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RESUMO

Neste trabalho foi estudada a preparac@o e caracterizagcéo de lipossomas
elasticos e etéstéco—magnéﬁcoé projetados para facilitar o transporte transdérmico
de moléculas bioativas. Os lipossomas preparados foram do tipo unilamelar,
compostos de dimiristoilfosfatidilcolina sintética (DMPC), fosfatidiicolina de soja
hidrogenada ou fosfatidilcolina de ovo (PCovo) como componentes estruturais e
dos tensoativos derivados do acido laurico: Cq2Es (polioxietiieno-5-lauril éter),
PEG4L (polioxietilenoglicol-4-lauril ester), PEG4DL (polioxietilenoglicol-4-dilauril
ester), PEGSBL (polioxietilenoglicol-8-lauril ester} e PEG8DL (polioxietilenoglicol-8-
dilauril ester), como componentes elasticos. As propriedades magnéticas foram
adicionadas aos lipossomas através da incorporagdo da magnetita coloidal. A
incorporacéo dos tensoativos nos lipossomas foi feita por dois procedimentos:
durante a hidratacdo do filme lipidico ou por incubagdo com lipossomas pré-
formados. Os lipossomas elasticos foram caracterizados através da guantificacgo
do teor de fosfolipidios, diametro médio e distribuicdo de tamanhos, incorporagéo
dos tensoativos, capacidade de permeagdo em membranas artificiais com poros de
50 e 30nm, elasticidade e estabilidade fisica de estocagem. Nos lipossomas
elastico-magnéticos foi também caracterizada a incorporagdo da magnetita
coloidal. Os resultados experimentais mostraram que a temperatura de transicéo
de fases do fosfolipidio, a fluidez da bicamada lipidica produzida pela incorporacao
do tensoativo e a preservacdo da integridade da particula foram fatores que
determinaram o desempenho dos lipossomas elasticos na permeacgéo atraves de
membranas nanoporosas. Nesse contexto, os fosfolipidios DMPC e fosfatidilcolina
de ovo e os tensoativos PEGBL e PEGS8DL foram os constituintes que
apresentaram melhor desempenho. O escoamento através de membranas dos
lipossomas elasticos compostos de PCovo e PEGS8L obedeceu a lei de Darcy e
apresentou caracteristicas semelhantes as da agua. Esses resultados demonstram
a potencialidade dos lipossomas elasticos para a administragcao transdérmica de
compostos bioativos.

Palavras chave: lipossomas, tensoativos, aplicagdes transdérmicas.



ABSTRACT

The purpose of this work was to study the preparation and characterization of
elastic and elastic-magnetic liposomes designed to facilitate the transdermal
transport of drugs. The prepared liposomes were unilamellar, composed by
synthetic dymirystoylphosphatidylcholine (BMPC), hydrogenated soy
phosphatidylcholine or egg phosphatidylcholine (PCegg) as structural components
and by the derivative lauric acid surfactants: C1,Es (polyoxyethylene-5-lauryl ether),
PEG4L (poiyethyleneglycol-4-laury! ester), PEG4DL (polyethylenoglycol-4-dilauryl
ester), PEG8L (polyethylenegiycol-8-lauryl ester) e PEG8SDL polyethyleneglycoi-8-
dilaury! ester) as elastic components. Magnetic properties were added to elastic
liposomes by incorporation of colloidal magnetite. The incorporation of surfactants
to liposomes was done by two procedures: during hydration of lipid film or by
incubation with preformed liposomes. The elastic lippsomes were characterized
through their phospholipid contents, mean diameter and size distribution,
incorporation of surfactants, capability for permeation through artificial membranes
containing 50 or 30 nm porous, elasticity and storage stability. The incorporation of
colloidal magnetite was also characterized in elastic-magnetic liposomes. The
experimental results show that the phospholipid phase transition temperature, the
fluidity of the lipid bilayer generated by surfactant incorporation and the preservation
of particle integrity were factors determining the performance of elastic liposomes
on permeation through nanoporous membranes. In this context, DMPC and PCegg
phospholipids and the surfactants PEGSL and PEGS8DL were the best compounds.
The flowing through membranes of elastic liposomes composed by PCegg and
PEGSL obeyed the Darcy law with similar characteristics compared to water. These
results demonstrate the potentiality of elastic liposomes for transdermal
administration of drugs.



1. INTRODUCAO

Atualmente, a administrac@o de farmacos através de rotas nio invasivas,
como as vias oral, pulmonar e transdérmica tém se destacado pela facilidade de
aplicacdo e por proporcionar conforto ao paciente. Particularmente, a via
transdérmica tem sido bastante estudada e, recentemente, considerada uma das
vias mais inovadoras para administracéo de farmacos.

As vantagens da administracdo de farmacos pela rota fransdérmica em
relacdo as demais sao. atividade metabdlica reduzida quando comparada ao trato
gastrintestinal e figado {efeito de primeira passagem) (Bouwstra ef al, 2003) e a
comodidade de aplicacdo pelo paciente. No entanio, o grande problema da
utilizacdo desta via é imposta pela limitagdo da pele & entrada e saida de
substancias no organismo, visto que funciona, principalmente, como um orgaoc
protetor.

Varias estratégias fisicas e quimicas tém sido empregadas para methorar o
transporte de farmacos através da pele, como a utilizacdo dos métodos de
sonoforese (Mitragotri et al,, 2000 e Merino et al, 2003), iontoforese (Li ef al,
2002), eletroporagao (Prausnitz, 1999), magnetoforese (Murthy e Hiremath, 2001),
uso de promotores de absorcao cutanea tais come tensoativos (Monti et al., 2001
e Karande ef al. 2004), lipossomas (Cecv ef al., 1998 e Bouwstra ef al., 1899) e
mais recentemente o uso de dominios peptidicos de transducéo (PTD), peptidios
catibnicos capazes de penetrar através de membranas celulares carreando
macromoléculas (Schwarze ef al., 1999).

Dentre os varios tipos de lipossomas, somente os elasticos, compostos de
fosfolipidios e tensoativos, apresentam alta fluidez e elasticidade, que os tormam
capazes de atravessar poros virtuais entre os cornedcitos sob a influéncia do
gradiente de agua transepidermal, sendo possivel o transporte de farmacos até as
camadas mais profundas da pele.

A caracteristica de elasticidade dos lipossomas é produzida pela utilizagao
de fosfolipidios de baixa transicdo de fases, que se encontrem no estado liquido-
1



cristalinc a temperatura ambiente (25°C), juntamente com tensoativos cuja funcao
e aumentar a fluidez da bicamada lipidica. Lipossomas ultradeformaveis,
chamados de transferssomas, contendo o tensoativo colato de sédio, foram
desenvolvidos por Cevc ef al. (1991, 1995 e 1997). A utilizacao de tensoativos nao
iénicos de cadeia simples foi introduzida por Bouwstra et al. (1999) e Van den
Bergh ef al. {1998, 1999, 2001), com 0s ésteres de sacarose derivados dos acidos
estearico e palmitico, uma mistura de mono, di e tri-ésteres derivados do acido

laurico ou o éster de polioxietileno também derivado do acido laurico, PEGSL..

O uso de lipossomas elasticos associados com ferrofluidos, lipossomas
elastico-magnéticos, pode combinar as propriedades de fluidez da bicamada
lipidica e captura magnética pela presenca do ferrofluido, devendo assim
promover mais eficientemente o transporte transdérmico de farmacos.

A abordagem do transporte transdérmico usando lipossomas elastico-
magnéticos & inovadora, uma vez que até entdo, o campo magnético tem sido
usado somente para a permeacido de farmacos na forma livre em um processo
chamado de magnetoforese (Murthy e Hiremath, 2001).

As propriedades magnéticas conferidas aos lipossomas intensificaram
aplicagcbes importantes em processos biotecnoldgicos. Pode-se citar a
imobitizacédo de enzimas em membranas e utilizagao em processos continuos {De
Cuyper e Joniau, 1990 e 1893), estudo de membranas bioldgicas (De Cuyper e
Joniau, 1992, De Cuyper et al, 2004), e adsorgdo de anticorpos {Zollner et al,,
2003, Rocha et al. 2001).

Dentro deste contexto, a aplicagdo de lipossomas elasticos e elastico-
magnéticos no transporte de farmacos por via transdérmica é promissora, uma vez
gue combinam vantagens desta via para administracdo de farmacos, com a
potencialidade das vesiculas elasticas e elastico-magnéticas para transpor as
barreiras da pele. As propriedades elasticas desses lipossomas também sac

promissoras para aglicagdes na area de cosméticos.

As caracteristicas citadas motivaram a realizagdo deste trabalho, o gual
compreende inicialmente o estudo da preparagdc e caracterizagdo das



propriedades fisico-quimicas dos lipossomas elasticos, seguida da preparac¢éo dos
lipossomas eldstico-magnéticos na melhor condi¢cdo anteriormente obtida.

Neste trabalho, a elasticidade nos lipossomas foi produzida pela associagao
do fosfolipidio estrutural de baixa temperatura de fransicdo de fases,
dimiristoilfosfatidilcolina sintético (DMPC) com os tensoativos derivados do acido
laurico nas formas de: éter, CioEs, de ésteres de cadeia simples, PEG4L e PEGSL,
e de cadeia dupla, PEG4DL e PEGSBDL, como componentes elasticos. Lipossomas
de lecitina de soja hidrogenada {media temperatura de transicao de fases)
contendo os tensoativos Ci2Es e PEGBL foram usados para comparacéo. Lecitina
de ovo foi usada na melhor condig&o obtida, para o estudo do comportamento de
escoamento em membranas de policarbonato. A incorporagdo do tensoativo
PEGSBL nos lipossomas foi estudada por dois métodos: adigdo durante a

hidratacao do filme seco de lipidio para a formacéo dos lipossomas e incorporagéo
aos lipossomas pré-formados.

As propriedades magnéticas foram adicionadas aos lipossomas elasticos
pela incorporacéo da magnetita coloidal como ferrofluido.

Os lipossomas foram caracterizados através da sua composicao,
propriedades fisicas, de elasticidade e estabilidade durante estocagem. Os
resultados obtidos foram analisados em termos de potencialidades destes
lipossomas para o transporte transdérmico de moléculas bioativas.



2. OBJETIVO

Este trabaiho teve como objetivo o estudo da preparacdo e caracterizagéo de

lipossomas elasticos e eldstico-magnéticos e a analise da sua potencialidade

como veiculo facilitador do transporte fransdérmico de moléculas bioativas.

O desenvolvimento do trabalho foi feito nas seguintes etapas:

|
i Preparagdo de lipossomas unilamelares elasticos |
| pelo método de Bangham e extrus&o em membranas E

de policarbonato

r Caracterizagdo dos lipossomas elasticos

Preparagio da magnefita coloidal por co-precipitagdo
de sais de ferro ¢ estabilizagio com Acido laurico |

Preparacdo de fipossomas elistico-magnéticos |
unilarmetares pelo metodo de Bangham e sonicagdo :"

seguida da incorporaciio dos tensoativos

i Método de Anélise !

QLs

Diametro Médio E?[E

Teor de fosfato Colorimetria

Tens&o Superficiall |

Incorporagac Tensocativo S QLS/Ab&/RPE

D8C

Interagéo
Lipidic f Tensoativo a

Estabilidade Qs

Caracterizacdo dos ipossomas elastico-magnéticos

—

Elaslicidade

| Permeagao afravés |
| de membranas

Teor de Ferro

Colorimetria

Diametro Médio Qs

Teor de fosfato e ferre Colorimetria

i Tenséo Supetficiall

Incorporagéo Tensoativo | QLS/AbS

QLs

| Permeacio através
| de membranas

Estabilidade

Elzslicidade

KMagnetismo

Magnetoforese




3. REVISAQ BIBLIOGRAFICA

A pele que recobre a superficie do corpo € constituida por uma porgéo
epitelial, epiderme, e uma porcao conjuntiva, a derme. Considerada o 6rgéo mais
pesado do corpo humano, a pele juntamente com seus anexos, s&o responsaveis
por cerca de 16% do peso corporal @ com espessura de apenas alguns milimetros
(cerca de 3mm) apresenta multiplas funcdes (Quadro 1), entre as quais a de atuar
como interface entre o meio interno e o meio ambiente protegendo o organismo
contra a perda de agua, atrito e infecgdes (Jungueira e Carneiro, 1995,
Redeimeier e Kitson, 1999).

Este tecido € dotado de elevada resisténcia e flexibilidade, apresentando
baixa permeabilidade e notavel possibilidade, em circunstancias normais, de auto-
regeneracao. Além disso, possui extraordinaria capacidade sensorial e
imunolégica, desempenhando fungdes relevantes na conservagio da homeostasia
(concentraco adequada de substéncias quimicas) ao assegurar a regulacdo
hemodinamica (presséo) e a termorregulacéo corporai.

Como a pele é o tecido mais acessivel, freqUentemente é exposta a
abrastes, radiacbes, solventes, detergentes, residuos quimicos, poluentes e
produtos potencialmente téxicos e alergénicos produzidos por fungos, leveduras,
bactérias e plantas. Produtos cosméticos e farmacéuticos de uso tdpico ou
transdérmico podem conter substéncias quimicas que aumentam o risco de
dermatite de contato, a qual pode ser ocasionada por irritagdo ou alergia. Desta
forma, para que possamos controlar as propriedades biofarmacéuticas das
formulagbes dermatoldgicas é fundamental o conhecimenio das caracteristicas
anatdmicas, fisioldgicas e quimicas da pele (Ramachandran e Fleisher, 2000).




Quadro 1. Fungdes desempenhadas pelo tecido cutdneo (Costa et al, 1993,
Guyton, 1988, Vilela, 2005).

Fungoes da Pele

1. Involucro dos tecidos e fluidos| 3.1. Tactil (pressao)

corporais, 3.2 Dor

2. Protecao do meio externo (fungdc de 3.3. Tarmica
barreira),
4. Conservagédo da homeostase,
2.1. Barreira microbiana
4.1. Sintese e metabolismo
2.2. Barreira quimica
4.2. Regulacdo hemodinamica
2.3. Barreira contra radiagtes
4.3 Regulacao témica
2.4. Barreira térmica
5. Excregdes glandulares,
2.5. Barreira elétrica
6. Secregbes apdcrinas.
3. Recepcao dos estimulos externos,

3.1. Anatomia, fisiologia e composicao quimica da pele.

A pele é composta por varias camadas anatomicamente distintas, mas
mutuamente dependentes: a epiderme, estratificada e avascular, a demme e ©
tecido subcutdneo (hipoderme) (Guyton, 1988, Junqueira e Cameiro, 1995).

A epiderme é a camada mais externa da pele com espessura variavel de
acordo com a regido do corpo (0,04 a 0,20mm) sendo mais espessa nos locais de
maior atrito e capaz de se regenerar em condicdes normais. Apresenta-se
estratificada formando as camadas basal, responsavel pela constante renovagao
celular, germinativa, que oferece resisténcia ao atrito, granulosa, capaz de
secretar substancias fosfolipidicas associadas a glicosaminoglicanos, e o estrato
céomeo que & uma membrana de espessura variavel, resistente e que, quase
sempre, representa a principal resisténcia a difusdo, sendo considerada o passo
limitante no processo da absorgdo percutanea (Junqueira e Carneiro, 1985).
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Uma viso mais sofisticada do estrato comeo foi sugerida mostrando os
queratindcitos, células compostas principalmente por queratina, circundados por
dominios lipidicos multilamelares e tridimensionais. As células do estrato corneo
(estagio final de diferenciagdo celular), os cornedcitos, ndo possuem nucleos e
organelas citoplasmaticas. Evidéncias também demonstram que o colesterol e
lipidios de cadeias longas saturadas, como acidos graxos livres e ceramidas
predominam no  estrato corneo e, juntos, sdo capazes de diminuir a
permeabilidade dessa camada (Golden et al., 1987, Marjukka Suhonen et al.,
1999, Bouwstra et al. 2003). Micrografias eletronicas de varredura revelaram que o
empacotamento dos cornedcitos favorece a coesao adequada e a elasticidade do
esfrato corneo (Redelmeier e Kitson, 1999). Esta camada caracteriza—se por ser
levemente permeavel & agua, cerca de 1000 vezes menos que outras membranas
biolégicas e mais higroscopica se comparada com outros materiais queratinosos,
como cabelo e unhas (Marjukka Suhonen et al., 1999).

Um filme acido composto por lipidios emulsificados (material sebaceo) que
cobre a superficie do estrato cérneo apresenta pH em tormo de 4,8 a 6,0
dependendo da area avaliada (Ramachandran e Fleisher, 2000).

A funcédo essencial dos lipidios {matriz lipidica) do estrado cdrneo sobre a
baixa permeabilidade da pele foi demonstrada através do aumento na perda de
agua transepidermal e maximizagdo da permeacgdo de substancias na pele
quando os lipidios foram extraidos com solventes (Marjukka Suhonen ef al., 1999).

O limite entre a derme e a epiderme nio & regular, mas caracteriza-se pela
presenca de saliéncias e reentrancias das duas camadas que se ajustam entre si
através das papilas dermicas. Na pele observam-se varias estruturaé anexas
(pelos, unhas, glandulas sebaceas e glandulas sudoriparas) que representam
aproximadamente 0,1% da sua superficie total (Junqueira e Carneiro, 1995).

A derme, localizada abaixo da epiderme, apresenta-se como camada mais
espessa que a epiderme (de 10 a 20 vezes) e gelificada, envolvendo matrizes de
proteinas fibrosas (colageno, elastina, reticulina, entre outras). Esta camada
sustenta e interage com a epiderme facilitando o perfeitc ajuste aos musculos e
o0ss0s. Vasos sanguineos, linfaticos e nervos sdo encontrados na derme, e as
' 9



fibras nervosas so alcangam a regido germinativa da epiderme através da derme
(Guyton, 1988). A Figura 1 ilustra, de modo esquematico, a pele humana com

suas camadas e estruturas anexas.

Figura 1. Representacdo esquematica das camadas da pele, apéndices cutaneos
e sistema vascular. a. Epiderme, b. derme, c¢. tecido subcuténeo, d. vasos
sanguineos €. nervos, f. glandulas sebaceas, g. papilas dérmicas, h. pélo
(adaptado de American Osteopathic College of Dermatology, 2005).

3.2 Administragao transdérmica de farmacos

A via transdérmica tem sido considerada a mais inovadora e promissora no
campo das pesquisas em liberagdo controlada de farmacos. Embora ainda com
poucos produtos (somente 10 farmacos, aproximadamente), o mercado mundial
de “paiches”, adesivos usados na administracdo de farmacos por via
transdérmica, aproxima-se atualmente de 3 bilhdes de libras. Por outre lado, a
pele é também usada para a aplicacado de cosmeticos para 0s quais 0 mercado
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mundial € também expressivo. Em 2001, somente os Estados Unidos
apresentaram 51 produtos farmacéuticos transdérmicos ou dérmicos em avaliacéo
clinica e outros 129 possiveis, sendo que 33% destes encontravam-se, na época,
em avaliac@o pre-clinica (Barry, 2001). Dados estatisticos revelam um crescente
namero de depositios de patentes nesta area. Paises como o Japdo, Estados
Unidos, Alemanha, Reino Unido e Franca, por exemplo, em 2000, depositaram 38,
33, 12, 6 e 5 patentes, respectivamente (Kydonieus, 2002).

