agua, o comportamento é semelhante ao de F127 em agua;
para SG e SF, a estrutura permanece inalterada; em SC o valor da transmitancia

aumenta predominando estruturas menores.

Figura 33 - Transmitancia (500 nm) de DODAC e DODAB (a) e acdo de F127 (b) em
agua, SG, SF e SC, respectivamente, 25°C.
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Fonte: Elaborado pela autora.

4.3.1.3 Resultados de DSC

De acordo com o termograma de DODAC (1 mM) em &gua, Figura 34a, no
aquecimento, 0 termograma apresenta uma Unica transicdo de estado gel-LC, com os
seguintes parametros térmicos: T, = 49 °C, AHpm = 48,5 kJ/mol, ¢ ATyom = 0,3 °C. E,
no resfriamento, T’ = 44°C, AHp, = 48 ki/mol, e ATm1, = 0,9 °C, portanto, indicando
histerese térmica de 5 °C.

De acordo com a Tabela 16, no aquecimento, tanto o sal quanto o GLU
diminuem o valor da Ty em até 1,4 °C, e de AHy, de 48,5 kJ/mol, em &gua, para 25,7,
34,0 e 26,7 kl/mol, respectivamente; ATi,n permanece praticamente constante, com
0,2-03 °C, indicando transicdo altamente cooperativa.

No resfriamento, Figura 34b, a mesma tendéncia do aquecimento, com 0s picos
de transi¢des mais largas. Esses dados permitem-nos concluir que as vesiculas de
DODAC sdo preservadas nos SF, SG e SC, podendo ser usadas na solubilizacdo de

farmacos (e.g., DOX) como agente carreador.
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Figura 34- Termogramas de DSC de DODAC (1 mM) em SF, SG e SC, obtidos nos
modos aquecimento (a) e resfriamento (b).
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Tabela 16- Parametros Térmicos de DODAC em &gua, SF, SG e SC, aquecimento e
resfriamento.

Soro To AHp, AT om T AH, AT ipm ATy
(°C) (kI/mol)  (°C) (°C)  (kJ/mol)  (°C) (°C)

Agua 49,0 48,5 0,3 44,0 48,0 0,9 5,0
SF 48,0 25,7 0,2 43,0 27,2 1,2 50
SG 48,4 38,0 0,3 43,5 37,0 1,2 4,9
SC 47,6 26,7 0,2 43,0 22,4 0,7 4,6

Fonte: Elaborado pela autora.
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Os termogramas de DODAC (1 mM)/F127 (0,2 mM) apresentam duas
transi¢des térmicas, de estado gel-LC caracteristico das vesiculas e a outra da formagao
das micelas de F127. A transicdo de estado gel-LC é bastante intensa e estreita em SF e
SC comparavelmente a agua, no modo aquecimento e resfriamento, (Figura 35a e 35b).
Para SG o0 termograma apresenta um pico de baixa intensidade, largo e um
desdobramento no modo aquecimento, (Figura 35?).

Nos trés soros, Ty, diminuiu ndo mais de 2 'C, AH, =~ 37, 43 e 45 kJ/mol,
respectivamente para SF, SG e SC, ATm=0,8 °C em SF,3°Cem SGe 1 °C em SC.
Esta transicdo € lenta e de baixa cooperatividade na presenca de glicose, SG,
comparado ao sal (SF e SC), devido a diminuicdo da repulsdo eletrostatica e aumento
da camada de solvatacdo. Em SC, nota-se uma terceira transicdo, T = 39,7 'C, AH=
12,7 kd/mol e ATy, = 2,7 C, ndo esclarecido, mas que pode ser um desdobramento da

transicdo das micelas, (Tabela 17).

A CMT teve um acréscimo maximo de 4 °C, AH, =~ 52, 62 e 50 kJ/mol
respectivamente para agua, SF e SC. Em SG a transi¢do da micela de F127 foi inibida.
O ACMTy/, de maior valor em SF (6,3 °C), se comparado a agua (4,3°C) e SC (4,7 °C)
indica que a transicdo das micelas € lenta e de baixa cooperatividade na presenca de sal.
De acordo com a Tabela 18, o comportamento no modo resfriamento é semelhante ao
do aquecimento. No sistema de DODAC (1 mM) /F127 (0,2 mM), as vesiculas foram
preservadas nos trés soros e houve maior intensidade em comparacdo a agua; a

transicdo das micelas de F127 foi inibida apenas em SG.
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Figura 35- Termogramas da dispersao de DODAC/ F127 em agua, SF, SG e SC, por

aquecimento (a) e resfriamento (b).
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Tabela 17- Pardmetros térmicos de DODAC/F127 em agua, SF, SG e SC, no modo
aquecimento.

Soro Tm AHp, ATiom CMT AH ACMTyp T AH AT
(°C) (kJ/mol) (°C) (°C) (kImol) (°C)  (°C) (kJ/mol) (°C)

Agua 490 10,4 04 240 520 43

SF 473 36,7 08 276 620 6,3

SG 473 435 3,0 - - i

e 472 454 1,0 281 50,0 47 397 127 2,7

Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 18- Parametros térmicos de DODAC/F127 em &gua, SF, SG e SC, no modo
resfriamento.

