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RESUMO

A quercetina é um bioativo que apresenta uma ampla gama de aplicacGes, porém o seu
uso para fins farmacologicos apresenta dificuldades relacionadas a sua baixa biodisponibilidade
e solubilidade em meio aquoso, alta propensdo a degradacdo pela luz, calor e oxigénio, bem
como sua reduzida atividade bioldgica no trato gastrointestinal. Uma estratégia poderosa para
potencializar sua atividade bioldgica é encapsula-la em sistemas nano e microparticulados. As
MLVs (vesiculas multilamerares) representam uma alternativa de baixo custo adequada para
encapsular moléculas bioativas hidrofdébicas sendo usado com sucesso em varias areas. Devido
a versatilidade no preparo das MLVs e considerando a variedade de lipidios e esterdis
encontrados na natureza, estudamos o efeito de diferentes composicdes lipidicas na preparagdo
de MLVs para o encapsulamento e a liberagdo controlada da quercetina. Para tanto, foram
considerados os efeitos de carga e rigidez no tamanho médio da formulagéo, na distribuicdo de
tamanhos, nas propriedades de carga, além da eficiéncia de encapsulamento e liberacdo deste
polifenol. Nossos resultados demonstraram que a rigidez imposta pelo colesterol aumentou a
homogeneidade da distribui¢do de tamanho e a eficiéncia de encapsulamento permitindo uma
taxa significativa de liberacdo de quercetina no sistema composto de 1-palmitoil-2-oleoil-sn-
glicero-3-fosfocolina / colesterol (80:20). A carga modulou o tamanho médio e a distribuicao
de tamanho, bem como resultou em alta eficiéncia de encapsulamento e liberagdo na formulagéo
composta por (1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina / 1-palmitoil-2-oleoil- sn-glicero-
3-fosfatidilglicerol (80:20). Os resultados apresentados neste trabalho sdo um ponto de partida
no uso da composicdo lipidica como um agente modulador de pardmetros importantes no

desenvolvimento de nano e microssistemas.

Palavras-chave: Quercetina, MLVs, Encapsulamento e Liberacdo Controlada de Quercetina.



ABSTRACT

Quercetin is a bioactive that has a wide range of applications, but its use for
pharmacological purposes presents difficulties related to its low bioavailability and solubility
in aqueous media, high propensity to degradation by light, heat and oxygen, as well as its
reduced biological activity. in the gastrointestinal tract. A powerful strategy to enhance its
biological activity is to encapsulate it in nanoparticulate and microparticulate systems. MLVs
(multilamellar vesicles) represent a suitable low cost alternative to encapsulate hydrophobic
bioactive molecules being successfully used in several areas. Due to the versatility in the
preparation of MLVs and considering the variety of lipids and sterols found in nature, we
investigated the effect of different lipid compositions in the manufacture of MLVs for
encapsulation and controlled release of quercetin. In order to do so, the effects of load and
stiffness on the average size of the formulation, size distribution, load properties and the
encapsulation efficiency and release of this polyphenol were considered. Our results
demonstrated that the rigidity imposed by Colesterol increased both the homogeneity of the size
distribution and the encapsulation efficiency enabling a significant rate of quercetin release at
the system with 1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphoColine/Colesterol (80:20). The
charge modulated both the average size and size distribution as well as resulted in high
encapsulation and release efficiencies in the formulation composed of (1-palmitoyl-2-oleoyl-
sn-glycero-3-phosphoColine/1-palmitoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phosphatidylglycerol (80:20).
To the best of our knowledge, this is the first study concerning charge and rigidity effects on
the encapsulation of quercetin in multilamellar vesicles, with great potential for technological
application. Furthermore, the news presented in this work is a starting point on the use of lipid
composition as a modulating agent of important parameters in the development of nano and

micro systems.

Keywords: Quercetin, MLVs, Encapsulation and Controlled Release of Quercetin.
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1 INTRODUACAO

Nessa secdo teceremos 0s conceitos fundamentais que compdem esse estudo.
Primeiramente, sera apresentado o bioativo quercetina (Que) - suas atividades biolégicas e
limitacbes. Em seguida, serdo introduzidos os conceitos do nanoencapsulamento (NE),
mostrando as vantagens e desvantagens dos diversos tipos de nanoencapsulantes, com foco nos
sistemas baseados em lipidios. Dentro dos sistemas lipidicos, apresentamos as vesiculas

multilamelares (MLVs) e como o presente trabalho pode contribuir para aperfeicoa-las.

1.1 QUERCETINA

Os polifendis podem ser quimicamente distinguidos em trés classes principais: acidos
fendlicos, flavonoides e ndo flavonoides (FIGURA 1). Os flavonoides compdem um grupo de
5000 compostos, que sdo amplamente estudados (FALLER e FIALHO, 2009). Eles apresentam
2 (duas) unidades de benzeno e um anel de pireno contendo oxigénio que conecta os dois anéis
de benzeno. Dentre estes compostos, esta a quercetina (Que), o flavonoide mais abundante na
dieta humana cuja estrutura quimica é exibida na figura 2. O seu nome atribuido pela IUPAC é
2-(3,4-dihidroxifenil) -3,5,7-trihidroxi-4H-cromeno 4-ona. Apresenta-se na forma de um pé
alaranjado, com férmula molecular C1sH1007 e massa molecular de 320,24 g mol™. E uma
molécula que apresenta um comportamento anfifilico pois possui uma porcdo hidrofébica,
formada por anéis fendlicos, e uma por¢do polar composta de um grupo hidroxil. Possui
solubilidade de aproximadamente 0,001 mg/mL (25°C), é degradada em pH baésico fraco 8,
enquanto em pH 5, quase 75% da quercetina permanece em solugcdo. Ao atingir o intestino
delgado, devido a sua porcdo hidrofébica, pode ser absorvida pelas células epiteliais
atravessando as membranas celulares (bicamadas fosfolipidicas) por uma via de difusdo
simples. Em torno de 53% a 60 % da quercetina ingerida é absorvida pelo organismo.
(PINHEIRO et al., 2021).
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Figura 1 - Classificacdo esquematica dos polifenois

Polifenodis
Acidos Fl i Nio
Fendlicos avonoides Flavonoides
Antoxantina Antocianina
Flavonoides Isoflavonas Flavonas Flavononas Flavonodis

quercetina

Fonte: Elaborado pelo Autor

Figura 2 - Estrutura quimica da quercetina (3,5,7,3’-4” — pentahidroxiflavona)

Fonte: BEHLING et al., 2004
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A quercetina foi identificada em 1936 por Szent-Gyor-gyi (FORMICA e REGELSON,
1995), estando presente em legumes, frutas, chas, vinho, chocolates, folhas verdes e Ginkgo
biloba L., Ruta graveolens L.arruda (AMIN e BANO, 2018; KUSACZUK et al., 2022) e muitas
especies de plantas (ALIZAEEH e ALIEBRAHIMZADEH, 2022). O teor da Que nos alimentos
é apresentado na tabela 1 e foi descrito pelo Departamento de Agricultura dos Estados Unidos
através de medidas de HPLC (High Performance Liquid Cromatography) (USDA, 2018). Esses
dados compreendem tanto quantidades naturais quanto aquelas atribuidas pelo melhoramento
genético dos alimentos (SOUZA et al., 2013). Também é encontrada comercialmente na forma
de suplementos dietéticos especialmente na forma de cépsulas ou comprimidos e em muitas
formulacdes cosméticas (PINHEIRO et al., 2021).

Tabela 1 - Teor de quercetina presente em alimentos

Quantidade de Quercetina (mg/100g)
Fonte de Alimento
Macé com casca 3,80
Cebolas cruas 20,30
Espinafre cru 3,97
Vinho tinto 062
Alcaparras em conserva 172,55
Alcaparras cruas 233,84
Acerola 4,74

Fonte: USDA, 2018

Estudos mostram que a Que possui multiplas atividades bioldgicas: atividade anti-
hipertensiva, antiarritmica, propriedades anti-inflamatdrias, antialérgicas, anti-hepatotdxica,
acao antitumoral, antioxidante (eliminacdo de radicais livres), anti-inflamatdria, neuro
protetoras (PINHEIRO et al., 2021), antidiabetica, antimicrobiana, antiviral, melhora nas
doencas degenerativas, cardiovasculares (AMIN e BANO, 2018), anti-alzheimer, antifingico,
antiobesidade, antidiabético e atividades antiparkinsonianas = (ALIZADEH e
ALIEBRAHIMZADEH, 2022). Tem potencial terapéutico para mitigar varios tipos de
toxicidade, como cardiotoxicidade, nefrotoxicidade, neurotoxicidade e hepatotoxicidade
(WASEEM et al., 2022). Tambeém tem sido potencialmente usada para a prevencao e tratamento

de SARS-CoV-2, pois inibe a replicacdo do rinovirus in vitro e in vivo (TALARICO et al.,
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2021). Apesar de tantas atividades biologicas, a sua eficacia terapéutica é comprometida devido
as suas baixas: solubilidade e hidrofilicidade; alta propensdo a degradacdo pela luz, calor e
oxigénio; bem como sua reduzida atividade biologica no trato gastrointestinal (KALBASSI et
al., 2021). Neste contexto, a possibilidade de encapsular a quercetina em nano e microestruturas
tem se mostrado uma alternativa para superar essas dificuldades e melhorar o seu desempenho
da quercetina como farmaco.

A literatura apresenta diversos estudos que utilizam a estratégia do encapsulamento da
Que (KALBASSI et al., 2021; OGUZ et al., 2021; KHURSHEED et al., 2021; MORANTE-
ZARCERO et al., 2021; SHAJl e IYER, 2012; PRIPREM et al., 2008; LIU et al., 2013; YUAN
et al., 2006; LONG et al., 2013; GONIOTAKI et al., 2004; CADDEO et al., 2019; KUMARI
etal., 2010; KHOEE e RAH,ATOLAHZADEH, 2012; EL-GOGARY etal., 2017; BISHAYEE
et al., 2015; SUKSIRIWORAPONG et al., 2016; SUNOQROT AND ABUJAMOUS, 2019;
DE OLIVEIRA et al., 2018). Destes, é possivel notar a variedade de materiais que podem ser
utilizadas como agente encapsulante e incluem desde polimeros sintéticos e naturais a misturas
lipidicas. De modo geral, 0 encapsulamento da Que possibilita um direcionamento eficiente ao
alvo de acdo, o desvio das barreiras estomacais e, consequentemente, o aumento de seu indice
terapéutico e a minimizacdo seus possiveis efeitos colaterais. Neste sentido, a estratégia de
encapsular a quercetina tem promovido melhorias em suas propriedades fisico-quimicas, que

contribuem diretamente para aplicacdes com fins terapéuticos.

