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RESUMO

Neste trabalho foi feito o projeto, montagem e caracterizagdo de uma instalacao
escalonavel para a produgdo de lipossomas e o estudo da influéncia de pardmetros
operacionais nas caracteristicas dos lipossomas obtidos. A instalagdo ¢ constituida de
quatro sistemas basicos: alimentacdo e drenagem de solucdo lipidica, alimentacdo e
recirculagcdo de solu¢do aquosa, producdo de vacuo e sistema multitubular, para adsorcao
dos lipidios e formacao dos lipossomas, composto por um feixe de tubos de vidro paralelos,
posicionado no interior de uma coluna que permite a circulagdo de dgua para controle de
temperatura. Pela hidratagdo de filmes lipidicos secos, formados no interior dos tubos
foram produzidos os lipossomas, caracterizados quanto ao do teor de fosfolipidios,
diametro médio e a estabilidade na presenca de tensoativo. A capacidade dos lipossomas
para encapsulagdo de ativos foi avaliada utilizando o tuberculostatico Pirazinamida. Foi
feito o acompanhamento da cinética de formacdo dos lipossomas e a modelagem
matematica desta cinética usando modelo que considera a penetracdo e dissolucao do filme
lipidico simultaneas a formag¢ao dos lipossomas. Os resultados obtidos demonstram que a
instalagdo montada ¢ de facil operacdo e permite a produgdo continua de lipossomas. A
adsorcao de fosfolipidios em diferentes concentragdes produz a formacao de um filme
delgado adequado para a hidrata¢do e formacdo dos lipossomas. A hidrata¢ao destes filmes
lipidicos delgados formou uma populagao heterogénea de lipossomas com didmetro médio
variando entre 800 e 2000 nm, dependendo da concentragdo inicial da dispersao lipidica. A
eficiéncia de incorpora¢do da Pirazinamida nas vesiculas atingiu 14% quando o farmaco foi
adicionado na solugdo de hidratagdo. Os testes de estabilidade e liberagdo do farmaco
mostraram que as vesiculas formadas possuem um empacotamento denso e demonstraram a
propriedade de barreira caracteristica da bicamada lipidica. A modelagem da cinética de
formagdo dos lipossomas demonstrou que o modelo utilizado conseguiu representar

satisfatoriamente os dados experimentais.

Palavras Chave: Lipossomas, Escalonamento, Pirazinamida, Modelagem Computacional
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ABSTRACT

In this work we proposed the project, construction and characterization of a set-up
able to scaling-up for liposome production and the study of the influence of the operational
parameters on the liposomes production. The system is composed by four basic parts:
feeding and draining of lipid solution, feeding and circulation of aqueous hydration
solution, glass multitubular set for adsorption and hydration of lipids, connected to vacuum
pump and thermal jacket for temperature control. Liposomes were produced by hydration
of the thin lipid film adsorbed inside the glass tubes. The vesicles were characterized by
their phospholipid contents, mean diameter and size distribution and stability in the
presence of surfactants. The capacity of liposomes for encapsulation of active compounds
was evaluated using the tuberculostatic Pyrazinamide. The kinetic behavior of liposome
formation was monitored by absorbance of the dispersion and mean diameter of particles. A
mathematical model considering the penetration of water, dissolution of the lipid film and
simultaneous vesiculation was proposed to describe kinetic of liposome formation. The
results demonstrated the operational versatility of the constructed set-up to continuous
liposome production. The hydration of the lipid films formed at different concentrations
produced liposomes with a mean diameter in the range of 800 to 2,000 nm. The maximum
efficiency of Pyrazinamide incorporation was 14%, obtained when the drug was added to
hydration solution. The stability profiles in the presence of surfactants, as well as the
gradual drug delivery, showed the barrier properties of the lipid bilayer and dense packing
of the membrane. The mathematical model for the kinetic of liposome formation is in good

agreement with the experimental data.

Keywords: Liposomes, Scaling-up, Pyrazinamide, Mathematical modeling
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1. INTRODUGAO

Os lipossomas ou vesiculas de fosfolipidios tiveram suas propriedades e potenciais
aplicagdes descritas por Alec Bangham em meados dos anos 1960 (BANGHAM et al.,
1965). Devido ao grande nimero de aplicagdes dos lipossomas em diversos campos, em
especial na area médico-farmaceéutica, estas vesiculas tém despertado interesse crescente da

comunidade cientifica.

As estruturas lipossomais tém forma aproximadamente esférica e sdo compostas
de molécula de fosfolipidios que se agregam na forma de bicamada, delimitando um
volume aquoso central (NEW, 1990). As vesiculas de fosfolipidios se formam em solucao
aquosa, quando a concentragdo de espécies anfifilicas atinge o valor da CMC, no sentido de
minimizar as interagdes entre as moléculas de adgua e as cadeias hidrocarbonicas dos
fosfolipidios, e maximizar as interagdes das cadeias hidrocarbonicas entre si e das
moléculas de dgua com os grupos de cabeca hidrofilicos dos fosfolipidios. Podem ser
classificadas tanto com relagdo ao seu tamanho e lamelaridade, quanto ao seu
comportamento frente aos fluidos bioldgicos. Com relagdo ao tamanho e numero de
lamelas os lipossomas podem ser classificados em vesiculas multilamelares (MLV) e
vesiculas unilamelares pequenas e grandes (SUV e LUV). Com relagio ao seu
comportamento frente a fluidos bioldgicos os lipossomas podem ser convencionais,

estericamente estabilizados ou “stealth”, imunolipossomas ou polimérficos (LASIC, 1997).

Duas das principais aplicagdes dos lipossomas sdo o estudo de membranas
bioldgicas e a liberagdo controlada de farmacos. Na primeira aplicagao eles sdo uteis devido
a sua semelhanca estrutural e em composicdo com as membranas biologicas. A segunda
aplicagdo decorre da permeabilidade seletiva da bicamada e da sua habilidade de poder
abrigar tanto moléculas de carater hidrofobico, quanto de hidrofilico e anfifilico, seja no
volume aquoso central ou no interior da bicamada lipidica. Essas caracteristicas, aliadas a

sua biocompatibilidade, além da maior interagdo com as células devido a semelhanga em



estrutura e composicdo, fazem dos lipossomas um dos principais veiculos para

administracao de farmacos da medicina moderna (LASIC, 1993).

Devido ao grande numero de aplica¢des dos lipossomas em diferentes areas, como
exemplo a drea farmacéutica, foram desenvolvidos diversos métodos de producao,

especificos para uma determinada aplicagao.

Embora sejam promissoras as aplicagcdes dos lipossomas como veiculos para
liberagcdo controlada de farmacos, atualmente o desenvolvimento de produtos lipossomais
ainda ¢ pequeno, devido principalmente a caréncia de métodos de producdo que sejam
aplicaveis na industria, atendendo as exigéncias de esterilidade, estabilidade e possibilidade
de escalonamento, além da necessidade de serem reprodutiveis, simples e econdmicos

(BARENHOLZS e LASIC, 1996).

Dentre os métodos escalonaveis citam-se a produgdo de lipossomas por injecao de
etanol, a secagem de lipidios por atomizacdo, ou “spray-drying”, ¢ o método de
desidratagdo por liofilizacdo/hidratagdo. Métodos convencionais aplicados em escala
industrial envolvem a microfluidizacdo da dispersdo lipidica e a diluicdo de solucdes
concentradas de fosfolipidios (KIKUCHI ef al., 1991; GREGORIADIS, 1993, WAGNER
et al., 2002, SORGI e HUANG, 1996, PERRETT, 1991).

A semelhan¢a do método laboratorial de Bangham, no qual os lipossomas sdo
formados a partir da hidratagdo de filmes secos de lipidios, TOURNIER et al., 1999
desenvolveu um método escalonavel, com o filme seco formado no interior de um feixe de
tubos paralelos. Em condigdes operacionais adequadas, o processo também possibilita a
obtengdo de estruturas lipidicas expandidas no interior dos tubos, as quais por serem
porosas e apresentarem alta superficie de contato com a solu¢do aquosa de hidratagao,

possibilitam altas eficiéncias de encapsulacdo de bioativos.

Este trabalho consiste no projeto, montagem e operacao de instalacdo passivel de
esterilizagdo e escalonamento, para o estudo da produgdo de lipossomas com base no
processo proposto por TOURNIER et al., 1999. Filmes secos delgados foram formados em
diferentes condigdes, avaliando-se a influéncia de parametros operacionais nas
caracteristicas dos filmes obtidos e no rendimento do processo. O processo de adsor¢do dos
fosfolipidios no interior dos tubos de vidro foi estudado pela determinagdo da isoterma e da

cinética de adsorcao. Os lipossomas formados pela hidratagdo dos filmes lipidicos secos,



foram caracterizados quanto a capacidade de encapsulagdo do farmaco Pirazinamida e
incorporagao de colesterol. Um modelo matemdtico que considera a penetragao e
dissolucdo do filme lipidico seco e a formagao simultanea dos lipossomas foi proposto para

descrever a cinética de formacao dos lipossomas.

A importancia deste trabalho reside na perspectiva de se contribuir para o
desenvolvimento de processos escalonaveis de producao de lipossomas que atenda as
exigéncias da industria farmacéutica, e desta forma conduza a producdo de medicamentos
mais eficientes, e também para um melhor entendimento da cinética de formacdo destas

vesiculas.






2. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho ¢ a montagem e operagdo de instalacdo passivel de
esterilizacdo e escalonamento, para o estudo da produgdo de lipossomas a partir de
estruturas lipidicas secas formadas no interior de um sistema multitubular, com énfase na

adsor¢do dos lipidios e hidratacdo das estruturas secas.

O estudo sera abordado através dos aspectos apresentados no diagrama abaixo:

~ @ Defini¢do do Processo
Montagemda Instalagdo . . .
. @ Projeto do Sistema Multitubular
Experimental

@ Especificagdo dos Equipamentos

@ Formagdo de estruturas lipidicas secas na forma
de filmes delgados
@ Avaliagdo dos modos de operagdo batelada e continuo
@ Avaliacdo da influéncia do concentracdo de
Caracterizagdo da <:| fosfolipidios, tempo de contato e didmetro dos tubos
Instalagdo Experimental @ Caracterizagdo da massa adsorvida, densidade,
cristalinidade e homogeneidade do filme
@ Construcgdo da isoterma de adsorgdo e determinagdo
da cinética de adsorgdo

@ Caracterizagdo da influéncia da concentragao, tempo
de circulagdo e vazio da solugdo de hidratagdo
@ Avaliagdo dos modos de operacdo batelada e

continuo

@ Avalia¢do do raio hidrodindmico, distribui¢ao de
tamanhos e estabilidade dos lipossomas

@® Modelagemda cinética de formagdo dos lipossomas

Producdo dos Lipossomas

Encapsulacdo de Farmacos

<:| @ Caracterizacdo da eficéncia de encapsulagio e do
perfil de liberagdo do farmaco







3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Consideracgoes Gerais sobre Lipossomas

Embora ja tivessem sido observados por outros pesquisadores anteriormente, os
lipossomas tiveram suas propriedades caracterizadas e suas potenciais aplicagdes
reconhecidas apenas por volta de 1960, pelo pesquisador inglés Alec Bangham
(BANGHAM et al., 1965). Desde entdo os lipossomas t€ém causado grande impacto nos
mais diversos campos de aplicagdo. Na area farmacéutica os lipossomas ndo tiveram
impacto imediato na producdo industrial devido a limitacdes de processo e controle de
qualidade. Nas ultimas décadas, com um maior conhecimento sobre sua estrutura e
propriedades e com o desenvolvimento de novas técnicas de produgdo, os lipossomas

voltaram a atrair o interesse dos pesquisadores e das industrias.

3.1.1. Estrutura

Os lipossomas podem ser definidos como vesiculas lipidicas de forma
aproximadamente esférica, nas quais um volume aquoso central ¢ circundado por uma ou
varias bicamadas lipidicas concéntricas que possuem propriedades de membranas. As
bicamadas sdo constituidas principalmente por fosfolipidios. Os lipossomas podem variar

em tamanhos que vao desde nanometros até¢ dezenas de micra.

Os fosfolipidios, que sdo os principais componentes estruturais dos lipossomas,
sdo moléculas de carater anfifilico nas quais uma cabega polar, no caso um grupo fosfato,
estd ligada a duas cadeias de hidrocarbonetos através de uma molécula de glicerol. Esta

estrutura confere a molécula a propriedade de se agregar quando em solugao aquosa.

A estrutura lipossomal ¢ formada em solucdo aquosa através da agregagao de
moléculas de fosfolipidios, para se minimizar as interacdes desfavoraveis entre as cadeias

de hidrocarbonetos hidrofobicas e o meio aquosos.Inicialmente as moléculas se alinham



formando bicamadas planas, as quais em seguida curvam-se em torno de si mesmas
formando a estrutura vesicular tendendo a ecliminar a interacdo desfavoravel das

extremidades expostas as moléculas de agua.

As estruturas resultantes assemelham-se a membrana celular tanto em composi¢ao
lipidica quanto em fungdes. Esta semelhanga pode ser aumentada por meio de modificagdes
na superficie dos lipossomas, por exemplo, pela adicdo de moléculas de reconhecimento.
Os lipossomas sdo constituidos por um ou mais fosfolipidios com fungdo estrutural, e
algumas outras moléculas que sdo adicionadas para conferirem funcdes especificas (NEW,

1990).

Os fosfolipidios mais utilizados sdo do grupo das fosfatidilcolinas, ou lecitinas, as
quais pertencem ao grupo dos glicerofosfolipidios. Elas sdo bastante empregadas por serem
o principal lipidio estrutural tanto em membranas bioldgicas quanto biomédicas, pelo seu
baixo custo se comparado com outros fosfolipidios, sua carga neutra e ao fato de serem

quimicamente inertes.

Na Figura 1 abaixo se apresenta a estrutura geral da molécula de fosfatidilcolina,

destacando-se suas por¢des hidrofobica e hidrofilica.
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Porcio Hidrofilica Porcdo Lipofilica

Figura 1- Estrutura de uma molécula de fosfatidilcolina.

Estas moléculas anfifilicas sdo zwiteridnicas neutras em todos os valores de pH
fisiolégico devido a amonia quaterndria presente no seu grupo de cabega. As
fosfatidilcolinas, assim como outros fosfolipidios, podem ser tanto de origem sintética
quanto de origem natural. Enquanto as lecitinas de origem sintética possuem uma
composi¢ao de cadeias de hidrocarbonetos muito bem definidas, as de origem natural sdao
compostas de misturas de fosfolipidios com diferentes cadeias tanto em tamanho quanto em
grau de insaturagdo. As lecitinas de origem natural podem ser extraidas tanto de fontes

animais, como a gema de ovo, quanto vegetais, como os graos de soja.



Dentre as outras moléculas que s3o adicionadas juntamente com os fosfolipidios
podemos citar os aclcares e esterdis, como o colesterol, que t€ém como func¢do auxiliar na
estabilizacdo da estrutura formada, fosfolipidios do grupo das fosfatidiletanolaminas que
dotam a superficie de grupos amina e permitem a ligagdo covalente de moléculas de
reconhecimento como anticorpos € polimeros como o polietilenoglicol que aumenta a

estabilidade bioldgica dos lipossomas.

Os lipossomas podem acomodar tanto moléculas de carater hidrofilico dentro do
volume aquoso central ou adsorvidas na sua superficie, quanto moléculas hidrofébicas que
se posicionam no interior da bicamada. A bicamada comporta-se como uma barreira
semipermeavel para estas moléculas, com diferentes niveis de permeabilidade para cada

classe de moléculas (LASIC, 1993).

Um esquema representativo dos lipossomas e das possiveis associagdes de

bioativos com a sua estrutura ¢ mostrado na Figura 2.

Moléculas Hidrofilicas
(Adsorvidas)

Molécula Hidrofdhica

Muolécula Anfifilica

Molécula Hidrofilica
(Cerne Aquoso)

Figura 2 - Representacao das possiveis localizacoes de moléculas na estrutura de lipossomas (Adaptado

de LASIC, 1993).

Os lipossomas s3ao agregados que apresentam mesoformismo liotropico e
termotropico. Os fosfolipidios na forma cristalina representam estruturas de energia
minima, cuja mudanca de fase passa por estados intermediarios metaestaveis. O
mesoformismo termotrépico dos fosfolipidios ocorre pelo fato de que apds aquecimento os
cristais de lipidios ndo passam diretamente para um estado isotrépico, mas formam uma ou
mais fases intermedidrias. Estes estados s3o denominados cristais liquidos, pelo fato de que

se encontram entre os estados liquido e cristalino. Essa mudanca de fase ocorre a uma
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temperatura de transi¢do T., que ¢ dependente tanto da cadeia ndo polar quanto do tipo de

grupo de cabecga.

Similarmente a este fendmeno os lipidios ndo passam prontamente do estado
cristalino para o estado isotropico liquido quando se adiciona agua. Dependendo da
quantidade 4agua e da temperatura, diferentes fases hidratadas se formam, até que em uma
diluicao infinita temos a formag¢do de uma solugdo ideal de lipidios no estado monomérico.
Este comportamento ¢ denominado mesoformismo liotropico. As diferentes fases

liotropicas também apresentam mesoformismo termotrépico (CEVC, 1993).

O comportamento de transi¢cdo de fase da membrana dos lipossomas determina
propriedades como permeabilidade, fusdo, agregacao e ligacao com diferentes moléculas, o
que pode afetar de modo marcante a estabilidade das vesiculas e o seu desempenho como

veiculos carregadores de farmacos (VILLANOVA e CONSIGLIERI, 2000).

A adicdo de colesterol as membranas torna a fase ordenada (fase liquido cristalina)
mais desordenada e a fase desordenada (fase gel) torna-se mais ordenada, pois as moléculas
de colesterol se arranjam entre as moléculas de fosfolipidios, com seu grupo hidroxil
faceando a fase aquosa e com o anel triciclico comprimido entre cadeias de hidrocarboneto.
Isto resulta em uma fase fluida ordenada na qual para 50% de colesterol, a transi¢cao de fase
praticamente ¢ imperceptivel. A adicao de colesterol aumenta a fluidez da membrana, reduz
a sua permeabilidade para moléculas hidrofilicas e aumenta a sua estabilidade na presenca

de fluidos biologicos (NEW, 1990; VEMURI e RHODES, 1995).

3.1.2. Classificacio

Os lipossomas podem ser classificados tanto com relacdo ao seu tamanho e

nimero de lamelas quanto a sua interagdo com o meio bioldgico.

A classificagdo que mais ¢ encontrada na literatura ¢ em relagdo ao tamanho e ao
nimero de bicamadas concéntricas, ou lamelas, presentes na vesicula. Neste item os
lipossomas sdo classificados em multilamelares (MLV’s), com tamanhos maiores que 500
nm, unilamelares pequenos (SUV’s) ou grandes (LUV’s), com didmetros até 100 nm e

entre 100 e 500 nm respectivamente.
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Algumas propriedades fisico-quimicas e biologicas das membranas, como volume
capturado por quantidade de lipidio, seu destino bioldgico e mecanismo de remogao na
corrente sanguinea, dependem do tamanho da vesicula, da lamelaridade e do

empacotamento das bicamadas concéntricas que formam a estrutura (LASIC, 1993).

Um bom exemplo desta influéncia sdo as MLV’s, as quais por possuirem varias
bicamadas concéntricas dentro da estrutura possuem um volume aquoso central menor que
as LUV’s. Por outro lado o fato de possuirem varias bicamadas significa que as moléculas
aprisionadas no cerne aquoso central terdo mais barreiras para atravessar antes de serem

liberadas, gerando assim maiores tempos de liberacao.

Também no caso da associagdo com as proteinas do soro que levam a
desestabilizacdo dos lipossomas nos fluidos bioldgicos, existem diferengas uma vez que as
LUV’s serdao desestabilizadas mais rapidamente que as MLV’s (VILLANOVA e
CONSIGLIERI, 2000).

Os lipossomas podem ainda ser classificados com relagdo a seu comportamento
nos fluidos bioldgicos. Nesse contexto o primeiro grupo engloba os lipossomas
denominados convencionais, 0s quais possuem em sua composi¢do apenas um lipidio

estrutural, e adicionalmente colesterol e um lipidio com carga.

Além destes lipossomas convencionais, que se caracterizam por possuirem
interacao ndo especifica com os fluidos bioldgicos, trés outros grupos de lipossomas podem
ser definidos com respeito a esta funcionalidade. Lipossomas estericamente estabilizados,
ou seja, com pronunciada estabilidade no ambiente fisioldgico, os quais sdo produzidos
adicionando-se uma cobertura com um polimero hidrofilico inerte, como o polietilenoglicol
(PEG), a superficie. Utiliza-se, tipicamente, uma concentragdao 5% molar de lipidio ligado

covalentemente ao polimero.

Lipossomas com ligantes de direcionamento incorporados a estrutura, como
anticorpos monoclonais ou oligossacarideos podem ser direcionados para alvos especificos.
Esses lipossomas sdao também denominados imunolipossomas. Para teste in vitro sao
utilizados lipossomas convencionais com ligantes, enquanto lipossomas estericamente
estabilizados com ligantes especificos incorporados sdo usados para direcionamento

sistémico em tratamentos in vivo.
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O ultimo grupo engloba os lipossomas denominados polimoérficos, os quais
mudam de forma, passando de uma fase para outra, dependendo da solugdo com a qual
estdo em contato. Um exemplo de lipossoma do grupo dos polimoérficos sdo os lipossomas
cationicos ou anidnicos (capazes de incorporar compostos carregados na sua superficie
externa ou na superficie das lamelas internas) e que possuem grande aplicagdo na

vetorizacao de DNA (LASIC, 1997).

3.1.3. Aplicacoes

A semelhanga estrutural e em composi¢ao, entre os lipossomas e as membranas
biologicas permitem a sua utilizagdo como modelo para o estudo das propriedades fisico-
quimicas das membranas. Essa foi a primeira grande aplicacdo dos lipossomas, e que até

hoje vem sendo muito utilizada.

A identificagdo das suas propriedades de encapsulagdo e permeabilidade seletiva a
diferentes tipos de moléculas, levou a utilizacdo dos lipossomas como veiculos para
encapsulacao e liberacdo controlada de compostos bioativos, principalmente farmacos. A
flexibilidade de incorporagdo de ligantes especificos na sua superficie conduziu a

aplicacdes dessas estruturas como biossensor em diagndstico.