Soro Tw AH'm ATysm CMT°  AH  ACMT1; AT, ACMT
(°C) (kJimol) (°C) (°C) (kimol) (°C)  (°C)  (°C)

Agua 433 101 2,1 23,4 40,9 4,0 5,7 0,6
SF 410 28,0 2,0 23,0 58,0 3,3 6,3 4,6
SG 41,1 40,0 3,2 - - - 6,2 -
SC 40,7 35,0 1,2 22,5 60,0 2,1 6,5 5,6

Fonte: Elaborado pela autora.

O termograma de DODAB (1 mM) em &gua (Figura 36), apresenta tipicamente
trés transi¢des endotérmicas, em Ts = 36 °C, Ty = 45 °C e Ty = 52 °C. No resfriamento,
apresenta uma unica transi¢do exotérmica, em T’ = 40 °C, conforme Figura 36b, dados

da literatura [FEITOSA et al., 2012].

De acordo com a Figura 36a no aguecimento, a pré-transi¢cdo foi totalmente
inibida nos SF e SC, e mantida no SG (Ts = 36,1 °C, AHs = 32,4 ki/mol e ATys= 1,2
°C), como a concentracdo de do SG é 277 mM, esta acima da concentracdo critica de
saturacdo observada no item 4.2, portanto as estruturas de DODAB sdo preservadas. A
pos-transicdo foi inibida na presenca em todos os soros. A entalpia da pré- e transicdo
principal diminui na presenca dos soros. No resfriamento os termogramas apresentaram
apenas uma transicdo, com intensidade menor em SF e SC, em comparacdo a SG,
Figura 36b. Os valores de Ty, e T’,, aumentaram em 2 'C para SF e SC, enquanto para
SG diminuiram menos que 1°C. J4 a entalpia diminuiu em todos os soros e a
cooperatividade foi alterada em ambos os processos, AT;,n no aquecimento
permaneceu entre 0,7-0,8 ‘C e no resfriamento entre 0,5-1,1 OC, indicando que a
transi¢do no aquecimento ¢ mais cooperativa que no modo resfriamento; a histerese

permaneceu entre 5,1-4,7°C, (Tabelas 19 e 20).
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Figure 36- Termogramas de DODAB (1 mM) em agua, SF, SG e SC obtidos nos
modos aquecimento (a) e resfriamento (b).
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Tabela 19- Parametros térmicos de DODAB em agua, SF, SG e SC, aquecimento.

Soro Ts AHS AT]/ZS Tm AHm AT]/zm Tp AHp AT]/zp
°C) (KImol) (°C) (°C) (kImol) (°C) (°C) (kI/mol) (°C)
Agua 36,0 42,9 16 45,0 54,4 0,7 52,0 1,6 0,9

SF - - - 46,5 274 0,8 - - -
SG 36,1 324 12 443 439 0,7 - - -
SC - - - 470 384 0,7 - - -

Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 20- Pardmetros térmicos de DODAB em agua, SF, SG e SC, no modo
resfriamento.

Soro T n AHm  ATym AT
(°C) (kd/mol) (°C) (°C)

Agua 400 539 0,5 5,0
SF 411 26,4 0,7 5,1
SG 39,7 440 0,5 47
SC 420 364 1,1 5,0

Fonte: Elaborado pela autora.

Nos termogramas de DODAB (1 mM)/F127 (0,2 mM) em SF, SG e SC (Figuras
37a e 37b), notam-se um comportamento mais regular se comparado a agua. A
intensidade da transicdo de estado gel-LC foi bastante intensa e estreita em SF e SC
comparados a SG. A transi¢do da formacdo das micelas ndo foi inibida em SF, SG e SC,
apresentou um perfil largo e regular, comportamento diferente do observado em
DODAC/F127.

A T, aumentou em torno de 3°C, AHp, = 29, 16, 37 kJ/mol respectivamente em
SF, SG e SC, demonstrando que em sal a entalpia é maior comparavelmente a glicose,
devido a diminuicdo da repulsdo eletrostatica, tornando a transicdo de alta
cooperatividade, ATym foi de 0,8 'C em SF e SC, e de 1,3 °C em SG. A CMT
apresentou menor valor em SG (25 "C) se comparada a SF (28,3 'C) e SC (27,6 C),
ACMT}y, foi de 6,2 'C, 5,5 4,7 "C respectivamente, para SF, SG e SC, indicando a baixa
cooperatividade em SF, (Tabela 21).

No resfriamento, Tabela 22, T’ foi alterada apenas na presenca de sal, (SF e
SC), A’Hy, com comportamento semelhante no aquecimento demonstra que gasto o
energético é equivalente em ambos os modos AT’1om= 1,2, 0,6 € 1,1 em SF, SG e SC,
sugere que a transicdo LC-gel ocorre lentamente na presencga de sal, comportamento
inverso ao aquecimento. Portanto no resfriamento é necessario menor velocidade para

voltar no estado inicial da bicamada.