O primeiro produto transdérmico a entrar no mercado foi “Transderm Scop”
desenvolvido por Alza Corporation em 1879. Este sistema consiste na associacéo
da escopolamina a um material adesivo (“patch”), sendo seu uso indicado para
prevenir nauseas e vomitos. A sua agao foi semelhante a aplicacao inframuscular
sendo, também, verificada a reducéo dos seus efeitos colaterais (Aungst, 1991 e
Prausnitz et al., 2004).

As vantagens da administracdo de farmacos utilizando a via transdérmica
quando comparada com a via oral sao a liberacio do farmaco durante vérios dias,
recorrendo apenas a uma administracdo e menor atividade metabdlica do trato
gastrintestinal e hepatica (efeito de primeira passagem). O Quadro 2 compara as
vias oral e transdérmica quando o objetivo € a liberacéo controlada de farmacos
(Costa et al., 1993; Benet ef al., 1996, US pharmacist, 2005).

3.3 Transporte transdérmico

A principal dificuldade de utilizagdo da via fransdérmica para administracdo
de farmacos é a baixa permeabilidade da pele humana. Substancias com massa
molar acima de 600 Daltons possuem menor capacidade de penetrar pela pele.
Cevc e Blume (1992) verificaram que pequenas moléculas, tais como fluoracil ndo
excederam a fracéo de 1%/hora por cm? ao penetrarem na pele intacta. Portanto
ha necessidade de farmacos com caracteristicas fisico-quimicas adequadas e
com alta potencia terapéutica.

Quando uma molécula livre ou veiculada se move através da pele intacta,
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inicialmente ocorre o contato com o sebo, restos celulares, bactérias e outros

materiais exdgenos que cobrem a pele.

Quadro 2: Semelhancas e diferengas da administracdo de farmacos pelas vias

oral e transdérmica usando sistemas de liberacao controlada (Costa ef al.,, 1993;

Benet et al., 1996, US pharmacist, 2005).

Via transdérmica

Via oral

Liberagao controlada continua

Liberacao do farmaco em 5-7 dias

Niveis plasmaticos estabilizados durante
0 periodo especificado

Nao interage com alimentos

Administracao de pequenas doses

Visibilidade do sistema durante a
administragao

Administracdo em casos de indisposicao
gastrica

Pequena area de absorgdo. Irritacio
local

Anulagdo de efeito de primeira

passagem

Aceitacao duvidosa desta via

Remocao durante a administracao

Liberacdo controlada usando sub-—
unidades

Maioria dos farmacos com liberagao
em 24 horas

Niveis plasmaticos estabilizados

durante o periodo especificado
interacdo com alimentos

Administracdo de doses pequenas e
grandes

Administracao imperceptivel para
terceiros

Impedimento no caso de indisposigao
gastrica

Grande area de absor¢ao

Efeito de primeira passagem

Via bem aceita

Remocgao impossivel apos
administracao
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Em geral, a molécula pode penetrar no tecido vidvel pelas vias
transfolicular, gue utiliza canais pilossebaceos ou através do estrato corneo intacto
seguindo duas vias distintas: intracelular ou intercelular. A presenca de apéndices
cutaneos (foliculos pilosos, unhas, glandulas sebaceas e sudoriparas) significa
que a epiderme age, em termos de difus@o, como uma barreira complexa (Aungst,
1991, Marjukka Suhonen ef al., 1999, Redelmeier e Kitson, 1999).

Em 1983, Barry sugeriu que a difus&o intercelular ocorre de forma passiva,
através de um mosaico de regibes polares e apolares formado por cornedcitos
(ricos em queratina) e a matriz lipidica, no qual as substancias se dissolvem e
difundem no estrato corneo de acordo com a sua afinidade quimica. Estudos da
camada cérnea utilizando calorimetria exploratéoria de varredura (DSC), mostraram
que o transporte de substancias através da pele ocorre principaimente pela via
intercelular, ou seja, através da matriz lipidica (Golden ef al. 1987). Estudos
realizados por Potts e Guy (1982) mostraram que a permeacdo da maioria das
substancias no estrato cérmeo é fortemente influenciada por seu tamanho e
lipofilicidade. No entanto, foi sugerido que compostos com alta hidrofilicidade
penetram tanto pelas regides hidrofilicas dos cornedcitos (presumindo que exista
agua associada & queratina) quanto pela matriz lipidica.

Somente nos witimos anos, foram identificadas correlagbes entre condigbes
fisico-quimicas e biologicas no intrincado processo de penetracéo transdérmica de
bioativos (Morganti ef al, 2001). A Figura 2 apresenta esquematicamente ©
estrato corneo e as duas micro-rotas de penetracéo de farmacos.

Os intersticios entre as células do estrato comeo formam labirintos estreitos
com menos de 0,1um de largura. Além disso, o limen (dimens&o) efetivo dos
espacos intercelulares é reduzido por corpos lipidicos. Essas caracteristicas fazem
com que a maioria das moléculas lipofilicas ou hidrofilicas aplicadas topicamente,
sejam, eficientemente, isoladas das regides mais profundas da pele (Barry, 2001).
Em 1987 Barry inferiu que farmacos polares atravessem o estrato cérneo pela via

intracelular, enquanto que os farmacos nao—polares penetram pela via intercelular.
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Figura 2: Representagdo esquematica do estrato cdmeo, ilustrando duas
possiveis vias para difus@o (adaptado de Barry, 2001).

A permeabilidade de farmacos no estrato comeo varia de acordo com
espécie, idade, localizacdo anatdmica, modificacdoc na micro-circulacao,
temperatura da superficie, entre outros. A arquitetura basica da pele & similar em
todos os mamiferos. No entanto, ha diferengas estruturais no amanjo e na
densidade dos foliculos pilosos nos humanos e nos animais. Uma das causas da
diferenca de permeabilidade humana e animal pode ser a quantidade de
apéndices como foliculos pilosos e glandulas sudoriparas e sebaceas. O Quadro 3
apresenta a densidade e tamanho dos foliculos pilosos em 5 tipos de pele
(Brounaugh ef al., 1982).

A permeacao de um determinado composto veiculado através da pele pode
ser descrita através da Eq. 1 que relaciona o fluxo em estado estacionario com os
fatores que afetam a permeacao (Barry, 2001).
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dm DCK
dt £

(Eq. 1)

onde m € a quantidade de farmaco permeado em funcéo do tempo ¢, C, é a

concentragao inicial do farmaco no veiculo, X € o coeficiente de particao do

soluto entre a membrana e a solugdo, DD é o coeficiente de difusdo e ¢ é a

espessura da membrana.

Utilizando a Eq. 1 pode-se deduzir as condigbes ideais para a permeacio
de farmacos, que s&o: baixa massa molar (menor que 600Da), resultando em alto
valor do coeficiente de difusdo [, solubilidade adequada em 6leo e em agua, tal
que promova alto gradiente de concentracio entre a solucdo e a membrana, alto
coeficiente de particdo do soluto entre a membrana e a solugdo, K, porém
otimizado de modo a néo inibir a passagem do bioativo para os tecidos vidveis.

Quadro 3: Densidade e tamanho dos foliculos pilosos em 5 tipos de pele
(adaptado de Brounaugh et al., 1982).

Espécie Local da pele Numero de Diametro dos foliculos

foliculos/cm?® (um)

Humana Abddmen 111 9713

Porco Dorsal 11¢1 17714

Ratos Dorsal 289+21 2541

Camundongos Dorsal 658138 26+1

Camundongos Dorsal 7516 4611

sem pelos

Em 1992 Cevc e Blume demonstraram que apos a aplicacdo de um

farmaco (livre ou carreado) na pele, € criado um gradiente de concentracio entre
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o local de aplicacdo e o interior da pele. Assim, o gradiente é inevitavelmente
diminuido com o aumentc da massa molecular da substancia aplicada. Dessa
forma, a aplicagdo do biocativo devera estar entre os limites de menor
concentragdo capaz de desempenhar o efeito desejado e a mais alia
concentracac (determinada por sua solubilidade e toxicidade).

O gradiente de agua também é capaz de atuar sobre substancias aplicadas
por via transdérmica. A superficie da epiderme, como se conhece, é relativamente
seca, normalmente contém menos que 15% de agua, sendo 5 vezes menor que
nas camadas mais profundas da pele. O gradiente de &gua e a pressao osmdtica
entre a superficie e as camadas mais internas so for¢as suficientes para resultar
no direcionamento das vesiculas para as camadas mais profundas da pele (Cevc
e Blume, 1892).

Atualmente tém sido estudados varios mecanismos para modificar o estrato
comeo e melhorar 0 transporte de moléculas bioativas, dentre os quais se
destacam a utilizagdo de agentes quimicos e métodos mais sofisticados, como
ultra-som (sonoforese), iontoforese, elefroporagdo (Cevc et al, 1995) e
magnetoforese (Barry, 2001). Esse Gltimo apresenta-se muito promissor e € objeto
de pesquisas recentes no campo de aplicacac de farmacos por via fransdérmica.
A Figura 3 apresenta alguns métodos utilizados para facilitar o transporte
transdermico de farmacos.

A técnica de ultra-som, usada originalmente em fisioterapia e na medicina
de esportes, teve o seu campo de aplicagido ampliado também para estudos de
liberagado transdérmica de bioativos (Mitragotri e Kost, 2000). A energia ulira-
sOnica de baixa fregiiéncia provoca distarbios no empacotamento lipidico do
estrato cérneo por cavitagao, aumentando o volume de espacgo livre das camadas
biomoleculares e facilitando, assim, a penetracao de bioativos nos tecidos (Liu ef
al., 1998, Prausnitz et al.,2004).
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Facilitagéo do transporte transdérmico de fairmacos
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Figura 3: Métodos utilizados para facilitar o transporte transdérmico de farmacos, (Barry, 2001).
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A iontoforese consiste na aplicagdo de um direcionador eléfrico que
promove modificacdes moleculares dentro dos tecidos, através da passagem de
uma corrente elétrica de baixa intensidade (aproximadamente 0,5mA/cm?),
durante a administracdo do farmaco (Bouwstra et al, 2003). Trés mecanismos
principais realgam o transporte molecular: (a) direcionamento primario por
repulsdo elétrica sobre as espécies carregadas, (b) aumento da permeabilidade da
pele através do fluxo de corrente elétrica e (c) a eletro-osmose que pode atuar
sobre moléculas grandes nao carregadas, como peptideos polares. A eficiéncia do
transporte depende, principaimente, da polaridade, valéncia e mobilidade das
espécies carregadas, bem como da taxa de ciclos elétricos e dos componentes da
formulacdo (Naik et al, 2000). Apesar do uso de intensidade de corrente
aparentemente baixa por unidade de area, a sua aplicagdo pode causar danos nos
apéndices cutaneos de baixa resisténcia, particularmente aos foliculos pilosos
prejudicando o crescimento dos pélos (Wearley ef al., 1989, Scoit ef al,1993 e
Prausnitz ef al.,2004).

A eletroporacéo ou eletropermeabilizacdo da pele permite a geracédo de
poros aquosos transientes através das bicamadas lipidicas. Esta técnica consiste
na aplicagao de pulsos elétricos de aproximadamente 100-1000V/em durante
curtos intervalos de tempo (micro a mili-segundos). Estes poros promovem a
peneiragdo suave de fArmacos através da camada cornea (Jadoul ef al, 1999,
Bouwstra ef al., 2003).

Os efeitos biofisicos da iontoforese e eletroporacdo foram verificados
visando o conhecimento dos mecanismos envolvidos no transporte de farmacos
por esses meétodos (Jadoul ef al, 1999). Logo apdés a aplicagdo de corrente
elétrica de baixa intensidade ocorre pequenas modificagdes no estrato comneo,
com aumento no grau de hidratagdo e na desorganizacdo nas bicamadas
fosfolipidicas quando comparada com as alteragfes ocasionadas com a
eletroporacao a qual favorece a criagao de caminhos transitérios quando aplicados
pulsos eléfricos de alta intensidade (Prausnitz ef al., 2004).
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O campo magnético tem sido recentemente estudado como uma aiternativa
para facilitar o transporte de farmacos livres, constituindo uma técnica denominada
de magnetoforese. Embora a literatura seja extremamente escassa em resuitados
experimentais, tem-se apontado a magnetoforese como método muito promissor
para as aplicagbes transdérmicas de moléculas bioativas. Murthy e Hiremath
(2001) utilizaram a magnetoforese para demonstrar a influéncia do campo
magnético na permeacio de substancias diamagnéticas atraves da pele. Nesses
estudos foram usados o0s acidos orgénicos maleico, fumarico, succinico, benzéico,
oxalico, salicilico, tartarico e citrico. Os resultados evidenciaram que o campo
magnético é capaz de melhorar a permeacao dos acidos através da pele, sendo o
fluxo permeado dependente do composto, massa molar e intensidade do campo.

Além disso, a técnica de magnetoforese mostrou-se fisiologicamente mais
segura quando comparada as técnicas de iontoforese e sonoforese, pois foi
observado que as alteragbes produzidas na pele desapareceram quando cessada
a aplicagdo do campo magnético.

Pesquisas apontam que a associacido de técnicas visando o aumento da
permeacao cutanea tem se mostrado como uma alternativa interessante, porém
nao sendo verificada a atenuacdo dos efeitos indesejaveis de cada técnica
(Karande et al., 2004, Pillai et al., 2004).

Recentemente, os dominios protéicos de transdugdo (PTD) tém surgido
como uma nova estratégia ndo invasiva de administragdo transdérmica de
farmacos. Esses carreadores atuam aumentando a penefragéo cuténea de
peptidios e proteinas devido a sua habilidade de atravessar as membranas de
células de mamiferos por via intracelular e carrear compostos de elevada massa
molar e particulas ligadas a eles (Snyder e Dowdy, 2004).
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3.4 Veiculagao de bioativos em sistemas particulados

A veiculacao de bioativos em suportes particulados de natureza coloidal
tem sido estudada tambem como mecanismo facilitador do transporie
transdérmico. Dentre os sistemas particulados mais estudados estao os
niossomas, vesiculas formadas por tensoativos, aplicados principalmente na
veiculacdo de cosméticos, e os lipossomas, vesiculas de fosfolipidios que
mimetizam as membranas celulares em estrutura e fungéo (Lasic, 1993).

3.4.1 Lipossomas

Os lipossomas sdc estruturas agregadas aproximadamente esféricas
compostas por bicamadas lipidicas capazes de encapsular em seu interior
compostos polares e apolares na bicamada, formando particulas unilamelares ou
multilamelares. Podem ser constituidos por uma ou varias membranas
concéntricas, e seu tamanho pode variar de 20nm a varios micrdmetros, enquanto
que a espessura de cada bicamada é de aproximadamente 4nm. A agregacao em
estruturas de bicamada é caracteristica dos fosfolipidios, que em meio aquoso
formam dispersdées coloidais metaestaveis e cineticamente controladas
(Crommelin e Schreier, 1994, Lasic, 1993).

A Figura 4 ilustra esquematicamente a estrutura tipica de um lipossoma. A
molécula tipica constituinte dos lipossomas é a fosfatidilcolina (lipidio zwitteribnico
- PC) (Figura 5), do grupo dos fosfolipidios, os quais em geral possuem uma
cabega polar que fica exposta & agua, enquanto que as caudas apolares formam o
interior lipcfilico. Na superficie dos agregados lipidicos situam-se as cabegas
polares evitando o contato das caudas hidrofobicas com o meio.
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Figura 4. Estrutura tipica de lipossomas (adaptado de D.adair's cosmetics, 2005).
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Figura 5. Estrutura de uma molécula de fosfatidilcolina (adaptado de D.adair's
cosmetics, 2005).

Os lipossomas diferem quanto ao tamanho, organizacdo estrutural e
composigéo lipidica. A classificaggo que mais € encontrada na literatura € em
relacdo ao tamanho e ao numero de bicamadas concénfricas, ou lamelas,
presente na vesicula. Neste item, os lipossomas s&o classificados em
multilamelares (MLV’s), com tamanhos maiores que 500nm, unilamelares
pequenos (SUV’s) ou grandes (LUV’s), com didmetros até 100nm e enire 100 e
500nm, respectivamente (Crommelin e Schreier, 1994).

Apesar da ampla faixa de tamanhos e semelhanca estrutural com as
membranas celulares, os lipossomas convencionais constituidos somente de
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pele e, portanto, atuam somente como reservatérios de compostos que vao sendo
difundidos a uma taxa controlada, ou localizam-se nas camadas mais superficiais
da pele onde sdo desestabilizados.

A capacidade dos lipossomas de transportar substancias da camada mais
superficial da pele para as mais profundas vem sendo bastante estudada nos
altimos anos, visando o desenvolvimento de medicamentos mais eficientes, bem
como cosmeéticos.

Em 1980, Mezei e Gulasekharam introduziram o uso de lipossomas para o
transporte transdérmico de farmacos, concluindo que lipossomas convencionais
penetravam quatro vezes mais que a amosira conirole sob a forma de gel. No
entanto, Redelmeier e Kitson (1998) e Bouwstra ef al., (2003) mostraram que a
penetracéo de vesiculas convencionais era restrita a quantidades insignificantes,
sendo detectados apenas mondmeros de lipidios nos espacos intercelulares da
epiderme. Uma das explicagdes atribuidas € que nos lipossomas convencionais,
provavelmente, os lipidios estavam no estado gel, cuja penetrac¢ao torna-se menos
efetiva. Esta limitacdo pode ser contornada quando os lipidios estao no estado
liguido-cristalino, no qual as membranas estdo muito mais fluidas (Figura 6). Além
disso, variacbes em outras caracteristicas fisicas das vesiculas, assim como
tamanho, nimero de bicamadas e carga também podem influir na taxa de

Wi

Estado Gel T <T¢ Cristal Liquido T > Tc

penetracdo.

M/'//%?%

Figura 6. Representacdo esquematica da fransicdo de fases dos lipidios
(adaptado de New, 1990).

Desde que fol postulado que vesiculas elasticas exigem um gradiente de
hidratagdo externo para maximizar seus efeitos atravessando a barreira imposta
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pelo estrato cérneo, varios estudos tém sido elaborados para verificar aspectos
fisico-quimicos e elasticidade da bicamada das vesiculas. No entanto, estudos
enfocando o comportamento de fiuxo em se tratando de seus aspectos reoldgicos

ainda sdo escassos na literatura (Bruinsma, 1998, Frisken ef al. 2000).

3.4.1.1. Lipossomas elasticos

Lipossomas elasticos representam a mais recente formulacao utilizando
fosfolipidios e tensocativos para liberacdo de moléculas bioativas por via
transdérmica. Estes lipossomas diferem dos lipossomas convencionais e
niossomas por terem caracteristicas de membranas fluidas e alta elasticidade, que
os tornam capazes de atravessar regides intercelulares do estrato corneo sob a
influéncia do gradiente de agua transepidermal que, em geral, varia de 15 a 20%
no estrato corneo para 70% no estrato granuloso (Van den Bergh et al, 1999,
Cevc e Blume, 2001).