As aplicagdes médicas dos lipossomas envolvem o diagndstico, onde podem ser
utilizados tanto lipossomas convencionais no caso de liberagao de agentes de contraste nos
orgdos do sistema reticulo endotelial quanto lipossomas com superficie modificada para a
vetorizagdo para outros 6rgdos ou reconhecimento de determinados agentes, e aplicagdes
terapéuticas, que incluem aplicagdes topicas e sistémicas, como a terapia anticancer e a
terapia antimicrobiologica dentre outras. Uma das mais promissoras aplicacdes de
lipossomas na 4rea médica ¢ a sua associacdo com DNA, que possibilita a liberagdo desta
macromolécula dentro do nucleo das células. Esta associagdo ¢ importante para melhorar a
eficiéncia terapéutica das vacinas que estdo sendo desenvolvidas para o tratamento de

diversas doencas (BANERJEE, 2001).

Comparados a outros sistemas de libera¢do controlada de farmacos, como géis e

matrizes poliméricas, os lipossomas além de protegerem a substancia ativa da degradagao e
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produzirem libera¢do controlada, possuem outras vantagens como uma melhor interagdo

com as cé€lulas, ndo serem toxicos ou imunogénicos e serem biodegradaveis.

Além das aplicacdes em areas médicas e farmacéuticas os lipossomas possuem
aplicacdes nas mais diferentes areas, desde a matematica onde sdo utilizados em estudos de
topologia de superficies, passando pela fisico-quimica, onde servem como modelos para
estudo de sistemas coloidais, chegando até a quimica, onde sdo utilizados como reatores

fechados para reagdes especificas (LASIC, 1993).

3.2. Métodos de Preparacio

Apesar das vantagens sobre outros veiculos de liberagao controlada, a utilizacao de
lipossomas na industria tem sido limitada pelo desenvolvimento de processos escalondveis
eficientes, de facil operacdo e capazes de produzir as estruturas projetadas para aplicagdes

especificas (GREGORIADIS, 1993; LASIC, 1993).

Embora muitos ja tenham sido os procedimentos desenvolvidos para preparagdo de
lipossomas poucos destes atendem as exigéncias da industria quanto a esterilidade e
estabilidade dos lipossomas produzidos e com relagdo a possibilidade da técnica de sofrer

aumento de escala e ser simples e reprodutivel.

3.2.1. Métodos Tradicionais

Os principais métodos convencionais de preparagdo de lipossomas sdo: método de

hidratagdo de filme lipidico seco, injecdo de solventes volateis e remog¢ao de detergentes.

O método de hidratacdo do filme seco de lipidios consiste na solubilizagdo de um
ou mais lipidios em solvente organico seguida de evaporacdo deste solvente a vacuo. O
filme seco, geralmente formado no fundo de baldo de vidro, ¢ hidratado com solucao
aquosa contendo o composto hidrofilico a ser encapsulado, a temperatura superior a de
transicdo de fase, T., dos lipidios. O sistema ¢ mantido sob agitacdo para o que os
lipossomas sejam eficientemente formados. Este método gera uma populacao heterogénea e
dispersa de MLV's. Para a obten¢do de menor tamanho com distribuicao estreita ou mesmo

unimodal, deve-se submeter os lipossomas formados a sonicagcdo ou extrusdo através de
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membranas. Os lipossomas sonicados sdo menores, enquanto que os extrudados apresentam

distribuicao mais estreita de tamanhos (LASIC, 1993).

O método de inje¢do de solventes volateis consiste na inje¢do rapida de lipidios
solubilizados em solvente orgénico, diretamente em uma fase aquosa, e posterior remog¢ao
do solvente através de dialise, diafiltragdo ou evaporagdo. O solvente pode ser miscivel em
agua como ¢ o caso do etanol, ou imiscivel em dgua como o éter. O método de injecdo de
etanol foi uma das primeiras alternativas para preparagdo de SUV’s sem uso de sonicacao.
O tamanho das vesiculas formadas ird depender das condi¢des de injecdo do solvente
(KREMER et al, 1977, CAFISO et al., 1981). Algumas das vantagens deste método sdo a
simplicidade, a auséncia de tratamentos fisicos ou quimicos potencialmente prejudiciais aos
lipossomas e a possibilidade de aumento de escala. As desvantagens sdo a necessidade de
uma etapa adicional de remocao do etanol e a baixa concentragdo de vesiculas produzidas

(LASIC, 1993).

O método de remogao de detergentes foi desenvolvido em estudos de proteinas de
membranas com proteolipossomas. Por ser pouco agressivo, permite que moléculas
sensiveis a outros tipos de tratamento possam ser incorporadas em lipossomas, desde que o
detergente apropriado seja escolhido. Nesse caso, os lipidios sdo solubilizados em
detergente, formando uma solucdo de micelas mistas detergente/fosfolipidios. A formacao
dos lipossomas se da na fase de remog¢do do detergente, que ¢ feita através de diluigao,
didlise ou filtragdo em gel. Detergentes com alto valor de concentracdo micelar critica

(CMC) sao os que produzem melhores resultados (NEW, 1990).

A cinética de remogao do detergente influencia nos tamanhos dos lipossomas
formados. A principal vantagem desse método ¢ a sua flexibilidade, permitindo a
preparacdo de uma grande variedade de lipossomas. As desvantagens sdo as baixas
concentragdes de lipidios que podem ser usadas, normalmente até¢ 20 mM, as vérias etapas
incluidas no procedimento e a presenga de moléculas de detergente ndo removidas, que

podem causar um aumento na permeabilidade da bicamada. (LASIC, 1993).

Além destas técnicas principais outras também sao utilizadas, como os métodos de
demulsificacdo, dos quais se destaca a evaporagdo em fase reversa. Esses métodos geram

lipossomas com alta eficiéncia de encapsulacdo. Outras técnicas consistem na formagao de



15

lipossomas a partir

de wvesiculas

pré-formadas

resfriamento/aquecimento ou de desidratagcdo/hidratagao.

através de

fusdo, ciclos de

Algumas das técnicas empregadas para a produgdo de lipossomas, bem como suas

principais vantagens e desvantagens podem ser vistas na Tabela 1 abaixo.

Tabela 1- Vantagens e desvantagens dos principais métodos de preparacio de lipossomas (Adaptagao

de VILLANOVA e CONSIGLIERI, 2001).

Métodos de Preparacio

Vantagens

Desvantagens

Hidratagéo de Filme Lipidico com

Agitagdo Mecanica

Simples e rapido

Baixa eficiéncia de encapsulagio

Formagdo de MLV’s

Dispersao heterogénea dos MLV

Nao adaptavel a escala industrial

Sonicagdo

Formacao de SUV’s

Baixa eficiéncia de encapsulagao

Contaminagdo com material da sonda

Homogeneidade da suspensdo

Aquecimento e degradagéo dos lipidios

Nao adaptavel a escala industrial

Extrusao com Prensa Francesa

Simples, reprodutivel e ndo agressivo

Altas concentragodes de lipidios

Dificil Manutengdo do Equipamento

Alta eficiéncia de encapsulaggo

Adaptavel a escala industrial

Preparagdo prévia de MLV’s

Extrusdo com Membranas de
Policarbonato

Simples, reprodutivel

Preparacdo prévia de MLV’s

Altas concentragoes de lipidios

Alta eficiéncia de encapsulagao

Pequenos volumes sdo utilizados

Microfluidizagdo

Alta eficiéncia de encapsulagio

Preparagdo prévia de MLV’s

Adaptavel a escala industrial

Aparelho de Dificil Manutencao

Injegdo de Etanol

Homogeneidade da suspensdo

Baixa eficiéncia de encapsulagio

Simples e rapido

Adaptavel a escala industrial

Baixa concentracao de vesiculas

Evaporagdo em Fase Reversa

Alta eficiéncia de encapsulagio

Exposi¢ao a ultra-som e solventes

Técnica complexa

Naio adaptavel a escala industrial

Infusdo de Eter

Adaptavel a escala industrial

Baixa eficiéncia de encapsulagao

Exposi¢ao a altas temperaturas e solventes

Heterogeneidade da suspensdo

Liofilizagdo/Rehidratagdo

Alta eficiéncia de encapsulagao

Adaptavel a escala industrial

Heterogeneidade da suspensio

Estabilidade da Preparacao

Preparacado prévia de MLV’s

Congelamento/Descongelamento

Alta eficiéncia de encapsulacdo

Preparagdo prévia de MLV’s ou SUV’s

Processo simples e rapido

Dificuldade de preparagdo na presenca de
fosfolipidios neutros

Remocao de Detergentes

Homogeneidade da suspensdo

Baixa eficiéncia de encapsulagio

Condigdes suaves

Processo lento

Dificuldade de remogdo do detergente
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3.2.1.1. Métodos de Incorporacio de Bioativos

Além dos métodos de producdo de lipossomas deve-se destacar também os
métodos de incorporagdo de substincias ativas dentro do cerne aquoso central ou no
interior da bicamada, a qual pode ser feita por dois métodos: o passivo e o ativo (ou

remoto).

O método passivo ¢ a metodologia geral aplicada a qualquer substancia ativa
independente de sua massa molecular, forma da molécula, carga e balanco entre
hidrofilicidade e hidrofobicidade. A incorporagdo passiva pode ser obtida por interagdo do
agente encapsulado com a bicamada lipossomal (associagdo de membrana), pela

encapsulacao na fase aquosa intralipossomal, ou por uma combinagdo de ambas.

A associagdo com a membrana pode ser hidrofobica ou eletrostitica em sua
natureza e estd relacionada com o coeficiente de particdo da substancia ativa entre o
lipossoma e o meio. A incorporagdo ¢ controlada por pardmetros fisicos e estruturais, como
o tamanho, forma e niumeros de lamelas, que controla o volume aquoso seqiiestrado, bem
como por interagdes especificas como atragdo e repulsdo entre os componentes da

bicamada e o agente incorporado.

A magnitude do gradiente osmotico formado apds a hidrata¢do do lipidio é outro
fator que determina a eficiéncia de incorporagdo, como ja foi comprovado para vesiculas
produzidas pelo método de desidratagao/rehidratagao DRV. A composicao exata e o pH do
meio de hidratagdo, meio de redugdo de tamanho e meio de armazenamento devem ser bem

controlados e definidos no sentido de otimizar a incorporagdo nos lipossomas.

O método remoto de incorporacdo de substincias ativas requer que os lipossomas
sejam preparados com uma “forga motriz” a qual possibilitard o transporte espontaneo do
agente do meio extralipossomal através da bicamada lipidica para a fase aquosa
intralipossomal. Para que o agente fique retido no interior do lipossoma, ele deve ser
modificado de modo a prevenir sua liberagdao. Para agentes com alta energia de ativacao

para a liberagdo uma incorporacao estavel pode ser obtida.

Os trés principais métodos para incorporacdo remota sdo baseados em gradiente de
pH, potencial de membrana e gradiente de sulfato de amonia. Uma outra metodologia para

a incorporacao remota de bioativos em lipossomas ¢ o uso de vesiculas lipidicas compostas



17

de anfifilicos cationicos que formam estruturas com poli ou oligonucleotidios para

liberacao génica (BARENHOLZS e LASIC, 1996).

3.2.2. Métodos Escalonaveis

Os métodos escalondveis sdo compostos de duas etapas principais: formacao de
uma estrutura lipidica intermedidria e posterior hidratagao desta estrutura. Os principais
métodos escalondveis sdo: atomizagdo por ‘“‘spray-drying”, desidratagcdo-rehidratacio
(DRV), microfluidizagdo e injecdo de etanol. Nos dois primeiros casos as estruturas
lipidicas intermediarias formadas sdo particulas secas de diferentes graus de cristalinidade.
No método de injecdo de etanol as estruturas intermediarias sdo formadas diretamente na

solugdo aquosa.

O método de secagem por atomizagdo, ou “spray drying”, consiste inicialmente na
dissolucdo dos lipidios em um solvente organico volatil. A solugdo organica ¢ entdo
atomizada em uma camara de secagem com ar quente, e as particulas formadas sdo
recolhidas em um ciclone. As particulas formadas por este método podem ser estocadas por
longos periodos em refrigerador, e a sua elevada area superficial e grau de cristalinidade

proporcionam elevada eficiéncia de hidratagao (KIKUCHI et al., 1991).

O processo de hidratacdo ¢é feito com uma solu¢dao aquosa contendo o material a
ser encapsulado, e a dispersdo formada contem lipossomas multilamelares. O tamanho das
particulas formadas depende da diferenca de temperatura, da natureza dos lipidios e
solventes, do didmetro do bocal de atomizacdo, da diferenca de pressdo e de outros

parametros operacionais (LASIC, 1993).

Além da estabilidade de estocagem, outras vantagens desta técnica sao a pureza do
produto, a facilidade de operagdo, boa reprodutibilidade, grande versatilidade na
composi¢ao das vesiculas e elevada produtividade. A adi¢do de acucares na solugdo de
alimentagdo aumenta o rendimento do processo, além de formar membranas secas mais
amorfas, as quais podem ser mais facilmente hidratadas (KIKUCHI et al., 1991; LASIC,
1993).

O método de inje¢do de etanol consiste na adi¢do rapida de uma solucdo de etanol,

contendo os lipidios dissolvidos, em uma fase aquosa bem agitada. Quando altas
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quantidades de lipidios sdo utilizadas a solugdo lipidica deve ser injetada periodicamente na
solucao aquosa e o etanol deve ser removido continuamente através de dialise, diafiltracao
ou osmose reversa. Os lipossomas formados sdo do tipo multilamelares com populagdo
heterogénea, necessitando de um tratamento posterior de redugdo de tamanhos e
homogeneizagdo. Uma possibilidade de contornar este problema seria a associagdo em
circuito fechado de um filtro ceramico, para extrudar a populacdo de lipossomas com

auxilio de uma bomba de alta pressao (LASIC, 1993).

Este método ja ¢ aplicado para a produgdo de produtos farmacéuticos para o uso
topico, como por exemplo, lipossomas contendo econazol (NAEFF, 1996). Outros estudos
indicam a possibilidade de aplicacao desta técnica na producao de lipossomas contendo
proteinas para uso em diagnostico, sendo que uma planta piloto ja se encontra em operacao

para esse fim (WAGNER et al., 2002).

No método da desidratagcdo-rehidratacdo (DRV), lipossomas formados por
hidratacdo de estruturas lipidicas secas sdo submetidos a desidratacdo por liofilizagdo e
posteriormente reconstituidos por rehidratagdo. O composto pode ser incorporado na
primeira hidratacdo ou na rehidratacdo. Dependendo da sua composi¢do, os lipossomas
podem ser reconstituidos em MLV s ou grandes agregados e em SUV’s. Em geral adiciona-
se um agucar com propriedades vitreas, tais como trealose, manitol ou sacarose, para
preservar as estruturas na desidratacdo e rehidratagdo. Este método ¢ usado para a
encapsulacdo de proteinas ou outros compostos sensiveis a temperatura. Nesse caso a
incorporacdo do compostos nos lipossomas ¢ feita na fase de rehidratagdo

(GREGORIADIS, 1993).

Uma outra técnica que ¢ bastante estudada, e que ja € utilizada para a produgao
industrial de lipossomas, consiste na utilizacio de homogeneizadores a alta pressdo, ou
microfluidizadores. Esta técnica usa a for¢a de duas dispersdes de lipossomas que colidem
entre si a altas pressdes, fazendo com que as vesiculas lipidicas se reorganizem
(VILLANOVA e CONSIGLIERI, 2000). Alguns trabalhos ja foram feitos para demonstrar
que a técnica produz lipossomas estdveis em grande escala (SORGI e HUANG, 1996) e
para a avaliar a influéncia de parametros operacionais nas caracteristicas dos lipossomas

obtidos (BARNADAS-RODRIGUEZ e SABES, 2000).
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Outros métodos de preparagdo de lipossomas que podem sofrer aumento de escala
ja foram descritos na literatura cientifica. Um deles envolve a diluicdo de solucdes
concentradas de lipossomas, que pode gerar tanto populagdes dispersas de lipossomas,
quando a diluicao ¢ feita sob agitacdo mecanica, quanto uma populacdo homogénea de
SUV’s, quando ¢ utilizado um moinho de bolas para homogeneizagdo da solucio durante a
etapa de diluicao. Outro método também ja estudado € a coacervagdo. Estes dois métodos
possuem a vantagem de ndo utilizarem solventes inaceitaveis em aplicagdes farmacéuticas
e ndo apresentarem etapas que demandem excessivo gasto de energia como a sonicagdo

(PERRETT, 1990; BRANDL et al., 1998, SAEGUSA e ISHII, 2002).

Mais recentemente tem sido estudada a técnica de evaporacdo em fase reversa
usando CO, supercritico como solvente, que tem como principal vantagem o fato de ndo
utilizar solventes que podem ser nocivos tanto para o ambiente quanto para a saide humana
e também apresentar altas eficiéncias de encapsulagdo para moléculas hidrofilicas (OTAKE

etal.,2001).

Diversas novas técnicas de producdo de lipossomas em larga escala sdo
apresentadas em patentes depositadas, principalmente, nos Estados Unidos, Europa e Japao
(ADAMICH et al., 1986, BENAMEUR et al., 2001, BRACKEN, 1990, COHEN, 1986,
COLLINS, 2002, HUNT et al., 1985, MEZEI et al., 1984, REDZINIAK et al., 1985,
TOURNIER et al., 1999). Dentre essas técnicas pode-se destacar a produgao de lipossomas
a partir de estruturas lipidicas secas, em forma de filmes e expandidas, que ¢ apresentada

abaixo em maiores detalhes.

3.2.3. Método da Hidratacio de Estruturas Lipidicas Secas

Este método consiste de uma variagado do método laboratorial de hidratagao do
filme seco de lipidios. Neste caso, o filme ¢ formado na superficie interna de um conjunto

de tubos dispostos paralelamente (TOURNIER et al., 1999).

O sistema para deposi¢ao de lipidios consiste de uma coluna preenchida com tubos
dispostos paralelamente, formando um sistema multitubular. O niimero de tubos e sua
geometria devem ser determinados de forma a se obter uma relagdo area por volume

maxima. O sistema pode ser operado de diferentes maneiras como, por exemplo, com
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relacdo ao solvente que pode ser alimentado e disperso tanto na parte interna quanto na
parte externa dos tubos, mas preferencialmente na parte interna para que seja propiciado um
melhor controle da temperatura através de circulagdo de dgua de aquecimento na parte

externa.

Os mesmos autores observaram que a formagao dos lipossomas ¢ mais eficiente e
aproveita-se a maxima capacidade do equipamento utilizado quando o depdsito lipidico
obtido da evaporagcdo do solvente ¢ expandido em uma estrutura tridimensional. Nesse
caso, a elevada razdo entre a area de contato dos lipidios com a fase aquosa, ou seja, a area
superficial da estrutura expandida, e o volume de fase aquosa, tornam a hidratacdo muito

mais eficiente, podendo-se obter altas eficiéncias de encapsulagao.

A evaporacdo do solvente pode ser realizada a temperaturas superiores a
temperatura ambiente, ou a pressdo reduzida, ou mesmo combinando-se pressao reduzida e
altas temperaturas. Através de experimentos, observou-se que a taxa de evaporagdo tem
forte influéncia no grau de expansdo da estrutura lipidica e, portanto, para uma expansao
Otima € necessario um controle apropriado da quantidade de calor e da pressdao dentro do
sistema, sobretudo quando se esta proximo do final da evaporacao e a solugdo torna-se mais
viscosa. Neste ponto, uma ligeira reducdo da pressdo resultara em uma expansdo
relativamente rapida (formagdo de espuma). Diferentes graus de expansdo da estrutura
lipidica podem ser obtidos, através do balango adequado de temperatura e pressao para um

dado solvente ou mistura de solventes.

Em ambas as situacdes, além da alta produtividade, esse método possui outras
vantagens muito desejadas pela industria, como a possibilidade de aumento de escala, a
facilidade de controle da etapa de hidratacao, tempos de processamento reduzidos, uso de
materiais de construcdo de baixo custo, e utilizagdo do mesmo sistema para deposi¢do,
evaporacdo do solvente, hidratagdo da estrutura lipidica expandida. A técnica também

permite a produgdo de lipossomas em condigdes estéreis.

3.2.4. Fatores Envolvidos na Produciao de Lipossomas em Escala Industrial

Os principais fatores envolvidos na producao de lipossomas em escala industrial

sao apresentados por REDZINIAK (REDZINIAK et al., 1995).
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3.2.4.1. Matérias Primas

As matérias primas utilizadas na producao de lipossomas podem ser divididas em
trés categorias principais: as anfipaticas que incluem os fosfolipidios, os detergentes, os
glicolipidios e alguns tipos de farmacos; as lipofilicas, como os solventes, os esteroides, os
lipidios carregados, os antioxidantes e os farmacos hidrofobicos; e por fim as hidrofilicas,

como a agua, os tampdes, alguns agentes antioxidantes e os farmacos hidrofilicos.

As matérias primas tém sido produzidas de acordo com os padrdes exigidos pelas
industrias, visto que os fabricantes e as industrias trabalham em estreita parceria. Esta
colaboragdo entre fornecedores e industrias pode levar a uma reducao no prego das matérias

primas em um futuro breve, sobretudo no que se refere as matérias primas sintéticas.

3.2.4.2. Processo

A grande maioria dos processos de producao de lipossomas em escala industrial

segue as etapas basicas, apresentadas na Figura 3.
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Figura 3 - Esquema geral dos processos de producio de lipossomas (Adaptado de REDZINIAK et al.,
1995).
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Cada uma destas etapas do processo de produgdo de lipossomas ¢ descrita em

maior detalhe a seguir.

3.2.4.2.1. Mistura

A mistura das moléculas hidrofobicas em um ou mais solventes organicos
(cloroférmio, diclorometano, metanol, etanol, etc) requer equipamento especial que seja
dotado de compartimentos que evitem vazamentos e que sejam a prova de chamas, onde as
operacdes sdo controladas em relacdo a emissdo de vapores através de detectores de
solventes. Por fim ¢ de especial importancia que as matérias primas sejam manuseadas em
condicdes estéreis, tanto no que se refere ao misturador, quanto a mistura dos componentes

em si que deve ser efetuada sob atmosfera de gas inerte, geralmente o nitrogénio.

3.2.4.2.2. Separacio

As técnicas de separacdo sdo usadas em varios estagios do processo industrial.
Logo apds a etapa de mistura inicial dos componentes ¢ necessario algumas vezes a
eliminacdo de residuos insoliiveis nos solventes organicos ou aquosos por filtragdo. Uma
etapa de ultrafiltragdo também pode ser necessaria para a eliminagdo de pirogéneos das

solugdes hidrofobicas ou hidrofilicas.

As técnicas se separacdo, porém, sdo mais importantes nas etapas de eliminagao de
solventes, eliminacdo de detergentes, separacdo do farmaco ndo encapsulado ou de

moléculas ativas, como substancias toxicas.

No caso da eliminagdo de solventes, diversas técnicas podem ser empregadas. A
mais amplamente empregada, a evaporacao do solvente, ¢ limitada pelo volume de solvente
utilizado que geralmente produz uma pequena massa de estrutura lipidica seca. Além disso,
a combinagdo de temperatura elevada com os longos tempos de evaporacao pode levar a

desnaturagao de alguns produtos, por exemplo, através de oxidagao.