1.2 NANO ENCAPSULAMENTO

O nano encapsulamento aperfeicoa a biodisponibilidade, a farmacocinética e a
biodistribuicdo de farmacos e bioativos protegendo-os de diversas enzimas degradativas e
viabilizando o aprimoramento funcional do produto final (FALSAFI et al., 2022). Sendo
economicamente vidvel e funcionalmente eficaz a nanotecnologia dos encapsulantes tem
resultado na elaboracdo de diversos estudos que apresentam uma variedade de materiais,
metodologias e sistemas encapsulantes/encapsulado. A Figura 03 apresenta 0s aspectos
morfoldgicos de diferentes tipos de nanoparticulas onde é possivel verificar as principais
caracteristicas e a tabela 2 exibe uma parcela de estudos apresentando o tipo da estrutura
utilizada, o material do agente encapsulante, a via de administracdo, as vantagens e

desvantagens associadas aos sistemas.
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Figura 3 - Aspectos morfoldgicos de diferentes tipos de nanoparticulas
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Tabela 2 - Diferentes tipos de Nanoencapsulante
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de imina, quiral, peptideo e
poliéster

facilitam o transporte atraves
de membranas bioldgicas

Tipo Material ATipo d? Vantagem Desvantagem Referéncias
plicacdo
Método para
Cristais Baixo custo e preparagéo produgégem larga BERBEL etal;
B . : RAJABALAYA et
Liquidos simples escala precisa ser al
explorado '
Poliamidoamina, biocompativeis para entrega
. polipropileno dendrimeros . de drogas em nanoescala e DE LIMAE
Dendrimros Dendrimeros

MORTARI, 2022

Exibe uma &rea de superficie

Devido ao tamanho

A . ndo podem ser BERBEL et al.,
metal-organicas excepcionalmente alta, com
usados em vasos 2017
poros grandes sanguineos
- Componentes inorganicos BERBEL etal.,
Materiais (silica) ou componentes Versatilidade dos 2017
Mesoporosos N DMPONeT COSTA et al.,
organicos e inorganicos 2021
Arquitetura nanoscopica Fase oleosa
. N exclu§!va, tamanho PEQUENO, | - ntinua ruim para | BERBEL etal.,
. o . Administracdo | estabilidade e capacidade de - x )
Micelas fosfolipidios e polimero « a administracédo 2017; NAQVI e
parenteral adaptagao para direcionada de FLORA, 2020
compatibilidade com drogas medicamentos ’
diferentes
Nanoemulsdes NAQVIe
emulsdes du |E;.S 6leos comestiveis, agentes Aprisionam bioativos FLORA, 2020;
e emulsdes P tensoativos (surfactantes) e diversos (hidrofilos e FALSAFI et al.,
pi . agua hidréfobos) 2022, LINA e
ickering

MORTARI, 2022




23

Injetados no

Nanogéis R_edes p_oliméri_cas espaco Tamanho ajusté\_/el de GRIMAUDO et
hidrofilicas reticulada . nandmetros a micrometros, al., 2019
intratecal
Alta eficiéncia de Dificil
Nanoparticulas encapsulamento, BERBEL et al.,

lipidicas solidas
(SLNs)

Lipidios sélidos

Intravascular

estabilidade, incorporacgéo de

drogas hidrofilicas e
hidrofobicas

caracterizacao
devido ao pequeno
tamanho

2017; DELGADO,
2013

Nanoparticula

Alta érea superficial,

de Silica Silica estrutura estavel e BERBEL etal.,
. e 2017
mesoporosa morfologia modificavel
Capacidade de encapsular VIEIRA &
Nanoparticula Polimeros biodegradaveis e diferentes tipos de Citotoxicidade de )
polimérica biocompativeis Intravenosa substancias / Protecdo da alguns polimeros GAMARRA,2016;
o MOREIRA, 2015
substancia ativa
Estabilidade quimica,
facilidade de modificacéo, LINAe
alta squAblll_dad_e em agua, MORTARI. 2022:
Nanotubos carbono fluorescéncia ajustavel com
alto rendimento quantico, BAYDA et al.,
boa biocompatibilidade e 2021
baixa toxicidade
Baixa citotoxicidade / )
. Biocompatibilidade / APOLINARIO,
Sistemas Encapsulacéo de da
baseados em Lipidios psuac Estabilidade 2017.

lipidios

substancia ativa hidrofilicas
e hidrofobicas/ Ndo
imunogénicos
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Dentre os sistemas de liberacdo de farmacos, os lipossomas, descobertos ha mais de 50
anos, sdo 0s mais versateis, em termos de composi¢do, forma, tamanho, morfologia, e
constituem nanocarreadores amplamente estudados, pois, permitem encapsular drogas com
solubilidade diversificada, drogas hidrofilicas e lipofilicas colaborando com a estabilidade,
especificidade do local e biodisponibilidade do bioativo (ELOY et al., 2014; DARAEE et al.,
2014). Estes sistemas sdo classificados de acordo com a composi¢cdo da membrana lipidica,
podendo incluir desde polimeros naturais ou sintéticos a surfactantes. A Tabela 3 exibe alguns

exemplares desses sistemas e detalha as respectivas composicoes.

Tabela 3 - Exemplos de sistemas vesiculares baseados em lipidios

Nanocarregadores Composicao

Arqueossomos Glicolipidios de lactosil arqueol sulfatado (SLA), lipidio
polar de bactérias Archaea

Aspassomas Palmitato de ascorbila, 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-
fosfocolina (DMPC)

Bilossomas Tensoativos ndo idnicos (Tween e Span) e sais biliares

Carboidossomos

Lipidios a base de carboidratos (metil-2,3-di-o-lauroil-b-D-
ribose-5 fosfocolina), &cido dilauroil fosfatidico, bis-(2,3-

lauroil)-1-metoxi- 5-(fosfo)-ribose

Quitossomas

Fosfolipidios e quitosana

Criptossomas

Fosfolipidio e PEG

Enzimossomas

Fosfolipidios conjugados com enzimas

Eritrossomos

Bicamada lipidica revestida no citoesqueleto de eritrocitos

humanos, gema de ovo fosfatidilcolina extraida

Escheriossomas

Fosfolipidios de Escherichia coli

Genossomos

Fosfolipidios conjugados com genes, lipoplexos, lipidios

glicosilfosfatidilinositol

Gliceossomos

Fosfolipidio e glicerol, dipalmitoilglicerofosfatidilcolina,
fosfatidilcolina de soja hidrogenada, 1,2-dimiristoil-sn-
glicero-3- fosfatidicolina (DMPC)

Leptossomas

Fosfolipidios de Leptospira biflexa e Leptospira néo

patogénica biflexa sorovar potac



Esfingossomas
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Esfingolipidios, ovo-esfingomielina

Subtilossomos

Fosfolipidios isolados de Bacillus subtilis

Ufassomas

Acidos graxos saturados e insaturados

Vesossomos (vesiculas

em vesiculas)

Fosfolipidios e colesterol

Virossomos

Fosfolipidios e proteinas do envelope viral

Marinossoma

Acidos graxos poliinsaturados (PUFAs), fosfolipidios de

origem marinha

Hialurossomos

Fosfolipidios e hialuronano

Invasomes Fosfolipidios, terpenos e etanol

Cubossomos Bicamada lipidica bicontinua (por exemplo, monooleato de
glicerila) e interpenetrante  nanocanais  aquosos
independentes

Etossomas Fosfolipidios e etanol

Lipossomas Fosfolipidios e colesterol

Niossomas Surfactantes ndo iénicos, colesterol e moléculas, como
alcoois graxos

Novasomes Monoésteres de acidos graxos de polioxietileno, colesterol
e acidos graxos livres

Farmacossomas Compostos anfifilicos de drogas esterificadas com um
lipidio

Fotossomas Lipidios sensiveis a luz

Fonte: Adaptado de GAUTAM et al., 2022

O uso de lipossomas como nano carregadores € especialmente atraente, pois apresentam

baixa toxicidade e significativa similaridade com varias estruturas celulares. Como

consequéncia, tanto a sua internalizacdo nas células quanto o transporte de drogas atraves das
membranas sao facilitados (BERBEL et al., 2017).
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1.3 LIPOSSOMAS

Os lipossomas foram descritos pela primeira vez em 1965 por Alec Bangham e
colaboradores. Sdo formados por fosfolipidios que se organizam espontaneamente em
estruturas fechadas tipo concha esférica. Em meio aquoso minimizam o contato das cadeias
apolares com as moléculas de &gua através da formacdo de agregados (FIGURA 4). Essa
agregacao depende tanto das caracteristicas das espécies envolvidas quanto das condicGes do
meio onde as mesmas estdo dissolvidas.

Os fosfolipidios sdo moléculas anfipaticas que exibem uma cabeca polar e uma cauda
hidrofébica, apresentam variacBes na carga elétrica liquida nas cabecas, na quantidade de
insaturacdo das caudas e na geometria molecular (dadas as propor¢cfes volumeétricas entre
cabeca e caudas) (VAN et al., 2008 e EPAND, 1998). Sdo compostos basicos presentes nas
nossas membranas celulares e podem entdo imitar membranas biol6gicas. (LEBEGUE et al.,
2018).

Figura 4 - Formacéo de varios tipos de lipossomas
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Podem ser classificados em trés categorias, dependendo do tamanho e numero de
bicamadas: pequenas unilamelares (do inglés Large Unilamellar vesicles - LUV), grandes
unilamelares (do inglés Giant Unilamellar vesicles - GUV) e multilamelares (do inglés
Multilamellar vesicles - MLVs). Também podem ser classificados de acordo com a sua carga
superficial: ndo carregado (zwitteridnico), catidnico ou anidnico. A formagao destas estruturas
é dita reversiveis, pois a coesdo dos lipidios ocorre por interacfes nao covalentes, como forgas
de Van der Waals e pontes de hidrogénio (NAQVI e FLORA, 2020). As vesiculas unilamelares
possuem uma Unica esfera de bicamada de lipidio (sintético ou naturais) que concentra a solucéo
aquosa em um nucleo aquoso. As vesiculas multilamelares apresentam estruturas similares a de
uma cebola, composta de esferas concéntricas separadas por camadas de dgua. A separacao da
bicamada em MLVs é determinada por um equilibrio entre as forcas atrativas de van der Waals
e a repulsdo devido as forcas eletrostaticas e de hidratacdo (HOPE et al., 1986; XING e ZHAO,
2018).

Os lipossomas carregados de drogas sdo a nanomedicina mais bem-sucedida até hoje,
com varios sistemas aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos
para uma variedade de doencas (BANDARA et al 2019; APOLINARIO, 2017). Em 2002 foi
chamado de “Bala Magica” ou do inglés “Magic Bullet” (SANTQOS, 2002). “Lipossoma” do
grego: “lipo” constitui¢do lipidica e “soma” repete a sua estrutura (REZAEI-SADABADY et
al.,2016; FREZARD et al., 2005). Em 1995, foi aprovado pela FDA a primeira formulago
lipossomal, Doxil®. Atualmente, estima-se que pelo menos 14 novos sistemas de lipossomos
foram aprovados pela FDA e cerca de 21 encontram-se em ensaios clinicos (PAST, 2015 apud
APOLINARIO, 2017). Até dezembro de 2016, 12.975 nano carregadores desta categoria foram
patenteados em todo mundo, de acordo como EPO (European Patents Office) e 276 pelo INPI
(Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI). O interesse dos lipossomas esta
relacionado a sua capacidade de conter moléculas hidrofilicas em seus fase aquosa e moléculas
lipofilicas em suas bicamadas lipidicas, aléem disso apresentam uma boa afinidade celular e
biodegradabilidade. S&o usados com sucesso na fabricacéo de vacinas, a citar a vacina da Pfizer
desenvolvida para o novo coronavirus — Covid-19, na entrega de componentes vitaminas
(vitamina C, E, 6leo de peixe), no direcionamento e no aumento de agentes antibacterianos e,
ainda, em aplicagdes de cosmeticos (SCHWENDENER, 2014; JASH et al., 2021; OMOLO et
al., 2021; HUH et al., 2010). O encapsulamento em MLVs representa uma alternativa de baixo
custo, porém, existem dificuldades em lidar com este sistema no controle da taxa de
encapsulamento, na estabilidade da membrana e na sua degradaco (APOLINARIO el. al,
2017).
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Na tabela 4 sdo apresentadas algumas drogas encapsuladas em lipossomos e 0s

beneficios desencadeados por esses encapsulamentos.