Lipossomas e niossomas convencionais nao penetram na pele intacta,
devido a sua incapacidade de atravessar espacos intercelulares estreitos
(menores que 30nm) presentes nas camadas da pele (Cevc et af,1995, 1997 e
2002). Outros esiudos também demonstraram que sistemas aplicados de maneira
oclusiva impedem a desidratacdo da dispersao de lipossomas e, dessa forma,
limitam a difus@o das vesiculas lipidicas na pele intacta, sugerindo que o gradiente
de agua transepidermal € um dos fatores mais importantes no transporte de
vesiculas através da pele (Cevc e Blume, 1982). Apesar de ter sido aceito que o
uso de vesiculas elasticas pode resuitar no aumentado do transporte de moléculas
bioativas pela pele (Bouwstra et al, 1999), o mecanismo de ag&o deslas
formulagbes vesiculares ainda ndo esta elucidado e, por isto, varias pesquisas
estao sendo realizadas.

23



As pesquisas sobre lipossomas elasticos ainda sio escassas e 0s
principais trabalhos reportados na literatura s&o praticamente de dois grupos de
pesquisadores: Gregor Cevc do Departamento de Medicina Biofisica da
Universidade Técnica de Munique na Alemanha e Joke A. Bouwstra da Divisdo de
Tecnologia Farmacéutica e Centro de Ciéncias Biofarmacéuticas da Universidade
de Leiden na Holanda. Cevc (Patent Number 91 114 163 8 — 2114) patenteou uma
formulagdo de lipossomas ultra-deformaveis, registrada como “Transfersomes™
(Innovative Dermal Applications ‘IDEA’, Munich, Germany), capazes de passarem
infactos e carrearem bioativos através da pele. Nestas formulagbes, o colato de

sédio foi usado como tensoativo para produzir elasticidade nos transferssomas.

A Figura 7 representa esquematicamentie a deformacgao dos lipossomas
elasticos, da forma esférica para a forma de um esfero-cilindro, aqui representado
como os transferssomas, ao atravessarem poros muito mencres que seu
diametro, mantendo a sua integridade.

Gradiente de Hidratagédo

f
] >
i
1

Meovimento dos Transferssomas

Figura 7. Representacdo esquematica do movimento dos lipossomas elasticos
permeando a epiderme para alcangar as camadas mais internas da pele em
sentido contrario ao gradiente de hidratagéo (adaptado de University of Rochester,
2005).

Estudos comparando transferssomas e lipossomas convencionais foram
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realizados com marcadores fluorescentes utilizando pele de ratos. Para tanto,
Schatzlein e Cevc em 1998 adicionaram Rhodamina—-DHPE (1,2-dihexadecanoil —
sn-glicero-3-fosphatidiletanoclamina-N-lissamina rhodamina B sufonil, sal de
trietilamonio) como marcador fluorescente nas bicamadas dos transferssomas. As
dispersdes foram aplicadas sobre ratos sem pélos por periodo de 4 a 12 horas.
Logo apds, a pele foi examinada ex-vivo utilizando a técnica de microscopia
confocal. As imagens revelaram a existéncia de caminhos entre os grupos
celulares. Os autores interpretam estas regides como sendo poros virtuais entre
0s cornedcitos pelos quais as vesiculas podem passar.

A eficiéncia de penetracdo de varias vesiculas lipidicas foi avaliada por
Cevc e Blume (1992). Lipossomas convencionais e transferssomas foram
aplicados oclusivamente, ou n&o, em ratos. Nas aplicagdes oclusivas os
resultados revelaram que apo6s 8 horas praticamente n&o se observou presenca
de lipidio fluorescente no sangue; porém, quando a amosira foi aplicada de
maneira ndo oclusiva, verificou-se 0 aumento da concentracdo de lipidio
fluorescente no sangue 3 horas depois. Cerca de 80% dos lipossomas
convencionais foram identificados na superficie da pele apds 8hs, sendo que 25%
estavam associados ao estrato corneo e apenas uma pequena percentagem foi
identificada nas camadas mais profundas de epiderme. Os autores concluiram que
lipossomas convencionais ndo sdo capazes de transpor a pele intacta, pois ocorre
interacdo com o estrato comeo e o entupimento dos espacos intercelulares
(Zellmer et al., 1995, Van den Bergh et a/., 1998). Cevc e Blume (1992) aplicaram
transferssomas ndo oclusivamente e, observaram, apés 30 minutos niveis
moderados (0,1 a 0,5%) de lipidio marcado no sangue (Cevc, 1885).

Cevc e Bilume (1992) demonstraram ainda que os transferssomas s&o
transportados através da pele na forma de vesiculas, por duas razées principais: é
pouco provavel que durante ¢ periodo de 8 horas ocofra degradagdo de uma
consideravel proporcéo das vesiculas por células fagocitarias da pele. Alguns dos
lipidios associados a marcadores fluorescentes foram recuperados no figado, no

qual se acumulam particulas e vesiculas, demonstrando que transferssomas
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intactos atingiram a corrente sanguinea.

Experimenios realizades por Zelimer ef al. (1995} utilizando microscopia
confocal e calorimetria diferencial exploratéria mostraram que lipossomas
convencionais de DMPC néo atravessam o estrato corneo, apesar da temperatura
de fransic8o de fases deste lipidio (23°C) ser menor que a temperatura corpbrea.

A penetracdo dos transferssomas através da pele pode ser comparada ao
comportamento de parasitas, tais como helmintos, durante a sua invaséo no corpo
hospedeiro. inicialmente o0 parasita cria uma passagem na pele e penetra através
das suas barreiras com o consumo de energia metabdlica sendo, finaimente,
distribuido pelo corpo. Os transferssomas, que ndo possuem fontes intemas de
energia, atingem a mesma meta, expiorando os gradientes de energia que
ocorrem naturalmente na pele. A diferenca na quantidade de agua nas diferentes
camadas da pele &, provaveimente, o gradiente natural mais importanie. Ajustes
na elasticidade e no diametro e distribuigio de tamanho das vesiculas minimizam
os gastos de energia para a penetracio na pele intacta (Paul ef al, 1998, Cevc et
al, 1995, 1997 e 1998).

Os transferssomas foram usados in vivo como carreadores de farmacos
como diclofenaco (Ceve e Blume, 2001), hidrocortizona, inulina, lidocaina e
tetracaina, bem como para moléculas grandes como albumina de soro bovino e
insulina, com bastante sucesso (Bouwstra ef al, 2003). Recentemente, E!
Maghraby e colaboradores (2000) estudaram o transporte de estradiol em
transferssomas utilizando pele humana /n vifro. Embora tenham observado
aumento no fluxo de estradiol, o efeito foi menor que o detectado por Cevec e
Blume em 1992 nos ensaios i1 vivo. |

Nos anos 90 foi introduzido por Ceve e colaboradores um novo parametro
fisico, a elasticidade da bicamada, para caracterizar as vesiculas elasticas. A
relacdo entre a elasticidade da bicamada, o fluxo de vesiculas através do poro e
os didmetros do poro e da vesicula pode ser obtida a partir da derivacao da
equagdo do fluxo de vesiculas através de uma membrana porosa considerando-se
que este € causado por um gradiente de potencial quimico representado pela
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diferenca de atividade de agua entre os dois lados da membrana. Este fluxo é
proporcional & area dos poros da membrana e & permeabilidade da vesicula (Eq.
2) (Cevc e Gebauer, 2003).

J, = Aw,o,[{l ~o,)C P, -P,, () }m,. (Eq. 2)

onde Ayeres € @ area total ocupada pelos poros na membrana, o(rv) € o coeficiente
de refratividade da membrana ao agregado, C € a concentracdo média de
vesiculas, Py, € a permeabilidade da membrana a &gua, P,; € a permeabilidade da
membrana ao agregado e All € o gradiente de pressdo osmética causado por

espécies independentes da vesicula permeante.

A permeabilidade das vesiculas € influenciada tanto pelo médulo de energia
elastica quanto pela tens@o de ruptura da bicamada lipidica, como pode ser visto
pela Eqg. 3:

RTd. "Gjef —~ Ny rr Z
P = : ki Ok ) E+8%yE A Eq. 3
a Nah ex-p[ RT o ( ;‘) rvﬁ yruptz:ra Ka’eﬁ- ( q )

onde d; é a tamanho relativo enfre a saida e a entrada do poro da membrana, N é
o nlimero de Avogadro, h é a constante de Planck, G*serm € @ energia livre de
deformacdo do agregado, k. € o mddulo de energia elastica da membrana, ynpwr €
a tensdo de ruptura da bicamada, A, é a drea média dos agregados, Kaer €
maodulo de compressibilidade lateral da bicamada, ® é uma constate dependente do
tipo de vesiculas, ® é uma constate dependente do tipo de membrana utilizadae §

& uma funcao que leva em consideragao a influéncia da composicao.

Desconsiderando-se pequenas diferengas de concentragdo das vesiculas
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através da barreira e combinando ¢s parametros relativos ac médulo de energia
elastica e a tenséo de ruptura em um novo parametro E, denominado elasticidade,
obtém-se aproximadamente a relagdo entre o fluxo e os didmetros das vesiculas e
do poro da membrana (Eq. 4).'

2

d
J=E (Eq. 4)

v

Isolando o parametro E chega-se finalmente a relacio de proporcionalidade
entre a elasticidade da vesicula, fluxo de vesiculas e diameiros do poro e da
vesicula representada pela Eq. &:

E= J{d"] (Eq. 5)

onde E & o mddulo da elasticidade, J é fluxo das vesiculas, d, & diametro da
vesicula e dp € o didmetro do poro da membrana.

Baseado no principio de que compostos com atividade de superficie sio
capazes de serem incorporados em membranas lipidicas formando vesiculas
elasticas, Bouwstra e seu grupo (1998) estudaram outras composicies de
vesiculas elasticas quanto a preparaco, caracterizagio, mecanismos pelas quais
interagem com a pele e a sua contribuicdo na liberacio transdérmica de farmacos.
Foram preparadas uma série de formulactes & base dos tensoativos ngo-idnicos:
sacarose-laurato-éster, L5985, e octaoxietilenolaurato-éster (PEGBL), combinados
ou nao com fosfatidilcolina como elemento estrutural em diferentes proporgdes
molares. Essas formulacbes foram analisadas quanto & elasticidade das vesiculas
e interacoes com o estrato cémeo (Van den Bergh ef a/., 1989 e 2001, Honeywell-
nguyen ef al, 2002, Honeywell-nguyen e Bouwstra, 2003, Honeywell-nguyen et
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al., 2003).

Os resultados mais promissores, em se tratando da elasticidade das
vesiculas, foram obtidos com o aumento na concentracdo de 30Mol% para
70Mol% do tensoativo PEGSBL e L595. No entanto, quando a quantidade de
tensoativo torna-se saturante em relag&o a bicamada lipidica, as vesiculas tornam-
se muitc mais instaveis, havendo a formacg@o de quantidades expressivas de
micelas. Portanto, ha um compromisso crucial entre a elasticidade e a estabilidade

das vesiculas quando tensoativos s&o usados nas formulagdes {(Van den Bergh ef
al., 1999 e 2001).

As interacOes entre tensoativos e a bicamada lipidica de lipossomas vém
sendo estudadas desde a década de 80, com o trabalho pioneiro de Litchenberg,
(1985), sobre a caracterizagdo da solubilizacdo de bicamadas lipidicas em
presenca de tensoativos.

A incorporacdo de tensoativos nao-idnicos do tipe polioxietilenos da série
C«Ey na estrutura dos lipossomas foi também anteriormente estudada por varios
grupos, incluindo o nosso grupo, visando avaliar a estabilidade das vesiculas
(Edwards e Almgren, 1991 e 1992, Moraes ef al, 1999 e Ribas, 1997). A
incorporagdo do tensoativo produz aumento de tamanho das vesiculas até um

limite maximo onde ccorre 0 seu rompimento em micelas de menor tamanho.

A variac@o de tamanhos dos lipossomas pode ser monitorada através da
turbidez das solugbes, gerando perfis tipicos de absorbéancia (na faixa de 340-
350nm) versus concentrac@o de tensoativo, conforme mostrado na Figura 8.
Nesses comprimentos de onda, as variagbes em absorbancia refletem as
mudancas de tamanhos dos lipossomas causadas pela incorporacdo do
tensoativo na bicamada lipidica. Esses perfis mostram claramente uma regido
inicial, & baixa concentracéo de tensoativo, onde ocorre o intumescimento das
vesiculas, e praticamente ndo ha variacdo de tamanho, ou de absorbancia. Na
regido de média concentracdo de tensoativo ha o crescimento das vesiculas com
conseqiiente aumento da absorbancia até um limite méximo, seguido da
desestabilizagcdo com formacdo de micelas, produzindo decréscimo na
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absorbancia em decorréncia do menor tamanho dessas estruturas.

Nomura ef al, 2001, acompanharam através de microscopia de campo
escuro a transicdo entre lipossomas e micelas sob a agéo do tensoativo Triton X-
100. A Figura 9 ilustra as transformacbes da bicamada, caracterizada pelos
autores como estado tenso e relaxado, até a formacao das micelas.

Para os lipossomas contendo polietilenoglicol os perfis de absorbéancia
mostram reducdo na regido de baixa concentracdo de tensoativo (fase de
intumescimento), indicando uma reorganizacdo dos fosfolipidios em presenca do
tensoativo, com o aparecimento de estruturas em bicamada porém de menores

tamanhos, conforme caracterizado por Ribas, 1997, através de caracterizacio por
RPE.

@motbimla {340niny

Mot de C,E;

Figura 8: Perfil de Lipossomas convencionais (DSPC:DMPE:COL, 33:20:47,1mM)
sonicados em funcdo da concentracéo de tensoativo CioEs. Regides:1. tamanho
da molécula aproximadamente igual ao inicial, 2. inicio da desestabilizag&o, com
crescimento e fusdo das vesiculas e 3. solubilizagdo das vesiculas com a
formacao da micelas. (Lichtenberg, 1985, Edwards e Almgren, 1992).
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Figura 9: Modelo do processo continuo de relaxamento de lipossomas (adaptacéo
de Nomura ef al., 2001).

Pamplona e Santana (1997) utilizando dados de Edwards e Almgren (1991
e 1992) calcularam o raio de ruptura de lipossomas compostos de fosfatidilcolina
de ovo, e mostraram que bicamadas lipidicas sdo capazes de se deformarem sem
rompimento, mediante a incorporagdo de tensoativos da série CE, Esses
resultados indicam que a incorporagio de tensoativos dessa série também produz
elasticidade nos lipossomas.

3.4.1.1.1 Determinagdo do pardmetro de ordem da bicamada lipidica por
Ressondancia Paramagnética Eletronica

O parémetro de ordem, designado por S, caracteriza o grau de organizacéo
de um agregado. Em membranas, o grau de organizacao determina propriedades
importantes, tais como fluidez e estabilidade da estrutura. A determinagéo do
parametro de ordem &, portanto de fundamental importancia no estudo de
interagbes entre lipossomas e tensoativos, para o entendimento das estruturas
agregadas formadas.

A Ressonancia Paramagnética Eletrénica (RPE) € uma das técnicas
espectroscopicas mais utilizadas para a determinagdo do parametro de ordem de
agregados. Portanto, pode ser utilizada como uma ferramenta importante para
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fornecer informagbes sobre o comportamento dindmico de estruturas lipidicas
como lipossomas.

A RPE opera na regido de microondas (GHz) e detecta transi¢cdes de estados
de spin eletrdénicos. A energia correspondente a essas transicdes é da ordem de
grandeza daquela envolvida em movimentos translacionais, rotacionais e
segmentares das moléculas, o que permite a analise desses movimentos através
dos espectros obfidos. A RPE detecta compostos com um ou mais elétrons
desemparelhados (moléculas paramagnéticas). kEssas moléculas, quando
submetidas a um campo magnético, orientam-se segundo seus momentos
magnéticos de spin. Quando se aplica uma onda eletromagnética ressonante com a
precessao do spin eletronico, ocorre absorcéo de energia e transigdo do estado de
spin. A energia de fransicao pode ser calcuiada pela Eq. 6:

hv = gfH (Eq. 8)

onde, h=constante de Planck; v= freqiiéncia da radiac@o incidente; g=fator

caracteristico do elétron ; f#=magneton de Bohr ; H =campo magnético externo.

A absorcao é registrada no espectro de RPE como a primeira derivada das
bandas de absorcdo de energia da amostra (Schreier ef al., 1978; Warren, 1987).
Apos algum tempo ha relaxagao e retorno ao estado de spin original.

As moléculas paramagnéticas ndo séo tao freglientes em sistemas biologicos.
Para o estudo de sistemas diamagnéticos, a técnica do marcador de spin veio
solucionar esse problema (Hubbel e McConnell, 1971; Warren, 1987). Atraves do
uso de um marcador paramagnetico estavel, é possivel obter informagdes de carater
estrutural e da mobilidade (tempo de correlacdo rotacional) do sistema no qual a
sonda esta inserida. Em particular nas membranas, a técnica do marcador de spin
trouxe enorme contribuicao (Hubbel e McConnell, 1971).

O marcador de spin mais utilizado & o radical nitroxido, por ser estavel em
amplas faixas de temperatura e pH. Esta molécula, ao se intercalar na membrana,
tende a se orientar preferencialmente. Os marcadores do tipo acido doxil estearico
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orientam-se com O &ixo z aproximadamente paralelc ao eixo normal da bicamada
(Warren, 1987). A Figura 10 apresenta o marcador de spin acido 5-doxil estearico (5-
SASL).

Figura 10:Molécula de marcador de spin acido 5-doxil estearico (5-SASL)

A partir de espectros de RPE, € possivel calcular o parametro de ordem (S)
que € uma medida da anisotropia do ambiente em que se encontram as moléculas
do marcador de spin. O espectro desses marcadores apresenta parametros que
refletem as orientagfes nos eixos x, y (extremos internos) e z {extremos externos)
gue sdo usados para a determinacéo de S (Figura 11).

QO parametro de ordem € uma medida da orientacdc da molécula em relagdo
ao eixo diretor (normal a bicamada) e varia de 0, em sistemas isotrépicos a 1, para
uma molécula perfeitamente orientada (Jost ef al, 1971). S reflete a amplitude
angular do movimento anisotrépico da molécula e pode ser calculado pela Eq. 7 que
relaciona os parametros determinados a partir dos espectros experimentais.