Uma segunda técnica que pode ser empregada para a eliminacdo do solvente ¢ a

liofilizagdo. Esta técnica possui a vantagem de ser menos agressiva com as moléculas
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lipidicas durante a eliminagdo do solvente. Porém a técnica sofre de algumas desvantagens
como a alta quantidade de energia despendida durante o processo e a impossibilidade de
trabalhar com solventes que ndo possam ser facilmente congelados como o metanol e o

etanol.

A técnica de atomizacdo por “spray drying”, a qual é baseada na atomizagdo da
mistura de solventes contendo as moléculas lipidicas por uma corrente de ar ou gas inerte
quente (T = 65 °C), também pode ser utilizada para eliminagdo de solvente. Os tempos de
contato e de evaporagao sdo da ordem de centésimos de segundos e a recuperagdo da
mistura lipidica, na forma de um pd, ¢ feita através de um ciclone. As particulas sélidas

podem ser facilmente hidratadas quando em contato com uma solu¢do aquosa.

A técnica que tem sido mais empregada para a elimina¢do de detergentes ¢ a
dialise, sendo que ja existem equipamentos que executam esta técnica em escala industrial.
J&4 para a separacdo dos lipossomas das moléculas ndo encapsuladas diversas técnicas
podem ser aplicadas pelas industrias, tais como, a cromatografia de permeagdo em gel, a

ultrafiltragdo e a centrifugagao.

3.2.4.2.3. Hidratacao

Embora possa parecer uma etapa trivial do processo de produgdo de lipossomas a
hidratacdo é uma etapa importante do processo. Nesta etapa a quantidade de fase aquosa,
contendo ou ndo a substancia ativa a ser encapsulada, bem como o tempo de contato da fase
aquosa com a mistura lipidica vai depender do tipo de estrutura lipidica utilizada e a
quantidade de fase aquosa encapsulada por mol de lipidio, que define a eficiéncia de

encapsulacao, pode variar em até 50%.

No caso de estrutura lipidica na forma de filme os tempos de hidratacdo sao
geralmente longos, podendo chegar a até 20 horas. O equipamento deve ser previamente
esterilizado e termoestabilizado. Quando se utiliza particulas s6lidas na forma de p6s finos
a hidratacdo requer tempos menores, de 1 a 2 horas, e a eficiéncia de encapsulacdo de

moléculas hidrofilicas ¢ maior que a obtida pela hidratagcdo de filmes secos.
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3.2.4.2.4. Homogeneizaciao

A producdo de lipossomas de tamanho uniforme ¢ um parametro essencial na
producdo industrial destas vesiculas, principalmente para evitar problemas de estabilidade
com o tempo, como sedimentagdo dos lipossomas e vazamento da substincia encapsulada,

e nas suas aplicagdes “in vivo”.

Existem varios equipamentos que levam a homogeneizagdo de solucdes de

lipossomas, e que sdo baseados tanto em agitacdo quanto na pressao com ou sem extrusao.

3.2.4.2.5. Esterilizacao

A esterilizagao dos lipossomas representa uma etapa importante e essencial para o
uso em certas aplicagdes ou terapias com humanos. Em muitos casos a esterilizagdo torna
possivel dispensar o uso de certos agentes preservativos que podem ser incompativeis com

determinadas rotas de administracdo terapéutica.

As varias técnicas de esterilizagdo envolvem tratamentos com calor, agentes
quimicos como o oOxido de etileno, filtragdo em membranas com poros de 0,22 um e

radiagdo do tipo v.

3.2.4.2.6. Estabilizacao
Juntamente com a esterilizacdo e adi¢do de agentes preservativos, utilizados para
estabilizar as suspensdes de lipossomas contra contamina¢ao microbioldgica, as vesiculas

devem também ser estabilizadas quimica e fisicamente.

Esta estabilizagdo pode ser feita controlando-se a quantidade e qualidade das
matérias primas que formam a bicamada ou que ficam presentes na fase aquosa a ser
encapsulada, como por exemplo pelo uso de agentes antioxidantes como o a-tocoferol.
Pode-se também aumentar a estabilidade das vesiculas pelo controle do pH, viscosidade e

potencial zeta.
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3.2.4.3. Controles

Os lipossomas produzidos devem ser controlados através de suas propriedades

quimicas, fisicas, 6ticas e bioldgicas.

As andlises quimicas incluem os testes da quantidade e qualidade das matérias
primas que formardo o lipossoma, por cromatografia de camada delgada (TLC) ou
cromatografia liquida de alta performance (HPLC). Também pode ser avaliado o estado de
oxidacdo através da determinag@o do valor de iodo ou do valor de peroxido, e do teor de

acidos graxos livres.

As andlises fisicas incluem principalmente a determinagdo do tamanho médio e
distribuicdo de tamanhos das particulas, que pode ser feita por espalhamento de luz
dinamico. Outra andlise fisica importante ¢ a do potencial zeta, que ¢ indicativo da carga
dos lipossomas e permite avaliar o tempo de meia vida destas vesiculas, bem como seus
requerimentos de aplicacdo. A estabilidade fisica deve ser monitorada também, através do

pH e da viscosidade das dispersdes.

Os lipossomas podem ser visualizados por microscopia ética apds tratamento de
coloracdo quando na forma de suspensdes ou apos a aplicagcdo da técnica de fratura por
congelamento (“freeze-fracture”) quando se apresentam na forma de meios complexos
como géis e emulsdes. O controle 6tico permite estimar o tamanho ¢ o nimero de lamelas

que compdem o lipossoma, e ainda monitorar a sua estabilidade fisica com o tempo.

O controle biologico de virus, bactérias e fungos deve ser feito tanto nas matérias
primas que entram no processo de produg¢do quanto nos lipossomas produzidos. Para

aplicagdes intravenosas, o teste de “limulus” € usado para determinacao de pirogéneos.

3.3. Formacao dos Lipossomas

Pode-se encontrar em LASIC, 1993, uma descri¢do sobre o processo de formagao
dos lipossomas. De acordo com o autor, diferente dos aspectos experimentais da formacao
dos lipossomas em que muitos detalhes, como a influéncia de diferentes procedimentos de

preparacdo e outros parametros nas propriedades dos lipossomas obtidos, ja sdo bem
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descritos na literatura, o mecanismo que governa estas transformagdes ainda é pouco

entendido.

Muitos sdo os modelos que foram desenvolvidos para tentar explicar a formagao
destas estruturas, sendo que alguns abordam os aspectos termodinamicos e outros os

aspectos cinéticos da formagao dos lipossomas.

Os modelos termodindmicos mostram por que certas estruturas podem ser mais
estaveis que outras, mas falham na tentativa de explicar o estado real do sistema: por
exemplo, o fato de que muitos lipidios ou composi¢des lipidicas podem formar nas mesmas
condi¢des experimentais uma larga variedade de lipossomas com diferentes tamanhos e

lamelaridades, mas que exibem a mesma estabilidade.

Os fatores cinéticos apresentam um importante papel no processo de formacao dos
lipossomas, e assim, para o profundo entendimento dos sistemas liotropicos, eles devem ser
considerados ao lado dos fatores termodinamicos. Exemplos tipicos da influéncia de fatores
cinéticos sdo as taxas de remogao de detergente e de injecdo de lipidios em solvente

organicos, ¢ a intensidade e o tempo de agitacdo de filmes lipidicos secos em agua.

3.3.1. Aspectos Termodinamicos

Uma andlise dos aspectos termodinamicos da formacdo dos lipossomas foi

mostrada em ISRAELACHVILI, 1992.

Diversos tipos de agregados moleculares pequenos, como micelas, bicamadas,
vesiculas e membranas bioldgicas, formam-se em solugdo aquosa através da auto agregacao

espontanea de moléculas anfifilicas.

As forgas que mantém as moléculas anfifilicas unidas nestes agregados nao sao
devidas a ligagdes i0nicas ou covalentes, mas sim a interagdes fracas como as forcas de van

der Waals, interacdes hidrofobicas, ligagdes de hidrogénio e interagdes eletrostaticas.

Diferente de particulas sélidas ou macromoléculas rigidas, como o DNA, estes
agregados sao flexiveis ou fluidos. Sendo assim, altera¢des nas condi¢des das solucdes em

que estdo dispersos causa ndo apenas interferéncia nas interagdes entre os agregados, mas
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também afeta as forcas intermoleculares dentro de cada agregado, podendo levar a

modificagdes na forma ¢ tamanho das estruturas.

Uma condigdo para que o sistema, no caso o agregado, esteja em equilibrio
termodinamico € que o potencial quimico de todas as moléculas que formam as estruturas

seja o mesmo que o das moléculas em solugdo. Sendo assim:

M=y = Mty +710g N (1)

, em que:

- u, € o potencial quimico de molécula em um agregado de niimero de agregagdo N

- uy € o potencial quimico padrio, ou seja, a energia livre de interagdo média por molécula

em um agregado de numero de agregacao N

- Xn € a concentragdo, ou mais apropriadamente a atividade, das moléculas em um
agregado de nimero de agregacdo N

Assim, N = 1, x4 e X;, correspondem moléculas isoladas, ou mondmeros em

solucao.

A equagao (2) expressa a equacdo (1) de uma maneira mais util, através da

concentracdo das moléculas:

X, = N{Xl exp[M}} )

kT

A equacdo (2) combinada com a equag@o de conservacao da concentragdo total de

soluto, que ¢ dada por:

C=X+X,+X,+..X, 3)
, define completamente o sistema.



28

3.3.1.1. Condig¢des para a Formacao de Agregados

Os agregados irdo se formar em solucdo se houver diferenga entre as energias
coesivas que existem entre as moléculas nos agregados e as energias dispersivas que
existem entre os mondmeros em solucdo. Se as moléculas em agregados de diferentes
tamanhos, incluindo os mondmeros, experimentam a mesma interacao entre si a tendéncia é

que a maioria das moléculas fique na forma de monomeros em solugao.

A condigio necessaria para a formagdo de agregados grandes é que ) seja menor
que ;) para algum valor de N. Isso ocorrer, por exemplo, quando 4, progressivamente
diminui com o valor de N ou quando ; possui um valor minimo para algum valor finito

de N.

A variagdo exata de 4, com N também determina muitas das propriedades fisicas

dos agregados, como por exemplo seu tamanho médio e polidispersidade.

Para estruturas em formas simples podemos expressar o potencial quimico através

da expressao:

4)
, ém que:

- a ¢ uma constante positiva que depende das interacdes intermoleculares

- p ¢ um nimero que depende da forma ou dimensionalidade do agregado

A determinagdo da concentragdo na qual os agregados se forma pode ser feita

substituindo-se a equacao (4) na equagao (2), obtendo dessa forma:

N

1 2 W
X, = N{X, exp a(l—mj ~ N(X,e) (5)
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0_ .0
Sendo X, <1 e sabendo que X, se aproxima de exp|— ’ulk—T'uN ,ou e ”,

torna-se claro que X, ndo pode aumentar indefinidamente. Assim a concentracdo a partir

da qual ndo ocorre aumento da concentragdo de monomeros ¢ denominada Concentracao
Micelar Critica (CMC), e ¢ definida por:
0 0
lul - luN —-a

(Xl )criticu = CMC ~ eXp o T =é€ (6)

A equagdo (6) define a concentracdo a partir da qual a adi¢gdo de moléculas de
soluto resulta na formagdo de mais agregados enquanto a concentracdo de mondmeros em
solucdo permanece aproximadamente invaridvel no valor de CMC, como pode ser

observado na representagdo da Figura 3.

cMmc 2°

Monémeros

Concentragdo de Monémeros ou Agregados
-
‘7
A

Concentragao Total C

Figura 4 — Variacio da concentracio de mondmeros em solucio e de agregados acima e abaixo da

concentracio micelar critica.

Para estruturas na forma de discos e esferas ocorre uma separagdo de fases,
gerando um agregado de tamanho infinito (N — o) quando a concentragdo atinge o valor

da CMC.

Moléculas de hidrocarbonetos em 4gua se separam, a uma concentragdo superior a
CMC, em uma fase oleosa a qual pode ser considerada como um agregado esférico muito
grande. Nesse caso, como sdo dois liquidos imisciveis, estamos tratando de solubilidade de

um soluto em um solvente, € nesse caso, o a das equagdes (4), (5) e (6) representa a energia
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necessaria para a transferéncia de uma molécula da fase soluto para a fase solvente (energia

de hidrofobicidade ou solubilidade).

No caso de moléculas de tensoativos sendo transferidas para micelas ou bicamadas
o incremento na energia de hidrofobicidade ¢ menor, devido a proximidade da cabeca
hidrofilica e a alta ordenacdo das cadeias nestes agregados, que age diminuindo a energia
de hidrofobicidade. Porém a mais importante diferenca entre molécula de hidrocarbonetos e
tensoativos ndo estd na solubilidade ou na CMC, que € menor para as moléculas anfifilicas,

mas sim no fato de que estas apresentam a habilidade de se agregarem em estruturas que

atinjam um valor minimo de x, para um valor constante e finito de N. Esta ¢ razdo pela

qual os agregados formados sdo finitos, fendmeno este denominado micelizagdo, € nao
infinitos como acontece com as moléculas de hidrocarboneto no fendomeno de separagdo de

fases.

Estas consideracdes podem ser expressas através de uma andlise dos possiveis

valores do pardmetro p na equagdo (5).

ayp=1

Nesse caso temos que:

X,y =N(x,e) e (7)

Considerando as concentragcdes superiores a CMC tem-se que para valores
pequenos de N o valor de Xy € proporcional a N, ou seja, a concentragdo de moléculas no
agregado cresce na propor¢ao de seu tamanho. J4 para valores altos de N temos que Xy
tende a zero quando o valor de N tende a ser muito grande (N — ), ou seja, a
probabilidade de surgirem agregados muito grandes ¢ pequena, € neste caso nao ocorre

separacdo de fases.

b)p<l

Nesse caso ocorre separagao de fases, gerando um agregado de tamanho infinito.
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c)p>1

Nesse caso ndo ocorre formacdo de agregados, j4 que nesse caso Ly passa a

aumentar com o valor de N.

As micelas e vesiculas em equilibrio em solugdo exibem usualmente uma
distribui¢do de tamanhos finita em torno de um valor médio, que pode ser estreita ou larga

(polidispersa), simétrica ou assimétrica em torno do valor médio.

3.3.1.2. Estruturas Complexas

O valor do parametro p ¢ constante apenas para agregados compostos de
moléculas simples que se ordenam em estruturas com formas geométricas simples. Porém
algumas moléculas anfifilicas mais complexas podem se agregar formando estruturas mais

complexas, como vesiculas, bastdes interconectados e estruturas tridimensionais periddicas.

Para moléculas flexiveis as estruturas formadas adotam formas variadas. No caso
de um disco, por exemplo, a energia de borda desfavoravel pode ser eliminada pelo seu

fechamento sobre si mesmo gerando uma vesicula.

Para dispersdes de lipidios ou tensoativos ocorrem transi¢des para mesofases
maiores e mais ordenadas ou estruturas liquido cristalinas liotrépicas.As moléculas podem
ser arranjadas em cilindros ordenados, fase hexagonal ou nemadtica, pilhas de bicamadas,
fase lamelar, lipossomal ou esmética, ou uma rede tridimensional complexa de superficies
interconectadas, fases bicontinuas. Estas transi¢des de fases sdo governadas pelas forgas

atrativas e repulsivas entre os agregados.

Considerando o caso das forcas repulsivas entre os agregados, com o aumento da
concentracdo de surfactantes os agregados, que inicialmente se encontram na forma de
micelas, tendem a se aproximar. Essa aproximagao, porém ¢ energicamente desfavoravel, e
isso leva a um rearranjo dos agregados na forma de feixes de cilindros ou pilhas de

bicamadas, fazendo com que as suas superficies fiquem na maior distancia possivel.

No caso das forcas atrativas entre os agregados considera-se a possibilidade de

coexisténcia de agregados grandes e menores em solucdo. Nesse caso o equilibrio entre as
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bicamadas ocorre no valor minimo da energia potencial das forgas de repulsdo entre as
moléculas do agregado. Dessa forma enquanto os agregados pequenos sao favorecidos
entropicamente, os lipossomas podem ser termodinamicamente mais favoraveis se o valor

do minimo de energia potencial for suficientemente grande.

3.3.1.3. O Fator de Empacotamento

O empacotamento das moléculas anfifilicas nos agregados depende de fatores
geométricos como o volume ocupado pelas cadeias de hidrocarboneto v, as quais supde-se
serem fluidas e incompressiveis, a drea Otima das cabegas hidrofilicas, ap, e do
comprimento efetivo que as cadeias podem assumir, que ¢ denominado comprimento
critico de cadeia I.. O comprimento critico representa o limite até o qual as cadeias de

hidrocarbonetos podem ser consideradas como fluidas.

Através da relacdo entre a area 6tima da cabeca hidrofilica, do volume das cadeias
de hidrocarboneto e do comprimento critico de cadeia pode-se prever o empacotamento das

moléculas anfifilicas.

Como o valor de x,, é o mesmo para todas as estruturas, desde que o valor da 4rea

otima do grupo de cabega ay seja o mesmo, a entropia vai favorecer a estrutura com menor
numero de agregacdo. Assim as estruturas maiores serdo entropicamente desfavoraveis
enquanto as estruturas menores serdo energicamente desfavoraveis (ISRAELACHVILI,

1992).

O fator de empacotamento P ¢ definido como:

P= (8)

Os modelos geométricos de empacotamentos para os diversos valores de P sdo

apresentados na Figura 5.
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Figura S - Estruturas formadas a partir de anfifilicos com diferentes valores de fator de

empacotamento (Adaptado de ISRAELACHVILI et al., 1992).

Os tensoativos de cadeia simples tendem a formar micelas, pois o volume do
grupo de cabeca ¢ maior que o da cadeia ndo polar. Assim pode-se considerar que a
molécula tem uma forma conica que leva a sua agrega¢do na forma de micelas esféricas.
No caso de alguns lipidios com dupla cadeia, como os fosfolipidios, o maior volume
ocupado pela cadeia dupla confere a molécula uma forma cilindrica que tende a se agregar
na forma de bicamadas. Por fim com outras moléculas temos que o volume das cadeias de
hidrocarboneto ¢ maior que o volume da cabeca hidrofilica e as moléculas tenderdo a se
agregar na forma de micelas invertidas. A mistura de moléculas de lipidios de cadeia

simples e de cadeia dupla também leva a formagdo de estruturas planares. (LASIC, 1993).

3.3.2. Aspectos Cinéticos

Em LASIC, 1993, pode-se encontrar um estudo sobre os aspetos cinéticos

envolvidos na formag¢ao dos lipossomas.
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3.3.2.1. Forcas Intramembrana

As moléculas anfifilicas organizam-se em agregados para proteger as cadeias nao
polares da exposi¢ao a 4gua. Uma vez que uma molécula de hidrocarboneto ¢ transferida da
agua para uma fase ndo polar o sistema experimenta um ganho de energia. Em adicdo a
esse quadro a energia livre AG do sistema ¢ reduzida pelas forgas atrativas de dispersdo
(forcas de van der Waals) entre as cadeias de hidrocarboneto na regido ndo polar.

Simultaneamente a hidratacdo do grupo de cabega polar também reduz o valor de AG.

Ambas as interacdes que reduzem a energia livre das moléculas individuais sdao
energeticamente desfavoraveis no plano das cabegas polares, onde o aumento do volume
das cabecas hidrofilicas e as interagdes com moléculas de 4gua tendem a manter os grupos
de cabeg¢a na maior distancia possivel. Isto ¢ contrabalangado pela proximidade das cadeias

de hidrocarboneto que tendem a prevenir a entrada de 4gua na regido ndo polar.

As forgas intrabicamada, que sdo responsaveis pela manutencdo da estrutura do
agregado, consistem das for¢as hidrofobicas, for¢as de hidratagdo, forcas de van der Waals
e forcas eletrostaticas. As forcas de van der Waals, também denominadas forcas dispersivas
de London, e as for¢as hidrofébicas sdo de natureza atrativa. Ja as forcas de hidratacdo e as
forcas eletrostaticas sdo de natureza repulsiva. O tamanho das cabegas polar proporciona

um efeito estérico, que tem o significado de uma interagao estérica repulsiva.

3.3.2.2. For¢as Intermembranas

Existem predominantemente 4 forcas que podem ser envolvidas na interagdo entre
varias superficies ou particulas coloidais em solugdes aquosas: forcas atrativas de van der
Waals, forgas repulsivas eletrostaticas e de hidratagdo, e forgas estéricas que em sistemas

de bicamadas sdo praticamente apenas repulsivas.

Um papel direto destas forcas pode ser observado no comportamento de
intumescimento de estruturas lipidicas secas, nas quais as moléculas de agua forcam a
separagcdo das bicamadas lipidicas empilhadas. Diferentes tipos de lipidios intumescem de
forma diferente, principalmente no caso de lipidios carregados e ndo carregados devido a
presenga ou auséncia de repulsdo eletrostatica. Os lipidios carregados dispersam melhor e

tendem a formar uma fracao maior de vesiculas unilamelares. Isso ¢ devido a uma repulsao
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intercamada que leva a um aumento continuo na separacdo das bicamadas, em mecanismo
denominado intumescimento infinito. No intumescimento finito, que ocorre no caso de
lipidios ndo carregados, em presenga de excesso de 4dgua a distdncia entre as bicamadas

atinge um valor de equilibrio.

3.3.2.3. Mecanismos de Formacao

O fato de que varios tipos de lipossomas podem ser preparados por diferentes
métodos parece indicar que podem existir varios mecanismos operando na formacao de

lipossomas.

Os métodos que se iniciam a partir de bicamadas pré-formadas podem formar
lipossomas tanto pelo mecanismo de brotamento ou pela formagdo de pequenos fragmentos
de bicamada que se juntam para gerar os lipossomas. Duas for¢as podem ser responsaveis
por estas transformagdes: a elasticidade de curvatura da bicamada e a energia de borda que

leva ao aparecimento de aberturas, poros ou defeitos na bicamada.

Com relagdo a quantidade e caracteristica da energia disponivel, o tratamento
externo pode interagir tanto com a energia de elasticidade (modo transversal) quanto com
as forgas atrativas interbicamada, podendo criar poros, aberturas ou fragmentos (modo

longitudinal).

As interagdes longitudinais causam a fragmentagao da bicamada enquanto as
interagdes transversais induzem curvatura. Ambas as interacdes podem causar a ruptura da
simetria local, que leva a uma nova minimiza¢do da energia livre que envolve mudancas

topologicas (vesiculagdo).