Tabela 4 - Beneficios do encapsulamento de drogas em lipossomas

Beneficios Exemplos de drogas encapsuladas
Melhor solubilidade de drogas Anfotericina B, porfirinas, minoxidil, alguns
lipofilicas e anfifilicas peptideos e antraciclinas, respectivamente; drogas

hidrofilicas, como o agente anticancer
doxorrubicina ou aciclovir
Direcionamento passivo para as Antimoniais, anfotericina B, porfirinas, vacinas,
células do sistema imunoldgico, imunomoduladores
especialmente células do sistema
fagocitico mononuclear

Sistema de liberacdo sustentada de Doxorrubicina, citosina arabinosideo, cortisonas,
lipossomas administrados proteinas bioldgicas ou peptideos, como
sistemicamente ou localmente vasopressina
Mecanismo de prevencéo do local Doxorrubicina e Anfotericina B
Segmentacao especifica do site Medicamentos anti-inflamatdrios, anticancer, anti
infecciosos
Melhor transferéncia de moléculas Antibidticos, quelantes, plasmideos e genes
hidrofilicas carregadas
Melhor penetracdo nos tecidos Corticosterdides, anestésicos e insulina

Fonte: AKBARZADEH et al., 2013

Estes sistemas ja foram utilizados para encapsular a quercetina, resultando em uma
liberacdo prolongada do polifenol e significativa melhora de sua solubilidade e
biodisponibilidade (PRIPREM et al., 2008). Um exemplo a citar sobre a eficacia do uso de Que
encapsulada em sistemas de interesse esta relacionado ao principal tratamento em terapia clinica
oncolodgica, Yuan et al. (2006) encapsularam a quercetina em lipossomas de polietilenoglicol
4000 e analisaram a atividade antitumoral em camundongos imunocompetentes (Camundongos
C57BL/6N portadores de cancer de pulméo LL/2 Lewis e em camundongos BALB/c portadores
de nocarcinoma de colon CT26 e hepatoma H22) e concluiram que a quercetina lipossomal
peguilada pode melhorar significativamente a solubilidade e biodisponibilidade da quercetina
e pode ser uma aplicacéo potencial no tratamento de tumor. Outro exemplo de encapsulamento
de Que é dado pelos autores Caddeo et al. (2019) que analisaram o efeito antioxidante de
lipossoma com quercetina e sem quercetina e verificaram que a formulagéo lipossomal
contendo quercetina teve uma atividade antioxidante de 90,6%. Ja Liu et al. (2013) analisaram
o efeito da quercetina livre e lipossomal (fostatilcolina + colesterol + surfactante) contra
irradicacdo UVB in vitro demostrando que o encapsulamento aumentou o efeito protetor em

comparagdo a quercetina livre, e a presenca dos surfactantes (Tween 80, Span20 e colato de
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sodio) aumentou a eficiéncia de encapsulamento da quercetina. De forma geral, 0s
pesquisadores encapsulam a quercetina e analisam sua eficiéncia contra doengas ou membranas
modelo comparando entre as eficiéncias da sua forma livre e encapsulada.

Deste panorama, nota-se que ha um desconhecimento quanto ao efeito de diferentes
misturas lipidicas na formulacdo de sistemas de encapsulamento para liberacdo controlada.
Considerando a diversidade de lipidios presentes em nossas estruturas celulares, existe uma
variedade de composices lipidicas que podem ser utilizadas. Consequentemente, cada lipidio
apresenta propriedades estruturais e fisico-quimicas que podem influenciar as propriedades
estruturais, biofisicas, de encapsulamento e de liberacdo destes sistemas. Baseando-se apenas
na constituicdo da membrana plasmaética das células eucarioticas, podemos encontrar trés
classes diferentes de lipidios: glicerofosfolipidios, esfingolipidios e esterdis. Os
glicerofosfolipidios compreendendo a fosfatidilcolina, a fosfatidiletolamina, a fosfatidilserina,
o fosfatidilglicerol, o acido fosfatidilinositol e o acido fosfatidilinositol. Os esfingolipidios
incluem majoritariamente as ceramidas, a esfingomielina e os gangliésidos, e o colesterol sendo
0 Unico esterol nas membranas das células de mamiferos (LUCHINI E VITIELLO, 2021). Estes
elementos podem apresentar diversas geometrias, variedade de carga elétrica liquida nas
cabecas polares e no numero de insaturacbes nas caudas hidrocarbonadas. Isso impacta
diretamente nas propriedades biofisicas das bicamadas lipidicas como carga superficial, fluidez
e propriedades morfoldgicas. De modo particular, o colesterol pode promover o enrijecimento
das bicamadas lipidicas, diminuindo os volumes moleculares livres e aumentando a ordem das
cadeias lipidicas (JOVANOVIC et al., 2018; HENRIKSEN et al., 2004; ARRIAGA et al., 2009;
ALVARES et al., 2021). No entanto, pouco se sabe sobre qual é o papel da composicao lipidica
no processo de encapsulamento e liberacdo de compostos bioativos por sistemas lipidicos.
Nesse sentido, esse trabalho propde contribuir para o preenchimento dessa lacuna ao explorar
a influéncia da variacdo da composicdo lipidica no encapsulamento da quercetina por
lipossomas do tipo MLVs. Para tanto, distintas propriedades de carga e de rigidez foram
incluidas nas formulagdes através da presenca de lipidios zwitteridnicos e/ou anidnicos, e/ou o
colesterol em distintas fracbes molares. O efeito dessas variagdes foi avaliado através do
acompanhamento de parametros como o tamanho médio da formulacdo, a homogeneidade da
distribuicdo de tamanho, as propriedades de carga elétrica superficial, bem como as eficiéncias
de encapsulamento e liberagdo do polifenol.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Revelar os efeitos de carga e de rigidez para o encapsulamento e a liberacdo de

quercetina em MLVs de distintas composi¢oes lipidicas.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Obter o coeficiente de particdo (Kp) da quercetina por distintas composigdes lipidicas;

b) Realizar o encapsulamento da quercetina em vesiculas multilamelares (MLVs) de distintas
composicdes lipidicas;

c) Caracterizar as formulagdes lipidicas via medidas de potencial eletrocinético (potencial zeta)
e espalhamento de luz dindmico (DLS);

d) Avaliar a eficiéncia de encapsulamento da quercetina via espectroscopia no UV-Vis;

e) Realizar a cinética de liberacdo do bioativo in vitro;

f) Analisar a cinética de liberacdo da quercetina utilizando os modelos matematicos;

g) Comparar os efeitos das composicdes lipidicas nas eficiéncias de encapsulamento e liberagéo

da quercetina.
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3JUSTIFICATIVA

A quercetina € um bioativo que apresenta uma ampla gama de atividades bioldgicas tais
como: antioxidadante, antiinflamatoria, antiviral, quimioprevencdo do cancer e protecédo
cardiovascular (GORBENKO et al., 2021; ZHOU et al., 2017; ZHAO et al., 2017; YUAN et
al., 2006; LONG et al., 2013;WONG E CHIU et al., 2011) . Apesar disso, seu uso para fins
farmacologicos apresenta dificuldades relacionadas a sua baixa biodisponibilidade e
solubilidade em meio aquoso, alta propenséo a degradacéo pela luz, calor e oxigénio, bem como
sua reduzida atividade bioldgica no trato gastrointestinal (KALBASSI et al., 2021). Buscando
superar esses problemas e melhorar o desempenho da quercetina como medicamento, muitos
esforcos tém sido feitos para encapsula-la em nano e microestruturas como via de entrega aos
sistemas de interesse.

Os lipossomas (constituidos de lipidos) sdo especialmente atraentes para nano
carreadores pois apresentam baixa toxicidade e mostram similaridade significativa com varias
estruturas celulares, favorecendo sua internalizacdo nas células e o transporte de drogas através
das membranas (BERBEL et al., 2017). O encapsulamento em MLVs representa uma
alternativa de baixo custo adequada para encapsular moléculas bioativas hidrofobicas. E usado
com sucesso em Varias areas, como na fabricacdo de vacinas, na entrega de componentes
bioativos (vitamina C, E, 6leo de peixe), no direcionamento e no aumento de agentes
antibacterianos e, ainda, em aplicacGes de cosméticos (SCHWENDENER et al., 2014; Jash and
RIZVI, 2021; OMOLO et al., 2021; HUH et al., 2010). No entanto, existem dificuldades em
lidar com este sistema no que diz respeito ao controle da taxa de encapsulamento, a estabilidade
da membrana e a sua degradacdo (SCHWENDENER et al., 2014; JASH and RIZVI, 2021,
OMOLO et al., 2021; HUH et al., 2010; APOLINARIO et al., 2017).

Dada a versatilidade no preparo das MLVs ¢é interessante considerar a variedade de
lipidios e esterois encontrados na natureza. Especialmente, ao ponderar o impacto da variacéo
da composicédo lipidica nas propriedades biofisicas das bicamadas. Os lipidios ani6nicos e
catiénicos modulam a carga superficial das estruturas proporcionalmente a sua concentracao.
A variacéo do teor de colesterol pode promover o enrijecimento e ordenamento das bicamadas
(VAN MEER G and FEIGENSON, 2008; EPAND, 1998; JOVANOVIC et al., 2018;
HENRIKSEN et al., 2004; ARRIAGA et al., 2009; ALVARES et al., 2021). No entanto, a
literatura é escassa quanto ao efeito de diferentes misturas lipidicas na formulagéo de sistemas
de liberacdo controlada. Nesse sentido, este trabalho visa preencher essa lacuna ao analisar a

influéncia da composicéo lipidica no encapsulamento da quercetina por MLVs, considerando
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os efeitos de carga e rigidez no tamanho médio da formulacdo, na homogeneidade da
distribuicdo de tamanho, propriedades de carga elétrica superficial, bem como essas alteraces

influenciam nas eficiéncias de encapsulamento e de liberacdo deste bioativo.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

Foram utilizados no presente trabalho o esterol colesterol e os seguintes fosfolipidios:
1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina - (POPC) com uma cabega polar zwitteridnica
(em pH 7,4) e 1- palmitoil-2-oleoil- sn-glicero-3-fosfatidilglicerol - (POPG) tendo um aniénico
(a pH 7,4), ambos obtidos da Avanti Polar Lipids®, (FIGURA 5), o bioativo quercetina, 0s
reagentes HEPES, NaF (Sigma — Aldrich) e o solvente orgénico cloroférmio obtidos de

fornecedores de qualidade certificada e de grau analitico.