All-41

. [(A,xx + Ayy)] (Eq.7)
2

S=

onde, A// e Al s&o medidos diretamente no espectro de RPE. Azz, Axx e Ayy s30 0s
principais componentes do tensor hiperfino, medidos em monocristal, e tem os
valores constantes de 32, 6 e B, respectivamente (Schreier ef al., 1978).
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Figura 11: Espectro de RPE do marcador 5-SASL em membrana eritrocitaria
Schreier ef al., 1984)

Se o grau de ordem na membrana & pequeno, os extremos externos do
espectro ndo sdo resolvidos e o pardmetro de ordem nao pode ser medido
diretamente. Este é o caso dos metil estearatos, que nao interagem fortemente com
a interface aquosa da membrana por nao possuirem um grupamento carregado para
ancorar-se ao nivel da cabega polar dos lipidios. Pela faita de uma forte interacgao, o
espectro mostra um baixo grau de anisotropia, o que impede fanto a medida do
parametro de ordem, como o calculo preciso do tempo de correlacao rotacional da
moiécula, empregando a teoria desenvolvida para sistemas isotropicos (Schreier ef
al., 1984). Neste caso pode-se usar o parametro empirico dado pela Eq. 8.

[h% ) amostra — (h+1 h ) controle
] 0
(h%';ﬁ ) controle

Efeito = x100 (Eq. 8)
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onde (h«/ho) € a razdo das alturas dos picos de campo baixo (h.1) e médio (hp),
como uma medida do grau de organizagdo da membrana (Figura 9),
compreendendo com isso efeitos de ordem e mobilidade das moléculas na bicamada
(Schreier et al, 1978). Quanto mais anisotrépico o movimento do marcador na
membrana, mais alargadas as linhas espectrais e maior a diferenga entre os picos
de campo baixo (h.1) e médio (ho), enquanto uma menor organizagdo da membrana
€ acompanhada por razfes h.is/ho maiores. Neste caso, o efeito desorganizador
pode ser expresso como uma porcentagem da razdo h./hg inicial, de acordo com a
Eq. 8.

Varios estudos tém sido realizados utilizando a técnica de RPE com uma
grande variedade de membranas lipidicas e de tensoativos, e os resultados
demonstram que a incorporacdo de tensoativos na bicamada aumenta a
desordem molecular aumentando também a mobilidade das cadeias de
hidrocarbonetos (Goni e Alonso, 2000).

Van den Bergh e colaboradores (2001) obtiveram © parametro de ordem de
vesiculas contendo PEGSL (100%), PEGSL:L-595:; Sulfato de colesterol (70:30:5),
PEGBL:L-595: Sulfato de colesterol (30:70:5), L-595:Colesterol:Sulfato de
colesterol (50:50:5), Wasag-7 (ester de sacarose).Colesterol:Sulfato de colesterol
(50:50:5) utilizando trés marcadores spin de acido estedrico, 5-SASL, 12-SASL e
16-SASL, que diferiam em relacéo a posico do radical livre nitréxido na cadeia de
hidrocarbonetos (Cs, C12 e Cisrespectivamente).

Os resultados obtidos mostraram um decréscimo nos valores de S para as
vesiculas formadas por PEGSL. indicando maior fiuidez da bicamada lipidica. No
entanto, comparando os parametros de ordem obtidos para as formulagées
contendo 30, 70 e 100Mol% de PEGSL ndo foram observadas diferencas
significativas entre as amostras. Além disso, foi constatado que a presenca do
colesterol nas vesiculas favoreceu a formag@o de vesiculas mais rigidas (maior
valor de 8) e que a posicdo do radical nitréxido dos marcadores influenciou na
mobilidade da bicamada lipidica, sendo observado que quanto mais préximo o
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radical nitréxido encontra-se da cabeca polar da bicamada lipidica mais rigida
torna-se a membrana. Dessa forma, maiores valores de S foram obtidos quando
foi utilizadc © marcador 5-SASL. Os autores correlacionaram a elasticidade
anteriormente citada no item 3.4.1.1 com a fluidez da bicamada lipidica, promovida
pela incorporacao dos tensoativos.

3.4.1.1.2 Permeacgao de lipossomas através de membranas

A permeacdo dos lipossomas através de membranas com nanoporos, vem
sendo descrita na literatura para redugdo e homogeneizacdo de tamanhos de
lipossomas multilamelares (Frinsken et al., 2000) ou para estudar o escoamento
em capilares e as deformacobes sofridas pelos lipossomas no interior dos poros
(Bruinsma, 1996).

Quando um fluido Newtoniano € permeado com escoamento uniforme
através de um meio poroso isotrépico e homogéneo, a equacado do movimento
toma a forma conhecida como lei de Darcy. No escoamento incompressivel, a
equacdo de Darcy relaciona a vazdo Q com a queda de pressao por unidade de
comprimento, AP/AL, conforme a Eq. 9. O fator de proporcionalidade, representa a
permeabilidade do meio poroso (Massarani, 1997).

o-2(2)
# \AL (Eq. 9)
onde k depende apenas dos fatores estruturais da matriz porosa.
Quando lipossomas convencionais estao presentes no fluido, a lei de Darcy
& obedecida com uma permeabilidade efetiva Ko, (Eq. 10), a qual ndo depende

apenas da matriz porosa mais & fungdo também da concentragao das vesiculas na
dispersado (Bruinsma, 1996).

Keff = R (Eq. 10)

[s + 0,233(nL*)(§R—*) }

36



Onde n € ¢ nimero de moléculas de lipidios na disperséo, R e L.* sdo o raio
e o comprimento da vesicula na forma de esfero-cilindro no interior do poro.

Dois regimes reolégicos podem ser observados no escoamento das
vesiculas através de capilares: a baixa presséao, as vesiculas sob tenséo movem-
se muito lentamente e ndo obedecem a equagéo da Darcy. Com o aumento da
pressdo, as tensdes nas vesiculas tendem a se reduzir, € com isso 0 escoamento
passa a obedecer a equacao de Darcy, com permeabilidade efetiva. Os estudos
tedricos de Bruinsma (1996) mostram que nessa situacBo, as vesiculas
experimentam uma sucessdo de forma que v&o da esfera ao esfero-cilindro no
interior do poro, até a forma de sino na sua saida.

3.4.2 Magnetolipossomas

A incorporacdo de ferrofluidos em lipossomas origina o0s
magnetolipossomas, conhecidos desde os trabalhos pioneiros de De Cuyper e
Joniau (1988). Os magnetolipossomas s&o capazes de ser direcionados pela
aplicacdo de um campo magnético e aplicagbes importantes tém sido estudadas
para liberagdo controlada de farmacos (Babincova ef al, 1999, Ishii,1990),
imobilizag@o de enzimas (De Cuyper e Joniau, 1990 e 1992), separagéo de células
(Safarik e Safarikovd, 1999, Margolis ef al., 1983), estudo sobre transferéncia
aquosa de fosfolipidios (De Cuyper e Valtonen, 2001), como um agente de
contraste de imagens MR (De Cuyper et al., 1999) e como um agente indutor de
hipertermia (Viroonchatapan et al., 1996, Shinkai ef al, 1999, Babincova et al,
2001). Desde 1995, o nosso grupo estuda a preparagdo e caracterizagao de
magnetolipossomas em aplicacbes como adsorventes de afinidade para
diagnoéstico de autoanticorpos (Martins, 1898, Pinho, 2000, Rocha et al. 2001) e na
detecgédo de imunoglobulinas do isotipo E (IgE) para o diagndstico de alergia
(Zoliner et al, 2003). Modificagbes na superficie destas particulas envolvendo
polietilenoglicol e ligantes especificos, uteis para aplicagdes in vitro e in vivo
também foram demonstradas em publicacao recente (De Cuyper et al., 2002).

37



A estrutura lipossomal incorporando o ferrofluido no seu ceme aquoso pode
ser preparada por dois métodos: didlise, onde a incubacac de lipossomas
convencionais com o ferrofluido estabitizado com acido laurico conduz a migracéo
do fosfolipidio no sentido de recobrimento das particulas magnéticas com
conseqiiente deslocamento do acido laurico que pode ser detectado por dosagem
na solugéo de dialise (De Cuyper e Joniau, 1988), ou por hidratacdo do filme seco
de lipidios com o ferrofluido, seguida de sonicacac (Pinho, 2000, Rocha et al.
2001). Fotografias feitas em microscépio de transmissdo mostram claramente que
em ambos os casos o ferrofluido posicicna-se no nlicleo aquoso dos lipossomas
formados.

Embora a magnetoforese venha sendo estudada como mecanismo
facilitador do transporte transdérmico de farmacos, os estudos da literatura
utilizaram somente farmacos na forma livre. Nado ha estudos sobre a
magnetoforese de farmacos veiculados em lipossomas ou outros suportes.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

Os materiais utilizados neste trabalho foram reagentes para preparagéo e
caracterizagdo dos lipossomas elasticos ou dos elastico-magnéticos, além dos
materiais usados para a sintese da magnetita coloidal.

Os lipossomas foram preparados utilizando os seguintes lipidios,

tensoativos, solventes e tampao:
« dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC), MM 677,90g/mol 99%, (Sigma),

» fosfatidilcolina de soja hidrogenada (EPIKURON 200SH), MM 784 50g/mol ,
95%, {(Lucas Meyer)

+ fosfatidilcolina de ovo (Ovothin 160), 60,0% de fosfatidilcolina (Degussa),

 tampdo N-{Z-hidroxietil]piperazina-N’—{2-acido etanossulfénico] (HEPES),
MM 238,30 g/mol 99,5%, (Sigma),

s cloroférmio (CHCI3), MM 119,38g/mol 99% PA (Merck),
+ metanol (CH3OH), MM 32,04g/mol 99,8% PA (Merck),
« acido 5-doxil estearico (5-SASL) (Sigma),

o Fitolacianinas de zinco (CzzHqsNsZn), MM 577 91g/mol.

Os tensoativos utilizados foram:

« Polioxietileno 5 lauril eter (Cy2Es), MM 406,60g/mol (Sigma),

CH; [CH,];; © — [CHCH:01s H
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Polioxietilenoglicol monoester de acido laurico (Lipochemicals),

o Polioxietitenoglicol-8-lauril (CzsHs5010), MM 552g/mol, (PEGSL).

_ CHs[CHalo

Figura 12: Representa¢ao esquematica do tensoativo PEGSL.

o Polioxietilenoglicol-8-dilauril (C4oH7011), MM 734g/mol, (PEGSDL).

" CHaCHm,
 CHG[CHaio™

Figura 13: Representacao esquematica do tensoativo PEG8DL..

o Polioxietilenoglicol-4-lauril (C20H400s), MM 376g/mol, (PEG4L).

CHICHAHO s 0

Figura 14: Representacao esquematica do tensoativo PEG4L

o Polioxietilenoglicol-4-dilauril (CsHs207), MM 558g/mol, (PEG4DL).

Figura 15: Representagdo esquematica do tensoativo PEG4DL



Para a sintese e estabilizacdo da magnetita coloidal foram usados os
seguintes reagentes:

+ Cloreto de ferro lll hexahidratado (FeClz 6H;0), MM 270,30g/mol (Merck),

o Cloreto de ferro Il tetrahidratado (FeClx 4H20), MM 198,81g/mol (Acros
Organics),

e Hidréxido de amdnio MM 17,03 g/mol, 25% (NH4OH )(Merck),
» Acido laurico (C12H2402) MM 200,32g/mol, 99% PA (Merck).

Para as andlises guantitativas dos fosfolipidios e da magnetita foram usados
0s reagentes:

o Acido 4,5-diidroxi-1,3-benzeno dissulfénico (CsHs0sS2Naz) (TIRON), MM
314,2g/mol, 94% (Sigma),

Hidroxido de potassio (KOH), MM 56,11g/mol, 85% PA (Merck),
o Acido suifirico (H2S04), MM 98,8g/mol, 95% (Synth),

« Acido nitrico (HNO3), MM 63,01g/mol, 65% PA (Merck),

» Acido cloridrico (HCI), MM 36,46g/mol, 38% (Merck),

¢ Peroxido de hidrogénio (H202), MM 34,01g/mol, 30% PA (Merck),
o Acido ascérbico (CsHsOs), MM 176,12g/mol, 99% (Aldrich),

« Molibdatoc de amonio ((NH)6Mo0,44H;0), MM 12359 g/mol 81,2%
(Sigma).

Para a extrusdo dos lipossomas foram utilizadas membranas de
policarbonato com poros de 100nm e nos ensaios para estimativa da elasticidade
dos lipossomas as membranas possuiam poros de 50nm ou 30nm. Todas as
membranas usadas foram da Osmonics Inc.

A membrana natural utilizada para testes in vilro de permeacdo dos
lipossomas foi pele de porco dermatomizada gentilmente cedida pela Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto.
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4.2 Métodos

4.2.1 Preparacao dos lipossomas convencionais e elasticos

A preparacdo dos lipossomas convencionais e elasticos foi feita pelo
método de Bangham, (New, 1990) através da hidratagao do fiime seco de lipidios
com posterior extrusao em membranas de policarbonato para homogeneizacéo do
tamanho das vesiculas (L.asic, 1993).

Os fosfolipidios estocados a 0°C foram inicialmente trazidos a temperatura
ambiente (25°C) e pesados de acordo com a composicdo pretendida (Tabela 1).
Os fosfolipidios foram solubilizados com 10mL de uma solugdo 9:1 de
cloroférmio/metanol (v/v) e homogeneizados durante 5 minutos em evaporador
rotatério, sendo, posteriormente, promovida a evaporacao do solvente sob vacuo
(650mmHg) com temperatura acima da transigio de fases do lipidio {Tm 23°C) até
a formacdo do filme seco. Na etapa de hidratagdo do filme seco foi adicionado
10mL de solucdo tampao HEPES (10mM) pH 7,4 a 33°C.

As formulagbes de 1 a 13, descritas na Tabela 1, foram preparadas
soiubilizando os respectivos tensoativos juntamente com o fosfolipidio a solugao
9:1 de cloroformio/metanol (v/iv) citada acima. Para a obtengdo das formulacdes
14 e 15, o tensoativo foi adicionado aos lipossomas pré-formados. A formulagido 5
foi preparada pelos dois métodos. A incorporagéo do tensoativo na bicamada dos
lipossomas pré-formados foi acompanhada por medidas do espalhamento de luz
da dispersao a 340nm, didmetro e distribuicdo de tamanhos por espathamento de
luz (QL.S) e tensao superficial com o tempo.
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Tabela 1: Composi¢cdes dos lipossomas preparados pelo método de hidratacio de
filme seco de lipidios.

Formulagdes Proporgao {(Mol%)

1. DMPC 100

2. DMPC: Cy2Es 88:12
3. DMPC: Cy2E5 60:40
4. DMPC:PEGSL 80:20
5. DMPC:PEGSL 60:40
6. DMPC:PEGS8L 30:70
7. DMPC:PEG4L 60:40
8. DMPC:PEG4DL 60:40
9. DMPC:PEGSDL 60:40
10. DMPC:Sacarose 60:40
11. EpK 100

12. EpK:C12Es 88:12
13. EpK:PEGSL 60:40
14. PC ovo 100

15. PC ovo:PEGSL 60:40

4.2.2 Homogeneizacao do tamanho das vesiculas

A homogeneizacdo do tamanho das vesicuias foi feita pelo método de
extrusdo, em membranas de policarbonato de poros com didgmetro nominal de
100nm. No ensaio foram usadas duas membranas de policarbonato sobrepostas,

colocadas sobre um disco de dreno. Foi utilizada extrusora de aco inox modelo
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T.001 da Lipex Biomembranes Inc., com capacidade para um volume de 10mlL,
com camisa térmica para circulagao de agua aquecida a uma temperatura acima
da transicdo de fases dos lipidios, sob pressdo constante de nitrogénio de
aproximadamente 10 Kgf/cm"'.‘Os lipossomas preparados conforme descrito no
paragrafo anterior, foram inicialmente mantidos em repouso por 30 minutos, para
atingir o equilibrio, antes da extrus3o. Em seguida, 10 mL da disperséao lipossomal
foi aplicada sobre as membranas e deixada em repouso por mais 3 minutos para o
equilibrio da temperatura antes de iniciar a extrusdo. As amostras foram
extrudadas por 15 vezes consecutivas, a fim de se obter homogeneidade de
tamanho das vesiculas (Ribas 1997).

4.2.3 Caracterizacdo dos lipossomas

4.2.3.1 Dosagem do teor total de fosfolipidios

Os lipossomas foram caracterizados em relagéo a concentragdo molar de
fosfolipidios quantificada através do fosfate (PO4*) em solugdo. O ensaio baseiou-
se no método desenvolvido por Chen ef al. (1956). Primeiramente foi feita a
digestdao das cadeias de acido graxo a carbono elementar, utilizande acido
sulfirico. Em seguida foi adicionado peréxido de hidrogénio livre de fosfato para
garantir a oxidagao total dos carbonos em didxido de carbono (CO,). O fésforo foi
entao transformado em ortofosfato pelo molibdato de aménio, o qual foi reduzido
pelo acido ascorbico, resultando em um complexo de coloracdo azul, determinado
colorimetricamente. O mesmo procedimento foi feito para solucdes padroes com
concentracées conhecidas de fosfato (Na,HPQ,.7H,0 a 1,50, 1,00, 0,76, 0,50 e
0,26mM) e para solugao isenta de fosfato (branco).

No procedimento adotado, adicionou—se em cada tubo de ensaio 2 esferas
de vidro para melhorar a distribuicdo de calor durante o aquecirriento, e a seguir
100ul das amostras, padroes e branco foram inseridas juntamente com 500ul de
solucdo de Acido sulfdrico 10N. Os tubos foram aquecidos em placa térmica
(Fisatom) a 200°C por 30 minutos. Em seguida foram resfriados até a temperatura
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ambiente (25°C) e adicionados 165uL de perdxido de hidrogénio isento de fosfato,
sendo reaquecidos em 200°C por mais 30 minutos. Novamente apds resfriamento
a temperatura ambiente foram adicionados 4mlL de agua Milli-Q, 500ul. de uma
solucdo 2,5% de molibdato de aménio ((NHs6Mo00.44H,0) e 500ul de uma
solugdo 8% de acido ascérbico (CeHsOg). A seguir os tubos foram aguecidos em
agua fervente por 7 minutos, promovendo o aparecimento da cor azul. A

intensidade de cor foi medida & temperatura ambiente (25°C) em
espectrofotdmetro a 830nm.

No Anexo | (Figura 51) & apresentada & curva de calibracdo utilizada para
dosagem do teor de fosfato dos lipossomas.

4.2.3.2 Medida da tenséao superficial e determinacao da concentragao micelar
critica

A tens&o superficial foi determinada pelo método Wilhelmy do tipo placa,
em tensidmetro do tipo Kriss K12. Amostras de 10mL foram colocadas em Becker
de vidro de 20mL (25°C).

A tensao superficial foi determinada pela Eq.11.

Pw
[
Lb.cos@

(Eq. 11)

onde : o = tensdo superficial, Pw = Forca, Lb = molhabilidade do liguido e & =
angulo de contato.

A Figura 16 representa de maneira esguematica a medicdo da tensao
superficial de liquidos pelo método Wilhelmy do tipo placa.
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Figura 16: Representagido esquematica das etapas da medida da tens&@o
superficial utilizando o método da placa. (a) placa de platina e amostra (b) e (¢)
imersédo da placa na solugéo e (d) retorno da placa a posicao inicial.