Embora a hidratagdo de filmes lipidicos secos em agua, com o crescimento das
figuras de mielina seja conhecida desde ha algum tempo, ndo existe ainda um estudo

detalhado da formagao de MLV’s.

De uma maneira geral, com a adi¢do de agua ao filme fosfolipidico seco as
monocamadas externas se hidratam mais rapidamente que as internas. Ocorre formagao de

um inchaco, ou bolha, devido ao aumento da area superficial dos grupos de cabeca com o
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aumento da hidratagdo e devido a permeabilidade da 4gua na bicamada lipidica, que ndo ¢

infinita (Figura 6 - Mecanismo a).

Isto significa que existe um gradiente de concentragdo de agua através das
bicamadas. A rea¢do exotérmica de hidratagdo reduz a energia do sistema causando um
aumento da area superficial especifica. As bicamadas deslizam formando as figuras de
mielina, que crescem na forma de fibras tubulares, para proporcionar a maxima exposi¢ao
das cabecas polares a 4gua. Durante esta transformagdo a distancia entre as bicamadas
tende a um valor de equilibrio, que ¢ um compromisso entre as forgas repulsivas de

hidratagdo, estéricas e eletrostaticas e as forcas atrativas de van der Waals.

Outro mecanismo sugere que, apOs a hidratagdo, bicamadas adjacentes podem
tornar-se conectadas por uma passagem que atua como uma fonte, isto ¢, um funil em
trajetoria, para o transporte de moléculas lipidicas de dentro dos cilindros em crescimento

(Figura 6 - Mecanismo b).

Em ambos os casos, apds a agitagdo da solugdo aquosa os tubos se destacam, e
imediatamente selam suas extremidades expostas e formam os lipossomas. Na Figura 6
abaixo se v€ uma representacdo das etapas envolvidas na formagdo dos lipossomas através

dos mecanismos a e b, descritos acima.

Eoomocso s e

Figura 6 - Representacio do mecanismo de formaciao de MLV's pela hidratacio de filmes lipidicos
secos. As linhas indicam bicamadas de fosfolipidios. Lado (a): mecanismo baseado na hidrataciao das
cabecas, lado (b): mecanismo de bicamadas interconectadas. As setas em 2a e 3b indicam a direcio

preferencial de migracao das moléculas lipidicas (Adaptado de LASIC, 1993).
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Os lipossomas formados nao sdo necessariamente esféricos, mas com o tempo as
estruturas ndo esféricas normalmente transformam-se lentamente em estruturas esféricas,

nas quais a energia de curvatura ¢ minima e o volume encapsulado ¢ maximo.

Observagdes como o fato de que diferentes procedimentos de preparagdo geram
lipossomas com distribui¢do de tamanhos diferentes a partir das mesmas composi¢cdes, a
sua estabilidade limitada e a irreversibilidade de muitos procedimentos de preparagdo
suportam a idéia de que os lipossomas ndo estdio em um estado de equilibrio
termodinamico, mas em estados de equilibrio metaestaveis, devido a quantidade de energia
adicionada ao sistema na sua formacao. Esse ¢ um dos motivos pelo qual a cinética ¢ tao

importante para o conhecimento da distribuicao de tamanho e da estabilidade.
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4. MATERIAL E METODOS

Nesta secdo serdo apresentados os principais materiais, bem como 0s

procedimentos utilizados nos ensaios.

4.1. Material

Para a producdo de lipossomas foi utilizada lecitina natural hidrogenada de soja,
em produto comercial designado por Epikuron 200 SH, fabricada pela Degussa Bioactives,

Hamburgo, Alemanha. Nos experimentos foi usado o lote No. 119707.

Os reagentes, Cloreto Ferro Hexahidratado e Tiocianato de Amonia, usados nos
ensaios de caracterizacdo dos lipossomas, foram adquiridos respectivamente da Synth e

Acros Organics, New Jersey, USA.

Os reagentes, Molibidato de Amdnia, Acido Ascorbico, Perdxido de Hidrogénio e
Acido Sulfurico, utilizados no ensaio de quantificacio de fosfato foram adquiridos
respectivamente da Sigma (St. Louis, USA), Aldrich (Milwaukee, USA), Merck (Darmtadt,
Germany), ¢ Synth. O solvente organico etanol foi adquirido da Synth e Ecibra, e o

cloroférmio da Vetec e Ecibra.

O tampao HEPES utilizado para hidratacdo das estruturas lipidicas secas e o
farmaco Pirazinamida utilizado nos experimentos de encapsulagdo foram adquiridos da
Sigma, St. Louis, USA. Os sacos de dialise, usados nos ensaios de liberacdo da

Pirazinamida, foram da Inlab.

O tensoativo Cj2Es e as placas de Microtitulagdo de poliestireno, ambos usadas
nos experimentos de estabilidade de lipossomas foram adquiridos da Sigma, St. Louis,

USA e da Corning Inc, respectivamente.

A 4gua utilizada em todos os experimentos foi bidestilada e purificada em sistema

Milli-Q.
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4.1.1. Equipamentos

Os principais equipamentos utilizados no desenvolvimento dos experimentos

foram:
1) Espectrofotdometro UV-visivel, marca Hitachi, modelo U-2001

1) Espectrometro de espalhamento de luz por incidéncia de raios laser, marca Malven

Autosizer, modelo 4700.

ii1) Sistema de dgua ultrapura, marca Milli-Q Millipore, Catdlogo No. QTUMO00OEX
iv) Bomba peristéltica dosadora, marca Milani, modelo BP-601

v) Bomba peristéltica, marca Cole Palmer, modelo 302FM-B

vi) Agitador reciproco, marca New Brunswick Scientific Co., Inc., modelo G24

vii) Centrifuga, marca FANEM, modelo Excelsa Baby2 16/15 mL

viii) Centrifuga refrigerada, marca Hitachi, modelo Himac CF15D

ix) Banho sonicador, marca Branson, modelo 2200

x) Leitora de placas do tipo Elisa “Microtiter Plate Reader”, modelo EIx808, da Bio-Tek

Instruments Inc.

4.2. Métodos

4.2.1. Caracterizaciao do Fosfolipidio

Conforme especificagdo do fornecedor, o Epikuron 200 SH ¢ composto de no
minimo 95% de fosfatidilcolina e no maximo 1% de lisofosfatidilcolina, 2,5% de outros
fosfolipidios, 0,5% de umidade e 1% de 6leos. A cadeia acila dos fosfolipidios ¢ formada
por 10-15% de acido palmitico, 16 atomos de carbono, e 85-90% de acido estearico, 18
atomos de carbono. A partir destes dados, a massa molecular do lipidio foi estimada
considerando-se a composi¢do 90% de DSPC e 10% de DPPC. Assim a massa molecular
média (MM) do Epikuron 200SH foi calculada através da equacdo 9, como a média

ponderada das massas moleculares dos seus constituintes (790,2 e 734,0 g/gmol para o
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DSPC e DPPC respectivamente), obtendo-se o valor 784,58 g/gmol que foi usado nos

calculos envolvidos nos ensaios.

MM = 0,9% MM g +0,1% MM (9)

Epikuron

4.2.2. Adsorcao dos Fosfolipidios em Filme Delgado

4.2.2.1. Adsorcio em um Unico Tubo

Para a caracterizacdo da adsor¢dao de fosfolipidios na parede interna dos tubos,
foram estudados os efeitos das seguintes varidveis: concentragdo inicial de fosfolipidios
tempo de contato da solucdo lipidica com a superficie interna dos tubos (adsorvente),
diametro interno dos tubos e o modo de contato da solucdo adsorvente com os tubos, em
batelada ou continuo. As concentracdes iniciais de fosfolipidios usadas foram 80mM,
20mM e 5mM, sendo a adsorcao estudada em tubos de diametro interno 1,6mm, 2,4mm,
3,4Amm e 4,0mm e em tempos de 10, 30 e 60 minutos. Todos os tubos usados possuiam

comprimento de 11,5 cm.

4.2.2.1.1. Adsorcao dos Fosfolipidios em Batelada

Foram utilizados volumes de 10mL de dispersdao de fosfolipidios em etanol, com
concentragdo previamente estabelecida. Para promover uma melhor dispersdo dos
fosfolipidios no solvente, as solugdes foram sonicadas em banho por 30 minutos e mantidas

em repouso por mais 30 minutos antes de se iniciar os experimentos.

Para os ensaios de adsorcdo, os tubos de diferentes didmetros foram posicionados
na posi¢do vertical, preenchidos completamente com a dispersao de fosfolipidios e
deixados em repouso durante os tempos previamente selecionados. Todos os ensaios de

adsorcao foram realizados a temperatura ambiente.

Em seguida a adsorc¢do as solucdes foram drenadas e os tubos deixados para secar

a temperatura ambiente durante aproximadamente 12 horas.

Para quantificagdo da massa total adsorvida, os fosfolipidios foram extraidos com

cloroférmio de pureza 99%, com o qual os tubos foram completamente preenchidos, sob
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agitacdo reciproca (em “shaker”) a uma rotacdo de 150 rpm, durante 5 minutos. Apos a
agitacdo a solucdo de cloroformio era retirada dos tubos e usada nas andlises de
quantificacdo de fosfolipidios. O procedimento de extracdo foi repetido véarias vezes de
modo a assegurar que o volume de cloroférmio usado na operacao fosse aproximadamente

0 mesmo para todos os tubos, uma vez que os tubos usados possuiam diferentes volumes.

A massa total adsorvida foi calculada pela equacao 10, em que o volume de
extragdo foi igual a 5 mL e a concentracdo da solugdo foi obtida pelo método de

quantificac¢do de fosfato de Stewart conforme o item 4.2.2.1.3.

= Vexlrag:do 'Csolu§zio ( 1 0)

Os resultados foram expressos também em termos de massa adsorvida por unidade

m

ads

de comprimento caracteristico e percentagem adsorvida, expressas pelas equagdes 11 e 13

respectivamente.

V.. .C. . _
* m a ds/ — extragdo *~~ solugdo
I an
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, onde h é o comprimento caracteristico que pode ser calculado pela equagao 12.
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O uso da massa adsorvida por unidade de comprimento caracteristico para
expressar os resultados tem por objetivo levar em consideragdo ndo sé a area da superficie
interna dos tubos, mas também os diferentes volumes de solugdo, uma vez que os

comprimentos dos tubos foram mantidos constantes no ensaio.
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4.2.2.1.2. Adsor¢ao Continua de Fosfolipidios

Os ensaios de adsor¢do continua de fosfolipidios foram feitos com tubos de
mesmo didmetro e solugdes de concentracdes analogas as usadas nos ensaios em batelada.
A adsorgcao foi feita circulando a solucdo de fosfolipidios com auxilio de bomba dosadora
peristaltica a uma vazdo de 35 mL/min, menor vazao admitida pela bomba peristaltica,
durante os mesmos tempos usados nos ensaios em batelada. Apos a adsor¢do, foram feitas a
extragdo e andlise dos fosfolipidios adsorvidos tal como descrito nos itens 4.2.2.1.1 e

4.2.2.13.

Os resultados foram expressos em massa adsorvida por unidade de area superficial
interna dos tubos, uma vez que nestes ensaios o volume de solugdo usado na adsorcao foi o
mesmo para todos os tubos, e percentagem adsorvida calculadas pelas equacdes 13 e 14

respectivamente.

mads

/4=—""—
n.D,, L

(14)

A massa total adsorvida foi calculada pela equagao 10.

4.2.2.1.3. Quantificacdo dos Fosfolipidios

Os fosfolipidios adsorvidos, extraidos com cloroférmio, foram quantificados pelo
Método de Stewart (NEW, 1990), o qual baseia-se na complexagdo dos fosfolipidios com

ferrotiocianato de amonia.

Inicialmente preparava-se uma solugdo aquosa de ferrotiocianato de amoénia 0,1M,
solugdo de andlise, a partir de 27,03 g de cloreto de ferro hexahidratado e 30,4 g de
tiocionato de amonio, ambos solubilizados em 1 L de agua bidestilada. Essa solugdo foi
estocada a temperatura ambiente, mantendo-se estavel por periodo de aproximadamente 6

meses.

Para a andlise, 2mL de solucdo de ferrotiocianato de amonia foram previamente
colocados em tubos de ensaio, aos quais se adicionou um volume total de 2 mL, de solucao

de fosfolipidios em cloroférmio em varias diluigdes, preparadas com diferentes volumes da
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solugdo extraida dos tubos e de cloroféormio. Os tubos de ensaios foram entdo turbilhonados
em vortex por aproximadamente 15 segundos, € as amostras centrifugadas durante 5
minutos a 1000 rpm, para a separacdo de fases. A fase superior, fase aquosa, era retirada
com uma pipeta Pasteur e a fase inferior, fase organica, era analisada em espectrofotdmetro
no comprimento de onda 485 nm. A determinacao da concentracao de fosfolipidios foi feita
através de curva de calibracdo previamente construida, utilizando solucdes padroes dos
fosfolipidios em cloroférmio, preparadas na faixa de concentragdes entre 0 e 0,1 mg/mL

(Anexo I). Todos os ensaios foram feitos em duplicata.

A massa de lipossomas formada pela hidratagdo dos filmes lipidicos delgados foi
determinada pela metodologia proposta por CHEN et al., 1956, com algumas modificagoes.
Este método de quantificagcdo baseia-se na reducdo do fosfato dos fosfolipidios a
ortofosfato, na sua complexacdo com molibidato de amonia e posterior redugdo do
complexo na presenca de acido ascoérbico, gerando uma coloragdo azul, cuja intensidade ¢

proporcional a concentragao de fosfato presente na amostra.

Para realizagdo do ensaio foram adicionados a tubos de ensaios ensaio 100 uL de
amostra ¢ 500 pL. de H,SO4 para digestdo da amostra. Os tubos foram aquecidos a
temperatura de 150 °C por 20 minutos, adicionando-se em seguida 165 pL de H,O; e
retornando ao aquecimento por mais 30 minutos para assegurar a oxidacdo completa.
Decorrido esse tempo foram adicionados a cada tubo 4 mL de agua bidestilada, 500 puL de
molibidato de amonia, (NH4),MoQy4, € 500 uL de L-acido ascorbico. Apos os tubos ficarem
por 7 minutos em um banho com agua fervente (~100 °C), as amostras eram analisadas em
espectrofotometro no comprimento de onda 830 nm. A concentragdao de fosfolipidios na
amostra era obtida por compara¢do com uma curva de calibragdo previamente construida

(Anexo II). Todos os ensaios foram feitos em triplicata.

4.2.2.1.4. Planejamento Experimental para Adsor¢io Continua de Fosfolipidios

Para melhor avaliacdo da influéncia das varidveis operacionais na adsorcdo de
fosfolipidios nas paredes internas dos tubos de vidro, foi realizado um planejamento fatorial

2* com ponto central em triplicata. A adsor¢io foi feita de modo continuo, e as varaveis
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estudadas foram o diametro interno dos tubos, a concentracdo de fosfolipidios e o tempo de

contato da solugdo com os tubos, nos niveis indicados na Tabela 2.

Tabela 2 - Niveis das varidveis usadas no planejamento fatorial.

-1 0 +1
Concentracio 5 mM 45 mM 85 mM
Tempo 20 minutos 40 minutos 60 minutos
Didmetro 2,4 mm 3,4 mm 4,0 mm

Os experimentos realizados seguiram a matriz de planejamento mostrada na

Tabela 3, que foi construida de acordo com BARROS NETO et al., 2001.

Tabela 3 - Matriz de planejamento para a avaliacio da influéncia do diAmetro interno dos tubos,

concentracio e tempo de contato na adsorcio de fosfolipidios em batelada.

Ordem Experimento Concentrac¢io Tempo Didmetro
| 1 -1 -1 -1
8 2 +1 -1 -1
6 3 -1 +1 -1
4 4 +1 +1 -1
10 5 -1 -1 +1
7 6 +1 -1 +1
3 7 -1 +1 +1
11 8 +1 +1 +1
2 9 0 0 0
5 10 0 0 0
9 11 0 0 0

Nestes ensaios, a extracdo dos fosfolipidios foi feita preenchendo os tubos com
cloroféormio e em seguida colocando-os em banho de sonicagdo por 1 minuto. A sonicagao
teve como objetivo aumentar a extracdo do fosfolipidio no cloroféormio. Apds esse periodo

a solucdo era drenada e guardada para ser analisada para quantificagcdo do fosfolipidio total.

4.2.2.2. Adsorc¢ao de Fosfolipidios em Sistema Multitubular

Para os experimentos de adsor¢do de fosfolipidios no sistema multitubular foram

fixados a concentragdo, o diametro interno dos tubos de vidro e o tempo de contato da
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solugdo com o sistema, ¢ foram avaliados os dois métodos de operagdo, batelada e
continuo, com relagdo ao rendimento do processo de adsor¢ao e a homogeneidade do filme

formado.

4.2.2.2.1. Adsor¢iao Continua de Fosfolipidios

Para andlise da adsorcdo continua de fosfolipidios foram utilizados nos
experimentos 150 mL de solucdo de fosfolipidio em etanol na concentragdo de 85 mM.
Esta solu¢do foi circulada através de um moédulo contendo 21 tubos de vidro de didmetro
interno igual a 4,0 mm, a uma vazao de aproximadamente 35 mL/min com auxilio de uma
bomba dosadora peristaltica. O tempo total de circulacdo foi de 40 minutos. Durante a
circulacdo da solugdo o sistema multitubular foi aquecido a 80° C, circulando-se dgua na

parte externa dos tubos de vidro.

Decorrido o tempo de circulagdo a solugdo foi drenada e os tubos foram secos sob
vacuo de 200 mbar e temperatura de 80 °C durante 90 minutos. O sistema multitubular foi
entdo desmontado e alguns tubos foram retirados para analise de rendimento e de
homogeneidade do filme formado. Para analise de rendimento foram usados 3 tubos, dos
quais os fosfolipidios foram extraidos e quantificados conforme os itens 4.2.2.1.4 e
4.2.2.1.3. Os outros 5 tubos foram utilizados para o teste de homogeneidade. Para
realizagao destes testes os tubos foram preenchidos completamente com uma solugao
aquosa de safranina a uma concentragao de 0,1 M e depois lavados com dgua para se retirar

o excesso de solugdo. Os tubos foram entdo fotografados.

4.2.2.2.2. Adsorc¢iao de Fosfolipidios em Batelada

Na adsorcao de fosfolipidios em modo batelada foram usados 100 mL de solucao
de fosfolipidio em etanol na mesma concentracio do ensaio anterior. O sistema
multitubular foi completamente preenchido com a solugdo ¢ mantido em repouso por tempo
igual ao aplicado no ensaio de adsor¢ao continua. A temperatura do sistema foi dessa vez
mantida a 50° C. A solu¢do foi entdo drenada e os tubos foram secos sob efeito de vacuo e

temperatura, nas mesmas condi¢des do ensaio anterior, por 60 minutos.
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Ao final da adsorcdo, foram separados 3 tubos para os ensaios de rendimento e
outros 3 para avaliagdo da homogeneidade do filme formado, usando os mesmos

procedimentos descritos no item 4.2.2.2.1.

4.2.2.2.3. Comparacao dos Lipossomas Produzidos a Partir de Filmes Depositados por

Adsorc¢ao Continua e em Batelada

Para comparacdo dos lipossomas obtidos a partir de filmes depositados pelos
modos de operacdo de adsor¢do em batelada e continua, os ensaios foram feitos com o
sistema multitubular preenchido com 21 tubos de vidro de 4,0 mm de diametro interno e

10,5 cm de comprimento, mantendo constante todas as demais condi¢des de processo.

No modo de adsorcao continua foram circulados 150 mL de uma solugdo de
Epikuron 200SH em etanol, de concentracdo 85 mM, a uma vazdo de 30 mL/min durante
30 minutos para permitir a adsor¢do do fosfolipidio nas paredes internas dos tubos de vidro
do sistema multitubular. Para possibilitar a solubilizacdo do fosfolipidio em etanol a
solucao foi previamente aquecida a 60 °C e todo o processo de adsorcao foi conduzido
nesta temperatura. Em seguida a solucdo foi drenada e iniciou-se o processo de secagem do
filme depositado nas paredes, pela evaporacao do solvente utilizando-se vacuo de 200 mbar

e temperatura de 80 °C durante o periodo de 1 hora.

Encerrado o processo de secagem procedeu-se a hidratacao do filme seco aderido a
superficie dos tubos de vidro pela circulagdao de uma solucao tampao durante 1 hora a uma
vazdo de 930 mL/min. Foram utilizados na hidratacdo 100 mL de solu¢do tampao HEPES
10 mM e pH 7,4. Todo o processo de hidratacdo foi conduzido a temperatura de 60 °C,
superior a temperatura de transi¢ao de fases do Epikuron 200SH que ¢ de aproximadamente

51°C.

Ao final do processo de hidratagdo a solucao contendo os lipossomas foi drenada e
analisada quanto ao diametro médio das particulas e teor de fosfolipidios, através do

método modificado de CHEN conforme o item 4.2.2.1.3.

No modo de operacao em batelada todos os tubos de vidro do sistema multitubular
foram preenchidos com a solug¢do de Epikuron 200SH (85 mM) em etanol e deixados em

repouso durante 30 minutos. A temperatura durante o processo foi mantida a 60 °C.
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Decorrido o tempo de adsor¢do a solucdo foi drenada e o filme foi seco e depois hidratado
através do mesmo procedimento usado para o experimento de adsor¢do em continuo. Por

fim a solug¢do foi analisada quanto ao teor de fosfolipidios e didmetro médio das particulas.

4.2.2.2.4. Cinética de Adsorc¢ao do Fosfolipidio

Para determinacao da cinética de adsorc¢ao do fosfolipidio nas paredes internas do
tubo de vidro foi utilizado um moddulo composto de 37 tubos de vidro de 1,6 mm de
diametro interno e 11,0 cm de comprimento. Foi feita a circulagdo de 100 mL de solugdo de
Epikuron 200SH em etanol na concentragdo de 5 mM a uma vazdo de 35 ml/min. A

temperatura durante o ensaio foi mantida a 60 °C.

Amostras da solugdo lipidica foram retiradas em diversos tempos e analisadas
quanto ao teor de fosfolipidios usando o método modificado de CHEN de acordo com o
item 4.2.2.1.3. A quantidade adsorvida foi calculada pela diferenga entre as concentragdes

nos tempos de amostragem e a concentragao inicial.

4.3.3. Produciao de Lipossomas

4.3.3.1. Cinética de Formacao dos Lipossomas

Nos experimentos de formagao de lipossomas com o tempo o sistema multitubular
foi composto de 37 tubos de vidro de 1,6 mm de diametro interno e 11,0 cm de
comprimento. O tanque de lipidios e a tubulacdo desde o tanque até a entrada do sistema
multitubular foram equipados com uma cinta de aquecimento para facilitar a dissolu¢ao dos
fosfolipidios e aquecer a linha a fim de evitar que os lipidios precipitassem durante o

escoamento da solu¢ao ou na entrada do sistema multitubular.