Figura 5 - Estrutura molecular dos fosfolipidios (POPC e POPG)

Colesterol

Para explorar os efeitos de carga e rigidez no encapsulamento da quercetina por MLV,

foram utilizadas as seguintes misturas lipidicas:

. POPC (100%);

. POPC/Col (80:20);

. POPC/POPG (80:20);

. POPC/Col/POPG (60:20:20).
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4.2 SOLUCAO DE QUERCETINA

Para os ensaios de determinacdo do coeficiente de particdo (kp) com LUVs foi
preparada a solugdo de quercetina diluindo 2 mg de Que em 1,5 mL de 0,6% (v/v)
dimetilsulfoxido (DMSO), devido a baixa solubilidade da quercetina em solventes aquosos.
Para o preparo das MLVs, foi preparada uma solucéo de quercetina a 1 mM (10 mol/L) em

cloroférmio.

4.3 SOLUCOES TAMPAO

A solucgdo tampdo utilizada ao longo de todo trabalho é composta de HEPES a 20 mmol
Le NaF a 150 mmol L, pH 7,4. Para os ensaios de liberacdo controlada, o meio receptor foi
preparado de tampdo HEPES a 20 mmol L™ e NaF a 150 mmol L e adicionado 0,5 % (v/v) de
Tween 80, pH 7,4.

441 ESTUDO DA SOLUBILIDADE DA QUERCETINA EM TAMPAO COM
POLISORBATO 80 (TWEEN 80)

Para analisar o efeito do teor de Tween 80 no tampdo HEPES sobre a solubilidade da
Que. Nesse ensaio a Que al5 mg foi adicionada a 10 ml das solugdes: HEPES pH 7,4 contendo
0%, 0,5% e 1,0% de Tween 80. Ap0s este preparo, o sistema foi submetido a agitagdo magnética
por 24 horas ao abrigo da luz e a temperatura ambiente. Apds 24 horas a amostra foi filtrada
com filtro de corte 0,45 pm e analisada por espectroscopia de UV-Vis modelo Shimadzu UV
2600 (Shimadzu Corp. Jap&o).

45 LIPOSSOMAS PARA REALIZACAO DOS ENSAIOS DE DETERMINACAO DO
COEFICIENTE DE PARTICAO (Kp)

Os lipossomas foram preparados através da formagéo de filmes lipidicos nas misturas
desejadas. Um esquema representativo deste processo pode ser visto na Figura 6. Para tanto,
realizou-se a dilui¢do dos fosfolipidios e/ou colesterol em cloroférmio. Em seguida, a completa
evaporacao do solvente em atmosfera de N2 seguida de 3h de vacuo foi realizada. Ao final, um
filme lipidico foi formado e subsequentemente hidratado com solug¢éo tampao HEPES 20 mmol
L + NaF 150 mmol L e agitado em vortex formando MLVs que sdo submetidas ao processo

de extrusao através de uma membrana de policarbonato (6 e 11 vezes em membranas de 400 e
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100 nm de tamanho de poro, respectivamente) que induz a ruptura temporaria das vesiculas
lipidicas e a remontagem em LUVs como esquematizado na figura 6. Durante a extruséo, a
solucdo lipidica é tipicamente empurrada para frente e para tras através da membrana dezenas
de vezes, de modo que o corte da membrana define o tamanho final das vesiculas (LUCHINI E
VITIELLO, 2021). Foram obtidas LUVs com um didmetro médio de 110 a 140nm e indice de
polidispersividade variando de 0,10 a 0,15 conforme confirmado por espalhamento de luz

dindmico com um ZetaSizer Nano ZS (Malvern Instruments, Worcestershire, U.K.).

Figura 6 - Preparacdo dos Lipossomas

I Preparacao dos Lipossomas

Lipidios em Lipidios secos em formagéo Hidragao com tampéo
cloroférmio Evaporagédo do solvente pelo Hepes pH 7,4
fluxo de N2 e vacuo por 3h

Filtro de Policarbonato
(com poros)
s

eove.
4... ..‘0
-
.

: g -
o

e .O.

Sescse®

MLV

Hidratagdo e agitagé@o Extrusdo da suspenséo através de filtro de policarbonato com tamanho de poro
em vortex durante 2,5 definido para obtengéo de vesiculas unilamelares

minutos pra formagéo

das MLVs

Fonte: Elaborado pelo Autor com BioRender.com

4.6 PREPARO DAS FORMULAGOES (MLVS + QUE)

As formulacGes lipidicas na presenga de quercetina foram preparadas por meio da
diluicdo dos fosfolipidios e/ou colesterol em cloroférmio. Este processo foi seguido da

completa evaporagéo do solvente em atmosfera de N2 seguida de 3h de vacuo. Ent&o, a solugdo
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de quercetina a 1 mM foi adicionada & mistura lipidica na razéo (3:100) (m/m). A suspensao
resultante foi ressuspendida em cloroférmio, agitada em vdrtex e submetida ao processo de
remocao do solvente. Ao final desta etapa o filme lipidico contendo quercetina foi formado
(FIGURA 7). Na sequéncia, o filme foi hidratado com solugdo tampdo HEPES 20 mmol L +
NaF 150 mmol L™ e agitado em vortex por 2,5 minutos para emulsificar e obter as formulag@es
de quercetina encapsulada em MLVs (FIGURA 8). Cada formulagdo foi preparada pelo menos

trés vezes.

Figura 7 - Tubo de ensaio com uma fina pelicula de lipidio seco e quercetina.

Fonte: Do Autor, 2021

Figura 8 - Tubos de ensaio contendo solu¢do de MLVs+Que em Tampao Hepes.

Fonte: Do Autor, 2021
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4.7 CURVA DE CALIBRACAO DA QUERCETINA EM METANOL

Uma curva de calibracdo de quercetina em metanol foi construida a fim de estabelecer
uma referéncia para quantificar o polifenol ao longo do estudo e garantir as condi¢es que
melhor caracterizam o sistema de interesse. Para isso, distintas amostras de quercetina foram
diluidas em metanol compreendendo a faixa de concentragéo de 0 a 50 umol L. Cada amostra
foi submetida a uma varredura de 300 nm a 600 nm em espectrofotdbmetro UV/VIS modelo
Shimadzu UV 2600 (Shimadzu Corp. Japdo) (FIGURA 9). Os comprimentos de maxima
absorcéo bem como as respectivas intensidades de absorbancia foram registrados. Com isso foi
possivel construir um grafico da variagdo da intensidade de absorbancia em funcédo

concentracédo de quercetina.

Figura 9 - Espectrofotometro UV/VIS modelo Shimadzu UV 2600 (Shimadzu Corp. Japao)

Fonte: Do Autor, 2021

A técnica de absorbancia, usada no espectrdmetro, analisa a interacdo da luz com a
matéria. Essa técnica refere-se a capacidade de uma substancia absorver luz em um
comprimento de onda especifico, onde, num leitor projetado para medir a absorbancia
(FIGURA 10), uma fonte de luz ilumina a amostra (lo- intensidade da luz incidente) usando um
comprimento de onda especifico selecionado por um filtro dptico ou um monocromador, e um
detector de luz localizado no outro lado da amostra mede quanto da luz inicial é transmitida
através da amostra (I — intensidade de luz transmitida). O resultado se refere a absorbancia
(Equacdo 1). A absorcdo da luz correlaciona-se com a energia de um féton que € absorvido
pelos elétrons do atomo e quantifica quanto da luz incidente é absorvida pela amostra em vez
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de ser refletida ou refratada (SILVA, 2011; EISBERG e RESNICK, 1979; ATKINS, 2011,
OWEN, A. E. 1996).

A =log (170) Q)

onde: I, = Intensidade da luz incidente e | = Intensidade da luz transmitida.

Figura 10 - Espectrofotdmetro - leitor usado para medir a absorbancia.
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Luz Comprimento

Onda
Fonte: Basha, 2020

Nesse processo para quantificar a energia do féton € usado o diagrama de Jablonski
(FIGURA 11) que é um diagrama de niveis de energia. Através desse diagrama é possivel
elucidar o mecanismo de excitagdo de um elétron quando uma substancia € sugeita a interacao
com a luz. Os elétrons das moléculas, que estdo inicialmente em seu estado fundamental (S0),
passam para um estado excitado (S1) de maior energia quando séo irradiados com fotons de
luz. Permanecem no estado excitado por um certo tempo, no qual as moléculas interagem com
0 ambiente podendo sofrer mudangas conformacionais. Como consequéncia disso, a energia é
dissipada criando um estado de menor energia (S1') e um foton de luz de menor energia (maior
comprimento de onda) é emitido, gerando o efeito de fluorescéncia captado pelo
espectrofluorimetro. Este € um dos métodos mais usados nas determinagdes analiticas em
diversas areas: mede-se a quantidade de luz absorvida em funcdo do comprimento de onda.

O conceito de niveis de energia é descrito na mecanica quantica no qual um elétron
podera mudar para um nivel de maior energia, um estado excitado, se e somente se, absorver
uma quantidade especifica de energia, equivalente a separacdo de energia destes niveis. Esta
quantidade especifica de energia é obtida de uma fonte de radiacéo e sdo denominados fétons.
Contudo, quando o elétron estd em um estado de maior energia, ele pode emitir 0 excesso de
energia e voltar para um estado de menor energia, até que atinja o estado de menor energia, 0
estado fundamental gerando o efeito de fluorescéncia (EISBERG e RESNICK, 1979; ATKINS,
2011).
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Figura 11 - Diagrama de Jablonskii
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Fonte: Basha, 2020

Para relacionar a intensidade de luz que incide na amostra e a intensidade que emerge
da amostra séo usados estudos de Lambert e Beer onde a luz emergente decai exponencialmente
com 0 aumento da concentracdo e do caminho percorrido na solucéo e é dada pela seguinte

equacao:

| = 1o 108 2
onde ¢ ¢ a concentragdo da amostra, | € o comprimento da cubeta e E(A) € o coeficiente de
extincdo ou absortividade que é uma caracteristica da substancia dependente do comprimento

de onda (L) da radiagdo.

A razdo entre a intensidade transmitida (I) e a intensidade inicial (lo) da radiacéo é

definida como transmitancia (T = I/lo) e que pode ser escrita como:
T=10% ®3)

No entanto, podemos definir a absorbancia A cuja expressao é:

A =log (170) = el.c (4)
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E por fim, chegamos a forma mais geral da lei de Beer-Lambert:
A=Elc (5)

Dessa forma, a lei de Beer-Lambert relaciona a absorbancia de uma amostra a
concentragéo. Isto permite tanto a determinacéo da concentracdo de qualquer amostra de uma
solugcdo com auxilio da equacdo (8) mostrar a dependéncia da absorbancia com radiacdes
eletromagnéticas de diversos comprimentos de luz formando o espectro de emissdo de uma
substancia (Silva, 2011).