A CMC dos tensoativos foi determinada graficamente pela intersecgdo das
duas retas tragadas a partir os dados experimentais de fensido superficial em
funcao da concentracé@o de tensoativos na solucao.

4.2.3.3 Curva de calibraciao na presenca de lipossomas vazios

Inicialmente foi feita uma curva de calibracio da tens@o superficial versus
concentracdo molar de tensoativo. As solugdes utiizadas foram preparadas a
partir de uma solu¢do mae com concentracdo conhecida e feitas sucessivas
diluicoes, na faixa de 1 a 50 mol%. As leituras foram feitas em ftriplicata, na
presenca de lipossomas vazios de fosfatidilcolina na concentracdo 1mM e em
intervalos de tempos muito curtos (até 5 minutos), de modo a ndo haver
incorporacao significativa do tensoativo na bicamada lipidica durante o ensaio e
garantir a reprodutibilidade dos dados. Assim, o maior valor da tensao superficial,
aproximadamente 50mN/m, foi correspondente a solug¢ao de lipossomas vazios na
auséncia do tensoativo. O valor da tensao superficial meédia, foi caiculado pela
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média aritmética das 3 medidas, como também o seu desvic padrdo. A
concentracdo molar de tensoativo na solugcdo externa aos lipossomas, Ce, foi
determinada através da faixa abaixo da CMC que foi considerada como curva de

calibracéo (faixa de linearidade) para a determinagdo da incorporagédo dos
tensoativos na bicamada lipidica dos lipossomas.

4.2.3.4 Determinacdo da concenfragdo de tensoativos incorporada na
bicamada lipidica

A tensdo superficial dos lipossomas elasticos foi feita apds diluigdo das
solucbes para se atingir a regido abaixo da CMC de todos os tensoativos. A
concentracao de lipidios foi corrigida para 1mM pela adi¢c8o de lipossomas vazios.
A concentragéo de tensoativos foi determinada utilizando a curva de calibragao
previamente construida. A concentracdo real de tensoativo externo aos
lipossomas (C.) foi, entdo, corrigida pelo fator de diluig&o.

A partir destes dados, a concentragdo molar de tensoativo incorporado na
bicamada lipidica, C; foi determinada pela relagio (Eq. 12):

Ci=Ct-Ce (Eq. 12)

onde C; & a concentragdo molar total de tensoativo na solugdo. A quantidade de
tensoativo incorporada, (i, foi expressa em termos de percentagem da
concentracao total de tensoativo na solugéo pela Eq. 13.

Ci' = [1 “E,—i—)x 100 (Eq. 13)
Ce

Nas amostras estocadas, as tensbes superficiais dos lipossomas foram
monitoradas em intervalos de tempos durante 20 dias, a fim de verificar o
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comportamentc de incorporagdo dos tensoativos na bicamada lipidica. Os
resultados foram expressos em fermos de percentagem incorporado para a
concentracao total de lipidios 1mM.

4.2.3.5 Determinacgdo do raio hidrodinamico e distribuicao de tamanhos das
vesiculas

O raio hidrodinamico e a distribuicac de tamanhos das vesiculas lipidicas
foram caracterizados através de espalhamento de luz utilizando um laser, através
da metodologia “quasi elastic light scattering” (QLS) descrito por New (1990) em
equipamento de deteccdo de espectro Malvern Autosizer modelo 4700, fabricado
pela Malvern Instruments e acoplado a um sistema de aquisicdo de dados
analisados com o software PCS 4700.

Esta técnica baseia-se na determinagido do coeficiente de difusdao (D),
devido ao movimento Browniano das particulas no meio, 0 qual esta relacionado
com o tamanho das vesiculas pela equacao de Stokes—Einstein (Eq. 14):

D=—t_ (Eq. 14)

onde:x = constante de Boltzmann, T = temperatura absoiuta, R = raio das
vesiculas e 7 = viscosidade da solucao dispersante

As medidas foram feitas a um angulo de 90°C em relagéo ao feixe de luz
incidente (laser He-Ne). As amostras foram diluidas com tampao HEPES (10mM e
pH 7.4) para reduzir a turbidez das dispersoes.

A Figura 17 apresenta de modo esquematico a realizagdo de medidas do
raio hidrodinamico e distribuicdo de vesiculas em dispersao coloidal.
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Figura 17: Esquema do equipamento para determinacdo de medidas de tamanho
das vesiculas por espalhamento de juz.

Através do software acoplado a aquisicdo de dados do equipamento, séo
fornecidos dados referentes a distribuicdo de tamanhos, a confiabilidade da
medida e a polidispersidade da amostra.

4.2.3.6 Calorimetria exploratéria de varredura

A temperatura de transicao de fases (Tm) e a variacao de entalpia (AH) das
vesiculas lipidicas convencionais e contendo tensoativos foram determinadas
através de calorimetria exploraidria utilizando termogramas de microDSC
{“MicroDifferential Scanning Calorimetry’) (Microcalorimetro VP-DSC, Microcal
Inc.), com o objetivo de identificar as interagbes entre lipidios e tensoativos.
Amostras de 500ul. da dispersao lipossomal 5mM, recentemente preparadas,
foram adicionadas & capsula de titdnio sendo, posteriormente, fechada
hermeticamente e submetida a calorimetria, em rampa de aquecimento de
10°C/hora, na faixa de 0 a 40°C, utilizando tampao HEPES (10mM, pH 7.4) como
referéncia. Foram realizadas 3 varreduras para cada amostra.
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4.2.3.7 Estabilidade dos lipossomas durante estocagem

A estabilidade fisica - dos lipossomas preparados juntamente com
tensoativos foi avaliada através da variacdo de tamanho das vesiculas com o
tempo, determinados por medidas de espathamento de luz.

4.2.3.8 Determinagao dos espectros de RPE

Os espectros de Ressonancia Paramagnética Eletrénica (RPE) foram
obtidos em espectrometro Bruker ER200D-SRC, a temperatura ambiente (25°C)
em celas planas de quartzo. As medidas foram feitas apds 10 e 180 minutos da
adicdo do tensoativo PEGBSL aos lipossomas marcados.

O paramagnetismo natural dos materiais biolégicos é muito baixo e, por
isso, € comum a incorporagao fisica de marcadores de spin nas membranas,
micelas ou proteinas para estudos de RPE.

Neste trabalho utilizou-se o marcador de spin 5-doxil estearato (5-SASL,
Figura 10) que foi previamente solubifizado em cloroférmio utilizando tubos de
ensaio, seguido da evaporacio do solvente e re-suspensdo em 100ul. de tampéo
Hepes, pH 7.4, sob agitacdo constanie durante 30 minutos. Os lipossomas
(preparados de acordo com os itens 4.2.1 e 4.2.2.) foram adicionados aos tubos
de ensaio contendo o marcador em presenca de tampdo Hepes e agitados
durante por mais 60 minutos em vortex para maxima incorporagdo do 5-SASL a
bicamada lipidica. A quantidade de marcador adicionada as amostras foi de
1Mol% com relacac aos lipidios totais.

Para o célculo do parametro de ordem foi utilizada a Eq. 7.
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All-41

AZZ“[(Axx-&Aw)} (Eq. 7)
2

S =

onde, A/ e AL s&o medidos diretamente no espectro de RPE. Azz, Axx e Ayy $&0 0s
principais componentes do tensor hiperfino, medidos em monocristal, e tem os
valores constantes de 32, 6 e 6, respectivamente (Schreier ef al., 1978).

Para a obtenc@o dos especiros o numero e velocidade de scans e
amplitude de modulag@o foram ajustados para que a distorc8o dos espectros
fosse evitada.

4.2.3.9 Estimativa da elasticidade e deformacao dos lipossomas

A elasticidade dos lipossomas foi estimada através de ensaios in vifro em
membranas de policarbonato com poros regulares.

Para a realizag&o dos ensaios utilizando membranas de poros regulares, a
extrusora, descrita no ltem 4.2.2, foi utilizada juntamente com membranas de
policarbonato com poros de diametros nominais de 50 ou 30nm colocadas
sobrepostas sobre um disco de dreno.

Nos ensaios iniciais apenas uma membrana foi usada. Visando maior
sensibilidade do método, os ensaios posteriores foram realizados com duas
membranas sobrepostas.

Os fluxos das amostras compostas pelos lipidios estruturais EpK e DMPC
preparados juntamente com os tensoativos foram determinados utilizando 5mL
das formulagcdes com diferentes concentracdes molares (1mM e 5mM) em
extrusora a 37°C (acima da temperatura de transicdo de fase), sob baixa presséo
(2,5psi), simulando a press&o osmética da pele durante um tempo méaximo de 10
minutos e utilizando como meio poroso membranas com poros nominais de 50nm
{(Van der Bergh et al., 2001).
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Da mesma forma, para a avaliagdo da capacidade de permeacdo dos
lipossomas compostos por PCovo incubados com tensoativo PEGSL na proporcéo
60:40 mol% durante 1 hora, 2,5mL da dispersdo coloidal foram adicionados em
extrusora contendo como meio poroso duas membranas sobrepostas de
policarbonato com didmetro nominal de 30nm sendc submetida a diferentes
pressoes que variaram de 2.5 a 20psi.

O volume permeado de todas as amostras submetidas a pressao foi medido
em proveta graduada durante o tempo maximo cronometrado, de 10 minutos. Os
ensaios foram feitos em triplicata (Eq. 15).

Jo v, (nizL)
H(min)

(Eq. 15)

onde: J = fluxo, V, = volume permeado, t = tempo de permeagao.

0O mobdulo da elasticidade a passagem através dos poros da membrana foi
determinada conforme a Eq. & descrita no item 3.4.1.1, proposta por Cevc e
Blume, 1992, e utilizada por Van den Berg ef al., 1999 e 2001 e Bouwstra ef al,
1999.

fit

dv 2
E 2}—7) (Eq. 5)

onde J é o fluxo obtido através da extrusdo dos lipossomas em membrana de
policarbonato, dv, € o didmetro médio dos lipossomas antes da extrusdo e dpé 0
diametro do porc da membrana de policarbonato utilizada.

A deformacao percentual dos lipossomas (D %) foi estimada pela diferenga

entre os valores dos didmetros médios dos lipossomas antes, d e apds, dz, a
passagem através das membranas, como mostra a Eq. 16.
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D, :(dI;dz }uoo (Eq. 16)

Ensaios in vitro foram realizados em célula de difusdo de Franz modificada
(Hanson Corporation) (Figura 18) utilizando membranas naturais (pele de orelha
de porco) as quais possuem poros irregulares. O ensaio foi do tipo oclusivo e as
condicbes empregadas para a realizacdo deste ensaio estdo apresentadas no
Quadro 4. Os diametros médios das vesiculas lipidicas foram medidos apds a
permeacdo em Célula de Franz modificada. Foram retiradas aliquotas de 0,5 em
intervalos de tempo de 1,0; 2,0; 4,0; 6,0, 8,0; 12,0 horas.

7

Figura 18: Representacio esquemdtica de uma célula de difusdo de Franz
modificada. 1. Seringa utilizada para reposicdo da solucéo receptora, 2. Seringa
coletora de amostras, 3. Compartimento onde a amostra ira ser coletada apos
permeagdo, 4. Disco de teflon, 5. Membrana natural, 6. Conectores que ligam a
célula de Franz ao sistema de aguecimento, 7. Hélice (mantém o sistema
homogéneo) e 8. Grampo que fixa a membrana natural a célula de Franz.
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Quadro 4: Condicoes empregadas para realizacdo de experimentos utilizando

membrana natural com poros irregulares em célula de Franz modificada.

Condigoes experimentais

Solugao receptora

Volume de amostra para permeagao
Area de permeacao

Membrana de permeacéo

Volume de amostra coletada

Volume de amostra reposto na célula
apos coleta

Volume da célula de difusao
Agitagdo constante

Temperatura constante

NaCl 0,9%

300 uL

1,77cm?

pele de orelha de porco dermatomizada

1,5mL
1.5mlL

7mL
300rpm

37°C

4.2.4 Sintese e estabilizagdo da magnetita coloidal

A magnetita coloidal, ou ferrofluido, usada na preparagdo dos

magnetolipossomas, foi composta de particulas de magnetita estabilizadas em

dispersdo coloidal. A preparagdo do ferrofluide foi baseada no ftrabalho

desenvolvido por Reimers e Khalafalla (1976), com modifica¢gdes introduzidas por

Martins (1998) e Rocha ef al. 2001. O método consiste na sintese da magnetita e

dispersdo das particulas em meio aquoso. A Figura 19 apresenta um esquema da

rota de sintese e estabilizacao do ferrofiuido com o acido laurico.
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o Co-precipitac@o dos cloretos de Ferro

2FeCls. 6H,0 + FeCl. 4H20 + NHsOH —> FesO4d + NH3T+8HCI + 13H,0

o Estabilizacdo da magnetita com o acido laurico

+
) Particula de .
Acido ldurico Magnetita Magnetita Coloidal Acido Léurico
(Fe0) estabilizada

Figura 19: Representacdo esquematica da sintese e estabilizaggo da magnetita
coloidal com acido laurico (Adaptacéo de Pinho, 2000).

4.2.5 Caracterizacao da magnetita coloidal

O fluido magnético coloidal (didmetro médio 8,75nm de acordo com Martins,
1998) foi caracterizado quanto a dosagem do teor de ferro nas dispersdes.

4.2.5.1 Dosagem do teor de Ferro

Apos a preparacéo do ferrofluido, a dosagem do teor de ferro foi feita de
acordoc com a metodologia proposta por De Cuyper e Joniau (1992) e Yoe e Jones
(1944), com adaptagdes introduzidas por Martins (1998). A metodologia baseia-se
na conversao inicial dos oxidos de ferro em sais de ferro pela reagdo com agua
régia e formacdo de um complexo de cor vermelha formado por catecato
sulfonade de sddio (Figura 20) com o TIRON.
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Fe Nas

SQaNa S0:Na

Figura 20: Formula estrutural do complexo vermelho {catecato sulfonado de
sodio) formado pela reagao do ferro lll com o Tiron (Yoe e Jones, 1944).

Inicialmente foi preparada a solugdo de agua régia, constituida de
HCIVHNO; na propor¢ac volumétrica 3/1, a 5M de HCIL. Os oxidos de ferro foram
convertidos a sais de ferro pela adicdo de 200ul de agua régia a 500uL da
dispersdo coloidal de magnetita e incubados por 2,5 horas. Logo apéds, foi
realizada a adicdo rapida de 100ul de solugdo de TIRON 0,125M e 500ul de
KOH 4N, objetivando aumentar o pH do meio e favorecer a formacgac do compiexo
colorido. A este complexo, foi adicionado, também rapidamente, 1000ul de
tampao fosfato 0,2M com pH 10 e, em seguida, foi realizada a ieitura da
absorbancia a 480nm. Para a curva de calibracdo foram utilizadas solugdes com
concentragbes de ferro que variaram de 20 a 140 ppm.

No Anexo ! (Figura 58) é apresentada a curva de calibragao utilizada para
dosagem do teor de ferro nos magnetolipossomas e nos lipossomas elastico-
magnéticos.

4.2.6 Preparacao dos magnetolipossomas e dos lipossomas elastico—
magnéticos

A preparagao dos magnetolipossomas foi feita pelo método de Bangham,
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(New, 1990) através da hidratagdo do fiime seco de lipidios, com posterior
sonicacao utilizando um micro-tip de titanio em equipamento Vibra Cell, Sonics &
Materials, INC. Danbury, USA) {Pinho, 2000} para homogeneizacdo do tamanho
das vesiculas (Lasic, 1993). A

Os fosfolipidios estocados a 0°C foram inicialmente trazidos a temperatura
ambiente (25°C), pesados de acordo com a composicao pretendida (Tabela 2). Os
fosfolipidios foram solubilizados com 10mL de uma solugdo 91 de
cloroformio/metano! (viv) e homogeneizados durante 5 minutos em evaporador
rotatorio, sendo, posteriormente, promovida a evaporacao do solvente sob vacuo
(650mmHg) com temperatura acima da transi¢cdo de fases do lipidio (Tm 23°C) até
a formagdo do filme seco. Na etapa de hidratacio do filme seco foram adicionados
10mL de magnetita coloidal a 33°C.

Tabela 2: Composi¢gdes dos magnetolipossomas preparados pelo método de
hidratacéo de filme seco de lipidios.

Formulacoes Mol% Concentracdo inicial de
Magnetita coloidal (ppm)
1. DMPC:PEGSL 60:40 650
2. DMPC:PEGSL 60:40 412,5
3. DMPC:PEGSL 60:40 165
4. DMPC:PEGSL 60:40 2300
5.DMPC:PEGSL 100:0 2300

As formulacbes de 1 a 3, descritas na Tabela 2, foram preparadas
solubilizando PEGS8L juntamente com o fosfolipidio na solugcdo 9:1 de
cloroférmio/metanol (viv) citada acima. As formulacdes 4 e 5 foram preparadas
contendo apenas fosfolipidio, sendo que na formuiacio 4 foi adicionado o
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tensoativo apdés a formagdo dos magnetolipossomas formando os lipossomas
elastico-magnéticos. Medidas do espalhamento de luz da dispersac a 340nm,
didmetro e distribuicdo de tamanhos por espalhamento de luz (QLS) e tensdo
superficial foram feitas para acompanhamento da incorporacdo do tensoativo
durante o intervalo de tempo de 3 horas.

4.2.7 Homogeneizacao do tamanho das vesiculas magnéticas

Os magnetolipossomas foram submetidos a varias condi¢cdes de sonicagdo
nas quais se variou o tempo e a intensidade de sonicagdo. O objetivo deste ensaio
foi determinar a influéncia da infensidade e tempo de sonica¢dc no didametro
meédio e na incorporagdo da magnetita coloidal. Amplitude de ondas de 20, 40 e
60V durante 10, 20, 30 e 40 minutos (em ciclos de 30 segundos) foram
empregadas.

4.2.8 Caracterizagao dos lipossomas elastico-magnéticos

Os lipossomas elastico-magnéticos foram caracterizados quanto ao teor de
lipidio iotal, percentagem de tensoativo incorporado, diametro médio e distribuicdo
de tamanho de vesiculas, elasticidade e ferro de acordo com as metodologias
descritas nos itens 4.2.3.1, 4.2.3.4, 4.2.3.5, 4.2.3.9 e 4.2.5.1 respectivamente.

4.2.9 Separac¢ao dos fosfolipidios ndo-adsorvidos

As dispersdes resultantes da sonicacdo foram submetidas ao sistema de
magnetoforese de alto gradiente (MAG) para separacido dos fosfolipidios nédo
adsorvidos. MAG é constituido de um eletroima convencional de pdlo dividido
projetado para induzir um campo magnético de cerca de 1,8T (maior que a
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saturagao do ferro), e alimentado por uma fonte de tenséo estabilizada (5A e 60V).
A distancia entre os polos € de 3,5mm. Neste espago foi colocado um capilar de
1,5 mm recheado com ia magnética. O MAG (Figura 21) foi projetado e construido
pelo Instituto de fisica da UNICAMP e utilizado nos trabalhos de Martins (1998) e
Pinho (2000).