Primeiramente os fosfolipidios foram dissolvidos em 80 mL de etanol através do
aquecimento a 60 °C durante aproximadamente 7 minutos, acompanhado de agitacdo da
mistura. Em seguida foi feita a circulagdo desta solugdo através dos tubos de vidro a uma
vazao de 35 mL/min durante 30 minutos para promover a adsor¢do dos fosfolipidios nas

paredes dos tubos de vidro. A temperatura dos ensaios foi mantida em 60 °C.
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Decorrido o tempo de adsorc¢do a solucdo foi drenada e o filme formado foi seco
pela evaporagdo do solvente através da aplicacao de vacuo de 200 mbar e temperatura de

80 °C durante o periodo de 1 hora.

Ao final da etapa de secagem o filme foi hidratado pela circulagdo de 100 mL de
solugdo tampao HEPES (10 mM e pH 7,4) durante 1 hora a uma vazao de 640 mL/min. A
temperatura durante a etapa de hidratagao foi mantida em 60 °C. Foram recolhidas amostras
nos tempos de 1, 2, 5, 10, 25, 45 e 60 minutos, que foram analisadas quanto a absorbancia a

340 nm, ao teor de fosfolipidios e didmetro médio das vesiculas.

Esse procedimento foi repetido para as 6 concentragdes analisadas neste

experimento: 5, 20, 40, 60, 85 ¢ 127 mM.

4.3.3.1.1. Influéncia da Vazao de Circulacido na Formacio dos Lipossomas

Para analisar a influéncia da vazao de circulagdo nas propriedades dos lipossomas
formados e no rendimento do processo, foi realizado experimento semelhante aos

experimentos do item 4.3.3.1.

Neste ensaio foi utilizada uma solugdo de Epikuron 200SH (85 mM) em etanol
para formag¢do do filme lipidico nas mesmas usadas no item 4.3.3.1. Durante a etapa de
hidratagdo utilizou-se uma vazdo de circulagdo de solugdo tampao de 930 mL/min para
permitir a formagdo dos lipossomas. O tempo de circulagdo da solugdo, o volume de

tampao utilizado e a temperatura da operacao foram as mesmas usadas no item 4.3.3.1.

Novamente foram retiradas amostras nos tempos 1, 2, 5, 10, 25, 45 e 60 minutos
para serem analisadas quanto a absorbancia a 340 nm, ao teor de fosfolipidios e a diametro

médio da populacao de lipossomas produzida.

4.3.3.1.2. Influéncia da Adicao de Colesterol na Formacao dos Lipossomas

Foi realizado experimento para determinar o efeito da incorporacdao de colesterol
nas vesiculas formadas. Neste experimento o filme lipidico foi formado pela circulagao de

80 mL de uma solugdo lipidica em etanol contendo 59,5 mM de Epikuron 200SH e 25,5
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mM de colesterol (razdo molar 7:3). O tempo de circulagdo foi de 30 minutos e a vazao de

circulacao foi de 35 mL/min. A temperatura de adsor¢ao foi mantida em 60 °C.

As etapas de secagem e hidratagdo foram conduzidas da mesma forma, e
utilizando as mesmas condi¢des, do item 4.3.3.3. Foram retiradas amostras com o tempo
durante a etapa de hidratacdo, que foram analisadas quanto a absorbancia a 340 mM, ao

teor de fosfolipidio e ao didmetro médio das vesiculas formadas.

4.3.3.2. Caracterizacio dos Lipossomas

4.3.3.2.1. Teor de Fosfolipidios

A dispersao de lipossomas foi analisada quanto ao teor de fosfolipidios

empregando-se o método modificado de CHEN, conforme descrito no item 4.2.2.1.3.

4.3.3.2.2. Diametro Médio e Distribuicdo de Tamanhos

A dispersao foi analisada quanto ao didmetro médio das vesiculas e a distribui¢ao
de tamanhos, utilizando-se a técnica de espectroscopia de espalhamento de luz a 90 ° por
incidéncia de raios laser, produzidos por uma fonte de laser He-Ne com poténcia de 32mW
(quase elastic light scattering, QLS). As medidas foram realizadas considerando-se o indice

de refragdo do lipidio 1,348 e a viscosidade da agua 0,89.

4.3.3.2.3. Estabilidade de Lipossomas em Presenca de Tensoativo ndo Ionico

A estabilidade dos lipossomas vazios na presenca do tensoativo ndo i6nico C;Es,
foi determinada através de medidas da absorbancia das solu¢des a 340nm a 25 °C em
estado de pseudo-equilibrio, 2 horas apds o inicio da agdo do tensoativo sobre as vesiculas.
Os experimentos foram feitos em placas de microtitulagdo de poliestireno com 96 pogos de
fundo redondo de 200uL com agitagdo branda por 3 segundos para a homogeneizacao antes
da leitura. A cada um dos pogos da placa foram adicionados 120uL de solugdes estoque do

tensoativo CjzEs, dissolvidos em tampao HEPES/NaCl (10mM/120mM) em concentragdes
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que variaram entre 3 e 96%, e 80uL de lipossomas com concentragdo da dispersdo lipidica

de 1mM.

A porcentagem de tensoativo nas solucdes foi definida como a razdo entre o
numero de moles de tensoativo e o nimero de moles total presentes na solugao, conforme a

equagdo 15.

% tensoativo =100* — T (15)
n,+n,

Onde n7 ¢ o nimero de moles do tensoativo e #;, ¢ o nimero de moles da dispersao lipidica.

As amostras foram analisadas em duplicata e os valores médios das absorbancias
de cada amostra foram subtraidos das solu¢des de mesma concentragdo de tensoativo na
presenca de tampao sem a dispersdao de lipossomas (controle). Assim, as solu¢des controle
eram constituidas de 120uL de solugdo de tensoativo e 80uL de solucdo tampao em

substitui¢do ao mesmo volume de solucdo de lipossomas.

Os resultados foram analisados em termos dos perfis de absorbancia versus

concentragao de tensoativo.

4.3.4. Encapsulacio de Pirazinamida em Lipossomas

Os farmacos usados no primeiro tratamento da tuberculose sdo: Isoniazida,
Rifampicina, Pirazinamida e Etambutol (RUFFINO NETO, 1998). A Figura 7 apresenta a

formula estrutural, empirica e a massa molar da Pirazinamida.

o
Férmula quimica: CsHsN3;O M fﬂ,\
- “NH,
Massa molar: 123,1g/mol ‘
=
M
(a) (b)

Figura 7 — Molécula de Pirazinamida. (a) Férmula empirica e massa molecular e (b) formula

estrutural.
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A Pirazinamida foi introduzida em 1952, sendo seu mecanismo de agdo
desconhecido. Entretanto, sabe-se da necessidade de pH acido para sua atividade
bactericida no interior de vesiculas citoplasmaticas ou lisossomas. A dose diaria
recomendada ¢ de 15-30mg/Kg do paciente, sendo a dosagem maxima de 2g. O efeito
colateral mais comum associado a este farmaco ¢ a dor nas juntas. A solubilidade da
Pirazinamida ¢ de 3g/100mL de agua deionizada de pureza Milli-Q, e de 1g/100mL de
tampao Hepes/NaCl (10mM/120mM-pH 7,4). Seu coeficiente de parti¢do em sistemas 1-
octanol ou n-dodecano/tampao Hepes/NaCl (10mM/120mM-pH 7,4) ¢ de 0,156 e 0,015,
respectivamente, o que sugere a sua localizagdo no meio aquoso da estrutura dos

lipossomas (ALVES, 2003).

Neste trabalho foram estudados dois procedimentos para encapsular o

tuberculostatico Pirazinamida no interior dos lipossomas.

4.3.4.1. Adicao de Pirazinamida na Soluc¢ao de Hidratagao

Neste ensaio (Procedimento 1) foi feita a adsor¢do de um filme lipidico nas
paredes internas dos tubos de vidro, usando uma solugdo de Epikuron 200SH em etanol de
concentragdo127 mM. O procedimento de adsor¢do e secagem, bem como as condig¢des

empregadas nestas duas etapas, foram as mesmas que as do item 4.3.3.1.

A hidratagdo do filme seco formado nas paredes dos tubos de vidro foi feita pela
circulagdo de 100 mL de uma solucdo tampao HEPES, contendo o tuberculostatico
Pirazinamida dissolvido. A solucdo de hidratagdo utilizada era composta de HEPES na

concentragdo 10 mM e Pirazinamida na concentragdo 25 mM.

Foram retiradas amostras durante um determinado intervalo de tempo para se

avaliar o teor de fosfolipidios e o diametro médio da populagao de lipossomas.

4.3.4.2. Adicao de Pirazinamida no Filme Lipidico

Para estudar a encapsulacdo da Pirazinamida incorporada no filme lipidico

(Procedimento 2) foi feita a adsor¢d@o usando uma solucdo de Epikuron 200SH (127 mM)
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em etanol contendo ainda Pirazinamida na concentragdo 37,5 mM. O procedimento de

adsorcao e secagem, e as condi¢cdes empregadas, foram os mesmas que as do item 4.3.3.1.

A hidratacdo do filme lipidico seco foi feita circulando-se 100 mL de solugdo

tampao HEPES, nas mesmas condi¢des apresentadas no item 4.3.3.1.

4.3.4.3. Determinacio da Eficiéncia de Encapsulacio da Pirazinamida

A eficiéncia da encapsulacdo de Pirazinamida foi determinada através dos perfis
que relacionam as razdes farmaco/lipidio inicial e final (encapsulado) e pelo pardmetro

eficiéncia de encapsulagdo (EE), calculado através da Equacao 16.

E, =100*% (16)

(F/L),

Onde F ¢ a concentragdo de farmaco, L ¢ a concentracdo de lipidio, e os indices 0 ¢ F

representam respectivamente os tempos inicial e final.

A concentracdo do farmaco total foi calculada através da determinacdo da
absorbancia a 260 mm, usando curva de calibragdo previamente construida (Anexo III),
apds os lipossomas terem sido desagregados pela agdo de etanol durante 2 horas. Para
determinagdo do farmaco encapsulado nos lipossomas foi feita a centrifugacdo da
dispersao, a 3000 rpm por 30 minutos, e leitura direta da absorbancia do sobrenadante a
260 mm. O farmaco final encapsulado nos lipossomas foi calculado pela diferenca entre o
farmaco total, quantificado antes da separacdo do farmaco por centrifugagdo, ¢ o nao

encapsulado presente no sobrenadante.

4.3.5. Liberacao da Pirazinamida Encapsulada nos Lipossomas

Os ensaios de liberagdo da Pirazinamida foram feitos utilizando sacos de dialise
tipo envelope com didmetro de corte de 20 KDa como membrana de separacdo entre a

amostra € 0 meio aquoso.

Nos ensaios de liberacdo do fdrmaco foram utilizados 3 mL de dispersdo de

lipossomas, e o meio aquoso foi composto de 300 e 100 mL de solucdo tampao HEPES
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10mM e pH 7,4, para liberacao da Pirazinamida encapsulada conforme os procedimentos 1

e 2 do item 4.3 .4.

A avaliagdo da liberacdo da Pirazinamida foi feita com os lipossomas contendo o
farmaco encapsulado, separados da dispersdo inicial de lipossomas por centrifugacdo a

3000 rpm por 30 minutos e resuspenso em tampao HEPES 10mM e pH 7,4.

Os sacos de dialise eram preenchidos com a dispersdo de lipossomas e depois
imersos no meio aquoso mantido sob agitacdo reciproca a 37 °C. Foram retiradas aliquotas
de 2mL nos tempos: 0, 5, 10, 15, 30 e 45 minutos, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 ¢ 24 horas. O
farmaco liberado foi quantificado através da leitura da absorbancia a 260nm e utilizagdo de

curva de calibragdao previamente construida (Anexo IV).

4.3.5.1. Modelo de Difusao de Soluto em Esferas Solidas

A permeacdo dos farmacos através das vesiculas foi representada
matematicamente pelo modelo fisico de difusdo de solutos no interior de esferas solidas,
descrito pela lei de Fick. No modelo, ndo foram consideradas as limita¢des interfaciais

impostas pela membrana de didlise usada nos experimentos.

Em coordenadas esféricas e considerando somente a difusdo na dire¢ao radial das

particulas, o modelo de difusdo pode ser representado por:

Li[,ﬂ @j—i@ (17)
r* or or) Dot

A equagao (17) foi resolvida considerando as seguintes condi¢des de contorno:
ccl — (condigdo inicial) t=0e 0 <r>R = ¢ (1,t) = Cint
cc2>t>0er=R=c(Rt)=c,=0

cc3 — c (r,t) ¢ um valor finito para 0 <r >R
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A solucdo da equacdo (17) gera uma série de Fourier de senos, a qual fornece a
seguinte expressao para o perfil de concentragdo no interior das particulas representada pela

equacao (18):

c(r,t)=-2c,, i (-1) exp[— (%T Dt}M (18)

[mzmj

A quantidade total do soluto difundido no solvente (considerando N particulas) ¢

representada pela equacgao (19):

c(r)= Njf c(r,t Wmridr = N| - 2¢,, i(— 1) exp{— (n;j Dﬁ} [ sen[”'grj 470 dr

0 n=1

(19)

De onde o perfil de concentracdo em fung¢do do tempo pode ser calculado pela

equagdo (20):

c(t) 6 <

A)_ 8 5 L expl-n*zu) (20)

Expressando esse perfil em termos do farmaco liberado na solugdo, que ¢ a

), _cl)

variavel medida experimentalmente, tem-se, , logo:
cint cint
c*() 6 & 1 2 2
=l-—> — —n "kt 21
sl el ninth) @1

Onde c*(t) ¢ a concentracdao do farmaco difundida para o meio aquoso num tempo
t, Cint @ quantidade liberada ap6s um tempo infinito, o que corresponde a quantidade total de
farmaco incorporado nas particulas no instante inicial do experimento, ¢ k ¢ a razdo (D/R?),
onde D ¢ o coeficiente de difusdo do farmaco na estrutura e R o raio das particulas. O

detalhamento da dedu¢do matematica do modelo ¢ apresentado no Anexo II.
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A partir do modelo proposto ¢ dos dados experimentais obtidos foi ajustado o
parametro de difusdo k pelo método da maxima verossimilhanga, utilizando um software
desenvolvido pelos pesquisadores Leonardo Machado de Rosa e José Roberto Nunhez
(LCPD/FEQ/Unicamp). Neste método as incertezas de todas as medidas experimentais sao

levadas em conta no ajuste.

Os dados ajustados referem-se ao modelo de difusao e consiste matematicamente
em uma fun¢do representada por uma série, onde o pardmetro a ser obtido, k, pertence a
todos os termos dessa série, que varia de um a infinito. Obviamente o nimero de termos da
série € um valor, que para propdsitos praticos representa o valor exato da fungdo. Desta
forma utilizou-se 1000 termos da série. Este valor foi muito maior que o necessario, visto
que apos algum tempo ocorria a convergéncia da série, bastando apenas o primeiro termo
para representar a fun¢do. O Unico ponto critico ¢ quando t tende a zero. Neste caso a série
apresenta problemas de oscilagdo. Entretanto, no limite quando t tende a zero, a série ¢

representada pela fungao:

— kit (22)

Deve-se notar que a equacdo (22) ¢ a propria série do limite de t tendendo a zero, e

ndo uma aproximagdo da mesma conforme GUY et al., 1982.

O coeficiente de permeabilidade das microestruturas, P, ¢ definido pela razdo entre

o fluxo J e a diferenga de concentragdo entre as solucdes interna e externa, Ac.

P=" (23)

Em termos da constante k usada no modelo (equagdo (21)), a permeabilidade pode
ser expressa considerando o comprimento caracteristico de uma esfera, ou seja, a razao

V/A:

kV
P="" 24
y 24)

,onde V e A sdo o volume e a area superficial das particulas, respectivamente. Nos

calculos, considerou-se o didmetro principal das vesiculas lipidicas.
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4.3.5.2. Determinacao dos Pariametros do Modelo de Difusio de Soluto em Esferas

Solidas Utilizando-se 0 Método da Maxima Verossimilhanca

A obtengao dos parametros a partir do método da maxima verossimilhanga segue o

modelo descrito a seguir.

Dado um conjunto de N pontos experimentais (Xj, Yj), que se supde ser
representado por um modelo do tipo F(x, y; ai,..., a) = 0, o objetivo do método ¢ a
determinacdo dos parametros a; do modelo bem como os valores médios de x; e y;. Assume-
se que tanto a variavel dependente quanto a independente estdo sujeitas a erros

experimentais de distribuigdo Normal e desvio padrdo (oxi, Gyi).

O ajuste ¢ feito pela minimizacdo da fungdo S dada pelas equagdes (25) a (28):

1 .
2;[ v TWyen]= Z[ ...... W (X, —x,)" + W, (Y, —y,)’ | = minimo 25)

1 .
WX[ :O__)Z(l l:1,...,N (26)
1 .
Wy =—F i=1..,N 27)
Yi
F:(xi,yl.;al,...,ap)=0 (28)

A minimizacdo da func¢dao S, sujeita a N restricdes F=0, requer o uso de

multiplicadores de Lagrange A; (equagdes 29-32):

[ jzl‘/l( ] j=1l..,P (29)

F(x,, ;0,5 a,)=0 i=1.,N (30)
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oS oF.
— |+ 4| — =0 =1,...,.N
(8}@) l(@xij : (1)

F
9|yl % )2y i=1.,N (32)
ayi ayi

Considerando S independente (explicitamente) dos parametros a;: [(8_5’] = OJ, e

OF, OF,
que cada ponto (X;, yi) ¢ independente dos demais [(a_’j = (G_’J =0,i# ] ] , 0 sistema de
X Vi

1

equagdes (33-36) toma a forma:

u OF,
ZA{—’]:O j=1..,P (33)
i=1 aaj
F(xi,yi;al,.-.,ap):() l:1,,N (34)
OF,
—W, (Y, —yi)+/1i(a—fj=o i=1,..,N (35)
OF,
_Ww’(Xi _xi)+ﬂ“i(a_l}:0 i:L""N (36)
Xi

Para o caso de modelos, o sistema de equagdes (37-40) pode ser colocado na

forma explicita, F(x,y,;a,,...,a, )=y - f(x;a,,...a, ) =0, que reescritas tomam a forma:

N afl B -
;1{5}0 j=L..,P (37)

J

yi _f(xi;ala‘":ap) l:1,,N (38)
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£y — D VA = i=1..,N (39)
£y + XA, [%J =0 i=1..N (40)

O sistema de equagdes para a determinacao de fungdes implicitas em relagdao aos
parametros (equagdes 36-36) ou explicitas em relagdo aos pardmetros (equagdes 37-40)
sempre leva a resolu¢do de um sistema de equagdes ndo linear (DRAPER e SMITH, 1981),
mesmo que o modelo seja tdo simples como uma reta, contendo apenas o coeficiente

angular como parametro a ser determinado.

4.3.6. Modelagem da Cinética de Formacao dos Lipossomas

Para simular a formacdo dos lipossomas com o tempo durante a etapa de
hidratacao foi construido um modelo matematico baseado em modelo desenvolvido por
MORTHA et al., 1993, para a descrever a dissolugdo de tabletes de comprimidos em

solucdo aquosa.

De acordo com o modelo proposto por MORTHA et al., a dissolugdo do
comprimido ¢ um processo que depende tanto da penetragdo de agua no tablete, que ¢

considerado um s6lido poroso, quanto da reagdo de dissolugdo das espécies constituintes.

A penetragdo da agua nos poros do tablete ¢ influenciada pela forca de
capilaridade, entre o liquido e a superficie dos poros, que direciona o liquido para dentro
dos poros e a forga de arraste viscosa, exercida nas paredes dos poros, que se opoe a

penetracao do liquido nos poros.

Considerando que a penetragdo do liquido nos poros segue a Equacdo de

Washburn (WASHBURN, 1921) aplicada a um s6lido poroso podemos escrever que:

I = %\E 41)
41 n
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Em muitos casos, porém, essa equagdo nao ¢ valida para todas as fases da
penetracdo do liquido no soélido, devido a existéncia de condi¢cdes de estado nao
estacionario no fluxo de liquido. Sugere-se nesses casos a utilizagdo de uma cinética de
penetracdo que utilize a constante de penetracdo K, que pode ser escrita como:

L=Kt"" (42)
Onde que m(t) varia de 1, no inicio da penetragdo, até 0, no fim da penetragao.
Como ocorrem modificagcdes no tablete e na solucdo aquosa, pela dissolugdo das

espécies, o valor de K também nido ¢é constante com tempo. Pode-se dessa forma escrever a

equacgao (42) de outra forma mais adequada para os célculos.

L=K(@)" (43)

A diferenciacdo da equagdo (43) leva a equacdo modificada da velocidade de

penetracao.

m—1

1
aL _ L dK mK™.L (44)

—=——+
dt K dt

A integragdo da equagdo (44) leva a equacdao (41) no caso de m = 0,5 e

o.cos@.d, JO’S

K=K =
° ( 41 n

A desintegracdo do tablete resulta da reagdo dos constituintes, dentro dos poros,
quando entram em contato com o liquido, e ¢ limitada tanto pela taxa de reagdo dos

constituintes quanto pela transferéncia de massa interna e externa.

e Limitagdo pela transferéncia de massa externa das espécies dissolvidas

A transferéncia de massa resulta da diferenca de concentracdo das espécies em
uma camada de liquido préxima a superficie do solido, Cs, € a concentragdo no meio

liquido externo, Cex. O fendmeno pode ser representado pela equagdo (45), em que kg € 0
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coeficiente de transferéncia de massa, ¢ S. ¢ a area externa do tablete que pode ser

calculada pela equacao (46).

dm

—=k,.5,,(C,-C
dt d ext( ext) (45)

s

S_ =S5, (1 - f) (46)

T
O coeficiente de transferéncia de massa kg pode ser calculado através de

correlacdes envolvendo os grupamentos adimensionais Sherwood e Schimidt.

Sh=a.Re” .Sc” (47)
k,l .
em que: Sh=—4-, Rezp—‘)l e Sc=—1_
D n p-D

p ¢ a densidade do liquido

n ¢ a viscosidade do liquido

D ¢ a difusividade das espécies no liquido
v ¢ a velocidade do liquido

1 ¢ o comprimento caracteristico da transferéncia de massa

e Limitacdo pela transferéncia de massa interna das espécies dissolvidas

A massa dissolvida ¢ proporcional a superficie interna molhada e ¢ uma fun¢ao
complexa da difusividade interna, da taxa de reagdo e da solubilidade das espécies no meio
liquido. O fendémeno pode ser representado pela equacdo (48) em que Kj ¢ uma taxa
constante proporcional a desintegracao do solido e Si,; € a area dos poros penetrada pelo

liquido que para um solido poroso pode ser expressa pela equacao (49).

dm
= K S 0 (48)
S.. () =4 ‘S:;'g L(1) (49)

H
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O valor de K, € de dificil predicao e pode-se supor que seja da mesma ordem de
grandeza que o produto da concentracao na superficie pela taxa de transporte das espécies

dissolvidas através do comprimento dos poros.