48 TITULACOES ESPECTROFOTOMETRICAS PARA DETERMINACAO DO
COEFICIENTE DE PARTICAO (Kp)

Para determinacdo do coeficiente de particio, foram feitas titulacGes
espectrofotométricas de uma solucdo de quercetina a 21,5 pM. Para tanto, aliquotas da
suspensdo de LUVs foram adicionadas para obtencdo de uma faixa de concentracdo de 0 a 600
umol L1 A cada adigdo, registrou-se um espectro de absor¢do de 300 a 500 nm no
espectrofotdmetro UV-Vis. Os espectros foram corrigidos para o efeito de diluicdo e a segunda
derivada foi obtida para determinar o comprimento de onda de absorbancia maxima. Os valores

de Kp foram determinados por graficos de ajuste com a equacao abaixo:

Abs (L) _ AbSmax Kpyi [L]
Absy 1+ ( Abs, 1) X 1+Kpyy [L] (6)

onde Abs), Abso e Absmax S80, respectivamente, a absorbancia na presenca de LUVs, na
auséncia, € a absorbancia maxima obtida; [L] é a concentragdo de fosfolipidios; Kp € 0
coeficiente de partigio molecular lipidio/agua, ¢ ysendo o volume molar do lipidio (0,75 dm?

mol™).
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4.9 CARACTERIZACAO DAS FORMULACOES LIPIDICAS POR ESPALHAMENTO DE
LUZ DINAMICO (DLS) E MEDIDAS DE POTENCIAL ZETA

A técnica usada para analisar o tamanho e o PDI foi o DLS (do inglés Dynamic light
scattering), conhecido também como espectroscopia de correlacdo de luz. Essa técnica é usada
para obtencdo do didmetro médio e da homogeneidade da distribuicdo de tamanho das
MLVs+Que. No DLS um raio laser ¢ incidido sobre a amostra e o espalhamento resultante é
registrado por um detector. Esse espalhamento, constitui da luz dispersa por cada particula
presente na amostra. Essas particulas estdo em movimento browniano, de modo que suas
posi¢cbes mudam constantemente. Como consequéncia, a luz dispersa sofre o fenébmeno de
interferéncia. A mudanca da posi¢cdo dos centros de dispersdoresultam em pequenas flutuagdes
na intensidade da dispersdo dando origem ao termo espalhamento de luz “dindmica”. A
alteracdo da intensidade da luz dispersa é medida em relagdo ao tempo em um determinado
angulo fixo em relacéo a direcéo da incidéncia do feixe - geralmente 90 °, como esquematizado
na Figura 12. Através do movimento das particulas é possivel determinar a velocidade e o seu
coeficiente de difusdo translacional. Assim, o tamanho médio de sistemas esféricos é obtido

através da relacdo de Stokes-Einstein na equacdo 7 (3p-instruments, 2020).

Figura 12 - a) Representacdo esquematica da configuracdo Optica de um sistema DLS. Por
convengdo, o angulo de espalhamento 6 ¢ o angulo entre o feixe incidente que sai da amostra e

o detector. b) O detector analise a intensidade pelo tempo. ¢) O coeficiente de
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A equacdo de Stokes-Einstein - que relaciona a escala de tempo da difuséo de particulas

com o diametro hidrodinamico da esfera equivalente da particula é:

U (7)

- 6nnr

onde D é a constante de difusdo (que o DLS mede), B é a constante de Boltzmann, T é a
temperatura, 1 ¢ a viscosidade e r € o raio da particula esférica.

Nesse estudo as medidas de DLS foram realizadas em equipamento ZetaSizer NanoZS
(Malvern Instruments, Worcestershire, U.K.) no Laboratério de Biofisica de Membranas do
Departamento de Fisica da UNESP de S&o José do Rio Preto - SP. Assim, 150 uL de solucdo
contendo as MLVs+Que foram adicionadas a frascos do tipo eppendorf contendo 1850 uL de
tampdo HEPES 20 mmol L™ + NaF 150 mmol L, e homogeneizadas. As suspensdes foram
entdo transferidas para uma cubeta descartdvel DTS 1060 (Malvern) (FIGURA 13) com
eletrodos de ouro, para a realizagéo das medidas. Todos os experimentos foram realizados pelo

menos trés vezes a 25° C.
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Figura 13 - Cubeta capilar descartavel modelo DTS1070

Fonte: Do Autor, 2021

As medidas de potencial zeta possibilitam explorar as propriedades de carga superficial
das formulagBes por meio de velocimetria doppler. E uma medida da magnitude da repuls&o ou
da atracdo eletrostatica entre particulas, dessa forma pode-se compreender 0s processos de
dispersdo e agregacdo entre as moléculas, pois se refere ao potencial eletrostatico presente no
limite de uma camada de ions que envolve a particula. (DE LIMA E MORTARI, 2022). A
Figura 14 é uma representacdo esquematica da dupla camada que envolve a particula em meio
aquoso. A particula representada constitui de um lipossoma composto por fosfolipidios
carregados aniénicos e zwiteridnicos, em ambiente aquoso e na presenca de espécies ibnicas.
A dupla camada é formada por uma primeira camada (Stern) composta principalmente por
contra-ions carregados positivamente. A segunda camada (potencial zeta) € uma camada
difusiva que consiste em contraions e ions, que entram em contato com o ambiente orgéanico ou
aquoso (Carvalho, 2018). O potencial zeta é a diferenca entre o potencial elétrico na superficie
de cisalhamento da particula e o potencial elétrico da solucdo (BERBEL MANAIA et al., 2017,
SLADE, 2014).
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Figura 14- Potencial Zeta

Potencial de
superficie

- Camada Stern

Camada Difusa

@ carga positiva

@ carga negativa Potencial zeta

Potencial, mV

Distiancia entre as superficies da particula

Fonte: Adaptado de SMITH et al., 2017.

Nas técnicas usadas para medir o potencial zeta, as particulas dispersas em meio aquoso
sdo colocadas em uma célula com dois eletrodos e submetidas a um campo elétrico. A presenca
deste campo resulta na mobilidade das particulas (chamada de mobilidade eletroferética) em
direcdo ao eletrodo de carga oposta a elas. As particulas passardo a se mover com uma

velocidade relacionada a sua carga, que pode ser obtida pela equacdo 8 (Silva, 2016).

_ 28ef(ka)
==,

(8)

e

ue ¢ a mobilidade eletroforética, € o potencial zeta, € € a constante dielétrica média, f(ka) ¢ a
funcdo de Henry, k ¢ o comprimento de Debye, o raio da particula e n € a viscosidade média.
As medidas de Potencial Zeta foram realizadas em equipamento ZetaSizer NanoZS
(Malvern Instruments, Worcestershire, U.K.) no Laboratério de Biofisica de Membranas do
Departamento de Fisica da UNESP de Sdo José do Rio Preto - SP. Assim, 150 uL de solugéo
contendo as MLVs + Que foram adicionadas a frascos do tipo eppendorf contendo 1850 uL de
tamp&o HEPES 20 mmol L™ + NaF 150 mmol L, e homogeneizadas. As suspensdes foram
entdo transferidas para uma cubeta descartavel DTS 1060 (Malvern) com eletrodos de ouro,

para a realizacdo das medidas. Todos o0s experimentos foram realizados pelo menos trés vezes
a25°C.
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4.10 DETERMINACAO DA EFICIENCIA DE ENCAPSULAMENTO DE QUERCETINA
EM MLVS.

A eficiéncia de encapsulamento (%EE) da Que pelas MLVs foi determinada atravées do
método indireto. Para isso 500 uL de MLVs+ Que foi centrifugado (FIGURA 15.a) por 10
minutos a 12.000 rpm. Ap6s 100 uL do sobrenadante (FIGURA 15.b) foram diluidos em 1900
uL de metanol e a concentragdo foi determinada pelo aparelho UV-VIS usando o
espectrofotdbmetro modelo Shimadzu UV2600 (Shimadzu Corp. Japan). A equagdo 9 foi
utilizada para determinar a eficiéncia de encapsulamento da Que (%EE ) das trés amostras
analisadas.

[QUE]sobrenadante
[QUE]total

%EE =100 — ( x 100) (09)

sendo [Que] sobrenadante a quantidade de quercetina encontrada no sobrenadante; [Que] total

a quantidade total de quercetina adicionada no preparo das MLVs.

Figura 15 - a) Centrifuga b) Sobrenadante e pellet obtido ap6s centrifugacéo.

Fonte: Do Autor, 2021
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4.11 ENSAIO DE PERFIL DE LIBERACAO CONTROLADA IN VITRO

Testes de liberacdo in vitro foram realizados para monitorar as cinéticas de liberacao da
quercetina em funcéo das distintas composicdes lipidicas. Para os testes, 1350 uL de MLVs +
Que foram adicionadas a membrana de dialise (membranas de acetato de celulose; 18,2 M2cm;
ponto de corte = 12,400 MW, Sartorius Alemanha). Ambos os lados da membrana foram
selados para evitar vazamento formando assim uma bolsa de dialise (FIGURA 16 a). As bolsas
foram colocadas imersas em um recipiente de 30 mL contendo tampao HEPES pH 7,4 (HEPES
20 mmol L + NaF 150 mmol L) e Tween 80 (FIGURA 16 b), sendo mantidas sob agitacéo e
protegidas da luz (FIGURA 17).

A liberacdo da quercetina foi analisada pela extracdo de aliquotas de 2 mL da solucao
receptora em intervalos de tempo de Oh, 30min, 1h, 2h, 3h, 4h, 5h, 6h, 24h e 48h em temperatura
ambiente. A cada coleta de 2 mL de uma aliquota para analise 2 mL de tamp&o HEPES + Tween
80 eram adicionados ao meio para manter o volume constante durante o experimento. A
guantidade de quercetina liberada em cada momento foi determinada pelo UV-VIS usando o
espectrofotdmetro Shimadzu UV2600 (Shimadzu Corp. Japan). A absorbancia obtida em cada
aliquota foi convertida em porcentagem de liberacdo com auxilio da curva de calibracéo,
possibilitando a obtencdo do padréo de liberacdo da quercetina. Todos 0s experimentos foram
realizados em triplicata.