I
]

Figura 21: Representacao esquematica do sistema de magnetoforese. 1 Fonte de
tensao, 2. Eletroimas, 3. Capilar recheado com & magnética, 4. Tubo coletor de
amostra separada em sistema de magnetoforese, 5. Bomba peristaltica, 6. Tubo
contendo amostra a ser separada em campo e 7. Bomba de controle de

velocidade.

As condigcbes empregadas para a separagdo dos lipossomas vazios, ferro
livre e magnetolipossomas no sistema de magnetoforese tiveram o controle de
velocidade de retencdo de 3ml/Hora, quantidade de 1& magnética de 29,31 7,4mg

e eluicao das vesiculas utilizando como soivente Tampao Hepes, pH 7.4.
4.2.10 Montagem e calibracdo do sistema magnético de permeacao.

O projeto e construgao do sistema magnético foram feitos em parceria com
grupo do Instituto de Fisica da UNICAMP. A Figura 22 mostra de modo
59



esquematico o sistema magnetico de permeacao utilizado.

A sua calibragao foi feita através de medidas de corrente versus intensidade
de campo magnético, utilizando medidor de campo magnético Mag Meter MGM-20
(Medidor digital de campo magnético) (Anexo |11},

OO

Figura 22: Sistema de permeacdo em membranas acoplado a um campo
magnético. 1. Fonte de tensdo, 2. Bobina geradora de campo magnético, 3.
Direcionador de campo, 4. Banho aquecedor, 5. Mangueiras, 6. Controle do banho

aquecedor e 7. Portas-amostra com volume de 40 plL.

4.2.11 Ensaios de permeacdo de lipossomas magnéticos utilizando o
sistema magnético.

Os ensaios foram feitos utilizando duas membranas de policarbonato
sobrepostas ou pele animal. O ensaio foi do tipo ndo-oclusivo e as condigbes
empregadas para a sua realizagdo estéo apresentadas no Quadro 5.
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Quadro 5: Condicbes empregadas para realizagdo de experimentos utilizando
membranas de policarbonato e pele animal em sistema permeag¢éo com campo

magnético.

Solugdo receptora Agua Milli-Q
Volume de amostra para permeacdo 15 ul

Area de permeacéo 0.7 cm?

Membrana de permeagado

Volume de amostra coletada
Temperatura

Corrente

Campo Magnético

Distancia entre o pélo magnético
superior e 0 porta-amostra

Membrana de policarbonato (diametro de
poros 50nm) e pele de orelha de porco
dermatomizada.

40 ul.
37°C
54A
355mT

0,2 mm
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Preparagéo dos lipossomas

O rendimento do processc de produgio de lipossomas convencionais e
elasticos pelo método da hidratagdo do filme seco de lipidios com posterior
extrusao foi cerca de 95 a 98%, calculado pela quantificagéo do teor de
fosfolipidios descrito no item 4.2.3.1.

5.2 Caracterizagao dos lipossomas com incorporagao do PEGSL
durante preparac¢ao das vesiculas

Nesses experimentos a incorporagao dos tensoativos a bicamada lipidica
foi feita durante a formacdo das vesiculas de acordo o item 4.2.1 e,
posteriormente, caracterizados através das variagbes no diametro médio e
distribuicdo de tamanhos das vesiculas, pela variacdo da percentagem
incorporada calculada a partir de medidas da tensdo superficial, interagéo
lipidioftensoative (DSC), estabilidade fisica e elasticidade dos lipossomas.

5.2.1 Diametro médio e distribuicido de tamanhos

A determinacdo do diametro meédio e distribuicdo de tamanhos dos
lipossomas convencionais e elasticos, preparados com os lipidios DMPC e Epk e
tensoativos CioEs, PEGSL, PEGSBDL, PEG4L, PEG4DL e sacarose a diferentes
composi¢cdes forneceu os resultados que estdo apresentados na Tabela 3.

As formulacdes com DMPC apresentaram menores polidispersidades do

que as de Epk com a mesma composicdo, devido a maior fluidez das membranas
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de DMPC.

Tabela 3: Didmetro médio, percentagem populacional e polidispersidade de
lipossomas convencionais (Epk e DMPC 100%) e elasticos (com lipidio e
tensoativo).

Percentagem = o L .
Amostra (Mol%)* i Diametro médio (nm) Polidispersidade
populacional (%)}
Epk (100) 100,0 115,2 0,130
DMPC (100) 100,0 126,8 0,091
Epk:C2Es(88:12) 100,0 135,5 0,450
DMPC :C,,E5 (88:12) 100,0 127,2 0,066
92,0 135,1
DMPC :C.,E5 (60:40) 0,499
8,0 986,7
81,8 57,0
DMPC: PEG 4L (60:40) 1,000
18,2 264.9
80,4 1814
DMPC: PEGBSL (60:40) 0,553
19,6 574,2
DMPC: PEG 4DL(60:40) 100,0 116,2 0,274
DMPC: PEG 8DL (60:40) 100,0 94,3 0,163
38,5 41,86
DMPC:Sacarose (60:40) 40,1 1249 0,939
21,4 680,4

*adicio dos tensoativos durante a preparacdo dos lipossomas.

Nas formulacdes contendo 40Mol% dos tenscativos CiEs, PEG4L e
PEG8L foram observadas duas populagbes e, em consegiiéncia disso, a
polidispersidade variou de 0,49 a 1,00. Apesar da populacdo de menor didmetro
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sempre representar a maior percentagem, agregados da ordem de 600 a 1000nm,
aproximadamente, estiveram presentes para PEGBL e Cq2Es. Dessa forma, pode-
se inferir que a formac&o da populagdo de maior didmetro se deve a presenca de
agregados, constituidas de lipidio e tensoativo, em equilibrio com os lipossomas
na disperséo. A formac@o das micelas mistas é devida & menor capacidade de
ancoramento dos tensoativos Ci:Es, PEG4L e PEGSL na bicamada lipidica, por
possuirem somente uma cadeia hidrofébica. As formulagSes com os tensoativos
PEG4DL e PEGS8DL, contendo duas cadeias hidrofbicas e com maior capacidade
de ancoramento na bicamada lipidica apresentaram distribuigdo unimodal com
baixa polidispersidade.

A amostra contendo DMPC:Sacarose (60:40) apresentou trés populagées,
sendo verificada uma rapida desestabilizagdo quando estocadas (separacéc de
fases).

Lipossomas preparados com diferentes concentragdes molares de PEGSL
foram analisados quanto ao digmetro médio e distribuicao de tamanhos, sendo os
resultados apresentados na Tabela 4.

Os resultados mostram que quando a concentragéo de tensoativo passou
de 40 para 70% a percentagem da populagdo de maior didmetro cresceu de 19,6
para 33,3%, embora o seu didmetro tenha sido reduzido. Estes resuitados
corroboram com a hipdtese de formacgdo de micelas mistas conforme discutido
anteriormente, neste caso em maior proporg&o, devide & maior quantidade de
tensoativo na formulagao.

No Anexo Il s&o mostrados graficos representativos das medidas de
didmetro e distribuicdo populacional realizadas para os lipossomas com
DMPC.PEGBL(100:0) (Figura 59) e DMPC.PEG8L(60:40) (Figura 60). O
comportamento desses resultados esta de acordo com Van den Bergh ef al.
(1999), embora os valores sejam diferentes devido a diferenca nas proporgbes de
tensoativo e na lecitina de ovo usada.
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Tabela 4: Diametro médio, percentagem populacional e polidispersidade das
amostras contendo PEG8L. em diferentes concentragdes molares.

Percentagem Didgmetro médio o ]
Amostra (Mol%)* Polidispersidade

populacional (%) {nm)

DMPC: PEG 8L(100:0) 100,0 126,8 0,091

DMPC: PEG 8L(80:20) 99,0 193,2 0,310
80,4 181,4

DMPC: PEGSL (60:40) 0,553
19,6 5742
66,7 137,0

DMPC: PEG 8L (30:70) 0,583
33,3 376,0

*adicio do tensoativo durante a preparacao dos lipossomas.

5.2.2 Determinagdo da percentagem incorporada de tensoativos na
membrana lipidica

A percentagem dos tensoativos incorporados na bicamada lipidica foi
calculada conforme descrito no item 4.2.3.4. A Tabela 5 mostra os valores obtidos
da concentra¢ao micelar critica, CMC, dos tensoativos utilizados.

5.2.2.1 Determinagao da CMC dos tensoativos em presenca de lipossomas

A determinacdo da CMC para os tensocativos utilizados neste trabalho, em
presenca de lipossomas convencionais (1mM), foi feita através de medidas da
tensdo superficial versus a conceniracdo dos tensoativos. No Anexo | sao
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mostradas as curvas obtidas (Figuras 52 a 57) destacando a regido a baixa
concentra¢do de tensoativo (regido linear), a qual foi usada posteriormente para a
determinagado da quantidade de tensoativo livre em solucéo (ndo incorporado na
bicamada lipidica).

Comparando-se o valor da CMC obtida com dados da literatura (Hinze e
Pramauro, 1993) para o Cy;Es (CMC= 0,058mM), observa-se que a presen¢a dos
lipossomas convencionais nao alterou significativamente a CMC desse tensoativo.
Ndo foram encontrados dados na literatura referentes a CMC dos demais
tensoativos utilizados neste trabatho.

Tabela 5: Concentragdo micelar critica para os tensoativos em presenca de
lipossomas convencionais (1mM)

Tensoativo CMC (mM)
Cioks 0,054
PEGA4L 0,020
PEGSL 0,030
PEG4DL | 0,041
PEGEDL 0,015

5.2.2.2 Percentagem incorporada de tensoativo

A Figura 23 apresenta a incorporagdo dos tensoativos CiEs e PEGSL,
utilizados na preparacao dos lipossomas contendo Epk ou DMPC.

Observa-se na Figura 23 que a incorporagdo dos tensoativos em
fipossomas de Epk foi em torno de 70%, pouca diferenga foi observada quando o
tensoativo usado foi 0 C2Es ou 0o PEG 8L. Para os lipossomas com DMPC, cuja
fluidez da bicamada lipidica € maior a temperatura ambiente (25°C) quando
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comparada ao EpK, houve expressiva variagdo da incorporacdo com o tipo de
tensoativo. Maiores percentagens de incorporacdo na ordem de 90% foram
obtidas para o PEGSL.

Tensoativo incorporado (%)

“E—- )“r"“ ] H.i: w: wad ad

J¥ 8§ 83 oJ§ J§ f= Es 8=

s 3 & e T a g Eg E,:

e xe 8 2% £8 g3 o8 o8

w = £ % 5% £= g2 g= K=
= 8 5 F 7 B

Figura 23: Percentagem de incorporacdo dos tensoativos na membrana lipidica

dos lipossomas logo apds a preparagao.

A Figura 24 mostra percentagens de incorporagao de tensoativos PEG4L,
PEG4DL, PEGSBL e PEG8DL maiores que 90% para todas as amostras formuladas
com DMPC na composicao 60:40 lipidio:tensoativo.

As formulagdes contendo 60:40 Mol% utilizando o lipidio DMPC teve a
incorporacdo do tensoativo PEGS8L bem maior que a mesma proporgdo utilizando
EpK como lipidio estrutural.
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Figura 24: Percentagem de incorporagdo dos PEGs na membrana lipidica dos

lipossomas logo apos a preparacio.

Comparando a percentagem de incorporagdo inicial dos varios PEGs
observa-se que ela aumenta no sentido do PEGSL., PEGA4L, PEG4DL. e PEG8DL.
Esse efeito é devido a maior capacidade de ancoramento na bicamada lipidica de
PEGs com cadeias maiores ou com duas cadeias hidrofdbicas, em conseqiiéncia
do balango de forgas atrativas na bicamada e repulsivas entre as cadeias
hidrofilicas do polimero na superficie dos lipossomas.

A Figura 25 apresenta a variagdo percentual de incorporacio dos
tensoativos durante a estocagem onde se pode observar que as maiores
variagdes ocorreram para o PEGS8L, o que esta de acordo com a variagdo dos
diametros das populagbes durante a estocagem, apresentados na Figura 28,
Observa-se que com excecdo do PEGS8DL cuja saturacdo ocorreu a 95% de
incorporacéo, todos os outros tensoativos foram totalmente incorporados (100%
da sua quantidade inicial). Esses resultados implicam que a utilizacdo de PEG8DL
produz lipossomas aparentemente estaveis durante a estocagem, uma vez que o

di@metro medio permaneceu constante com o tempo.
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Figura 25: Percentagem de incorporacio de tensoativos na bicamada lipidica
durante a estocagem dos lipossomas elasticos (adicdo dos tensoativos durante a
preparagao dos lipossomas).
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Figura 26: Percentagem de incorporag@o do tensoativo PEG8L (com diferentes
concentracdes inicias: 20, 40 e 70Mol%) na bicamada lipidica durante a
estocagem dos lipossomas elasticos (adicdo dos tensoativos durante a
preparagéo dos lipossomas).
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Na Figura 26 é apresentada uma comparagdo da percentagem de
incorporacdo do tensoativo PEGSBL durante a estocagem, para as vérias
concentragdes niciais {20, 40 e 70Mol%), sendo menor para a concentracio de
20%, devido a auséncia da populagdo de maior tamanho, como pdde ser
verificada na Tabela 4.

5.2.3 Anédlises da temperatura de transi¢cao de fases e entalpia

Na Figura 27.a observamos a alta pureza do DMPC devido ao
aparecimento de um unico pico fino no termograma (Tm = 23°C).

Os espectros de calorimetria exploratéria de varredura evidenciam a
incorporacao do tensoativo na membrana pela reducdo da entalpia e temperatura
de transica@o de fases como pode ser observado na Figura 27.b-f. Estes efeitos
aparecem em conseqiéncia da maior fluidez das membranas lipidicas produzida
pela presenga dos tensoativos. As variagbes das referidas propriedades
dependeram do tensoativo usado nas preparacgdes, podendo-se verificar picos
mais finos e Unicos para os lipossomas preparados com Cq:Es (Figura 27.b).
Quando os PEGs foram usados, observa-se nos termogramas que a mudanga de
fases & mais gradativa (picos mais largos), havendo também formagéo de 2 picos,
0 que &€ mais evidente nos termogramas dos PEG8L e PEG8DL (Figuras 27.e e
27 1)
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Figura 27: Espectros de DSC para lipossomas com DMPC:tensoativo {60:40). (a)

(d)
DMPC:PEGSL, (f) DMPC:PEG8DL. Adigdo dos tensoativos durante a preparagéo
dos lipossomas.
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A temperatura de transicéo de fases foi maior para o PEG4DL, quando
comparada ao PEG4L, devido a maior capacidade de ancoramento do PEG4DL
na bicamada, conforme ja discutido nos dados sobre incorporagao de tensoativos
(Figuras 25 e 26).

Para os lipossomas preparados com PEGSL e PEGS8DL, devido a maior
perturbacdo causada na bicamada, as temperaturas de transicéo de fases sdo as
menores obtidas. A presenca pronunciada dos 2 picos se justifica pelas limitagbes
impostas no balango de for¢as da estrutura, causadas pelo maior tamanho da
cadeia hidrofilica do PEG, resultando em vesiculas menos empacotadas, o que
facilita a saida mais rapida dos tensoativos da estrutura com o aumento da
femperatura, produzindo a separago, além da transicao de fases. Para tamanhos
equivalentes de cadeia (Ci2Es € PEG4L), a forma éter do lauril apresentou
temperatura de transicio de fases menor que a sua forma éster, indicando no
ultimo caso maior estabilidade das vesiculas.

A Tabela 6 apresenta um resumo dos valores de temperaturas de transicao
de fases para os lipossomas preparados com 0s varios tensocativos. A auséncia
dos valores da entalpia para as preparagtes contendo PEGs se deve ao
aparecimento dos dois picos nos termogramas.

5.2.4 Estabilidade fisica dos lipossomas

As amostras acondicionadas em geladeira a 10°C foram monitoradas por
espalhamento de luz durante 13 dias quanto aos tamanhos das vesiculas. O
meétodo utilizado esta apresentado no item 4.2.3.7.



Tabela 6: Temperatura de transi¢cdo de fases (Tm) e entalpias (AH) para as
lipossomas contendo DMPC e diferentes tensoativos.

Amostra (Mol%) Tm (°C) AH (kcalimol)
DMPC (100) 23,64 548
DMPC:C,2E5 (60:40) 16,80 3,44
DMPC:PEGA4L. (60:40) 21,29 3,08
DMPC:PEG4DL (60:40) 22,51 3,20
DMPC:PEGSL (60:40) 17,23 0,88

21,20 1,62
- DMPC:PEGSDL (60:40) 10,91 0.58
14,26 0,61

A Figura 28 apresenta o comportamento das vesiculas durante o periodo de
estocagem. Foi observado nos 4 primeiros dias alterag6es nos didmetros para as
amostras contendo PEG4L e PEGSL, com desaparecimento da populagido maior
para as vesiculas contendo PEG4L e aumento da populagao mator para as
vesiculas com PEGSL, devido a re-distribuicio do tensoativo entre a bicamada
lipidica e a solugdo. A partir do quarto dia, a maior populagdo dos lipossomas
compostos por PEGS8L apresentou di&metros entre 1200nm e 1800nm. Este
aumento de tamanho, provavelmente & devido a incorporagdo do tensoativo livre.
Os lipossomas compostos por PEG4DL e PEG8DL apresentaram variagdes de
tamanho somente a partir do 10° dia de estocagem, devido & maior capacidade de
ancoramento na bicamada e menor mobilidade, ambas produzidas pela presenca
das duas cadeias hidrofébicas nestes tensoativos. Para a amostra contendo
PEGSDL, pode-se ainda inferir que apés 10 dias de estocagem ocorreu um
provavel rearranjo das moléculas de tensoativo e lipidio devido ao seu maior
volume ocupado na bicamada que os demais tensoativos analisados.
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Figura 28 Perfis de estabilidade dos lipossomas convencionais (DMPC 100Moi%)
e elasticos (DMPC:Tensoativo, 60:40) durante tfreze dias de estocagem.
Concentragdo: 5miM. Temperatura.10°C. (adicdc dos tensocafivos durante a
preparacao dos lipossomas).