4.3.6.1. Construciao do Modelo de Formacao de Lipossomas a Partir de um Filme

Lipidico Seco Depositado sobre uma Superficie de Vidro

Para constru¢do do modelo de dissolucdo do filme lipidico seco seguido da
formagao dos lipossomas, considera-se que a penetracdo do liquido e a desintegra¢do do

solido ocorrem na dire¢do da espessura L, conforme e representado na figura 8.

A Comprimento Comprimento Comprimento

Desintegrado Molhado Seco Vidro
—> <+“—>
Liquido
Externo
Superficie Sy
0 Lg Lp Lo L

Figura 8 —Representaciio unidimensional da penetracio de liquido e da dissolucio do filme lipidico seco

A penetracdo do liquido na por¢do ndo desintegrada do filme ¢ L = L,- Lse a

velocidade da frente de penetracdo ¢ dL,/dt e pode ser expressa através da equagdo (26).

dL, dL, L,—L, dK . o

= + —F+mK"\L =L, |m 50
dt  dt K dt (p ") (50)

A massa desintegrada na superficie do filme ¢ considerada uma contribui¢do dos
fendOmenos externo e interno de transferéncia de massa e também da taxa de consumo de

moléculas de fosfolipidios para formar os agregados.

Assume-se que a taxa de consumo de moléculas de fosfolipidios segue uma

cinética de primeira ordem com relacdo a concentragao de vesiculas.
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A variagdo da massa de fosfolipidios com o tempo ¢ dada por:

dm £ 4.¢
2 Kex,.so.(l—?)ugm .So.d—(Lp ~L,)-K,C, (51)
H

em que C, ¢ a concentracdo de vesiculas e K, ¢ a taxa de reacdo de produgdo de vesiculas.

Admitimos que a variacdo da concentragao de vesiculas com tempo segue uma
cinética representada pela equagao (52).

K, t
K, '+t

t

C.()= (52)

A taxa de dissolucdo do filme lipidico, por outro lado, ¢ proporcional a frente de

desintegracdo dL4/dt de acordo com a equagdo (53).

dm _
dt

dL,
dt

p.S,(1-¢). (53)

A combinagdo das equagdes (50), (51) e (53) constitui o modelo matematico
representativo da penetracdo de agua no filme e desintegracdo simultdnea, levando a

formagao dos lipossomas.

A variacdo da constante de penetracdo K pode ser representada de modo empirico

através da equacao (54).

K :KO.(1+a.t”) (54)
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Projeto

5.1.1. Concepc¢ao do Processo

A primeira etapa do projeto correspondeu a defini¢do do processo escalonavel para

produgdo de lipossomas a partir de estruturas lipidicas secas.

Dentro desse contexto, foi tomado como base o processo patenteado por
TOURNIER et al., 1999, pela sua simplicidade, facilidade de esterilizagdo e capacidade de
operacao continua. Nesse processo, as estruturas lipidicas secas sdo produzidas e hidratadas
no interior de um sistema multitubular. O processo total ¢ composto de duas grandes partes:
formagdo e homogeneizagdo dos lipossomas produzidos. Neste trabalho, foi considerada
para estudo somente a parte de formagdao dos lipossomas, cujo fluxograma de processo,

adaptado da patente de TOURNIER et al., 1999, ¢ apresentado na Figura 9.

De acordo com o fluxograma apresentado na Figura 9, os lipossomas sao formados
em 3 etapas principais: alimentacdo da dispersdo de lipidios, secagem do solvente para

formacao das estruturas secas e hidratagao das estruturas.

Na primeira etapa, inicialmente a solu¢do de fosfolipidio em solvente organico
previamente preparada ¢ colocada em um tanque agitado e aquecido (tanque de lipidio)
para melhorar a dispersdo dos fosfolipidios. A solucdo lipidica ¢ alimentada ao sistema
multitubular através da bomba peristaltica 1, de modo continuo ou descontinuo, conforme o

ensaio.
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Figura 9 - Fluxograma do processo de formacio de lipossomas a partir de estruturas lipidicas secas

produzidas no interior de um sistema multitubular.

Apos o contato com a superficie interna dos tubos para adsor¢do dos fosfolipidios,

o excesso de solvente ¢ drenado, e evaporado a vacuo na segunda etapa do processo.

Na terceira etapa, a hidratagdo das estruturas lipidicas ¢ feita através de uma
solucdao aquosa, contendo ou nao uma substincia ativa a ser encapsulada, proveniente de
um reservatorio, tanque de farmaco, que ¢ também equipado com sistema de agitacdo e

aquecimento para homogeneizac¢do da solucdo e solubilizacdo das moléculas. A solugdo ¢é
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entdo circulada entre o sistema multitubular e o tanque de farmaco, por meio da bomba
peristaltica 2. Essa circulagdo da solugdo tem como objetivo ndo somente hidratar as
estruturas secas formadas, mas também adicionar energia cinética ao sistema para conduzir

a formagao dos lipossomas.

O sistema multitubular ¢ aquecido tanto na etapa de formagao da estrutura lipidica
seca, para ajudar na evaporagao do solvente, quanto na etapa de circulacdo da solucao
aquosa, para que a temperatura da hidratacdo seja superior a temperatura de transi¢do de

fase dos fosfolipidios.

A passagem de uma etapa do processo de produgdo para outra ¢ feita através de
um conjunto de 7 valvulas. Assim sendo, na etapa de preenchimento do sistema
multitubular com solucdo de fosfolipidios as valvulas V2, V3, V4 e V6 permanecem
fechadas e as valvulas V1, V5 e V7 ficam abertas. Para que seja feita a drenagem da
solucdo lipidica a valvula V2 ¢é aberta e vélvula V1 ¢ fechada. Durante a etapa de
evaporagdo do solvente a valvula V6 ¢ aberta e as valvulas V1, V2 e V7 sdo fechadas. As
valvulas V3 e V4 permanecem fechadas e a valvula V5 permanece aberta. Na etapa de
circulagdo da solu¢do aquosa as valvulas V3 e V4 sdo abertas e as valvulas V5 e V6 sdo

fechadas, enquanto as valvulas V1, V2 e V7 permanecem fechadas.

5.1.2. Projeto do Sistema Multitubular

No projeto do sistema multitubular foram definidas as dimensdes dos tubos, o

numero de tubos e seu arranjo, as dimensdes da coluna e os materiais de construgao.

Para determinagdo das dimensdes dos tubos foram consideradas as
disponibilidades de matéria prima, no caso o Epikuron 200SH, e dos tubos de vidro no
mercado. Inicialmente a escolha de tubos de vidro para suporte das estruturas lipidica secas
foi feita devido a alta afinidade entre os fosfolipidios e o vidro, por ser o vidro um material
quimicamente inerte e que resiste a temperaturas elevadas. O acrilico foi escolhido como
material do corpo externo da coluna, pela facilidade de usinagem, resisténcia a altas
temperaturas ¢ a tensoes localizadas. Por fim a escolha do teflon como material das bases
de sustentacdo dos tubos foi feita pelo fato deste material ser flexivel, quimicamente inerte

e resistente a altas temperaturas.
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Na figura 10 abaixo ¢ apresentado um desenho esquemadtico do sistema
multitubular projetado.

8,2cm

/)

L [ |
|| LT T
10,5 cm 14,5 cm
1 ] gaj-
B W [ ]
[ Acrilico
> - 0 | Tofton
[ vidro

Figura 10 - Cortes frontal e lateral no sistema multitubular, mostrando as partes do sistema e os seus

materiais de construcio.

5.1.3. Especificacio dos Equipamentos

Os equipamentos necessarios para o funcionamento da instalagao para producdo de
lipossomas, conforme o processo selecionado sdo: bomba de vacuo, bombas para

circulagdo das solucdes organica e aquosa, banho termostatico e valvulas.

A bomba de vacuo ¢ utilizada tanto para a remocao do solvente levando a
formagdo do filme lipidico seco e secagem da estrutura lipidica expandida, quanto para
provocar a perturbacdo no sistema que leva a formagdo da estrutura lipidica expandida.
Desta forma, deve proporcionar um vacuo final alto, proximo de 1 atm, e também um
controle fino do nivel do vacuo no sistema, além de permitir a medig¢ao precisa do valor do
vacuo. A bomba escolhida foi da marca EDWARDS, modelo D-Lab 20-8, que permite
atingir uma pressio absoluta que varia de 1 até 20x10™ bar, e que pode movimentar uma

quantidade de solvente superior as que serdo utilizadas nos testes.
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Um banho termostatico marca Tecnal, modelo TE-184, com capacidade de 8L,
vazao de circulagdo de 12 mL/min e faixa de temperatura de -10 a 99,9 °C, foi especificado

para atender as necessidades de aquecimento do sistema multitubular.

A bomba peristaltica para circulacdo da solu¢do organica deve ter controle de
vazao e operar na faixa de baixas vazdes. Foi escolhida a bomba peristaltica dosadora da
marca Milan, modelo BP-601, cuja faixa de vazdes ¢ de 20 a 280 mL/min. A vazdo ¢

controlada pelo didmetro da mangueira, pela velocidade, tamanho e rotacao do cabegote.

A bomba peristaltica para circulacdo da solugdo aquosa de hidratacdo deve operar
em uma faixa de vazdes mais ampla que a da bomba dosadora, devido ao fato que o
cisalhamento proporcionado pelo escoamento da solugdo contribui para a formagao e
homogeneizagdo dos lipossomas. Foi escolhida uma bomba da marca Cole Palmer, modelo
302FM-B, para a qual foi selecionado um conjunto cabegote/mangueira para a obtencao de

vazdes na faixa de 240 a 4500 mL/min.

As valvulas utilizadas nas linhas sdo de dois tipos: valvulas de fechamento rapido
(ON/OFF), utilizadas para direcionamento de fluidos dentro do circuito, e valvulas de
regulagem, utilizadas para controlar a taxa de drenagem da solucdo lipidica do sistema
multitubular e para controle do vacuo no sistema. As valvulas escolhidas foram do tipo
agulha e como material do corpo das valvulas foi escolhido o ago inox 316. Todas as
valvulas contam com um selo que permite que seja produzido vacuo no sistema sem que

ocorra entrada de ar.

5.2. Adsorcao dos Fosfolipidios em Filmes Delgados

5.2.1. Adsorcio em um Unico Tubo

A adsor¢dao de fosfolipidios, estudada inicialmente em um Unico tubo, foi
analisada em termos de massa adsorvida por comprimento caracteristico do tubo, relagdo
entre o volume e area do tubo, e porcentagem de adsor¢do, ambas em func¢do da

concentragdo inicial da dispersao lipidica, para os varios didmetros dos tubos.

Resultados preliminares mostraram que nestes experimentos a variavel tempo ndo

exerceu influéncia significativa nos resultados da adsorcdo. Dessa forma em todos os
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resultados apresentados nos itens 5.2.1 e 5.2.2 foi tomada a média dos resultados dos trés
tempos estudados nos experimentos, 20, 40 e 60 minutos. Assim pode-se também avaliar o
erro associado as determinacdes das respostas. Os dados dos desvios padrdes associados as

médias também sdo apresentados nos resultados dos itens 5.2.1.1 ¢ 5.2.1.2.

5.2.1.1. Adsorc¢ao de Fosfolipidios em Batelada

Os resultados obtidos para adsor¢do dos fosfolipidios em batelada, feita conforme

procedimento descrito no item 4.2.2.1.1, sdo mostrados na Figuras 11 e 12.
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Figura 11 - Perfis de massa adsorvida por unidade de comprimento caracteristico do tubo, para ensaios

em batelada, em funcio da concentracgao inicial da dispersio de fosfolipidios e do diAmetro interno dos

tubos. (a) média dos valores obtidos para tempos de contato 10, 30 e 60 minutos. (b), (c), (d) e (e)

médias com suas respectivas barras de erro.

Os graficos mostram que apesar da variabilidade dos resultados, existe uma

tendéncia de que a massa adsorvida por unidade de comprimento caracteristico aumenta

com o aumento da concentracdo e parece ser independente do didmetro do tubo. Isto indica,

como esperado, que adsor¢ao dos fosfolipidios depende somente da difusdo, para a qual a

massa adsorvida ¢ diretamente proporcional a area superficial interna dos tubos e ao

volume de solu¢do utilizado. A variabilidade dos resultados ¢ devida as dificuldades de

remocdo do fosfolipidio do interior dos tubos, bem como a incerteza associada a

quantificagdo de pequena quantidade de fosfolipidios adsorvida em somente 1 tubo. A

Figura 10 (a), construida com as médias dos tempos, mostra que para as concentragdes das

dispersoes de fosfolipidios 5 e 20 mM, as massas adsorvidas por comprimento

caracteristico s3o muito baixas, ¢ somente a elevadas concentragdes, da ordem de 80mM, ¢

que esses valores tornam-se expressivos e adequados para o processo em questao.
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Figura 12 - Perfis de porcentagem massica adsorvida, nos ensaios em batelada, em funcio da
concentracio inicial da dispersao de fosfolipidios e do diAmetro interno dos tubos. (a) média dos valores
obtidos para tempos de contato 10, 30 e 60 minutos. (b), (c), (d) e (¢) médias com suas respectivas

barras de erro.
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Quando a massa adsorvida é expressa em termos de percentagem de adsorcao,
como apresentado na Figura 12, observa-se um decaimento desse valor com o aumento do
didmetro dos tubos. Os valores obtidos sdo maiores para tubos finos e decrescem de 50%
aproximadamente para os diametros 3,4 e¢ 4,0 mm. Essa tendéncia ¢ a mesma para as varias
concentragdes de fosfolipidios, quando adsorvidos em tubos de 3,4 ¢ 4,0 mm em

praticamente todas as situagdes, dentro das limitagdes experimentais.

Essa tendéncia deve-se provavelmente as limitagdes difusionais presentes em
maior propor¢do nos tubos de maior didmetro, em decorréncia do maior volume de

dispersao.

5.2.1.2. Adsorc¢ao Continua dos Fosfolipidios

Os resultados da adsorc¢do continua dos fosfolipidios sdo apresentados nas Figuras
13, 14 e 15. Nestes graficos os resultados sdo apresentados em fun¢do do numero de
Reynolds em vez do diametro interno dos tubos, para melhor associar a adsor¢do com o

tipo de escoamento dentro dos tubos.

O niimero de Reynolds pode ser calculado pela equagao (55).

_ pv.D,

n
Onde: p ¢ a massa especifica do liquido, v ¢ a velocidade de escoamento do liquidoen ¢ a

Re (55)

viscosidade do liquido. A velocidade de escoamento do liquido ¢ dada por

n.D}
4

v=0. (56)

Onde Q ¢ a vazao de liquido.

Nos calculos do numero de Reynolds para cada um dos tubos estudados foram

usados como constantes: p = 0,98 g/cm’, = 0,0096 g/cm.s e Q = 0,583 cm’/s.

As velocidades de escoamento e os nimeros de Reynolds determinados para cada

didmetro sdo mostrados na Tabela 4.
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Tabela 4 - Velocidade do Escoamento e Numero de Reynolds calculados para os diAmetros internos

estudados.

D; (cm) v (cm/s) Re
0,16 29,02 473,87
0,24 12,89 315,92
0,34 6,43 223,00
0,40 4,64 189,55

Na Figura 13, observa-se que em média, a massa total adsorvida aumenta
acentuadamente quando a concentragdo da solucdo de fosfolipidios passa de SmM para os
niveis 20 e 80 mM. (Figura 13 (a)). Devido a variabilidade dos resultados na determinacao
da massa adsorvida, como mostrado nos graficos (b), (c), (d) e (e), ndo se pode inferir sobre

o comportamento da massa adsorvida com o didmetro dos tubos.
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Figura 13 - Perfis de massa total adsorvida, em ensaio continuo, em func¢io da concentracio inicial da

dispersao de fosfolipidios e do niimero de Reynolds. (a) médias dos tempos de contato 10, 30 e 60

minutos. (b), (¢), (d) e (¢) médias dos tempos com suas respectivas barras de erro.

Os resultados da Figura 14 foram expressos em termos de massa adsorvida por

unidade de area superficial interna, uma vez que o volume de dispersdo usado na adsorg¢ao,

foi 0 mesmo para todos os tubos. A massa adsorvida por unidade de area superficial interna

aumentou cerca de 6 vezes quando a adsorcao foi feita a partir das solugdes de

concentragdo 20 e 80 mM (Figura 14 (a)). Nao houve diferenga significativa da massa

adsorvida com o diametro dos tubos uma vez que para os didmetros estudados os nimeros

de Reynolds encontram-se todos na mesma faixa de escoamento laminar.
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Figura 14 -Perfis de massa total adsorvida por unidade de area superficial interna dos tubos, em ensaio
continuo, em funcio da concentracgio inicial da dispersio de fosfolipidios e do nimero de Reynolds. (a)
médias dos tempos de contato 10, 30 e 60 minutos. (b), (c), (d) e (¢) médias dos tempos com as suas

respectivas barras de erro.

Apesar da variabilidade dos resultados, observa-se que percentagem massica
adsorvida nao apresentou diferengas significativas para as concentragoes 5 ¢ 20 mM, porém
decresceu acentuadamente para a concentracdo 80mM, independente do didmetro dos tubos

(Figura 15 (a)).
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Figura 15 - Perfis da percentagem massica adsorvida, em ensaio continuo, em funcio da concentracio
inicial da dispersdo de fosfolipidios e do niimero de Reynolds. (a) médias dos tempos de contato 10, 30 e

60 minutos. (b), (c), (d) e (¢) média dos tempos com as suas respectivas barras de erro.
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5.2.1.3. Planejamento Experimental para a Adsorc¢io Continua de Fosfolipidios

Os resultados obtidos do planejamento estatistico com as varidveis independentes
tempo de contato, didmetro dos tubos e concentracdo da dispersdo de fosfolipidios, tendo
como varidveis resposta a massa total adsorvida, a massa adsorvida por unidade de area e a

percentagem massica adsorvida, sdo mostrados na Figura 16.

Os graficos de Pareto (Figuras 16 (a) e 16 (b)), para a massa total adsorvida e a
massa adsorvida por unidade de area confirmam os resultados anteriormente obtidos, nos
quais somente a concentragdo da solucdo de fosfolipidios tem efeito significativo na
adsorc¢do ao nivel de significancia 95%. As superficies de resposta (Figuras 16 (c) e 16 (d)),
mostram que a massa total adsorvida expressa tanto em valor absoluto quanto por unidade
de area superficial, cresce com a concentracdo, sendo praticamente independente do

diametro dos tubos.
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Figura 16 - Graficos de Pareto (a) e (b) e superficies de resposta (c) e (d), para as varidveis resposta

massa adsorvida e massa adsorvida por area respectivamente.
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5.2.2. Adsorcao de Fosfolipidios em Sistema Multitubular

A instalagdo montada de acordo com o fluxograma da Figura 9 apresentou
funcionamento adequado, com facil operacdo necessitando, porém de alguns

melhoramentos para que possa ser utilizada por maiores periodos de tempo sem que

ocorram paradas para manutencdo. Uma fotografia dessa montagem ¢é apresentada na

Figura 17 (b).

Figura 17 - Fotografias do Sistema Multitubular e da Instalacio para Producio de Lipossomas.

5.2.2.1. Comparacio dos Modos de Operac¢io Batelada e Continuo

Os resultados obtidos para nos ensaios de adsor¢do em modo continuo € em
batelada em tubos de 4,0 mm, com tempo de contato de 40 minutos e concentracdo de

85mM de fosfolipidios na dispersdo de alimentagdo, sdo apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5 - Resultados da adsorcao de fosfolipidios em sistema multitubular realizada em modo

continuo e em batelada.

Massa por tubo | Massa por Area o ~
Modo de Adsorgio (mg) (mg/em?) % Adsorc¢io
Média | Desvio | Média | Desvio | Média Desvio

Batelada — Conjunto 1
Tempo de contato 40 minutos 2,403 1,104 0,1821 | 0,0837 | 2,7309 | 1,2546
Analise individual dos tubos
Batelada — Conjunto 2
Tempo de contato 30 minutos 12,257 - 0,9289 - 0,18379 -
Analise do conjunto de tubos
Continuo — Conjunto 1
Tempo de contato 40 minutos 1,604 0,571 0,1216 | 0,0433 | 0,0160 | 0,0057
Analise individual dos tubos
Continuo — Conjunto 2
Tempo de contato 30 minutos 13,286 | 0,041 1,0069 | 0,0031 | 0,1992 | 0,0006
Analise do conjunto de tubos

Como se pode verificar pelos dados relativos ao conjunto 1 tanto a adsorcdo
continua de fosfolipidios em sistema multitubular, quanto a adsor¢do em batelada
apresentaram resultados muito semelhantes aqueles obtidos para a adsor¢do em um Unico
tubo, cujos resultados foram apresentados no item 5.2.1.1 e 5.2.1.2. Esses resultados
mostram a flexibilidade de escalonamento do sistema, simplesmente com o aumento do

nimero e/ou comprimento dos tubos.

Pode-se observar também que o fato de ter-se aquecido o sistema a uma
temperatura na qual o fosfolipidio ¢ soluvel no etanol, ndo levou a uma diminui¢cdo da

massa total adsorvida.

Comparando-se a adsor¢do em batelada com a em modo continuo vé-se que a
massa adsorvida total e a massa adsorvida por unidade de area sdo ligeiramente maiores
para a adsor¢ao em batelada. Porém a percentagem madssica adsorvida ¢ muito maior para o
modo de operagdo em batelada, o que indica que o rendimento do processo de adsor¢ao,
calculado em termos da massa disponivel para hidratagdo em relagdo a massa inicial
utilizada, da operagdo em batelada ¢ muito superior ao rendimento da operagdo de adsorcao
em continuo (2,7% para o processo em batelada e 0,016% para o processo continuo). Um
rendimento alto na etapa de adsor¢@o permite que a dispersdo final de lipossomas ndo seja

muito diluida, e que a matéria prima, o fosfolipidio, seja melhor aproveitada.
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E necessario porem se ressaltar que os experimentos de adsor¢do do conjunto 1
foram conduzidos a diferentes temperaturas para os dois modos de operacdo. Um dos
motivos que pode ter gerado uma massa adsorvida maior para a adsor¢do em batelada ¢ o
fato de que nestes experimentos a drenagem da solugao lipidica nao foi tao eficiente como
no caso da adsor¢do em continuo, devido ao fato de que na temperatura em que foi efetuado
o ensaio o fosfolipidio ndo se solubilizava no etanol o que acarretou a obstrugao dos tubos
pela dispersdao de fosfolipidios. Outra possivel causa desta diferenga reside nos erros

associados com a extra¢do dos fosfolipidios para quantificagdo.