A CMT diminuiu em média 2 'C, A’H apresentou um comportamento inverso do
observado no aquecimento, ACMT’y, permaneceu proximo de 5,5 °C em SF e SG

enquanto em SC ACMT 1, = 3,1 'C. De modo geral, no resfriamento a configuracéo
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dos monémeros de F127 foi bastante alterada em SC, pois apresentou menor entalpia e

maior velocidade, perdendo a reversibilidade observada em &gua.

Figura 37- Termogramas da dispersdo de DODAB/F127 em agua, SF, SG e SC por
aquecimento (a) e resfriamento (b).
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Tabela 21- Parametros térmicos DODAB/F127 em agua, SF, SG e SC, aquecimento.

Soro Tm  AHm  ATiom CMT  AH  ACMTip
(°C) (kJ/mol) (°C) (°C) (kd/mol)  (°C)
Agua 443 180 12 250 670 5.0
SF 466 290 08 283 60,0 6,2
SG 455 16,3 13 250 46,4 55
SC 468 370 08 27,6 56,0 47

Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 22- Parametros térmicos DODAB/F127 em agua, SF, SG e SC, no modo
resfriamento.

Soro Tm AH’m  ATiom CMT? AH’ ACMT’1p AT, ACMT
(°C) (kimol) (°C) (°C) (k¥mol) (°C)  (°C)  (°C)

Agua 400 197 05 250 718 5,0 43 00
SF 402 272 12 231 610 5,4 64 52
SG 400 125 06 246 690 5,5 55 04
sC 403 320 11 230 423 3,1 65 46

Fonte: Elaborado pela autora.

Em SF e SC, os parametros térmicos obtidos no aquecimento e no resfriamento,
apresentam valores maiores, pois a camada de solvatacdo das vesiculas aumenta na
presenca de sal. Isso ocorre devido, a forte interacdo das vesiculas com NaCl
comparado as moléculas de &gua, tornando a bicamada mais rigida, tal que maior
energia para alterar a curvatura e o grau de fluidez da bicamada € observado, como foi
relatados na literatura [FEITOSA; BARRELEIRO, 2004].

Este efeito ndo é observado em SG, pois a entalpia diminui porque as ligacoes de

hidrogénio formadas sdo facilmente quebradas com o aumento da temperatura.

Para DPPC, nos soros testados, T, ¢ T’ s@0 pouco alteradas, no aquecimento e
resfriamento, (Figura 38a e 38b e Tabela 23). O ATy, € alterado apenas em SC, em 0,2
°C. No aquecimento a AHy, permanece entre 23-24,2 kJ/mol e no modo resfriamento
AH’, aumenta ndo mais de 8 kJ/mol, demonstrando que o modo resfriamento requer
mais energia para retornar ao estado gel da bicamada, a histerese ndo se alterou (Tabela
20).

De modo geral, as propriedades térmicas das vesiculas zwitterionicas de DPPC

pouco se alteram em SF e SC comparavelmente a SG. O comportamento térmico da
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vesicula de DODAB ¢ afetado em SF e SC, ou seja, em solucdo salina. Em SF, o
comportamento das vesiculas se assemelha ao efeito de sal, descrito no item 4.1. Em
SG, para DODAB e DODAC as vesiculas sdo preservadas, e demonstram pequena
alteracdo no empacotamento da bicamada, como descrito no item 4.2. Para SC, a

interacdo que predomina é a interacao eletrostatica com as vesiculas.

Quando comparamos a acdo de F127 em soros (item 4.3), as vesiculas mistas de
DODAB/F127 apresentam um comportamento mais regular do que as vesiculas de

DODAB em agua, comportamento diferente do observado para DODAC.

Figura 38 - Termogramas da dispersdo de DPPC (1 mM) em &gua, SF,SG e SC,
aquecimento (a) e resfriamento (b).
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Tabela 23- Parametros térmicos de DPPC (1 mM) em &gua, SF,SG e SC, aquecimento
e resfriamento.
Soro Tm AHm  ATiom Twm  AHn AT 1om  ATh
°C) (kd/mol) (°C) (°C) (kJ/mol) (°C) (°C)
Agua 412 23,0 0,3 40,6 18,8 0,3 0,6

SF 412 24,2 0,3 406 26,4 0,3 0,6
SG 41,3 240 0,3 40,7 23,4 0,3 0,6
SC 413 23,0 0,5 40,7 21,6 0,4 0,6

Fonte: Elaborado pela autora.

4.3.1.4 Resultados de DLS

Através da distribuicdo de tamanho dos agregados, verificamos alteracdes
estruturais, indicando a coexisténcia de tamanhos variados, (Figura 39), na auséncia e
presenca do F127.

Na Figura 39a, nas dispersdes de DODAC (1 mM) em SF, SG e SC,
apresentaram Dy entre 500-800 nm. Para DODAB 1 mM em soros, apresentaram Dy
de 200-550 nm. Para DPPC (1 mM), as estruturais de vesiculas estdo proximas de 600
a 800 nm. O DPPC apresentou uma segunda populacdo de baixa intensidade de
estruturas lamelares, de 1300-1500 nm, dados ndo apresentados.