Figura 16 - a) Membrana de dialise contendo MLVs com quercetina e tampdo. b) Membrana
de didlise dentro do erlenmeyer com 30 ml de tampéo

Fonte: Do Autor, 2021
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Figura 17 - a) Membrana de dialise contendo MLVs com quercetina e tampdo dentro do
erlenmeyer com 30 ml de tampdo em um agitador magnético; b) Erlenmeyer mantido sob o

abrigo da luz

Fonte: Do Autor, 2021

4.12 ESTUDO DA CINETICA DE LIBERACAO POR MODELAGEM MATEMATICA

As cinéticas de liberacdo foram analisadas a luz de distintos modelos para elucidar o
mecanismo de liberacdo relacionando a quantidade de polifenol liberada com o tempo de
liberacdo. No presente trabalho, fez-se uso de 04 modelos matematico: Zero Ordem, Primeira
Ordem, Higuchi e Korsmeyer-Peppas (SIEPMANN, 2001; KUMAR et al., 2020; MURA et al.,
2021; BAISHYA, 2017):

i) Modelo de ordem zero: Neste modelo, a liberagdo do composto bioativo pode ser
representada pela equacao 10:
C, =Cy+Kyxt (10)

onde, C; € a quantidade de droga liberada no tempo t; Co é a concentracdo inicial do farmaco no
tempo t=0 e Ko € a constante de taxa de ordem zero. Assim, a cinética de ordem zero define o
processo de liberagdo constante do farmaco e se o nivel do farmaco permanece constante ao

longo da liberacéo.
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i) Modelo de primeira ordem: Processo de primeira ordem é aquele cuja taxa € diretamente
proporcional a concentracdo do farmaco/bioativo em reacdo, ou seja, quanto maior a
concentracdo, mais rapida é a reacdo. Portanto, segue uma cinética linear calculada pela
equacéo 11.
_ _ K
log C = logC, 303 Xt (11)
onde K; é a constante de taxa de primeira ordem expressa em tempo™ ou por hora, Co ¢ a

concentracdo inicial da droga, C € a porcentagem de droga restante no tempo t.

iii) Modelo de Higuchi: A liberacdo de uma molécula bioativa de um sistema de liberacdo de
drogas (DDS) envolve processos de dissolucdo e difusdo. Seguindo a equacgéo 12 abaixo:
Q = Ky x t'/? (12)

onde, Ku € a constante de dissolucdo de Higuchi; Q é a quantidade cumulativa de molécula

bioativa liberada no tempo t.

iv) Modelo Korsmeyer-Peppas: O modelo Korsmeyer-Peppas é um modelo bem conhecido
usado para descrever 0 mecanismo de liberacdo de um composto ativo. Korsmeyer e Peppas
estabeleceram uma relacdo simples que descreve a liberacdo da droga de um sistema polimérico
seguindo o tipo de dissolucdo. A equacao é representada da seguinte forma (13):

My

@ = Kkp X tn (13)

onde, Mt/ M., é uma fracdo da droga liberada no tempo t; M é a quantidade de droga liberada
no tempo t; M. ¢ a quantidade de droga liberada apds o tempo o; n € o expoente difusional ou

expoente de liberacdo do farmaco; Kkpé a constante de taxa de liberacdo de Korsmeyer.
4.13 ANALISE ESTATISTICA
Os resultados obtidos sdo apresentados como Média + Desvio Padrdo (SD). As

estatisticas foram realizadas no Origin Software (verséo 8.5) usando uma analise Anova de uma

via seguida pelo Teste de Tukey. Valores de p <0,05 foram considerados significativos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CURVA DE CALIBRACAO DA QUERCETINA EM METANOL

Curvas de calibracdo sdo utilizadas para determinar uma concentragéo desconhecida de
uma solucdo. Essa relagdo tem origem na proporcionalidade direta entre a concentracdo de
solucdes e a quantidade de luz absorvida, em comprimentos de onda caracteristicos, nos limites
da Lei de Beer-Lambert. A lei de Beer-Lambert é amplamente utilizada para estudos que
envolvem encapsulamento desde a construcdo da curva de calibracéo para quantificar o bioativo
bem como no acompanhamento das cinéticas de liberacdo e eficiéncia do encapsulamento. A
determinacéo de uma curva de calibracdo auxilia na quantificagdo de agentes que se encontram
dispersos em solu¢bes de modo experimental, como é o caso dos sistemas de liberacdo de
farmacos ou bioativos. Nesse sentido, uma curva de calibracdo da quercetina em metanol foi
construida para estabelecer uma referéncia que possibilita quantificar tanto a quercetina
encapsulada nas vesiculas multilamelares quanto a fracao liberada nas cinéticas de liberacdo. A
figura 18 exibe um exemplo de espectro de absorbancia da quercetina em metanol para a
concentragio de 21,5 pmol L. Em seguida, as intensidades de maxima absor¢do foram

plotadas em funcdo da respectiva concentracdo do polifenol, como mostrado na figura 19.

Figura 18 - : Espectro de absorbancia da quercetina em metanol
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Fonte: Elaborado pelo Autor, 2021
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Figura 19 - Curva de calibragdo obtida para o padrdo de quercetina usando metanol como
solvente, A= =372 nm, a 25 ° C. (Os pontos representam a média de um triplicado e a linha

continua € obtida a partir do ajuste linear)
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Fonte: Elaborado pelo Autor, 2021

E possivel notar que a curva construida apresenta um comportamento linear respeitando
os limites da lei de Beer-Lambert, em concordancia com os dados disponiveis na literatura
(SAHAet al., 2018; GONI et al., 2008). O ajuste linear sobre os dados experimentais foi
realizado exibindo o coeficiente de correlagdo, R? = 0,9901. Em seguida a curva obtida foi
submetida a um ajuste linear para verificacdo da linearidade do sistema e a conformidade com

a lei de Beer-Lambert.

5.2 DETERMINACAO DO COEFICIENTE DE PARTICAO (KP)

Coeficiente de Particéo (Kp) foi utilizado para avaliar a afinidade do composto bioativo
pelas composicdes lipidicas POPC/Col/POPG (60:20:20) e POPC/POPG (80:20). Esse estudo
é feito através das mudancas observadas no espectro da quercetina em funcdo da adicdo de
solucdo lipidica. A Figura 20a mostra as mudancas espectrais de quercetina em fungdo da
adic&o da solucéo lipidica POPC/Col/POPG (60:20:20). E possivel notar que a intensidade de
absorcéo aumenta com a adicao do lipidio, bem como um deslocamento espectral para maiores
comprimentos de onda. Esse efeito ¢ um indicativo de que o polifenol esta se deslocando de um
ambiente polar, como o tampao, para um ambiente apolar, como a bicamada lipidica (RICH et

al., 2017; LEITE et al., 2021). Os espectros obtidos para cada concentracdo de lipidio foram



49

submetidos ao célculo da segunda derivada, Figura20b. Este método foi utilizado para
determinar o comprimento de onda de absorbancia méxima para cada condi¢do. Assim, as
respectivas absorbancias maximas foram normalizadas e ajustadas pela eq. 6 para obtencao do
Kp (FIGURA 20c). Os valores para cada composicao lipidica estdo listados na tabela 5. Através
deste trabalho obteve-se os valores para as composicdo POPC/Col/POPG (60:20:20) e
POPC/POPG (80:20). Os valores apresentados para as demais composic¢des foram obtidos por

Leite e colaboradores 2021.

Figura 20 - Titulagdes espectrofotométricas de quercetina (21,5 pmol L) sob concentragdes
crescentes de lipidios (0 - 600 umol LY). a) Mudangas espectrais de quercetina representativas
em funcdo da adicdo de solucdo lipidica para POPC/Col/POPG (60:20:20) b) Segundas
derivadas do conjunto de espectros mostrado em a) para determinar o comprimento de onda de
absorbancia maxima. ¢) Determinagao dos valores de Kp na presenca de POPC/Col/POPG
(60:20:20) LUVs em pH 7,4. A linha continua foi obtida usando o ajuste ndo linear mostrado

na equacdo 1 .0s experimentos foram realizados a 25 °C
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Tabela 5 - Valores do coeficiente de particdo para cada composicdo lipidica

Composicéo Lipidica Kp (10%)
POPC (100) 1.00 £ 0.10*
POPC/POPG (80:20) 0.43+0.03
POPC/Col (80:20) 1.60 + 0.03*
POPC/Col/POPG (60:20:20) 0.97£0.10

* Esses valores foram obtidos em (SLADE et al., 2021).
Fonte: Elaborado pelo Autor, 2021

Os resultados mostram que a quercetina particiona significativamente para os sistemas
lipidicos (Kp ~ 10*). Tomando como referéncia o valor do coeficiente de particdo obtido para a
composicdo de POPC (100%) podemos notar que a presenca do Col na solucdo POPC/Col
(80:20) aumentou signficativamente a afinidade da Que por essa composi¢do. No entanto, a
presenca de lipidios anidnicos (POPG) reduz sua afinidade por eles, o que provavelmente esta
relacionado a carga elétrica liquida negativa, exibida pela quercetina em pH 7,4 (AWASTHI et

al., 2021), dando origem a repulsdo eletrostatica entre a quercetina e os lipidios.

Ja os resultados para POPC/Col/POPG confirmam a alta afinidade do polifenol pela
composicao contendo 20% de Col, apesar da reducéo da fluidez da membrana (SLADE et al.,
2021). Nessa composicdo, observou-se que a presenca tanto de lipidios aniénicos quanto do
Col contribuiram para uma afinidade similar aquela obtida para POPC (100). Assim, pode-se
notar que a afinidade da quercetina pelo Col pode reduzir os possiveis efeitos da repulséo

eletrostatica relacionados a presenca do POPG.

5.3 CARACTERIZACAO DAS FORMULACOES LIPIDICAS POR ESPALHAMENTO DE
LUZ DINAMICO (DLS) E MEDIDAS DE POTENCIAL ZETA

O tamanho medio € uma das caracteristicas mais importantes a serem levadas em
consideracdo na formulacdo de sistemas nano e microparticulados, pois este pardmetro
influencia em outros fatores tais como a capacidade de carregamento, biodistribuicdo,

toxicidade, meia-vida sistémica, perfil de liberacéo, estabilidade, internalizacdo celular, perfil
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de liberacdo e capacidade de agir em um alvo especifico (DE LIMA E MORTARI , 2022). Para
analisar o tamanho médio foram preparadas formulag¢fes contendo MLVs+QUE (vesiculas
multilamelares + quercetina) e caracterizadas por Espalhamento de Luz Dindmico (DLS) em
cada composicdo lipidica. Vale ressaltar que o DLS néo fornece informacdes sobre o formato
da nanoparticula e que elas tendem a se agregar em &gua, alterando seu tamanho e propriedades
de superficie subestimando o tamanho real da particula. Também que a particula ndo pode
absorver o mesmo comprimento de onda do laser usado no equipamento, pois dessa forma nédo
é possivel determinar o tamanho da particula (BERBEL MANAIA et al.,2017).

Essa andlise possibilitou acessar o didmetro médio das estruturas obtidas e o grau de
homogeneidade do sistema por meio do Indice de Polidispersidade (Pdl) (AWASTHI et al.,
2021; PIVETTA et al., 2019). Os resultados estdo resumidos na Tabela 6.

Tabela 6 - Diametro médio das diferentes composicdes de lipidios contendo quercetina
encapsulada. (Média e SE, n =9, valores de p <0,05 foram considerados significativos)

Composicao Lipidica Diametro Médio (nm)
POPC (100%) 2068.3 + 150
POPC/POPG (80:20) 605.9+ 77.9
POPC/Col (80:20) 1884.0+74.1
POPC/Col/POPG (60:20:20) | 63.3+7.8

Fonte: Elaborado pelo Autor, 2021

Os diametros médios obtidos para as MLVs + QUE compostas por POPC (100%) e
POPC/POPG (80:20) e POPC/Col (80:20) sdo caracteristicos dos previstos para essas estruturas
( 100 - 1000 nm para MLVs de composicdo lipidica geral (PINHEIRO et al., 2011,
FATOUROS e ANTIMISIARIS, 2002; JEON et al., 2015); até 1970 nm para POPC e
POPC/Col (90:10) (LAWRENCE et al., 1993; ESPIRITU et al., 2016). Através deste resultados
é possivel notar que a quercetina ndo contribui significativamente para o aumento do diametro
médio das estruturas. Isso é coerente com os estudos de Jovanovi¢ e col., 2018 e Espiritu e col,
2016, a presenga da quercetina ndo afeta os tamanhos medios das MLVs para composi¢oes de
POPC (100%) e POPC/Col (90:10) (JOVANOVIC et al., 2018; ESPIRITU et al., 2016) e
também né&o afetou o tamanho medio quando encapsulado outras moléculas bioativas em MLVs
(SHAJI e IYER, 2012; SAHAet al., 2018; LAWRENCE et al., 1993); BONECHI et al., 2018).