As Figuras 29.a e 29.b apresentam uma comparacao enire a evolugdo das
populagbes dos lipossomas estocados apds a preparacio. Praticamenie néo
houve variagdc nos digdmetros dos lipessomas compostos somente de DMPC
(Figura 28.a). Com 2 incorporacio do tensoativo PEGSBL a 40Mol% (Figura 29.b),
ambas as populacdes geradas crescem com o tempo devido & incorporagio de
mais tensoativo presente na soiugdo. Esse crescimento € mais acentuado para a
populacao de maior didgmetro médio. Apos ¢ ensaio de elasticidade, no qual as
vesiculas séo forcadas a passar através de 2 membranas de policarbonato com
poros de 50nm sob baixa press8o, as variacbes no didmetro foram semelhantes
as das amosiras anteriormente estocadas até 5 dias (Fig. 29.c}. Apds esse tempo
n&o foi mais possivel & obtenclo de medidas coerentes por espathamento de luz,
indicando assim a desestabilizacio das estruturas. Observe-se na Figura 29.b que
a populacdo de menor didmelro aparece apés ¢ primeire dia de estocagem. Apds
a extruséo, ha a formacgio de uma populacdo maior, que atinge aproximadamente
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800nm em 5 dias (Figura 29.c), indicandc a agregacio dos lipossomas com &
conseqgiiente desestabilizacdo observada, '

Esses resultados indicam gue a dispersio de lipossomas contendo
tensoativos tem esiabilidade limitada com o tempo de estocagem.
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Figura 29 Esisbilidade durante a estocagem dos lipossomas convencionais
(DMPC 100Mol%) e elgsticos (DMPCIPEGSL, 80:40}, determinados pela variacéo
dos seus diametros. (&) Lipossomas com apenas DMPC armazenados iogo apds a
preparacdo durante 25 dias. (b} Lipossomas com DMPC.PEGBL (80:40)
armazenados apds a preparacdo durante 15 dias. (¢} Lipossomas com
DMPC:PEGBL (6040} armazenados apds 0 ensaio de elasticidade (passagem em
mambrana com poros de 50nm). Concentracdo . SmM. Temperaturs 10°C.
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5.2.5 Fluxos e elasticidade dos lipossomas

A Tabela 7 apresenta os valores dos didmetros dos lipossomas preparados
com o tensoativo Ci2Es, medidos antes e apds a permeacéo através de uma
membrana de policarbonato de 50nm. Para os lipossomas com Epk nao foi
possivel medir seus diametros nas solugbes permeadas devido a baixa
concentragdo de vesiculas no liquido obtido. Isto significa que estes lipossomas
néo foram permeados representativamente através da membrana. Esse resultado
j& era esperado devido a alta temperatura de transicdo de fases deste lipidio,
65°C, estando portanto a temperatura de permeacéo (37°C), na fase gel. O fiuxo
medido na permeacao foi, praticamente, devido a passagem da solugdo tampéo
atraves da membrana, uma vez que as vesiculas ficaram retidas.

Para o DMPC, que tem a sua temperatura de fransicéo de fases igual a
23°C, a fluidez da bicamada permitiu a sua passagem através da membrana com
poros de 50nm. Observa-se que apds a permeacgdo houve variagdo do didmetro
das vesiculas, embora n&o expressiva, devido aos efeitos da deformacao.

Os resultados da permeacao utilizando formulagées compostas com DMPC
e PEG na proporg¢éo molar 60:40 (5mM) com duas membranas sobrepostas estéo
apresentados na Tabela 8. Os valores dos dimetros médios dos lipossomas
preparados com os PEGs, medidos anies e apds a permeacdo nado sofreram
mudangas expressivas com exce¢aco da amostra contendo PEG4L. As populagbes
maiores presentes nas amostras iniciais com PEG4L e PEGS8L (264,9 e 574,2nm,
respectivamente) ndo apareceram na disperséo permeada.

Os lipossomas com PEGBL e PEGS8DL apresentaram maiores fluxos,
provavelmente devido a maior perturbaco causada pelo maior tamanho da cadeia
hidrofilica do PEG, resultando em bicamadas mais fluidas e, conseqlentemente,
mais deformaveis. Comparando os fluxos das amostras com PEG4DL e PEGA4L,
observamos que o valor obtido para o PEG4DL foi bem menor do que o PEGA4L,
que pode ser explicado pela menor fluidez da bicamada do PEG4DL, refletida

anteriormente na sua maior temperatura de transicdo de fases, comparada aos
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lipossomas contendo PEGA4L (Tabela 8). Esses resultados mostram que a
incorporacao do PEG8DL e também promissora para a preparagéo de lipossomas
elasticos, trazendo um beneficio adicional que & o de maior estabilidade da
membrana como verificado na Figura 28. Os trabalhos da literatura utilizam o
colesterol ou sulfato de colesterol para conferir estabilidade aos lipossomas,
porém com o comprometimento muito maior da fluidez da bicamada fipidica (Van

den Bergh, 2001).

Tabela 7: Diametros médios, fluxos e percentagem permeada de fosfolipidios dos

lipossomas preparados com CyoEs apds passagem através de 1 membrana de
policarbonato com poros de 50nm sobreposta a um disco de dreno. Temperatura:

37°C. Pressao: 2,5 psi.

% popuia- % popula- Fluxo
Amostra (Mol%)* D1(mm) . .. D2(wm) . . PO.* (%)
(mL/min)
Concentragdo inicial da dispersao:imM
EpK :CyoEs (100:0) 115,20 100 - - 0,05 1
EpK :Ci.Es (88:12) 135,50 100 — - 0,08 1
EpK :C:E5 (60:40) 195,20 100 — - 0,11 1
DMPC:C4,Es (100:0) 128,60 100 111,60 100 0,17 81
DMPC:Cq;E5 (88:12) 124,61 100 103,70 100 0,76 87
DMPC.Ci,E5 (60:40) 128,10 100 136,80 100 3,00 90
Concentragio inicial da dispersdo:5mM
DMPC:C,Es(100:0) 128,60 100 109,50 100 0,08 65
DMPC:.Cy.E5 (60:40) 203,23 100 160,29 100 0,18 85

Onde: * adicdo do tensoativo durante a preparacio dos lipossomas.
D1: Diametfros dos lipossomas antes da permeacio e
D2: Diametros dos lipossomas apds a permeacio.
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Tabela 8: Diadmetros médios, fluxos e percentagem permeada de fosfolipidios dos
lipossomas preparados com diferentes PEGs apds passagem em 2 membranas
de policarbonato com poros de 50nm sobrepostas a um disco de dreno.
Temperatura: 37°C. Pressé&o: 2,5 psi.

Concentracgéo Inicial da dispersido: 5mM

% popula- % popula-  Fluxo
Amostra (Mol%)* D 1(nm) D 2(nm) _ PO&(%)
cional cional (mk/min)

DMPC.PEG (100:.0) 126,8 100 121,4 100 0,03 55
570 81,8

DMPC:PEG4L(60:40) 106,8 100 0,28 95
2649 18,2

181.4 80,4 .

DMPC: PEG8L(60:40) 212,4 100 2,24 99
5742 19,6

DMPC:PEGA4DL(60:40) 116,2 100 110,4 100 0,08 42

DMPC:PEG8DL(80:40) 94,3 100 89,3 100 2,08 90

Onde:; *: adicdo dos tensoativos durante a preparacio dos lipossomas.
D1: Diametros dos lipossomas antes da permeagao e
D2: Diametros dos lipossomas ap6s a permeacio

Comparando os resultados obtidos das amostras formuladas com
diferentes proporgées molares de DMPC e PEGS8L (Tabela 9), observa-se que a
partir de 40Mol% de tensoativo os fluxos n&o sofrem modifica¢des expressivas. No
que se refere a percentagem permeada de fosfato, as amostras contendo PEGSL
permearam eficientemente por duas membranas de policarbonato de 50nm néo
ocorrendo processo de filtrag@o das vesiculas. No entanto a amostra contendo
apenas DMPC teve apenas 55% de fosfolipidio permeado em relagéo ao valor
inicial. Esses resultados mostram que com o aumento da resisténcia a permeagao,
com utilizacgo de duas membranas, a fluidez da bicamada devida somente a
temperatura de transicao de fases nzo é suficiente para uma permeacao eficiente,

sendo necessaria também a presenca do tensoativo na bicamada.
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Tabela 9: Diametros médios, fluxos e percentagem permeada de fosfolipidios dos
lipossomas preparados com diferentes proporcdées molares de PEGSBL apoés
passagem através de 2 membranas sobrepostas de policarbonato com poros de
50nm sobreposta a um disco de dreno. Temperatura: 37°C. Pressdo: 2,5 psi.

D1 ‘“%popula- p2 % popula- Fluxo PO, >
Amostra (Mol%) .
(nm) cional (nm) cional {mL/min) (%)
DMPC.:PEGSL (100:0) 126,8 100 1214 100 0,03 55
DMPC:PEGSL(80:20) 193,0 100 138,4 100 0,03 89
181.0 80,4
DMPC:PEGSL.(60:40) 2124 100 2,24 99
574,2 19,6
137.0 66,7
DMPC: PEGS8L(30:70) 109,53 100 1,80 93
376,0 33,3

Onde: *: adicéo do tensoativo durante a prepara¢ao dos lipossomas.
D1: Diametros dos lipossomas antes da permeago e
D2 Diametros dos lipossomas apds a permeacio

Na Figura 30 sdo apresentados os valores de elasticidade e deformacéo
obtidos para as prepara¢des com DMPC e Cyz:Es, sendo permeadas utilizando 1
membrana de policarbonato com poros de 50nm em duas concentragdes distintas
(1mM e 5mM). A elasticidade e a deformacgéio foram calculadas a partir dos dados
de diametros médios e fluxos utilizando as Eq. 5 e Eq. 16 (ltem 4.2.3.9). Em todos
0s casos os diametros apos a permeacao foram menores, e, porianto os valores
das deformagdes estao apresentados em médulo.
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Figura 30: Elasticidade e deformacéo dos lipossomas compostos por DMPC ¢
C2Es com diferentes proporgbes molares e em duas concentragdes finais (1mM e
5mM). Meio poroso utilizado: 1 membrana de policarbonato com poros de 50nm
sobreposta a um disco de dreno. Temperatura: 37°C. Pressao: 2,5psi. Adigdo do
tensoative durante a preparacéo dos lipossomas.

Nos experimentos realizados com lipossomas 1mM de concentragéo final,
pode-se verificar, de acordo com a Figura 30, que a amostra com maior
elasticidade contém 40Moi% de Ci2Es. Os resultados obtidos para amosiras mais
concentradas identificaram maior dificuldade de permeacéo, principalmente devido
a reducdo do fluxo de ambas as amostras permeadas a 5mM. Em se tratando da
deformacéo, foi observado alteracdo dos didmetros médios determinados antes e
depois da permeacdo variando de 7 a 21%.

A Figura 31 mostra que a elasticidade e a deformagéo para a amostra com
40Mol% de PEGBL apresentaram claramente meihores resultados que as demais.
A deformacgéo de todas as amostras variou de 4 a 18%. Estes resuitados indicam
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que o tensoativo PEGSBL confere fluidez 4 membrana lipidica necessaria a sua
deformacdo durante a permeacdo, favorecendo a passagem em poros
aproximadamente 4 vezes menores que o didmetro inicial da vesicula.
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Figura 31: Elasticidade e deformacéo dos lipossomas compostos por DMPC:PEG
(60:40) apbs permeacio através de 2 membranas de policarbonato com poros de
50nm sobrepostas a um disco de dreno. Conceniracéo dos lipossomas: SmM.

Temperatura: 37°C. Press&o: 2,5psi. Adigio dos tensoativos durante a preparagéo
dos lipossomas.

Observa-se ainda na Figura 31 que os lipossomas com tensoativos PEGA4L
e PEGS8L apresentaram deformacbes percentuais de 13 e 18%, enquanto que os
lipossomas sem tensoativo e com PEG4DL e PEGS8DL situaram-se em torno de

5%.

Comparando os resultados obtidos das amostras formuladas com
diferentes proporgdes molares de DMPC e PEGSL (Figura 32), observa-se que, se
aumentarmos a concentracdo do tensoativo de 40 para 70Moi%, quando ha a
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presenca expressiva de micelas na dispersdo, ocorre reducio na elasticidade. A
concentracdo de 40Mol% foi considerada a mais adequada para as formulacdes
em estudo, tanto em termos de elasticidade quanto em termos da predominancia
de estruturas lipossomais (Figura 31). No que se refere a deformagao percentual,
ha tendéncia de aumento da deformag&o quando a concentragéo de PEGSL passa
de 40 para 70Moi%.

‘ Elasticidade {mlL/min)

{93 oubatiitge

(80:20) (80:40) (30:70)

Figura 32: Elasticidade e deformacdo dos lipossomas compostos por
DMPC:PEGS8L com diferentes proporgbes molares (80:20, 60:40 e 30:70) apds
permeacdo em 2 membranas de policarbonato com poros de 50nm sobrepostas a
um disco de dreno. Concentracdo dos lipossomas. SmM. Temperatura: 37°C.
Pressao: 2,5psi. Adigao do tensoativo durante a preparacéo dos lipossomas.

No caso dos lipossomas com 20Mol% de PEGBL, a deformagéo percentual de
28% se deve as limitacdes na permeacio refletindo-se na menor elasticidade,
devido & menor concentracio do tensoativo.
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5.3 Caracterizacao dos lipossomas com incorporaciao do PEGSL
em lipossomas pré-formados

Nestes experimentos 0 tensoativo PEGSL foi incorporado as vesiculas pré-
formadas, diferindo dos experimentos anteriores nos quais os tensoativos foram
incorporados durante a preparacao dos lipossomas.

5.3.1 Cinética de incorporacdo do tensoativo PEG8L em lipossomas de
DMPC

A incorporagéo do tensoativo na bicamada lipidica foi caracterizada através
das variacfes no diametro e polidispersidade das vesiculas, pela variagdc da
percentagem incorporada calculada a partir de medidas da tensao superficial, pela
variacado da absorbancia das dispersdes e pela determinagdo de pardmetro de

ordem.

5.3.1.1 Diametro principal e polidispersidade

As Figuras 33.a-d apresentam as cinéticas de incorporagéo de diferentes
propor¢gdes de PEGSBL (20, 40, 54 e 70Mol%) em lipossomas convencionais
(DMPC 100Mol%) incubados com durante ¢ intervalo de tempo de 300 minutos,
avaliadas pelas alteragbes no didmetro principal e polidispersidade das vesiculas.
Observa-se em todas as situagdes que o didmetro principal situa-se acima de 90%
da populacao.

Os resulitados apresentados nas Figuras 33.2 e 33.d mostram que os
didmetros médios dos lipossomas incubados com 20 e 70Moi% de PEGSL nao

variaram significativamente durante as 5 horas de incubacdo. No entanto, as
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Figuras 33.b e 33.c mostram que a adicdo de 40 e 54Mol% de PEGSL nos
lipossomas promoveram alteracdes de didametro, com variacdo de 90% quando
comparado com seus valores iniciais. Nestas proporgdes o tensoativo foi capaz de
se acomodar nas bicamadas e desorganizar o sistema e tornar a bicamada muito
mais fluida.

A polidispersidade da composi¢cio DMPC:PEGSL (46:54) variou de 0,1 a
0,6 as demais praticamente se mantiveram estaveis ao longo do ensaio.

Estes resultados indicam que a incorporagdo do tensoativo em lipossomas
na propor¢do molares 80:20 (DMPC:PEGBSL) ndo produz alteragbes significativas
no empacotamento da bicamada lipidica, ou no caso 30:70 (DMPC:PEG8L), as
micelas formadas ndo aumentaram de tamanho com o tempo. Nas concentragtes
subseqiientes 60:40 e 46:54 (DMPC:PEGSL), observa-se crescimento acentuado
dos lipossomas com a incorporacéc do tensoativo, € no ultimo caso, também um
aumento concomitante da polidispersidade. Apesar do aumento de tamanho dos
lipossomas pela interacdo com o tensoativo, nao se observa queda do didmetro
principal até 300 minutos, indicando que durante esse periodo predomina a
estrutura vesicular, conforme perfis tipicos de intera¢do de tensoativos com
lipossomas estudados por varios autores (Edwards e Almgren, 1991 e 1992,
Moraes et al., 1999 e Ribas, 1997).

5.3.1.2 Percentagem incorporada de tensoativo

A percentagem de tensoativo incorporada em lipossomas convencionais
contendo DMPC como lipidio estrutural foi calculada de acordo com ¢ item 4.2.3.4.
As Figuras 34. a-d apresentam as percentagens incorporadas de PEGSL e
absorbancias em funcao do tempo de incubacgao.
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Figura 33: Cinética de incorporacdc de PEGSBL em lipossomas convencionais
compostos de DMPC avaliada através das variagbes no didmetro médio e
polidispersidade. Temperatura:25°C. (a) (DMPC:PEGSL) (80:20) (b) DMPC:PEGSL
(60:40), (c) DMPC:PEG8L (46:54) e (d) DMPC:PEGS8L (30:70). Adicdo do
tensoativo aos lipossomas pre-formados.
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Figura 34. Cinética de incorporacdo de PEGBL em lipossomas convencionais

compostos de DMPC avaliada através das percentagens de PEGS8L incorporada e

por espalhamento de luz (340nm) em funcéo do tempo. Temperatura: 25°C. (a)
DMPC:PEGSL (80:20) (b) DMPC:PEGSL (60:40), (c) DMPC:PEGS8L (46:54) e (d)
DMPC.PEGSL (30:70). Adicao do tensoativo aos lipossomas pré-formados.
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De acordo com as Figuras 34. a-d nas propor¢des molares analisadas
ocorreu reducdo da tensdo superficial com o tempo, resultandc em valores
calculados de percentagem de tensoativo incorporado acima de 80% apés 5
minutos de incubagéo.

Os resultados obtidos de absorbancia mostraram que em torno de 25
minutos ocorreu comportamento tipico de incorporagdo de PEG em lipossomas,
observando-se uma reducéo nos valores de absorbancia no intervalo que vaide 0
a aproximadamente 12 minutos, devido a redistribuicdo dos fosfolipidios nas
bicamadas dos lipossomas formando estruturas menores com tensoativos e com a
tendéncia de crescimento com decorrer do tempo, tal como descrito no item
3411,

Comparando os resultados de didmetro e percentagem incorporada de
tensoativo em lipossomas convencionais com o tempo, apesar de todas as
formulacdes incorporarem acima de 80%, apenas os lipossomas contendo 40 e
54Mol% de PEGSL tiveram crescimento expressivo quanto ao diametro no
decorrer do ensaio. As demais amostras mantiveram os seus didmetros das
populacdes principais muito préximos dos valores iniciais. Isto confirma a nossa
hipétese anterior de que 20Mol% de tensoativo ndo produz alteragdes
significativas na bicamada lipidica. No entanto, quando foi adicionado 70Mol% de
PEGS8L os resultados apontam para a existéncia de estruturas micelares as quais
nao sofrem alleragbes de iamanhos expressivas com a incorporagcdo do
tensoativo.

5.3.1.3 Parametro de ordem

A incorporag@o do tensoativo nos lipossomas foi também caracterizada
através do parametro de ordem da bicamada lipidica, determinado através da
analise dos espectros de ressondncia paramétrica eletronica, utilizando o
marcador 5-SASL.
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Para essa determinagdc foram obtidos trés conjuntos de espectros: o
primeiro para o marcador 5-SASL obtidos em tampao Hepes pH 7 4 (Figura 35. a),
0 segundo para micelas de diferentes concentragdes de tensoativo PEGSL
(Figuras 35. b-d) e o terceiro referente aos lipossomas em presenca de diferentes
porcentagens de tensoativo com diferentes tempos de incorporagao de tensoativo
(Figura 36).