Na presenca de F127, as estruturas mistas cationicas apresentam Dy mais
regulares, sem oscilacdes nos valores, comparadas com a Figura 39a. Para
DODAC/F127, o Dy é maior comparado a DODAB/F127, em &gua, SF e SG, as
vesiculas DODAC/F127 sdo preservadas, apresentaram Dy entre 500-800 nm.

Para DODAB/F127, em 4gua permanece inalterado o Dy comparativamente na
auséncia de F127 em SG, o Dy foi maior (proximo de 500 nm) e Dy igual 700 a 900 nm
em SF e SC, isto é, na presenca de F127 as estruturas de DODAB sdo preservadas e
permanecem estaveis em solucdo de NaCl (SF e SC), de acordo com as analises de
espectrofotometria de UV-vis e DSC. Para DPPC/F127 em SG o Dy foi semelhante em
agua, em SF diminuiu ficando proximo de 600 nm, e na mistura predominou estruturas
maiores e multilamelares.

Em geral, sem F127, o sal aumenta o tamanho das estruturas de DODAC e
DPPC, devido a diminui¢cdo da repulsdo entre os lipidios e fosfolipidios adjacentes,

enquanto para DODAB, ocorre a competicdo entre os contra ions de Br™ e anion CI',
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causando um Dy menor. Em SG, DODAC diminui seu tamanho comparado a DODAB
e DPPC. Em SC em DODAC predominam as interacdes eletrostaticas, pois 0 Dy em SF
e proximo do SC, diferente para DODAB e DPPC. Com F127, as estruturas mistas de
DODAC/F127 foram mais alteradas e maiores, comparadas a DODAB/F127. Para
DPPC/F127 houve maiores Dy em agua e SG, enquanto que em SF e SC, se assemelhou
a DODAB/F127.

Figura 39- Medidas no Dy das vesiculas em solucgdes fisiologicas de DODAB,
DODAC e DPPC (a) e na presenca de F127 (b). Resultados obtidos a 25 °C e angulo de
espalhamento de 90°.
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4.3.2 Resultados de LF

Os filmes de Langmuir de DODAB, DODAC e DPPC foram investigados a 25°C,
com subfase de agua ou SF, SG e SC.

Na figura 40, em SF, as curvas de DODAB e DODAC foram deslocadas para
areas menores, pois o0 sal diminui a repulsdo eletrostatica entre os lipidios. Nota-se a
transicdo do liquido expandido para condensado mais pronunciada em DODAB
comparavelmente a DODAC, (Figuras 40a e 40b), e a pressdo de colapso alterada de 45
para 50 mN.m™ para DODAB, permanece constante para DODAC. Para DPPC as
curvas em SF foram deslocadas para areas maiores e a pressdo de colapso aumentou
para 57 mN.m™ se comparada a 4gua, efeito é semelhante ao observado para DODAB,
(Figura 40c).

Em SG, as curvas também foram deslocadas para a area maiores € ndo se
observou nenhuma transicdo para os trés lipidios. A pressdo de colapso diminuiu,
permanecendo proxima de 40 mN.m™ para DODAC e DODAB, e 50 mN.m™ para
DPPC.

Em SC as curvas de DODAC e DPPC apresentaram comportamento semelhante
ao SG, devido a solucdo apresentar moléculas de glicose na subfase que impediam a
interacdo entre os ions de CI" com a parte polar, diferentemente de DODAB, pois em
SC, a curva foi deslocada para areas ainda maiores, talvez, devido a saturacdo da
monocamada por moléculas de glicose. Comparando o comportamento de bicamadas
(dados de DSC) e monocamadas (Filmes de Langmuir) em SC, nas bicamadas
predomina a interacdo com sal diferentemente das monocamadas que predomina a

interacdo com GLI.
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Figura 40- Monocamadas de DODAB (a), DODAC (b) e DPPC (c) 1 mgmL™ em
cloroférmio espalhado na subfase agua, SF, SG e SC, a 25°C.
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4.3.3 Conclusao

F127 apresenta trés blocos, onde o bloco central é hidrofébico e os blocos
terminais sdo hidrofilicos, como descrito na secdo 1.2, isto é, a formacéo das vesiculas
mistas dos anfifilicos com F127, como helper, em agua, € apresentada na Figura 41,
onde a regido hidrofébica, composta de PPO, interage fortemente com a regido das
cadeias hidrocarbénicas dos anfifilicos, e a parte hidrofilica (de PEO) interage com a
regido hidrofilica do anfifilico. Lemos e colaboradores relataram que, dependendo da
concentracdo de F127, predominam estruturas de vesiculas mistas ou micelas mistas
[LEMOS, ADATI, FEITOSA, 2019].