Comparando-se agora os resultados do conjunto 2, nos quais a quantificagdo da
massa adsorvida foi feita indiretamente pela quantidade de lipossomas formados apds a
hidratacdo do filme lipidico, pode-se ver que ndo houve diferenca significativa entre as
quantidades adsorvidas nos modos de operagdo batelada e continuo e nesse caso como o
volume de dispersao utilizado para os experimentos com os dois métodos de operagdo foi o
mesmo, o rendimento do processo de adsor¢do também ndo apresenta diferengas

significativas.

Os valores da massa adsorvida obtida para os ensaios do conjunto 2 sdo maiores
que aqueles obtidos para os experimentos do conjunto 1, pelo fato de que nos experimentos
do conjunto 2 houve deposi¢ao de grande quantidade de fosfolipidios na parte superior dos
modulos, que foi hidratada juntamente com a massa adsorvida nas paredes internas dos

tubos de vidro.

Como, pelos resultados do conjunto 2, os dois procedimentos apresentaram
rendimentos proximos e dada a maior facilidade operacional do modo de operacao
continua, decidiu-se pela utilizagdo deste modo de operacdo nos experimentos

subseqiientes.

5.2.2.2. Caracteriza¢ao dos Filmes Delgados

A Figura 18 apresenta uma fotografia dos tubos apds o ensaio de adsor¢cao em

continuo e em batelada, com concentragdo da dispersdo de fosfolipidios 85 mM.

Observa-se em todos os casos a formagdo do filme, destacado pela coloracdo

rosada caracteristica do corante safranina usado, ao passo que o tubo no qual ndo foi
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adsorvido o fosfolipidio e foi colocado em contato com a mesma solugdo de safranina nio

apresentou esta coloragao.

Observando-se os filmes formados ao longo dos tubos, percebe-se que
homogeneidade dos filmes ndo ¢ a mesma para todos estes, sendo que nos tubos com maior
heterogeneidade vé-se uma maior espessura nas extremidades do tubo. Essa
heterogeneidade ¢ devida provavelmente a uma retencao da solucao devido as restri¢des, na
entrada e na saida de cada tubo, causadas pelos dispositivos utilizados para manter os tubos
ligados a base de teflon. O fato da deposi¢do ndo ser homogénea em todos os tubos levou

ao aprimoramento do sistema de distribui¢do da dispersdo lipidica na entrada dos tubos.

Tubo do centro

Tubos das extremidades

Tubo de posigao intermediaria
Tubo sem fosfolipidio

adsorvido

(2)
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1 1

Tubo do centro Tubos das extremidades
Tubo de posigao intermediaria Tubo sem fosfolipidio
adsorvido
(b)

Figura 18 - Fotografia dos filmes de fosfolipidios formados no interior dos tubos de vidro nos ensaios,
corados com solucio de safranina 0,1 M, de adsorcao. (a) adsor¢io em modo continuo e (b) adsor¢ao

em modo batelada.

5.2.2.3. Cinética de Adsorcao dos Fosfolipidios

Os resultados obtidos na determinagdo da cinética de adsor¢do dos fosfolipidios

nas paredes internas dos tubos de vidro sdo mostrados no grafico da Figura 19.
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Figura 19 - Massa adsorvida nos tubos de vidro em fun¢io do tempo de circulaciio da solucgao lipidica.

Pode-se observar pelos dados do grafico que a massa adsorvida nas paredes dos
tubos de vidro aumenta com o tempo, seguindo um perfil aproximadamente linear.O perfil
apresentado ¢ devido provavelmente a evaporacdo do etanol que faz com que a
concentragdo da solugdo lipidica aumente com o tempo. Desta forma dentro do tempo do
experimento ndo se chega a atingir o equilibrio que caracteriza o maximo de adsor¢ao
esperado. Além disso, a variacdo da concentracdo com o tempo devido a evaporagdo do
etanol também provoca um erro no calculo da massa adsorvida, que ¢ calculada, conforme
descrito no item 4.2.2.1.3, pela diferenca entre a concentra¢do no tempo de amostragem e a

concentragdo no instante inicial.

Para se obter maior confiabilidade dos dados da cinética de adsorcao seria
necessario conduzir o experimento com o sistema fechado para que nao ocorram perdas por

evaporacao.

5.2.2.4. Isoterma de Adsorc¢ao

Para constru¢do da isoterma de adsorcdo utilizou-se o valor da concentracao de
fosfolipidios presentes na solucdo aquosa nos tempos finais da etapa de hidratacdo
(mostrado com maiores detalhes no item 5.3.1) para cada uma das concentragdes estudadas,
e o valor da concentracao da solucao lipidica drenada ao final do processo de adsorc¢ao para

o célculo da concentracao de equilibrio.
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Utilizando-se a equagdo (14), calculou-se a massa adsorvida por unidade de area e

construiu-se o grafico da Figura 20.

0.35 u
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0.20
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Massa Adsorvida por Area (mg/cm’)

0.00 T T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Concentragao da Solugao de Adsorgao em Equilibrio (mM)

Figura 20 - Isoterma de Adsorc¢ao de Fosfolipidios na Parede de Tubos de Vidro.

Pode-se observar pelos dados do grafico da Figura 20 que a massa adsorvida por
unidade de area aumenta com a concentragdo de equilibrio. Devido a imprecisdo na
determinagdo da massa adsorvida e a evaporagdo do etanol com o tempo, ndo é possivel
associar os dados acima com uma das isotermas de adsor¢cdo encontradas na literatura,
como a isoterma de Langmuir e a isoterma de Freundlich. Mais uma vez seria necessaria a
conducdo dos experimentos em sistema completamente fechado e melhorar a metodologia
de determina¢do da massa adsorvida para termos maior confianga nos dados e assim

associar os dados a uma isoterma conhecida.

Pode-se, no entanto, a partir dos dados da isoterma de adsor¢dao construida
determinar qual a concentracdo inicial de fosfolipidios vai gerar a maior a concentragao de

vesiculas apos a hidratacdo, a partir da maior massa de fosfolipidios adsorvida.

5.3. Producao de Lipossomas

5.3.1. Cinética de Formacao dos Lipossomas

A formacgao dos lipossomas com o tempo foi analisada quanto a absorbancia das

dispersdes a 340 nm, ao didmetro médio das vesiculas e a concentragao de fosfolipidios



86

presente nas dispersoes. Os resultados referentes a absorbancia medida a 340 nm, diametro
médio das vesiculas e concentragdo de fosfolipidios podem ser visualizados

respectivamente nos graficos da Figura 21, 22 e 23.
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Figura 21 - Evolucio da absorbancia da dispersao a 340 nm com o tempo para diferentes concentracoes

iniciais da solucido de adsorcao.
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Figura 22 — Evolucio do didmetro médio das vesiculas com o tempo para diferentes concentracoes

iniciais da solucido de adsorcio.
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Figura 23 — Evolucio da concentracao de fosfolipidios na dispersao aquosa com o tempo para

diferentes concentracoes iniciais de adsorcio.

comportamento assintotico.

Pode-se observar que para todas as respostas os perfis apresentam um

Na Figura 21 observa-se que os valores de absorbancia foram detectados desde os

primeiros instantes da hidratacdo do filme lipidico seco. Visto que os fosfolipidios livres

ndo absorvem luz no comprimento de onda de 340 nm as absorbancias detectadas sao

devidas a presenca de agregados lipidicos no meio. Portanto pode-se inferir que a formacao
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de agregados acontece desde o inicio da hidratagdo, aumentando com o tempo até que se
chegue a uma concentracao de equilibrio entre as formas monoméricas, fosfolipidios livres,

e agregados, vesiculas fosfolipidicas.

A evolugdo do diametro das particulas com o tempo (Figura 22), ilustra a
agregacao gradativa dos lipidios com a formagdo de estruturas lipossomais. Uma possivel
explicacdo para o aparecimento de pontos fora do perfil ¢ o fato de que para baixas
concentragdes de vesiculas o ensaio de espectroscopia de espalhamento de luz (QLS) passa
a ter uma incerteza maior. Dessa forma tanto os dados de tempo de circulacdo pequenos

quanto os de concentragdes baixa possuem um erro associado grande.

O aumento da concentragdo de fosfolipidios na dispersdo (Figura 23) demonstra a
dessor¢do do filme lipidico formado nos tubos. Pode-se considerar que o valor maximo da
concentragdo obtido corresponde a massa total adsorvida nas paredes dos tubos de vidro.
Esse valor de massa adsorvida foi utilizado para a construcdo da isoterma de adsorcao,

conforme apresentado no item 5.2.2.5.

Pode-se ainda perceber que o valor méximo da concentracdo de fosfolipidios €, em
geral, atingido em tempos menores para as menores concentragdes. Isso se deve
provavelmente ao maior volume disponivel para hidratacdo em relagdo a massa de

fosfolipidios.

5.3.1.1. Influéncia da Vazao de Circulag¢do na Formacio dos Lipossomas

Os resultados do ensaio de determinagdo da influéncia da vazao de circulagdo na

formagao dos lipossomas podem ser observados na Figura 24.
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Figura 24 — Influéncia da vazao de circulaciio nas propriedades dos lipossomas produzidos: (a)
absorbéncia da dispersio a 340 nm, (b) diAmetro médio das vesiculas e (c) concentracio de fosfolipidios

na dispersao.

Pode-se, pelos dados da Figura 24, observar que o aumento da vazao de hidratagao
nao muda o perfil da formagdo de lipossomas com o tempo. Os valores da absorbancia da
dispersao a 340 nm (Figura 24 (a)) sdo ligeiramente maiores no caso da hidratagao
realizada com vazao de 930 mL/min, o que pode ser explicado pelo fato de que temos nessa

vazao a produ¢do de uma dispersdo com uma maior concentragdo de vesiculas.

Pode-se observar pela Figura 24 (b) que os valores finais do didmetro médio das
vesiculas sdo, em geral, menores quando a etapa de hidrata¢ao ¢ conduzida com uma vazao
de 930 mL/min. Isso era esperado pois com uma maior vazao para um mesmo didmetro
temos uma maior velocidade da solucdo de hidratacdo. Essa maior velocidade leva
possivelmente a um rearranjo dos lipossomas em estruturas de menor tamanho, um
fendmeno semelhante ao que ocorre na formagao de lipossomas usando a técnica de

microfluidizagao.
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Pela Figura 24 (c) pode-se verificar que nao ha diferencas significativas entre a

concentragdo final de vesiculas obtida para as duas vazodes de circulagdo, se considerarmos

que o ponto correspondente ao tempo de 60 minutos na hidratagdo a 930 mL/min esta

deslocado do seu real valor. Por fim pode-se ver que a concentragdo atinge o valor maximo

em um tempo menor no caso da hidratagdo conduzida a vazdo de 930 mL/min,

aproximadamente 10 minutos, do que no caso da hidratacdo a vazdo de 640 mL/min,

aproximadamente 40 minutos. Isso ¢ importante para o processo, pois significa tempos de

processamentos menores.

5.3.1.2. Influéncia da Adicio de Colesterol na Formacio dos Lipossomas

Na Figura 25 sdo apresentados os resultados obtidos para o experimento de

avaliacdo da influéncia da adicdo de colesterol nas propriedades dos lipossomas

produzidos.
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Figura 25 - Influéncia da adicao de colesterol nas propriedades dos lipossomas produzidos: (a)

absorbancia da dispersao a 340nm, (b) didmetro médio das vesiculas e (c)concentracio de fosfolipidios

na dispersao.
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A partir dos graficos da Figura 25 observa-se que a adi¢do de colesterol nao altera

o comportamento da formag¢ao dos lipossomas.

As maiores absorbancias obtidas para o procedimento de hidratacdo do filme
contendo colesterol deve-se ao fato de que o colesterol presente na dispersdo absorve no

comprimento de 340 nm e com isso a absorbancia resultante acaba sendo maior.

Com relagdo ao didmetro pode-se perceber que a adigdo de colesterol levou a
formacao de lipossomas, em geral, de menor tamanho. Isso pode ser devido a maior rigidez

da bicamada conseguida com a adic¢ao de colesterol.

Por fim com relacdo a concentragcdo de vesiculas vé-se que ndo existe diferenca
significativa entre os valores da concentra¢do final para os dois tipos de lipossomas. Porém
para o caso da hidratacdo de filmes contendo colesterol a concentragdo maxima ¢ atingida
em um tempo menor, aproximadamente 10 minutos, do que no caso da hidratagdo do filme

composto apenas de Epikuron 200SH, aproximadamente 40minutos.

5.4. Encapsulacio de Pirazinamida nos Lipossomas

Os resultados dos experimentos de avaliagdo da influéncia da Pirazinamida

encapsulada nas propriedades dos lipossomas sdo mostrados na Figura 26.
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Figura 26 - Influéncia da Pirazinamida encapsulada nas propriedades dos lipossomas produzidos: (a)
absorbéncia a 340 nm, (b) diAmetro médio das vesiculas e (c) concentra¢ao de fosfolipidios na
dispersao. Pz1 - Pirazinamida incorporada conforme procedimento 1, Pz2 - Pirazinamida incorporada

conforme procedimento 2.

Como podemos ver pelos dados da Figura 26 a encapsulacdo de Pirazinamida nos
lipossomas ndo altera a cinética de formagao. Além disso, pode-se observar que nao ocorre
alteragdo significativa nos valores tanto da absorbancia quanto da concentragdo de
fosfolipidios. Apenas o didmetro médio das vesiculas apresentou um valor maior quando
foi adicionado a Pirazinamida nos lipossomas, para os dois modos de adi¢do do fAirmaco: na

solugdo de hidratacdo e adig¢@o no filme lipidico seco.

5.4.1. Determinacao da Eficiéncia de Encapsulacido de Pirazinamida

Os resultados obtidos para a determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo de
Pirazinamida, incorporada conforme os procedimentos descritos nos itens 4.3.4.1 ¢ 4.3.4.2,

podem ser visualizados na Tabela 6.

Tabela 6 - Resultados da eficiéncia de encapsula¢io de Pirazinamida.

Procedimento Concentraciao Pz | Concentraciao Pz nao Concentracio Pz Eficiéncia
Total (mM) Encapsulada (mM) Encapsulada (mM) | Encapsulacio (%)
1 26,21 22,36 3,85 14,68
2 0,95 0,89 0,06 6,66

1- Adicio do farmaco na solu¢éo de hidratagao
2 - Adic¢éo do farmaco no filme lipidico seco
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Pelos dados da Tabela 6 pode-se observar que a encapsulacdo da Pirazinamida ¢
muito mais eficiente no caso da mesma ser incorporada a partir da solugao de hidratagao do
que no caso de adicdo do farmaco no filme lipidico seco, uma vez que a eficiéncia de
encapsulacdo ¢ mais que o dobro no procedimento 1. Isso se deve provavelmente ao fato de
que no caso da incorporacdo da Pirazinamida no filme adsorvido a quantidade de farmaco ¢

muito pequena em relacdo a quantidade total de vesiculas.

Analisando os niveis de Pirazinamida encapsulada e os requerimentos terapéuticos
relativos ao MIC (SHERRIS, 1990), tem-se que, como regra geral, na terapia
antimicrobiana adota-se que a concentracdo do farmaco atingird in vivo, com éxito, se for
usado um valor de duas a quatro vezes o valor da MIC obtido in vitro
[http://www.pbnet.com.Br/openline/vandique/ informativos.htm].A MIC para o bacilo M.
tuberculosis ¢ de 12,51g de Pirazinamida por mililitro de formulagdo. Considerando esse
dado e os valores obtidos para a encapsulacdo da Pirazinamida, pode-se dizer que no caso
de incorporacdo a partir da solucdo de hidratacdo assegura-se uma concentracdo de
Pirazinamida (473,5 pg/mL) compativel com o valor necessario para se atingir o efeito

terapéutico in vivo.

5.5. Liberacao de Pirazinamida Encapsulada nos Lipossomas

A liberacdo do firmaco Pirazinamida das vesiculas lipidicas nos ensaios
conduzidos in vitro foi caracterizada a partir dos perfis de concentracdo do farmaco
liberado com o tempo, os quais refletem a taxa de liberacdo e a permeabilidade da

bicamada lipidica.

Pode-se visualizar nos graficos da Figura 27 os resultados obtidos nos
experimentos de liberacdo controlada da Pirazinamida, encapsulada conforme os

procedimentos descritos no item 4.3.4.1 ¢ 4.3.4.2.
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Figura 27 - Liberacio de Pirazinamida Encapsulada nos Lipossomas. (a) Pirazinamida encapsulada a

partir de adicio na solucio de hidratacio e (b) Pirazinamida encapsulada a partir de adi¢co no filme

lipidico seco. (¢ e m) pontos experimentai, (—) dados do modelo.

A partir das Figuras 27 (a) e 27 (b) pode-se perceber que para os dois casos
estudados a liberacao do farmaco segue o mesmo perfil. A liberagdo gradativa em ambos os
casos ilustra a propriedade de barreira caracteristica da bicamada lipidica, confirmando que

as estruturas formadas sdo lipossomas.

A liberacdo da Pirazinamida encapsulada conforme o procedimento 1 aconteceu
em um tempo maior que aquele necessario para liberar o farmaco encapsulado conforme o
procedimento 2. Isso € explicado pela menor concentragdao de farmaco encapsulada no
procedimento 2, que gera um tempo menor de liberacdo e também que leva a uma maior

incerteza na determinacdo dos valores da absorbancia e conseqiientemente da porcentagem

liberada.

5.5.1. Aplicacao do Modelo de Difusao de Soluto em Esferas de Solidas

Pode-se observar também pela Figura 27 que o modelo matematico de difusdo de
soluto em esferas solidas ajustou-se bem aos pontos experimentais, sobretudo para a
liberacdo da Pirazinamida encapsulada conforme o procedimento 1. Esses resultados
sugerem que ¢ o fendmeno de difusdo que governa a liberagdo do farmaco de dentro do

cerne aquoso do lipossoma para o meio extralipossomal.

A Tabela 7 apresenta os valores da constante k determinada pelo modelo difusivo

e da permeabilidade P dos farmacos nas vesiculas lipidicas.
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Tabela 7 - Constante k do modelo difusivo e coeficiente de permeabilidade P para as vesiculas lipidicas

Procedimento de Incorporacio k (h") P (cm/s)
Solugio de Hidratagdo 4.2x107 1,6x107
Filme Lipidico Seco 7,5x107 9,9x10”

Apesar do bom ajuste dos dados experimentais ao modelo, como mostrado nas
figuras anteriores, os valores da constante k obtidos foram em todos os casos menores que a
unidade. De acordo com os estudos de GUY et al., 1982, para valores de k menores que
um, os efeitos da transferéncia interfacial através da membrana de dialise tornam-se
significativos. Isso justifica a necessidade de utilizagdo de modelos que incluam a limitacao

difusiva em estudos posteriores.

5.6. Estabilidade de Lipossomas em Presenca de Tensoativo nao Ionico

Foi avaliada a estabilidade dos lipossomas vazios na presenca do tensoativo ndo
i6nico Ci,Es, representada pelas mudangas conformacionais sofridas pelas vesiculas sob a

acdo do tensoativo, monitorada por medidas de absorbancia das dispersdes a 340nm.

A investigacdo do mecanismo de desestabilizagdo dos lipossomas na presenga de
tensoativos permite a obtencdo de informagdes sobre a integridade da bicamada lipidica,
assim como do seu empacotamento. Estas informagdes sdo de fundamental importancia na

aplicacao dos lipossomas para liberagdo controlada de medicamentos.

Os tensoativos tém a propriedade de solubilizar as vesiculas lipidicas. A extensao
da solubilizagdo depende da facilidade de penetracdo deles na membrana. Assim, o
empacotamento da membrana e as interagdes entre os tensoativos e as vesiculas podem ser
analisados, ap6s incubacdo, através das absorbancias das solu¢des de vesiculas
lipidicas/tensoativos, a varias concentragdes de tensoativo. O perfil de absorbancia versus
concentragdo de tensoativo segue o modelo convencional de trés estdgios descrito para a
solubilizagdo de vesiculas por tensoativo. Num primeiro estagio, a baixas concentracdes de
tensoativo, ocorre o inchamento inicial das vesiculas. A seguir a vesicula aumenta
gradativamente de tamanho devido a penetragdo das moléculas de tensoativo e a fusdo. No

estagio final, a altas concentracdes de tensoativo, ocorre a ruptura das vesiculas, com a
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formagao das micelas. Vesiculas mais estaveis apresentam perfis com menos distarbios das

absorbancias iniciais apds exposi¢do aos tensoativos (EDWARDS e ALMGREN, 1992).

Os resultados, de absorbancia em fungdo da porcentagem de tensoativo, obtidos no
ensaio de estabilidade de lipossomas na presenca de tensoativo ndo ionico Cj,Es podem ser

visualizados na Figura 28.

0,7
0,6
0,5 ™
0,4

0,3 | ]

Absorbancia a 340 nm

0,2

0,1

00 . . . . . . . . . . .
0 20 40 60 80 100

Porcentagem de Tensoativo

Figura 28 —Resultados da absorbancia a 340 nm em funcio da porcentagem de tensoativo C,E; contido

nos lipossomas.

Os resultados indicam que os agregados lipidicos produzidos a partir da hidrata¢ao
de filmes lipidicos secos tém caracteristicas de membrana com empacotamento denso,
oferecendo resisténcia a penetragcdo do tensoativo mesmo a concentracdes de tensoativo da
ordem de 80%. Concentragdes maiores causam a ruptura da bicamada e formacdo de

micelas.

5.7. Modelagem da Cinética de Formacio de Lipossomas

Utilizando-se o conjunto de equagdes apresentadas no item 4.3.6.1 e aplicando-se
o método de Euler para integracdo das equagdes diferenciais foram determinados os perfis

de formacao de lipossomas com o tempo.

Para resolu¢do do conjunto de equacdes foi construida rotina de calculo utilizando

o software Excel 2000 for Windows da Microsoft Corporation.
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Nas simulag¢des executadas para construgdo dos perfis de formagdo de lipossomas
foram utilizadas as propriedades fisico-quimicas da Tabela 8, obtidas da literatura (PERRY,
1997). O valor da é4rea externa total Sy foi obtido a partir das dimensdes dos tubos de vidro

utilizados nos experimentos.

Tabela 8 — Propriedades fisico-quimicas utilizados na modelagem da formacao dos lipossomas.