53

O resultado obtido para a composi¢cdo POPC/Col/POPG diverge do encontrado para as demais
formulagdes, apresentando um didmetro médio de 63.3 £ 7.8 nm. Isso indica que a combinag&o

de POPG e colesterol promoveu a reducéo significativa desse parametro.

Outro parametro utilizado na caracterizacdo das formulacGes ¢ o PDI. Amplamente
usado para avaliar a homogeneidade do sistema (FIGURA 20), pois representa a distribuicdo
das populaces de tamanho dentro de uma amostra (DANAEI et al., 2018). Os valores
numéricos de Pdl variam de 0,0 (para uma amostra perfeitamente uniforme em relacdo ao
tamanho de particula) a 1,0 (para uma amostra altamente polidispersa com multiplas populagdes
de tamanho de particula) JOVANOVIC et al., 2018). Também é conhecido como o indice de
heterogeneidade, € um indice numérico e adimensional. Os valores inferiores a 0,05 descrevem
amostras altamente monodispersas e valores superiores a 0,7 descrevem amostras polidispersas,
gue ndo sdo muito desejaveis para aplicacdes terapéuticas (DE LIMA E MORTARI, 2022) e
ndo sendo adequado para ser analisado pela técnica de espalhamento de luz dindmico (DLS)
(RICCl et al., 2016). Nossos resultados séo exibidos na Tabela 7 e mostram valores que variam
de 0,350 a 0,527. A presenca de colesterol ou POPG resultou em sistemas mais homogéneos
do que POPC puro e POPC/Col/POPG. Considerando o POPC (100%) como referéncia, nota-
se que o POPG reduziu tanto o tamanho médio quanto os valores de Pdl, sugerindo que a carga
pode modular essas caracteristicas das MLVs+QUE. Em contrapartida, o Col foi capaz de
contribuir para a homogeneizacao da distribuigdo de tamanhos do sistema sem afetar o tamanho

da estrutura, resultado que é coerente com as observagdes de Jovanovic et al. (2018).

Figura 21 - Representacdo esquematica da homogeneidade das composicoes lipidicas.

[POPC/Col (80:20)
POPC/Col/POPG

POPC (100%)
(60:20:20)

Homogénio
Homogénio

[POPC/POPC (80:20)

Fonte: Do Autor, 2021.
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Tabela 7 - Valores de Pdl das formulagGes de distintas composi¢es lipidicas. (Média e SE, n
=9, valores de p <0,05 foram considerados significativos)

Composicéo Lipidica Pdl
POPC (100%) 0.399 + 0,05
POPC/POPG (80:20) 0.350 £ 0.03
POPC/Col (80:20) 0.350 £ 0.07
POPC/Col/POPG (60:20:20) | 0.527 +0.04

Fonte: Elaborado pelo Autor, 2021

As composi¢cdes POPC (100%); POPC/POPG (80:20) e POPC/Col (80:20) séo
moderadamente polidispersas (BHATTACHARJEE, 2016) e estdo proximas do limite superior
ao que é aceitavel para a entrega de drogas usando transportadores a base de lipidios. Apesar
da literatura apresentar que as formulagdes baseadas em lipideo sdo consideradas aceitaveis
quando apresentam PDlIs abaixo de 0,3, deve ser ressaltado que as normas e diretrizes estdo em
constante atualizacdo e que diferentes faixas de aceitabilidade sdo consideradas para cada tipo
de aplicacdo e vias de administracdo (DANAEI et al., 2018). Destes resultados observa-se,
ainda, que a presenca de Col e POPG separadamente reduz a homogeneidade dos sistemas em
comparacdo a POPC puro. Isso sugere que a insercdo de componentes carregados ou de
enrijecimento foram capazes de produzir efeitos semelhantes neste parametro quando isolados
nas composicdes lipidicas, mas que ndo foram observados quando coexistem em
POPC/Col/POPG (60:20:20).

O potencial Zeta ¢ derivado de medi¢des da mobilidade eletrocinética e fornece
informacdes sobre a intensidade das carga elétricas superficiais dos sistemas. Varia de — 100
mV a +100 mV. Valores entre -10 mV e +10 mV s&o considerados eletricamente neutros,
enquanto potenciais zeta inferiores a -30 mV sdo fortemente aniénicos e potenciais zeta
superiores a +30 mV s&o fortemente catiénicos (DE LIMA E MORTARI, 2022). O potencial
ideal para indicar estabilidade de particulas dispersas em uma solugéo € acima de +15mV ou
abaixo de -15mV, que acarreta em maior repulsdo eletrostatica entre as particulas. Enquanto
valores entre -15mV e +15mV indicam condi¢fes instaveis que favorecem agregacéo,
coagulacao e floculacdo (FIGUEREDO, 2015; SILVA, 2016; MALVERN, 2020).
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A figura 22 apresenta os valores médios de potencial zeta para cada formulag¢do. Foram
obtidos os seguintes valores de potencial zeta médio: -2,81 + 0,5 mV para POPC (100%), -
19,43 + 0,4 mV para POPC/POPG (80:20), - 4,66 + 0,4 mV para POPC/Col (80:20) e -6,47 +
0,6 mV para POPC/Col/POPG (60:20:20).

Figura 22 - a) Potencial zeta médio das formulacgdes de distintas composi¢es lipidicas.
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Fonte: Elaborado pelo Autor, 2021

O potencial apresentado por POPC/Col é mais negativo que o apresentado por
POPC(100%). Este efeito deve-se ao fato de que a inclusao de esterdis pode alterar a ordem dos
fosfolipidios e a espessura da bicamada possibilitando a realizacdo de ligaces de hidrogénio
entre lipidios e esterdis bem como mudangas na carga total das formulagdes (JOVANOVIC et
al., 2018; BHATTACHARYA e HALDAR, 2002; MANDIC et al., 2019). Além disso, pode-
se relacionar este resultado ao fato de que a quercetina apresenta maior coeficiente de particao
pela composi¢do POPC/Col, consequentemente, uma maior quantidade de quercetina pode
estar adsorvida na superficie dessas MLVs. Como a quercetina apresenta carga elétrica negativa
em pHSs neutros, a sua adsorcao na superficie pode contribuir para um potencial zeta ainda mais

negativo.

Jovanovi¢ et al. (2018) encontraram valores de potencial zeta proximos a -8 mV e -10
mV para MLVs compostos por POPC e POPC/Col (80:20) respectivamente, na auséncia de
NaF. Esses valores negativos nas composi¢des zwitteridnicas estdo relacionados a reorientacéo

dos grupos das cabecas lipidicas, devido ao estado da fase lipidica e as espécies lipidicas
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(JOVANOVIC et al., 2018). Nossos resultados para formulacdes zwitteridnicas também
apresentam valores negativos, mas além dos efeitos decorrentes de suas composic¢des, incluem
os efeitos de carga desencadeados pela presenca da quercetina e a forca idnica do ambiente
fisioldgico. No entanto, pode ser visto na literatura para sistemas semelhantes que a quercetina
contribui ligeiramente para suas propriedades de carga (LAWRENCE et. al, 1993; MANDIC
et al., 2019). Esse efeito também foi observado por Bonechi et al. (2018), que mostrou que a
incorporacdo de quercetina reduz o potencial zeta dos lipossomas DOPC/DOPE zwitteridnico
(50:50) e DOPE/DOPA (50:50) anibnicos em AT = 2mV e 5mV, respectivamente, na razéo

molar de 1: 1 entre lipidios totais e antioxidantes.

O potencial zeta mais negativo foi encontrado para POPC/POPG (80:20) (-19,43 + 0,4
mV) e esta relacionado ao carater aniénico da molécula de POPG e proporciona maior
estabilidade ao sistema como nanocarreador. Esta estabilidade se d& pela repulsdo eletrostatica
entre as MLVs dispersas em solucdo, reduzindo a tendéncia de agregacdo e fusdo entre essas
estruturas (PIVETTA et al., 2019; SCIOLLA et al., 2021; MANO et al., 2018; VANOVA et
al., 2017; PAQUET-COTE et al., 2019; BATISTA et al., 2017; DE LIMA E MORTARI,
2022). Nossos resultados mostram que essa condi¢do pode ser obtida pela insercdo de
fosfolipidios aniénicos nas formulagdes. Zanin et al., 2013 encontrou valores de potencial zeta
-20mV para lipossomas POPC/POPG (80:20) puros, sugerindo que uma pequena quantidade
de quercetina esta adsorvida na superficie das MLVs. Este resultado esta de acordo com o
resultado da particdo da quercetina pela mesma composicao lipidica,no qual a menor afinidade
foi apresentada. Para POPC/Col/POPG, esperava-se que os valores do potencial zeta fossem
maiores, dada a fracdo POPG (20%). Considerando os resultados de DLS e potencial zeta, é
possivel notar que tanto a presenca de quercetina quanto a presenca de POPG trazem carga ao
sistema. Essa carga demonstrou atuar como fator modulador no didmetro médio das
formulacGes em relacdo ao POPC puro. Neste sentido, a presenca de quercetina, colesterol,
POPC e na formulacdo, observa-se que tanto a carga quanto a rigidez contribuem para a reducéo
do tamanho dos MLVs. O efeito de carga pode estar relacionado a reorganizacao de lipidios
anionicos na presenca de quercetina para minimizar a repulsdo eletrostatica entre essas especies.
Enquanto o efeito de rigidez relaciona-se as interacOes especificas entre quercetina e colesterol,
conforme indicado pelos coeficientes de parti¢do, e consistente com o efeito de condensacao
deste flavonoide relatado por Tarahovsky et al. (2008) e Leite et al. (2022). Como consequéncia,
a sinergia desses efeitos pode ser responsavel pela reducéo significativa do tamanho das MLVs

onde coexistem rigidez e carga.
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5.4 DETERMINACAO DA EFICIENCIA DE ENCAPSULAMENTE DE QUERCETINA
EM MLVS.

A eficiéncia de encapsulamento da quercetina em funcdo da composi¢do das MLV
também foi avaliada. Para isso, foram realizados testes de eficiéncia por meio de espectroscopia

UV-Vis, cujos resultados sdo apresentados na figura 23.