Em SF e SC, onde predomina interacdo eletrostatica, as vesiculas mistas séo
mais estaveis comparadas as vesiculas puras, pois a regido composta de PEO protege a
bicamada da acdo do anion presente na solucdo; ja para SG, ocorrem interagdes de
hidrogénio entre as moléculas de GLU e o copolimero.

Em geral, as estruturas mistas de DODAC/F127 formam bicamadas estaveis e de
tamanhos menores, com o observado por espectrofotometria de UV-Vis, DSC e DLS,
comparavelmente a DODAB/F127. Como as estruturas de DODAB se assemelham a

DPPC, o comportamento de ambo com F127 e também semelhante.

Figura 41 — Modelo da interacao dos anfifilicos com o helper F127.
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Fonte: Elaborado pela autora.



108

4.4 Vesiculas com DOX

Misturas de lipidio catiénico, como DODAB ou DODAC, na presenca de F127,
formam estruturas coloidais, como vesiculas ou micelas, com grande potencial de
aplicacéo industrial e medica, entre outras [BARDHAN, et al., 2001].

Nesta Secdo, foi investigada a solubilizacdo do farmaco anticancerigeno DOX
nas vesiculas mistas de DODAB ou DODAC na presenca de F127 (helper), como
possivel carreador ndo viral de farmacos. F127 € um composto biocompativel e aceito
pela FDA (Food and Drug Administration) para testes farmacéuticos [BARENHOLZ,
2012].

As propriedades fisico-quimicas de DODAB/F127 e DODAC/F127 (na auséncia
de DOX), em SF, SG ou SC, foram investigadas na Se¢do 4.3. O efeito de DOX nestas

vesiculas foi igualmente investigado e os resultados comparados.

4.4.1 Andlise visual das amostras

Analise visual das amostras de DODAC/DOX e DODAB/DOX, na auséncia e
presenca de F127 (Figura 42), ap6s um dia do preparo indicam que as dispersdes mistas
contendo DODAC séo mais estaveis do que as dispersées DODAB. Na Figura 42a, as
dispersdes de DODAC/DOX, em agua e em SG, sdo estaveis, na auséncia e na presenca
de F127. Em SF e SC, sem F127, as amostras ndo sao turvas comparadas as amostras
contendo F127, provavelmente devido a formacdo de estruturas maiores com F127,
devido & predominancia de interagdes eletrostaticas nessas amostras.

Para DODAB/DOX, Figura 42b, o comportamento é semelhante ao de DODAC
em agua e SG; porém, na presenca de sal, SF e SC, sem F127, as amostras sdo
desestabilizadas, havendo formacao de flocos em SF, e separacdo de fase em SC. Esse
efeito ndo foi observado na presenca de F127, onde as amostras permanecem turvas sem
separacdo de fase e sem formacao de flocos em SF e SC. E provavel que, na presenca de
F127, DODAB/DOX formem estruturas maiores, que permaneceram estaveis. Para
possivel aplicacdo, os sistemas de DODAC/DOX, contendo ou ndo F127, sdo mais
apropriados comparados aos sistemas analogos contendo DODAB.
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Figura 42- Imagens de amostras de (a) DODAC/DOX e (b) DODAB/DOX na auséncia
e na presenca de F127, em &gua, SF, SG e SC, ap6s um dia do preparo. Amostras foram
mantidas a 25 C.
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Fonte: Elaborado pela autora.

4.4.2 Resultados de espectrofotometria UV-Vis

As medidas de transmiténcia (Tsop) Seguem o mesmo padréo apresentado neste
trabalho. Em termos de comparacdo, foram realizadas medidas de transmitancia de
DOX, em solugdo fisiologica e em vesiculas cationicas de DODAC/DOX e
DODAB/DOX, na auséncia e na presencga de F127, visando entender o comportamento
analisado na Secdo 4.4.1.

Anadlise da transmitancia da solucdo de DOX, (Figura 43a), indica maior valor
de transmitancia comparativamente a DODAC/DOX e DODAB/DOX. Como DOX é
uma molécula anfifilica, ha formacdo de estruturas menores quando adicionada em
solucdo aquosa. A parte hidrofilica se volta para solugdo e protege a parte hidrofébica
da molécula, efeito este é observado em solucgdo salina, SF e SC, onde as estruturas sao



110

menores, neutras e compactadas se comparadas as formadas em agua e SG, onde as

estruturas sdo maiores a adquirem uma carga negativa do grupo amina.

Ao analisar o feito da DOX nas vesiculas de DODAC e DODAB, é provavel que
DOX esteja solubilizada nas vesiculas catiénicas de DODAC, pois o perfil de Tsqo muda
em comparacdo com DOX pura em solugdo aquosa, com os valores de transmitancia

diminuindo.

Para DODAB/DOX, Tso permanece constante em agua e SG. Na presenga de
NaCl, SF e SC, o perfil de Tsgo se assemelha a DOX pura em solucéo, indicando que as
estruturas de DODAB desestabilizam, predominando DOX livre em solugéo, Figura
43a.