Co p n c So
(mM) | (g/em’) | (g/em.s) | (g/s) | (em®)
127 | 0,96 | 0,006 | 0,96 |213.9
85 0,96 | 0,006 | 0,96 |213,9
60 0,96 | 0,006 | 0,96 |213,9
40 0,96 | 0,006 | 0,96 |213,9
20 0,96 | 0,006 | 0,96 |213,9
5 0,96 | 0,006 | 0,96 |213,9

Inicialmente foi feita a determinacdo dos pardmetros K; e K;’da equacao 28. Para
isso a curva de absorbancia em fungdo do tempo foi associada com a concentragdo de
vesiculas. Para relacionar a absorbancia a 340 nm e a concentragdo de fosfolipidios
presente nas vesiculas foi utilizado um fator obtido pela relacdo entre a absorbancia e a
concentragdo de fosfolipidios (graficos das Figuras 21 e 23) para os instantes finais da
hidrata¢do, quando quase todo o fosfolipidio encontra-se na forma de vesiculas (Figura 29
(a)). Para se determinar a concentragdo de vesiculas dividiu-se a concentracdo de

fosfolipidios presente nas vesiculas pelo nimero de agregagao N.

- y =0.7888x| . . . y = 2E+07x + 3E+06|
Fator de Conversio Re = 0.8558 Estimativa de Pardmetros Re = 09929
’EE‘ 0.5 . 25000000
< 04 —~ 20000000
o ¢ FE /
'8, 0.3 < o] = 15000000 /
[ * C(mMV) = & 1/Abs
£ 02 < g 10000000
[] = *
S 0.1 ~ 5000000
5 -~
O 00 : : : : : 0 : : : : ‘
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.0000 0.2000 0.4000 0.6000 0.8000 1.0000 1.2000
Absorbancia a 340 nm 1/t (min-1)
(a) (b)

Figura 29 - Determinacio dos parametros da equacio de concentracio de vesiculas em func¢ao do

tempo a partir dos dados de absorbancia a 340 nm.

A partir dos dados de absorbancia a 340 nm transformada em concentracao de

vesiculas encontrou-se os valores de K; e K’ através de um grafico de 1/C, em funcao de
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1/t, no qual o valor do coeficiente linear ¢ igual a 1/K; e o coeficiente angular ¢ igual a

razao entre K;’e K. (Figura 29 (b)).

O valor de K, da equacdo (51) foi obtido a partir da taxa inicial de formacao de
vesiculas, ou seja, a partir do valor da derivada da equagdo (52) para os tempos iniciais.
Derivando-se a equacdo (52) temos:

dC, K, K

dr K "+2K 't + ¢ ©7)

Tomando o limite da equacdo (57) quando t ¢ muito pequeno (¢ — 0) temos que:

dC K
=—x = 58
dt t—0 K ' ( )

K, C

v v

O numero de agregacao N, cujos valores sao mostrados na Tabela 10, usado para
se calcular a concentracdo de vesiculas pode ser obtido para uma vesicula unilamelar
através de dados do diametro hidrodindmico dos lipossomas e da area ocupada por um
grupo de cabeg¢a de uma molécula de fosfolipidio. Através da relacdo entre a area de
superficie total, interna e externa, do lipossoma e area do grupo de cabega encontramos o

numero de fosfolipidios que compdem o lipossoma, N.

47[.(DHJ + 47[(DH - e] 59
N2 2 (59)

a
PL
, onde Dy ¢ o didmetro hidrodindmico dos lipossomas, e corresponde a espessura da

bicamada lipidica e a,, ¢ drea média das moléculas de lipidios que compdem o lipossoma.

Foram obtidos os valores de K; e K’ ¢ K, constantes da tabela 9 abaixo para as

concentragoes estudadas.
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Tabela 9 - Valores de K, K/', K, e K., obtidos para as concentracdes estudadas.

Conc. K K¢ K, Kext
(mM) (mM) (s) (mg/cmz.s.mM) (g/cmzs)
127 9,86*107 169,2 3,36 42.10°
85 3,44%107 333,2 1,78 1,3.10°
60 2,07%107 55,8 9,87 2,6.10°
40 7,95%107 47 4 11,61 1,3.107
20 1,31*%107 21,6 25,33 7,4.10%
5 8,88%10° 720,6 0,72 2,8.107

Os valores de K.y mostrados na tabela 9 foram obtidos a partir dos dados de K, e

C,, pois sabe-se que nos tempos finais do processo de hidratagdo ndo ha variacdo da massa

m
de fosfolipidios no meio com o tempo (7 =0) e todo o filme lipidico ja foi penetrado
t

pelo liquido e desintegrado (L, — L, = 0). Portanto podemos escrever que:

KVCV
S, .(1 - 5]
-

Os demais parametros do modelo, mostrados na Tabela 10, foram ajustados de

K
(60)

forma que os dados gerados pelo modelo se aproximassem ao maximo dos dados

experimentais.

Tabela 10 - Valores dos parametros ajustados utilizados na simulacio da formacéo dos lipossomas.

Co Kint dy K,

m gcms nm nm/s
(M)s r(/ z)( ) cos O (nm/s) a n N
127 10,7]1,3] 1,2.10% [ 5,00 | 1,8.10° 11,8 -0,00185 | 1 [1,0%10°
85 [0,8[1,1]9,4.10° | 5,00 | 1,8.107° 4.4 -0,00135 | 1 |1,0%10°
60 [0,7[1,1]1,6.10° 5,00 1,8.10" 4.4 -0,00325 | 1 |1,0%10°
40 [08/[1,1]1,3.10%[5,00] 1,8.10° 13,9 -0,00225 | 1 |1,0%10°
20 [0.8[1,1]1,4.10% 5,00/ 1,8.10" 4.4 -0,00345 | 1 [1,0%10°
5 l09]1,1]1,5.10° [ 5,00 | 1,8.10"° 4.4 -0,00145 | 1 |1,0%10°

Utilizando-se os valores dos parametros contidos nas tabelas 8, 9 e 10 e o conjunto
de equagdes apresentadas no item 4.3.6.1, obteve-se os graficos de massa dissolvida em
funcao do tempo, para as 6 concentragdes estudadas, da Figura 30. Nos célculos realizados

foi usado passo de integracao igual a 0,15 s.
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Figura 30 — Resultados obtidos para a massa adsorvida com o tempo para as concentracdes estudadas,
valores experimentais e obtidos pelo modelo.(a) 127 mM, (b) 85 mM, (c¢) 60 mM, (d) 40 mM, (e) 20 mM
e (f) 5 mM.

Como podemos ver pelos dados dos graficos da Figura 29 o modelo conseguiu
representar bem os dados experimentais, o que indica que a desintegracdo do filme lipidico
seco ¢ a simultdnea formagdo dos lipossomas segue o modelo representado pelas equagdes

(51), (53) € (54).

dL, dr, L,-L, dk - -
pod yr R mKn L —L, ) (51)
dt  dt K dt ( r ")
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dm

K. SJ1-2|+k
dt } T

dm

S
i P9y

int *
H

SO.Zi(

L

dL,

.(1 - 8).—

dt

p _Ld)_

K

C

v v

(53)

(54)

O modelo gerou também dados de comprimento penetrado e comprimento

dissolvido em funcdo do tempo para as 6 concentracdes estudadas, que sdo mostrados na

figura 31.
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Figura 31 — Resultados obtidos para a variacdo do comprimento do filme lipidico penetrado pelo

liquido (L;) e do comprimento do filme lipidico dissolvido (L4) com o tempo, para as concentracdes
estudadas. (a) 127 mM, (b) 85 mM, (c¢) 60 mM, (d) 40 mM, (e) 20 mM e (f) 5 mM.
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Podemos ver pelos graficos da Figura 31 que os valores de L, e Ly sdo muito
proximos, o que indica que a dissolucdo do filme lipidico ocorre tdo logo o filme ¢
penetrado pela solugdo aquosa, ndo havendo um comprimento molhado significativo. Isso
pode ser explicado considerando que o mecanismo mostrado no item 3.3.2.3 ¢ valido, pois
nesse caso o escoamento da solucdo aquosa ajuda destacar as figuras de mielina, que
corresponderiam ao comprimento molhado, fazendo com que este comprimento seja

sempre nao significativo.

O modelo permitiu, além de avaliar o perfil de formacdo de lipossomas com o
tempo, estimar a espessura do filme lipidico adsorvido na superficie dos tubos de vidro.
Esse valor corresponde ao valor maximo atingido por L, e L4 na simula¢do, como pode ser

visto nos graficos da Figura 31.

Na Tabela 11 sdo apresentados os valores obtidos para a espessura do filme

lipidico seco para cada uma das concentracdes estudadas.

Tabela 11 — Espessura do filme lipidico seco obtido pela modelagem da cinética de formacio dos

lipossomas para cada uma das concentragdes estudadas.

Concentracgiao Espessura Filme
(mM) Lipidico (nm)

127 10000

85 7600

60 2200

40 9500

20 2500

5 2500

Os valores obtidos para a espessura dos filmes lipidicos sdo coerentes com as
observagdes experimentais, nas quais visualizou-se a formag¢ao de um filme muito delgado

no interior dos tubos (Figura 18), com espessura dificil de ser determinada visualmente.

Com relagdo ao efeito da concentragdo, pode-se observar que em geral a adsor¢do
de solucdes de maiores concentracdes levou a formagdo de um filme lipidico de maior
espessura. Isso € coerente com os resultados experimentais pelo fato de que nas maiores

concentragdes a massa disponivel por unidade de area disponivel para adsor¢ao € maior.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos durante o desenvolvimento deste trabalho mostram a
viabilidade do processo de produgdo de lipossomas pela hidratacdo de filmes secos de
lipidios formados por adsor¢do na parede interna de tubos de vidro em um sistema

multitubular.

A adsor¢do de fosfolipidios em sistema multitubular mostrou resultados de
rendimento semelhantes aos obtidos nos ensaios com um unico tubo, o que ¢ promissor
para o escalonamento do processo. Os filmes obtidos ndo foram homogéneos e as causas da
heterogeneidade estdo associadas principalmente a distribuicdo da dispersao nos tubos de

vidro.

A comparagdao dos modos de operagdo de adsorcdo continua e em batelada
mostrou que tanto a massa adsorvida quanto o rendimento do processo de adsor¢do nao

apresentou diferencas significativas para os dois modos de operacao.

A hidratagdo dos filmes delgados formados mostrou-se ser um procedimento
rapido e gerou uma populacdo heterogénea de lipossomas com didmetro médio variando

entre 800 e 2000 nm dependendo da concentragdo inicial da dispersao de fosfolipidios.

A cinética de formagdo dos lipossomas apresentou um comportamento assintotico,
tanto para a absorbancia da dispersdo a 340 nm, quanto para o didmetro médio das
vesiculas e a concentracdo de fosfolipidios. O aumento da vazao de circulacao da solugao
de hidratag@o ndo alterou o perfil da formacao dos lipossomas, porém diminuiu o tempo em
que concentra¢do atinge o valor maximo. Esse menor tempo para a dessor¢do total dos
fosfolipidios adsorvidos pode levar a tempos de processamento menores. A incorporagao de
colesterol no filme lipidico seco levou a formagao de lipossomas de didmetros menores € a

menores tempos de dessor¢ao.

A encapsulagdo da Pirazinamida nos lipossomas foi verificada e a eficiéncia da

incorporacao foi maior, da ordem de 14%, quando o farmaco foi adicionado na solucao de
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hidratagdo. Os perfis de liberagio do farmaco mostraram que a Pirazinamida esta
completamente liberada em tempos proximos de 45 minutos, ¢ demonstram a propriedade

de barreira caracteristica das bicamadas lipidicas.

Os lipossomas produzidos mostraram-se estdveis na presenca de tensoativos para
concentragdes de até 80% de tensoativo, indicando empacotamento denso dos fosfolipidios

na membrana.

A modelagem matematica da formag¢do de lipossomas mostrou que o modelo que
considera a penetracdo de solugdo aquosa no filme lipidico e a dissolugdo deste filme,
seguida pela formacao dos lipossomas, ¢ adequado para representar os dados experimentais
em toda a faixa de concentragdo estudada. O modelo permitiu também verificar que a
dissolucdo do filme lipidico se processa rapidamente, ndo ocorrendo a formacdo de um
comprimento molhado significativo. Por fim o modelo permitiu estimar a espessura do
filme depositado sobre a parede dos tubos de vidro para todas as concentragdes estudadas.
A espessura obtida pelo modelo estd de acordo com as observagdes experimentais que

sugerem a formacao de um filme lipidico delgado.

Como conclusdo geral pode-se dizer que o sistema multitubular e instalagdo para
produgdo continua de lipossomas sdo promissores, € que constituem um sistema simples e
versatil para o escalonamento do processo. Os resultados contribuem para o
desenvolvimento de processos continuos, esterilizaveis e escalonaveis para a producao de

lipossomas.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Como sugestdes para trabalhos futuros podemos citar:

1) Realizar os experimentos com o sistema fechado para minimizar a influéncia da

evaporac¢do do etanol durante a etapa de adsorcao;

2) Definir um novo procedimento para quantificacio da massa adsorvida para se poder

calcular os rendimentos dos processos de adsor¢do e hidratacao separadamente;

3) Realizar ensaios em um modulo composto por tubos de maior tamanho ou entdo com um
maior numero de tubos para se avaliar de maneira mais adequada a possibilidade de

aumento de escala;

4) Avaliar a possibilidade de encapsulagdo de outros farmacos de diferentes tamanhos e

hidrofobicidades;

5) Associar as caracteristicas dos lipossomas produzidos com a cristalinidade dos filmes
lipidicos;

6) Associar um novo modulo, em série com o sistema multitubular, para estudar a redugao

de tamanho dos lipossomas;

7) Estudar o reaproveitamento da solug¢do etandlica, contendo os fosfolipidios, drenada do

sistema multitubular apos a adsorcao;

8) Estudar a formacao das estruturas lipidicas expandidas no sistema multitubular;
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ANEXOS

Anexo I - Curva de Calibracao para Quantificacao de Fosfato

0.7 4
Abs = 9.32309E-4 + 12.77759 * Conc(mg/mL) /
e

0.6 s

s

04 /

0.3-_ /
0.2-_ /

0.1

Absorbancia a 640 nm

0.0 -
T T T T T T T T T
0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05

Concentragao (mg/mL)

Figura 32 - Curva de Calibracio do Método de Stewart.



114

Anexo II - Curva de Calibragcido para Quantificacio de Fosfolipidios em Solucio

Aquosa

0.8

07 Abs = -9,32*10" + 12,77 * Conc

0.6—-
051
0.4-
0.3-

0.2 1

Absorbancia a 830 nm

0.1+

0.0

ot —+—
0.0 0.2 04 06 08 1.0 12 1.4

Concentragao (mM)

Figura 33 - Curva de Calibracido do Método de Quantificacdo de Fosfato de CHEN.
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Anexo IIT - Curva de Calibracio para Determinacdo de Pirazinamida Encapsulada

em Lipossomas

0,84
0,6 4

0,4

Absorbancia a 260nm

0,24

0,0

y=0,6639*x-0,0096
R?=0,9996

0,0

T T T
0,5 1,0 1,5

Concentracéo de Pirazinamida [mM]

2,0

Figura 34 - Curva de Calibracio para Determinac¢ao de Pirazinamida apés Incubaciio com Alcool.
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Anexo IV - Curva de Calibracido para Determinacido de Pirazinamida nao

Encapsulada

y=6,5883*x+0,0055
R®=0,9992 -

0,8+ S
1 [
0,6 4

0,4 ~

Absorbancia a 260nm

0,24 S

0,0 . , . , . , .
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20

Concentracéo de Pirazinamida [mM]

Figura 35 - Curva de Calibracio para Determinacio de Pirazinamida sem Incubacio com Alcool.
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Anexo V - Modelo da Difusido de Solutos no Interior de Esferas Porosas

O processo de difusdo dos farmacos do interior de particulas so6lidas e lipossomas

¢ apresentado na Figura VI.

c,=0

Equagao Geral:

c= c(r,9,¢,t)

Concentragao

Distancia

Figura 36 -Modelo fisico de difusio de solutos no interior de esferas solidas.

Nesse modelo considerou-se as seguintes hipoteses:
. A extracdo do soluto das esferas ocorre por difusao;

. A concentragdo do solvente ndo de altera e é sempre nula: c, = 0 (o que significa
em termos praticos que a quantidade de solvente ¢ tdo alta que o soluto extraido

deixa apenas tracos de concentracio no solvente);

o A difusdo ¢ do interior das esferas solidas para o solvente;
° O coeficiente de transferéncia de massa entre o sélido e o fluido é muito elevado;
. A concentragdo no exterior das esferas ¢ igual a concentracao do solvente:

c(r=R) = ¢, =0 (condigao de contorno do modelo)
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Na prética ¢, € constante e uniforme para uma certa esfera (e ndo no trecho da coluna que

contém as particulas);
e Existe simetriaem 0 e ¢, = ¢ = ¢ (1,t);

e Propriedades fisicas permanecem uniformes e constantes.

Como a difusdo ocorre no interior das esferas solidas, a equagdo geral para a

difusdo sem reagdo quimica ¢:

DVZ¢ =%+div(c3j 61)

5
Como o material € s6lido: v=0, logo:

oc

DViec=— 62
o (62)
Para coordenadas esféricas:
ii(,ﬂz @j—i@ (63)
r* or or) Dot
As condicoes de contorno sao:
ccl— (condi¢do inicial) t=0, 0<r<R c(1,t)=cCin (64)
cc2 >t>0, t >0, r=R c(Rt)=ce=0 (65)
cc3 — c (r,t) ¢ um valor finito para 0 <r <R (66)

Utilizando o método de separacdo das varidveis:

clr.e)=R(r)o() (67)

% R(W0) (68)
r



%[ZrR’H + rzR”H]: %RH'

Dividindo por ¢ = RS # 0, obtém-se:

1
7"2

i[21*R'+r2R"] _1o — (constante)
R D@

(69)

(70)

(71)

(72)

(73)
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A € uma constante, A > 0, porque /im c(t) ¢ valor finito. Pode-se entdo separar as

[—0

equacoes:
r*R"+2rR+Ar’R=0
0'+AD6 =0
A partir da equagao (39):

0(t)= Aexp (- ADt) ()0 pela cc3)

Quando: A = 0 temos que:

O(t) = A (constante)

A partir da equagdo (38):

(74)

(39)

(75)

(76)
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2
,ﬂdf+2ﬂﬁ+ﬂﬁR=o (77)
dr dr

Definindo y = r.R, temos que:

r
R(r)=2") (78)
14
drR 1 1
oy 79
dr r r2y (79
d’R 1 2 2
N 80
dr® ry r? Y P Y (80)

Substituindo as equagdes (78), (79) e (80) na equagao (77), tem-se:

1 2 2 1 1
r{—y”——Zy’+—3yj+2r(—y’——2yj”fzZ =0 (81)
r 7 7 r r r
2 2
V4 r
yu_+_ﬂy — 0 (83)

Para A=0, y=B,r + ¢, ou Rr =B+ c,. Sendo assim temos que:

R=B +< (84)
r

Para A >0, y =B, Sen(\/z)+ c, COS(\/Z r). Sendo assim temos que:

R= %[Bl Sen(\/z r)—i— c, cos(\/z r)] (85)

Pela condi¢ao de contorno cc3 = C(r,t) ¢ finita, tem se que:

liml =+ e [lim sen@ =1 (86)

r—=0 p r—0 V4
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Portanto:

co=0ec,=0 (87)
Logo:
c(r,t), A, =B,4 (Z =0) (solugdo em regime permanente) (88)
1 ~ . .
A, exp(- lDt)—sen(\/z r) (1)0)  (solugdo em regime transiente) (89)
r

Como num tempo infinito a concentragdo no interior da esfera ¢ nula, entdo Ay=0.

Pelaccl, t=0Vr c(r,0)=c,, (90)

Pelacc2, 1)0 r=R c(R,t)=0 (91)
1

Ou, 4, exp(- ZDt)Esen<\/z R)=0 (92)

Para a solucao ndo trivial isto so € possivel se JAR= nr, n=123..(93)

2
nirw
A=[% ~123.. 94
(R ] n (94)

2
c(r,t) =4, exp{— [%j Dt}lsen[n';f'rj n=1223.. (95)

Pela superposicao das solugdes:

c(r,t)= i A, exp[— (%} Dt} 1 sen( n;rj (96)

n=1 r

Pela ccl: ¢(r,0)= i A, lsen(n';;'rj = Cint
r

n=1

97)
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Multiplicando por 1:

ZAn sen(n” rj—cimr 0<r<a (98)
n=1 a
A solucdo da equagdo (98) ¢ uma série de Fourier de senos, onde
R
2R 1
.[ Cint? sen( jdr = w n=123.. 99)
Ry niw
c(ryt)= —i(—l)” 2R o ex 2 2Dt L gen| 22T (100)
b — nr mt p R ’ R
Ou, rearranjando:
NJIT.F
. 2 sen( 7 j
" n.JT
C( )— 2Cmt;(— 1) exp[—(?j Dt:|7 (101)

R

Considerando “N” particulas, a quantidade total do soluto difundido no solvente ¢

dada por:
_ ) ;
. ) exp{— (nRﬂj De:l S en[n.z.rj
= N|clr,t Wzr*dr = N| -2, -1) 4zr’d
c(t) !c(r t)47rr r cmtnzz;( ) i j- r z.rodr | (102)
R

De (102) tem-se que:

(103)

0

ct)= N8, 3 (1) — jsen[”-;f- err

n=1
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eXp[— (nRﬂ] DH] _ rcos[n'ﬂ'rj sen(n'ﬂ'rj
» ) R 2
= =87, Z(— 1) (104)

=1 h.zw n.zw n.m ?
R R R O
nr)
exp{—(Rj DH:I
> — Rcosnr
=8N, Y (-1)" (105)
7[ Cmt;( ) ﬂ ﬂ
R R

(”’ZJZD;}
R (105)

2,2
niw

exp{—
=8zNc, R* Y. (-1)"

n=1

3
IV R S Ll n2nhe) (106)
VA n=1 n
? = 4%y ~expl-n’rh) (107)
int n=1
Quando 1 =0 #:I:A*Z‘O:’%2 (108)

nt n=1

Significa que todo o solvente estd no interior das “N” esferas, logo c(t) =cC._ e

nt

2

sendo Zw:% = z

n=1 N 6
7’ 6
l:A*?, logo A*=— (109)
clt 6 &1
¥=?2?6Xp(_n2”2kt) (110)
int n=

A concentracao de farmaco difundido ao meio sera:
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o+ ()= 3 (111)

A concentragdo total de fArmaco no interior das esferas, expressa por unidade de

volume do meio, ¢:

47R*N
3
C¥ine = Cint ” (112)
Onde: V = volume do meio ¢ N = ntimero de esferas do meio, logo:
c*(1) 6 &1 - (113)
——2=1-—) —expl-n"7kt
. 2 e )

A equagao (113) corresponde ao modelo ja calculado por GUY et al.,1982.