Figura 23 - Eficiéncia média de encapsulacdo (% EE) das composicOes lipidicas testadas

contendo quercetina encapsulada.
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Fonte: Elaborado pelo Autor, 2021

As eficiéncias de encapsulamento seguiram a ordem: POPC/Col (80:20)>
POPC/POPG(80:20)> POPC/Col/ POPG (60:20:20)> POPC (100%) sugerindo que a
incorporacdo de Col e/ou POPG nas formula¢Ges melhorou o encapsulamento da quercetina em
relagdo ao POPC puro. A alta eficiéncia de encapsulamento para quercetina em misturas
contendo POPC e colesterol ja foi obtida por Ramli et al. (2020) onde 90,1 + 0,6%. Embora a
maior eficiéncia de encapsulamento seja encontrada para a composicao para a qual a quercetina
tem a maior afinidade, este parametro ndo se mostra determinante para o encapsulamento de
quercetina, visto que, a composic¢éo lipidica para a qual a quercetina tem a afinidade mais baixa
(POPC/POPG), tem a segunda maior eficiéncia de encapsulamento. Esse resultado sugere que
a repulsdo eletrostatica que pode atuar na reducgdo da afinidade lipidio-quercetina ndo impede
0 encapsulamento provavelmente impulsionado por interagdes ndo eletrostaticas, como as
hidrofobicas. Isso é reforcado ao considerar o carater pouco sollvel da quercetina em agua
(SAHAet al., 2018; TONIAZZO et al., 2017; HUANG et al., 2017; CODEVILLA et al., 2015).
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Fosfolipidios carregados negativamente ja se mostraram eficientes para a encapsulacéo
da curcumina em lipossomas, atingindo eficiéncias de encapsulamento acima de 80% e
permitindo resultados 6timos para liberacdo lenta e deposicdo na pele (PAMUNUWA et al.,
2016). Os resultados para POPC/Col/POPG (60:20:20) mostram que a mistura de POPG e Col
reduziu a eficiéncia de encapsulacdo do flavondide em relacdo a POPC/POPG e POPC/Col
podendo ser relaciona ao fato desta composicdo apresentar os menores diametros médios,

conforme exibido na Tabela 6.

5.5 ENSAIO DE PERFIL DE LIBERACAO CONTROLADA IN VITRO

Ensaios de liberacdo controlada da quercetina encapsulada nas MLVs foram realizados
para avaliar a cinética de liberacdo do polifenol. O perfil de liberacdo in vitro foi obtido pelo
grafico da porcentagem cumulativa da liberacdo de polifenol em relacdo a quantidade
encapsulada em fungdo do tempo (Mt/ M« versus t). Os ensaios de liberacdo controlada para a

quercetina encapsulada nas MLVs para cada composicao lipidica sdo mostrados na Figura 24.

Figura 24 - Ensaios de liberag@o controlada obtidos em Amax de 378 nm para a quercetina nas

diferentes composicdes lipidicas testadas
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Fonte: Elaborado pelo Autor, 2021

Todas as formulagdes exibiram uma liberagdo significativa que é dependente da
composicao lipidica. A menor taxa de liberacdo foi obtida para POPC/Col/POPG(60:20:20)
consistente com nossos resultados para esta mesma composi¢cdo que mostram estruturas de

tamanho médio reduzido e eficiéncia de encapsulamento moderada. Além disso, o efeito de
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enrijecimento da bicamada lipidica pelo colesterol deve ser considerado e pode estar
interferindo neste processo. O enrijecimento proporcionado pelo colesterol também é visto na
liberacdo de quercetina pela composicdo de POPC/Col (80:20), onde o maior contetdo de
quercetina foi encapsulado associado, no entanto, observa-se uma liberacdo atenuada. Essa
atenuacdo atingiu percentuais equivalentes as observadas para a formulacdo que apresentou a
menor eficiéncia de encapsulamento (POPC (100%). Além disso, esse resultado corrobora o
fato de o flavonoide ter maior afinidade pela composicdo de POPC/Col, o que também pode
prejudicar a cinética de liberagdo. A composicdo de POPC/POPG exibe a maior taxa de
liberacdo. Este resultado corrobora com o baixo coeficiente de particdo da quercetina pela
mesma mistura lipidica. Além disso, possibilita destacar que, do ponto de vista tecnolégico,
esta composicdo apresenta 0os melhores resultados para constituir um sistena nanocarregador de
quercetina, pois tem didametro médio em escala nanomeétrica, boa estabilidade e homogeneidade
na distribuicdo de tamanhos e significativas eficiéncias de encapsulamento e liberacdo do
flavondide. Com isso, € possivel apontar a carga, como um parametro importante na construcao

de sistemas nana e microcarregadores.

4.8 APLICACAO DE DADOS DE LIBERACAO DE QUERCETINA NOS MODELOS
MATEMATICOS

Foi realizada avaliacdo cinética dos perfis de liberacdo de quercetina nas distintas
composicdes lipidicas, para elucidar os mecanismos envolvidos na liberacdo de bioativos dos
sistemas estudados. O presente trabalho, fez-se uso das seguintes abordagens matematicas: Zero
Ordem, Primeira Ordem, Higuchi e Korsmeyer-Peppas (KORSMEYER et al., 1983;
SIEPMANN, 2001; KUMAR et al., 2020; MURA et al., 2021; BAISHYA, 2017). Um fato
comum entre as cinéticas de liberacdo, é a presenca de uma taxa inicial de liberacdo que é
significativamente rapida, ou seja, a quercetina é liberada mais rapidamente nas primeiras 06
horas do experimento. Esse comportamento € comumente atribuido a liberacéo dos bioativos
que estdo na superficie externa das formulacgdes, ao passo que a liberagdo posterior € mais lenta
devido a liberacdo de quercetina do nucleo interno das MLVs (KUMAR et al., 2020).

Foram usados os modelos de ordem zero, primeira ordem e Higuchi para ajustar os
resultados, enquanto o modelo matematico de Korsmeyer-Peppas (KP) foi usado para entender
0s mecanismos de liberacdo controlada. As cinéticas de liberagdo acompanhadas dos ajustes

matematicos sdo exibidas nas Figura 25 a 28. A Tabela 7 mostra 0s parametros obtidos para
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cada modelo e cada formulacdo. Os ajustes mais adequados para nossos sistemas foram obtidos
usando os modelos de Higuchi e Korsmeyer-Peppas. E importante mencionar que o modelo de
Korsmeyer-Peppas foi 0 que apresentou o melhor coeficiente de correlagio, R? para os sistemas
com liberacdo superior a 60%, demonstrando que o modelo mencionado foi capaz de descrever
a cinética de liberacdo do farmaco pelos lipossomas (KUMAR et al., 2020; MURA et al., 2021,
BAISHYA, 2017; HAGHIRALSADAT et al., 201; JAIN e JAIN, 2016). Mostrando que a
liberacdo de quercetina pelas formulagdes testadas segue a lei de Fick, pois apresenta n < 0,43
(KUMAR et al., 2020; MURA et al., 2021; BAISHYA, 2017), uma vez que, quando o expoente
de difusdo assume valores de n <0,43 tem-se um indicativo de mecanismos de liberacdo que
seguem a lei de Fick. Valores intermedidrios 0,43 <n < 0,85 sugerem comportamento andémalo
com liberacdo ndo Fickiana, enquanto n> 0,85 indica que 0 mecanismo é governado por
processos de relaxacdo da matriz polimérica, definida como transporte tipo caso Il
(HAGHIRALSADAT et al., 201; JAIN e JAIN, 2016; FARIA et al., 2016; DOURADO et al.,
2017; SIEPMANN e SIEPMANN, 2006; HUANG E BRAZEL, 2001; SIEPMANN et al.,
2002). Por fim, nossos resultados demonstraram que apesar das diferencas desencadeadas pelas
composicdes lipidicas apontadas ao longo deste estudo, os ensaios de liberacdo ndo foram

suscetiveis a essas alteragdes.



Figura 25 - Modelos de Korsmeyer-Peppas aplicados a cinética de liberagdo da quercetina.
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Figura 26 - Modelos de Ordem Zero aplicados a cinética de liberacdo da quercetina.
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Figura 27 - Modelos de Primeira Ordem aplicados a cinética de liberacdo da quercetina.
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Figura 28 - Modelos de Ordem Zero aplicados a liberagao cinética da quercetina
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Tabela 8 - Pardmetros obtidos por meio de ajustes lineares para cada modelo matematico Onde,
R2 é o coeficiente de correlacdo de cada modelo matematico; n € o expoente difusional ou
expoente de liberacdo do farmaco; Kkp € a constante de taxa de liberacdo de Ko € a constante
de taxa de ordem zero; Co é a concentracao inicial do farmaco no tempo t=0; K1 é a equacéo da

taxa de primeira ordem expressa no tempo™ ou por hora.

Korsmeyer-Peppas Higuchi Ordem Zero Primeira Ordem
R? n Kkp R? Kn R? Ko Co R? K1 Co
%wh | %nt mot L p7t wht | % wht | %
POPC 0,81 | 0,25 | 28,16 | 0,91 | 0,03 0,81 | 0,24 | 28,16 | 0,41 | 0,01 | 1,38
POPC/
POPG 0,98 | 0,37 | 1527 | 0,96 | 0,01 0,97 | 0,37 | 1527 | 054 | 0,01 | 1,21
CP:;);C/ 0,93 | 0,28 | 26,55 | 0,92 | 0,03 0,93 | 0,27 | 26,57 | 0,39 | 0,01 | 1,44
POPC/
Chol/P | 0,88 | 0,25 | 16,27 | 0,91 | 0,02 0,87 | 0,25 | 16,27 | 0,62 | 0,01 | 1,23
OPG

Fonte: Elaborado pelo Autor, 2021
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6 CONCLUSAO

v’ Os efeitos de diferentes composicdes lipidicas para a encapsulamento da quercetina
por MLV foram estudados;

v A afinidade da quercetina para os sistemas lipidicos é dependente da composicao
lipidica, com coeficientes de particdo da ordem de 10%;

v' As formulagbes MLVs+Que foram caracterizadas por espalhamento de luz
dindmico e medicOes de potencial zeta enquanto as eficiéncias de encapsulacéo e
liberacdo foram realizadas via espectrofotometria;

v' A rigidez, imposta por Col, aumentou tanto a homogeneidade da distribuicdo de
tamanho quanto a eficiéncia de encapsulamento do sistema POPC/Col,
possibilitando uma taxa significativa de liberacdo de quercetina;

v" A presenca de carga devido ao POPG resultou em efeitos notaveis, pois modulou o
tamanho médio e a distribuicdo do tamanho da formulacdo POPC/POPG, bem
como resultou em altas eficiéncias de encapsulamento e liberagao;

v’ Jaacombinacéo de rigidez e carga na formulagdo POPC/Col/POPG deu origem ao
menor didmetro médio, maior heterogeneidade na distribuicdo de tamanho e menor
eficiéncia de liberacao;

v A cinética de liberacdo de quercetina foi analisada usando modelos de Higuchi e
Korsmeyer-Peppas e mostrou que o mecanismo de liberacdo da quercetina é
independente da composicéo lipidica de acordo com a lei de Fick;

v Alteracdes na composicdo lipidica modificam parametros importantes, que podem

auxiliar no desenvolvimento de novos nanocarregados e microcarregadores.
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