Para as estruturas contendo F127, Figura 43b, o comportamento de
DODAC/F127/DOX e DODAB/F127/DOX ¢ distinto de DOX livre em soluc¢éo, o valor
de Tso diminui, pois parte do farmaco € solubilizada nas vesiculas mistas, apresentando
tamanhos menores, em agua e SG, e maiores em SF e SC. E provavel que F127 auxilie
na interacdo de DOX com as vesiculas catidnicas, pois caudas de PEO do copolimero

interagem com a regido hidrofébica de DOX livre na solucao.
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Figura 43 - Tsoo de DODAC (a) e DODAB (b) e acdo de F127/DOX em agua, SG, SF e
SC, respectivamente, a 25°C.
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4.4.3 Resultado de DSC

Os termogramas de DODAC (1 mM)/F127 (0,2 mM)/DOX (0,5 mM) séo
mostrados na Figura 44. Todos o0s termogramas, nos modos aquecimento e
resfriamento, apresentam duas transigdes térmicas do estado gel-LC das vesiculas e da
formagéo das micelas de F127.

No agquecimento, (Figura 44a e Tabela 24), em SF e SC, a transicao do estado de
gel-LC é de bastante intensidade ¢ estreita (AT1/m= 0,7 °C) comparada a agua (ATyom=
0,9 'C) e SG (AT1m = 1,4 "C). Na presenca de sal a transicdo é bastante cooperativa. A
transicdo caracteristica da formacao da micela de F127 (CMT) apresenta maiores valor
para SF e SC do que a agua e SG, em SC ha um desdobramento, provavelmente devido
a formacdo de estruturas micelares diferentes com DOX. Comportamento distinto foi
observado na auséncia de DOX.

Em SF e SC, T, =47 °C e AHp, = 34,5 e 42 k/mol respectivamente, demonstrou
uma pequena alteracdo ao observado em agua. Em SG, Ty, = 48 °C e AHy,, = 9kJ/mol,
houve diminuicdo em 30 kJ/mol do valor observado em agua na auséncia de DOX,
indicando desestabilizacdo das vesiculas em SG com DOX, pois a transicdo principal
das vesiculas mistas é de menor intensidade, se comparada com agua.

Ao analisar a entalpia, AH do F127 = 56-50,5 kJ/mol, respectivamente em SF e
SC, aumentou comparado a 4gua. Em SG AH= 41 kJ/mol, o que foi maior comparado a
agua. De acordo com o item 4.3, a transicdo da micela de F127 foi inibida em SG,
indicando que as micelas sdo favorecidas pela DOX em solugéo de GLU.

No resfriamento, Figura 44b e Tabela 25, as vesiculas apresentam
comportamento semelhante ao aquecimento. Os valores de CMT’= 23, 26 e 22°C
respectivamente em &gua, SF e SG, apresentando mesmo valor em SG e SC, AH’
diminuiu, apresentando menor valor em SC, demonstrando que a interacdo entre
micelas e farmacos néo é reversivel, Tabela 25.

As vesiculas permaneceram estaveis em SF e SC com DOX, e as micelas de

F127 tiveram um comportamento distinto do observado na auséncia de DOX.
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Figura 44- Termogramas da dispersdo de DODAC/F127/DOX. Por aquecimento (a) e
resfriamento (b).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 24- Parametros térmicos de DODAC/F127/DOX em &gua, SF, SG e SC, durante
0 aquecimento.

Soro Tm AHm ATl/Zm CMT AH ACMTl/z
(°C) (kImol) (°C) (°C) (kI/mol)  (°C)
Agua 476 150 09 240 470 5,8
SF 470 345 07 287 56,0 48
SG 480 9,0 1,4 225 410 3,8
SC 472 420 07 287 505 6,0

Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 25- Parametros térmicos de DODAC/F127/DOX em agua, SF, SG e SC, durante
o resfriamento.

Soro T’m AH’m ATl/Zm CMT’ AH’ ACMT’l/z
(°C) (kI/mol) (°C) (°C) (kImol)  (°C)

Agua 41,3 13,0 1,3 23,0 48,0 6,2
SF 405 33,0 1,0 26,0 38,0 7,0
SG 41,6 6,0 1,6 22,0 33,0 3,0
SC 40,8 42,0 1,2 22,0 27,0 3,4

Fonte: Elaborado pela autora.

Os termogramas de DODAB (1 mM)/F127 (0,2 mM)/DOX (0,5 mM) séo
mostrados na Figura 45. Todos os termogramas, nos modos aquecimento e
resfriamento, apresentam duas transicdes térmicas (em T, e CMT), indicando que as

vesiculas unilamelares e micelas sdo preservadas.

No aquecimento em agua com DOX, o valor da T, permanece inalterado, T, =
45°C, a AHp, aumenta em 13 kJ/mol, caracterizando possivel interacdo do farmaco na
membrana da vesicula. Em SF e SC, T, e AH,, aumentaram respectivamente em 2 °C e
23 kJ/mol. Efeito contrario foi observado quando analisamos a AH do F127, em SF, SG
e SC, que se reduziu comparado a agua com DOX. Em SG, os parametros térmicos

foram bem préximos dos valores em obtidos em agua, Figura 45a.

Aparentemente SF e SC, tende a preservar o complexo formado, alterando a
camada de solvatacdo da bicamada, sendo necesséria maior energia para alterar a
fluidez desse complexo, (Tabela 26). Em SG, T, e CMT sdo praticamente inalteradas e

a entalpia diminui para ambas as transicoes, (Tabela 26).

No resfriamento, (Figura 45b), CMT’ permaneceu inalterada, a AH’
apresentando um valor distinto em SG no aquecimento esta proximo de 16 kJ/mol e no
resfriamento esta 73 kJ/mol, demonstrando que a interacdo entre micelas e farmacos nao
é reversivel, (Tabela 27), efeito semelhante ao observado para DODAC. E possivel a
formacéo de ligagdes de hidrogénio entre as hidroxilas do farmaco e as moléculas livres

de glicose, alterando a estabilidade da estrutura coloidal presente.
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Figura 45- Termogramas da dispersdo de DODAB (1 mM)/ F127 (0,2 mM) em agua,
SF, SG e SC com DOX (0,5 mM), medidas durante aquecimento (a) e resfriamento (b).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Tabela 26- Parametros térmicos de DODAB/F127/DOX em agua, SF, SG e SC, obtidos
no modo aquecimento.

Soro Tm AHm ATl/Zm CMT AH ACMTl/z
(°C) (kJmol) (°C) (°C) (kJ/mol)  (°C)
Agua 45,2 18,0 1,1 25,2 51,0 7,4
SF 46,5 31,4 0,7 29,0 35,0 5,2
SG 45,2 16,0 0,8 23,2 46,0 5,2
SC 470 31,0 0,8 29,1 46,0 6,0

Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 27- Parametros térmicos de DODAB/F127/DOX em agua, SF, SG e SC, obtidos
no modo resfriamento.

Soro T m AHm  AT’1pm CMT’ AH’ ACMT 1o
°C) (kimol) (°C)  (°C) (kJmol)  (°C)
Agua 39,1 19,0 11 240 480 54
SF 401 33,0 1,1 - - -
SG 39,0 190 08 230 730 5,0
SC 400 31,0 10 220 140 3,0

Fonte: Elaborado pela autora.

Em geral, as vesiculas mistas de DODAC tiveram seus parametros térmicos
bastante alterados com DOX, se comparadas com as vesiculas mistas de DODAB. Os
termogramas de DODAC/F127/DOX apresentaram transices secundarias e
desdobramentos que ndo foram observados em DODAB/F127/DOX, ainda sdo
necessarios testes de estabilidade, controle de tamanho e da carga superficial dos
complexos formados. Porém é provavel que ocorra interagdo com as vesiculas
catibnicas mistas com DOX, mesmo que o farmaco em pH proximo de 7 apresente um

carater mais cationico.

4.4.4 Resultado de DLS

De acordo com a Figura 46, DODAC/DOX e DODAB/DOX, na auséncia e
presenca de F127, é analisado em SF, SG e SC com as medidas realizadas a 25 °C e em
triplicata.

Para DODAC/DOX, os valores do Dy das vesiculas em agua é 680 nm, ja para
SG, diminui ficando préximo de 400 nm, considerando o erro experimental. Em NaCl,
SF, 0 Dy =800 nm, em SC esta proximo de 700 nm.

Para DODAB/DOX, o Dy € maior nos trés soros testados comparado a
DODAC/DOX, em agua e SG o Dy = 700 nm, aumentando para 900 nm em SF, e SC
préximo de 800 nm, Figura 46a. O efeito da DOX no tamanho de DODAC comparado a
DODAB indica que DODAC/DOX apresenta Dy menor comparado a DODAB/DOX

nos trés soros testados.
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Figura 46 - Medidas no Dy das vesiculas de DODAC (a), DODAB (b), F127/DOX
Resultados obtidos a 25 °C, e angulo de espalhamento de 90°.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Na Figura 46b, DODAC/F127/DOX em &gua 0 Dy é maior (500 nm) comparado
a DODAB/F127/DOX (300nm), em SG, considerando o erro experimental Dy préximos
de 400 nm para ambos os lipidios. Em SF e SC, DODAB/F127/DOX o Dy teve valores
semelhantes ao observado sem F127, pois em solugdo salina de NaCl prevalece
interacdo eletrostatica para DODAB. Ja para DODAC/F127/DOX, o efeito €

diferenciado, pois o Dy aumenta para 700 nm e permanece semelhante para SF e SC, é



118

provavel que o F127 preserve a interacao das vesiculas com DOX e diminua os efeitos
eletrostaticos gerados pela presenca de NaCl. Para DODAC/F127/DOX, o Dy nédo
apresenta grandes oscilagdes nos valores, se comparado a DODAB/F127/DOX, isto é,

com formacéo de estruturas mais estaveis e regulares.

4.4.5 Conclusao

Nesta Secdo foram apresentados resultados preliminares da solubilizacdo do
farmaco antitumoral doxorrubicina (DOX) nas vesiculas catibnicas mistas de
DODAC/F127 e DODAB/F127 em solucédo fisiologica (SF, SG e SC), para possivel
aplicacdo em soro fisioldgico enriquecido, ou no tratamento do cancer. Este farmaco é
um medicamento com efeitos adversos, como a cardiotoxicidade [AGRAWAL,
BARTHWAL, BARTHWAL, 2009, SAWYER, et al., 2010]. Portanto, o estudo da
interacdo da DOX com lipidios e copolimeros pode definir seu papel no sistema

bioldgico e ser determinante para sua atividade farmacoldgica.

As dispersdes de DODAC/F127/DOX, nas trés condigdes testadas (SG, SF e
SC), comparadas com agua, permanecem estaveis, conforme observado nas imagens
fotograficas; ao contrario do observado para DODAB/F127/DOX. De acordo com 0s
dados de DSC, os termogramas de DODAC/F127/DOX comparados aos das vesiculas
mistas de DODAC/F127 (sem DOX), mostram comportamentos ndo observados para
DODAB/F127. Ja a distribuicdo do tamanho DODAC/F127/DOX apresenta Dy maior
em 4gua e SG, permanecendo inalterado em SF e SC, comparavelmente a
DODAB/F127.

E evidente que a presenca de NaCl afeta a estrutura das vesiculas de DODAB,
na auséncia e na presenca de F127. Portanto, sistemas mistos com DODAC, contendo

ou ndo F127, sdo mais indicados como carreadores de DOX.
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5 CONCLUSAO GERAL

O efeito da concentracdo de NaBr, NaCl, e glicose (GLU) nas propriedades
térmicas e estruturais de vesiculas e monocamadas dos lipidios catidnicos de DODAB e
DODAC, e zwitteridnico de DPPC, ¢ investigado para possiveis aplicacbes em Soros
fisiolégico (SF), glicosado (SG) e caseiro (SC) contendo vesiculas com funcéo
carreadora ou bactericida (lipidios catiénicos).

Plurdnico F127 foi usado como helper, a fim de ajustar as propriedades das
vesiculas para a funcdo carreadora de farmacos. Testes de incorporacdo de pequena
molécula com acdo farmacoldgica as vesiculas e bicamadas foram realizados usando
anticancerigeno doxorrubicina (DOX).

A acdo de NaCl e NaBr nas vesiculas e monocamadas é dependente da
concentracdo e da composicdo do sal e do lipidio usado. Em &gua, as vesiculas de
DODAC sdo mais estaveis do que as de DODAB; Entretanto, em excesso de NaCl, as
vesiculas de DODAC e DODAB séo mais estaveis do que presenca de NaBr, o que nos
leva a concluir que Br" interage mais fortemente com as vesiculas de DODAC ou
DODAB do que CI, devido seu menor raio hidrodindmico.

Esses sais interagem fracamente com as vesiculas zwitteribnicas de DPPC, se
comparar a DODAB e DODAC. Na presenca de pouco sal (até 1 mM), em geral, as
vesiculas tem bom comportamento de estabilidade.

Na presenca de NaCl ou NaBr, as vesiculas, respectivamente de DODAB e de
DODAC, apresentam comportamento de vesiculas mistas de DODAX (X = Br/Cl),
com caracteristicas de DODAC ou de DODAB, em excesso de CI" ou de Br,
respectivamente. Tal comportamento pode ser atribuido a maior afinidade de Br™ as
vesiculas. O equilibrio entre as propriedades das vesiculas e o tipo de ions pode ser de
interesse em aplicacOes praticas, como por exemplo, na diluicdo das vesiculas em SF,
SG e SC.

A acéo desses sais na monocamada de DODAB e DODAC tende a blindar a
repulsdo eletrostatica entre as cabecas polares desses lipidios, realcando a transi¢do do
estado liquido expandido para o estado condensado, comparavel aos filmes de DPPC,
nos quais o sal tem efeito de aumentar a area por molécula.

Devido & fraca interacdo GLU-lipidio, as vesiculas resistem a grandes
quantidades do acucar (até 400 mM), preservando a sua estrutura de mono (LF) e de

bicamada (DSC e DLS). Pequena mudanca estrutural ou térmica foi observada nessas
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estruturas com a adicdo de GLU. As vesiculas de DODAC e de DPPC foram
preservadas nos soros fisioldgico (SF), glicosado (SG) e caseiro (SC). As vesiculas de
DODAB séo instaveis em SF e estaveis nos demais soros. A ac¢dao da GLU nas vesiculas
obedece a seguinte sequéncia de estabilidade: DPPC > DODAC > DODAB. As
vesiculas mistas de DODAB/F127 e DODAC/F127 também foram preservadas nesses
soros. Portanto, os estudos preliminares sobre a solubilizagdo de DOX nas vesiculas
mistas sdo mais favoraveis as vesiculas de DODAC/F127 que DODAB/F127, nas
condicdes testadas, conforme dados apresentados por imagens fotogréaficas,
transmitancia, DSC e DLS.
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