(b) (c} (d)
Figura 35: Espectro de RPE do 5-SASL. (a) 5-SASL em tampao Hepes pH 7.4 e
em (b), (¢) e (d) 5-SASL em 20, 40 e 70Mol% de PEGSL em tampao Hepes.

Na Tabela 10 figuram os valores calculados para o pardmetro de ordem das
vesiculas em presenca de PEGBL em dois tempos de incorporagdo, e também
para as micelas. Comparando os valores de S obtidos para as amostras contendo
lipossomas, observa-se que nao houve variagdo com o tempo de exposicdo dos
lipossomas ao tensoativo, confiimando os resultados anteriores, de que a
incorporacgdo € rapida, da ordem de 10 minutos.

Observa-se também nesses resultados, variagdo do parametro de ordem
com a concentracdo de tensoativo. S menores foram obtidos com maiores
conceniracdes de tensoativo, em conseqgliéncia da desorganizacao imposta na
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bicamada. Para 70Mol% de PEGSL,0 valor do parametro de ordem (0,51), foi mais

proximo ao obtido para micelas (0,43),

confirmando assim a presenca

predominante de micelas nessa condicdo. Os resultados indicam que para

concentragbes menores de fensoativo predominam os
preparagoes.

lipossomas nas

Esses resultados também se correlacionam com os dados de elasticidade

anteriormente obtidos, mostrando que a incorporagdo do tensoativo torna a

bicamada mais fluida e com maior capacidade de deformacdo, preservando a

integridade das vesiculas.
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Figura 36: Espectro de RPE do 5-SASL em membranas de lipossomas (DMPC)
sem e com PEGSL (20, 40 e 70Mol%) em fungido do tempo de incubagéo (10 e

180 minutos) do tensoativo. Adicao do tensoativo aos lipossomas pré-formados.
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Tabela 10: Parametros de Ordem (8) medidos com o marcador de spin 5-SASL
incorporados em lipossomas e micelas do PEGSL

S em 10 min S em 180 min
DMPC:PEGSL (100:0) 0,68 0,68
DMPC:PEGSL (80:20) 0,58 0,58
DMPC:PEGSL (60:40) 0.56 0,56
DMPC:PEGSL. (30:70) 0,51 0,50
Tampao Hepes + 20% PEGSL 0,41 -
Tampéao Hepes + 40% PEGSL 0,44 -
Tampéo Hepes + 70% PEGSL 0,43 -

5.3.1.4 Fiuxos e elasticidade dos lipossomas

Nos resultados obtidos das amostras formuladas com diferentes proporgdes
molares de DMPC e PEGSL (Tabela 11), observa-se que a amostra com 40Mol%
de tensoativo apresentou fluxo elevado em relacio as demais amostras o que
refletiuv em valores de elasticidades também elevados (Figura 37). No gque se
refere a percentagem permeada de fosfato, as amostras contendo PEGSL
permearam eficientemente por duas membranas de pclicarbonato de 50nm né&o
ocorrendo processo de filtraggo das vesiculas.

Comparando-se os resultados das Tabelas 9 e 11, observa-se que a
incorporag@o do tensoativo nos lipossomas pré-formados & vantajosa em varios
aspectos: produz diametros médios semelhantes, porém com somente uma
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populagdc apos a incorporagdo do tensoativo, além de fluxos maiores,
principaimente para a composicao DMPC:PEGBSL (60:40). Isso indica uma meihor
distribuicgo do tensoativo na bicamada, favorecendo a elasticidade das vesiculas.
A incorporagdo do tensoativo em vesiculas pré-formadas foi rapida, da ordem de
10 minutos. A quantidade de fosfato permeado foi semeihante para os dois
métodos de preparaco.

Tabela 11: Diametros médios, fluxos e percentagem permeada de fosfolipidios
dos lipossomas preparados com diferentes proporgdes molares de PEG8L. Meio
poroso utilizado: 2 membranas de policarbonato com poros de 50nm sobrepostas
a um disco de dreno. Temperatura: 37°C. Pressao: 2,5psi.

Concentragao inicial da dispersdo: 5SmM

Amostra (Mol%}* D 1{nm)* D2{nm)* Fluxo (mLimin) PO, *(%)

DMPC: PEGSL (100:0) 1268 1214 0,03 55
DMPC: PEGSL (80:20)  132,4 118,8 5,60 82
DMPC: PEGSL (60:40)  260,0 193,6 17,50 98
DMPC: PEGSL (30:70)  141,0 109,7 5,10 87

Onde: *: adicio do tensoativo aos lipossomas pré-formados
** distribuicfio unimodal ou com popuiacéo principal acima de 80%
D1: Didmetros dos lipossomas antes da permeacao e
D2: Didmetros dos lipossomas apds a permeagao

Os resultados apresentados na Figura 37 indicam que tanto os valores dos
fluxos como os valores das elasticidades sofreram modificagbes expressivas em
relacdo a metodologia de preparagéo do lipossoma eldstico, principaimente, para
a amostra contendo DMPC:PEGBSL (60:40). Dessa forma, pode-se inferir que ha
maior ancoramento do PEGSBL na bicamada, tornando-a mais fluida, quando o
tensoativo € adicionado aos lipossomas pré-formados.
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Figura 37: Fluxo e elasticidade dos lipossomas preparados por diferentes
meétodos (hidratagdo do filme secc de lipidio e tensoativo, preparacdo A; e
incubacéo de tensoativo aos lipossomas, preparacdo B) em diferentes proporcdes
molares de PEGS8L. Meio poroso utilizado: 2 membranas de policarbonatc com
poros de 50nm sobrepostas a um disco de dreno. Temperatura: 37°C. Presséo:
2,5psi.

5.3.2 Cinética de incorporac¢do do tensoativo PEGSL em lipossomas de
lecitina de ovo

A incorporacdo do tensoativo na bicamada lipidica dos lipossomas
constituidos de lecitina de ovo foi caracterizada através das variacdes no didmetro
médio e polidispersidade das vesiculas, pela variagdo da percentagem
incorporada calculada a partir de medidas da tensdo superficial e pela varia¢do da
absorbancia das dispersdes.
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5.3.2.1 Diametro medio e polidispersidade

A Figura 38 mostra a cinética de incorporacdo de 40Mol% de PEGSL em
lipossomas convencionais constituidos por lecitina de ovo (PCovo) 1g/L através de
medidas sucessivas de diametro e polidispersidade versus tempo.

Os resultados evidenciam que diametro principal das vesiculas ndo variou
significativamente (desvio padrédo 5,5nm) durante o experimento (300 minutos de
incubacéo) com valores em torno de 114 a 133nm. A polidispersidade também
permaneceu estavel, e em torno de 0,38. Estes resultados indicam que, também
neste caso, n&o ocorreram grandes perturbagdes no empacotamento da bicamada
lipidica quando o tensoativo PEGSL foi adicionado aos lipossomas convencionais
compostos de fosfatidiicolina de ovo nas condigbes deste experimento. Embora
néo existam grandes diferencas entre as variacdes de didmetro com a
incorporacgéo do PEGBL em DMPC ou lecitina, neste ultimo caso parece ser mais
rapida gerando polidispersidade pouco maior (em torno de 0,4).
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Figura 38: Cinética de incorporacdo do PEGSBL em lipossomas convencionais
compostos por lecitina de ovo através de medidas de didmetro médio e
polidispersidade. Concentracéo de fosfolipidio, PCovo: 1g/L.. Concentracdo inicial
de tensoativo: 0,4 g/l.. (Moi% aproximado de PCovo:PEGSL, 60:40).
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5.3.2.2 Percentagem incorporada de tensoativo e absorbancia

Na Figura 39 verifica-se o declinic da absorbancia e um aumento da
percentagem de incorporacdo devido a reorganizagido dos lipossomas em
presenca de 40Mol% de PEGS8L nos primeiros 20 minutos de experimento. A
percentagem de incorporagao do tensoativo apds 5 minutos de incubacgio foi de
66%, permanecendo estavel e com incorporacdo maxima de 71% em 120
minutos. Os valores de absorbancia corroboraram com os resultados obtidos de
didmetro médio, sendo observada apenas uma discreta variacac de valores (0,38
a 0,40).
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Figura 39: Cinética de incorporacéo dc PEGBL em lipossomas convencionais
compostos de lecitina de ovo atraves de medidas de espalhamento de luz (340nm)
e percentagem de incorporacdo de tensoativo. Concentracdo de fosfolipidio,
PCovo: 1g/L. Concentrac&o inicial de tensoativo: 0,4 g/L. (Mol% aproximado de
PCovo:PEGSL, 60:40).
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5.3.3 Comportamento dos lipossomas quando submetidos a

permeacao através de membranas

O comportamento dos lipossomas quando submetidos a permeacao atraves
de membranas foi avaliado com o aumento da pressao, e analisado em relacido ao
fluxo, elasticidade, didmetro medio e concentragao de fosfato permeado. O estudo
foi feito para lipossomas convencionais e elasticos preparados com lecitina de

ovo.

5.3.3.1 Fluxo

As Figuras 40 e 41 mostram o comportamenio do fluxo durante a
permeacdo em membranas de policarbonato, com diédmetro de poro nominal de
30nm em funcao da pressao, de lipossomas convencionais (FCovo: PEGSL (100:0
Mol%) e elasticos (PCovo:PEGBSL (60:40) Mol% aproximado), respectivamente. Os
lipossomas foram preparados com concentragbes de 1 e 10g/L de lipidio. Dados
de fluxo de agua Mille-Q também foram obtidos no mesmo sistema para
comparagao.

Os resultados mostram, como esperado, que o fluxo da agua foi maior que
o das demais formulacdes nas mesmas condi¢des experimentais. O fluxo obtido
com o0s lipossomas elasticos foi superior ao dos lipossomas convencionais. Fluxos
mais elevados foram obtidos para as amostras contendo menor concentragao de
lipidio para os lipossomas convencionais, o que nao foi verificado para os
lipossomas elasticos.

No intervalo de pressao investigado, o fluxo das vesiculas contendo
tensoativo foi proporcional a pressa@o aplicada para amostras contendo PEGSL.
Nao houve diferencas expressivas do fluxo quando a concentracdo de lipidios
variou de 1 a 10g/L (Figura 41). No entanto, um comportamento nio linear foi

observado para os lipossomas convencionais a partir de uma pressao limite que
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foi 8 e 12 psi para as amostras contendo 1 e 10g/L, respectivamente (Figura 40).
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Figura 40: Fluxo de lipossomas convencionais compostos por fosfatidilcolina de
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Figura 41: Fluxo de lipossomas elasticos compostos por fosfatidilcolina de ovo
utilizando 2 membranas com poros nominais de 30nm em funcdo da presséo:
(X)PCovo.PEGSL (60:40), 1g/l., (A)PCovo:PEGSL (60:40), 10g/L e (A)agua.
Temperatura: 37°C. (Mol% aproximado). Adicdo do tensoativo aos lipossomas
pré-formados.
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Os resultados experimentais mostram que ha aproximadamente uma relacao
linear entre o fluxo e a queda de presséao, a qual & independente da concentracao
dos lipossomas. que o escoamento dos lipossomas elasticos em membranas
obedece a lei classica de Darcy, com a proporcionalidade entre fluxo e queda de
pressao. Esses resultados mostram claramente a diferenca da capacidade de
deformacdo entre os lipossomas elasticos e os convencionais, confirmando os
resultados anteriores obtidos neste trabalho. Para os lipossomas convencionais a
permeacdo é limitada pela rigidez da bicamada que impde restricdes ao fluxo com
o aumento da pressdo. Além disto, existe uma pressdo minima (4 psi), para que
esses lipossomas possam escoar através da membrana.

5.3.3.2. Elasticidade

Os resultados referentes a elasticidade dos lipossomas foram obtidos em
duas concentracées de lipidios, 1 e 10 g/L. Lipossomas convencionais contendo a
menor concentracdo de fosfolipidios apresentaram valores mais altos de
elasticidade (0,5 a 1,8 mL/min) sendo que a partir de 8 psi houve tendéncia de
estabilizacdo independente da pressdo utilizada (Figura 42). No entanto,
lipossomas contendo tensoativo (Figura 43) apresentaram maior elasticidade
guando comparados com os valores obtidos para lipossomas convencionais e em
torno de 1,1 a 6,1 mL/min e 0,4 a 12,5 mL/min para concentra¢oes de fosfolipidios
iguais a 1 e 10 g/l, respectivamente. No geral, observa-se que os valores de
elasticidade crescem com o aumento da pressao aplicada no sistema até um valor
limite, que representa a sua capacidade maxima de deformacdo da geometria
esférica para uma geometria do tipo esfero-cilindro e que se insere nos poros
(Bruinsma,1996). Em ambos 0s casos a concentragao influenciou a elasticidade,
sendo maior a diferenga para os lipossomas convencionais. O desvio apresentado
no valor da elasticidade para lipossomas elasticos com 10g/L quando foi utilizada
pressao de 16 psi (Figura 43) deve-se ao valor do didmetro médio dos lipossomas
nessa condigao, apresentado na Figura 45.
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Figura 43: Elasticidade dos lipossomas contendo PEG8L em funcdo da

concentragdo de fosfolipidios e da pressao aplicada; (0) PCovo:PEGSL (60:40),
1g/l. € (A ) PCovo:PEGS8L (60:40), 10g/L. Temperatura: 37°C. {Mol% aproximado).
Adicao do tensoativo aos lipossomas pré-formados.
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Os resultados obtidos dos diametros médios para os lipossomas
convencional e elastico apés os ensaios de permeacao estdo representados na
Figuras 44 e 45 respectivamente. O didmetro inicial para todas as amostras foi
aproximadamente 125nm. Nos lipossomas contendo PEG8SL as vesiculas
sofreram decréscimo de tamanho com o aumento da presséo aplicada passando
para estruturas com 76 nm a 2,5 psi de pressdo, tendendo a estabilizacdo com o
aumento da pressdo. Para os lipossomas convencionais verificou-se um
decréscimo gradual do didmetro com o aumentc da pressdo imposta nas duas
concentracdes avaliadas.
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Figura 44: Diametro principal dos lipossomas convencionais em fungdo da
concentragao de fosfolipidio e da presséo: (0) PCovo 1g/L. e (A) PCovo10g/l..

100



8

g 140

i 1304

s Ja

£ mdo

o )

I

g 1o

- {00 -

£ j

=

R

T 80 T

g e ]z [ %

- Y hrd

a p. i - i

o .

. A

@ 60 i

£ ] !

T 4

i T e e e s e L B e e e e e T

] 2 4 8 8 10 12 14 18 18

Pressao{psi))

Figura 45: Diametro principal dos lipossomas elasticos em fungcdo da
concentracdo de fosfolipidio e da pressdo (0) PCovo:PEGSL (60:40), 1g/L e (A)
PCovo:PEGSL (60:40), 10g/L. (Mol% aproximado). Adigdo do tensoativo aos
lipossomas pré-formados.

A Figura 46 apresenta os resuitados da concentrac@o de lipidios para
amostras convencional e elastica permeadas apés os ensaios de permeacZo em
funcao da concentragdo inicial de fosfolipidios e da pressdo.

As maiores concentragdes de fosfato obtidas apds a permeacio no meio
poroso foram para os lipossomas elasticos, permanecendo praticamente
constantes com o aumento da press&@o. Nas mesmas condigbes experimentais, foi
observado que apds a permeagéo das amostras convencionais a concentraco de
fosfolipidio tendeu a crescer com o aumento da pressdo especiaimente para a
condigdo de 10g/L. Esses resuitados refletem o comportamento dos fluxos

permeados anteriormente apresentados (Figuras 40 e 41).
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Figura 46: Concentracdo de fosfolipidios ap6s os ensaios de permeacdo para os
lipossomas convencionais e elasticos em fungdo da concentracao de lipidios e da
pressdo. Lipossomas convencionais, {¢} PCovo, 1g/L, (w) PCovo, 109/l e
Lipossomas elasticos, (x) PCovo:PEGSL (60:40), 1g/L, (A) PCovo:PEGSL (60:40),
10g/L. (Mol% aproximado). Adigao do fensoativo aos lipossomas pré-formados.

5.3.4 Ensaios in vitro com célula de Franz modificada

Para a interpretacao dos resultados de permeacéo foram feitas medidas de
diametro das vesiculas e percentagem de fosfato nas amostras permeadas, do
mesmo modo que nos experimentos anteriores. Os resultados obtidos, porém, nao
foram conclusivos, pois apds a permeacao as solugdes nao eram limpidas além
de conterem varios outros componentes exiraidos da pele, que interferiram tanto
nos experimentos de espalhamento de luz quanto na determinacdo do teor de
fosfato nas amostras permeadas. Para contornar esse problema seria necessario
utilizar substancias coloridas ou marcadores lipidicos, para posterior analise por
microscopia confocal das camadas da pele e ensaios quantitativos da solugéo
receptora nos diferentes tempos de coleta das amostras, ou utilizar corantes de
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alta massa molar que nado permeiam na forma livre. Experimentos preliminares
envolvendo essa dltima alternativa foram feitos com o corante Fitolacianina de
zinco (MM 577,91g/mol), porém também n&o foram conclusivos devido 3
incorporacéo incompleta nos lipossomas. Esses resultados mostram que a anélise
da permeacio de lipossomas através da pele requer estudos mais aprofundados
tanto da incorporacdo de marcadores quanto da forma de permeacgdo, uma vez
que o modo oclusivo ndo € o mais recomendado na literatura para este tipo de
permeacao.

5.4 Preparacao e caracterizacao dos magnetolipossomas

Os magnetolipossomas foram preparados utilizando magnetita coloidal
previamente preparada. Observou-se neste trabatho que a magnetita foi estavel
por 4 meses a temperatura ambiente conforme relatado anteriormente por Martins
(1998).

Os magnetolipossomas preparados por hidratagdo do filme lipidico com
solugdo de magnetita coloidal juntamente com o tensoativo PEGSL, apés
passagem em sistema de magnetoforese apresentaram os resultados relativos as
concentragdes de ferro e fosfolipidio apresentados na Tabela 12.

Esses dados mostram que praticamente toda a magnetita ficou retida no
sistema de magnetoforese, enquanto todo o lipidio foi eluido. Esse comportamento
indica que houve interagao preferencial do lipidio com o tensoativo, excluindo a
magnetita. Desse modo, o lipidio ndo recobriu a magnetita durante a preparacio
como verificado nos varios trabalhos anteriores na auséncia de tensoativos (De
Cuyper e Joniau, 1988, Martins, 1998, Pinho, 2000 e Rocha et al. 2001). As
razbes para esse comportamento necessitam ser melhor investigadas.
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Como o nosso interesse era a preparagdo dos magnetolipossomas
contendo tensoativos, lipossomas elastico-magnéticos, partiu-se para a
investigacdo da incorporacdo do tensoativo usando magnetolipossomas pré-
formados. |

Tabela 12: Concentragdo de ferro e fosfolipidio apés a preparagao dos
magnetolipossomas com sua posterior separacdo em sistema de magnetoforese.

Amostra (concentragdo inicial: 5SmM) Magnetita coloidal PO PO*>
+ magnetita coloidal (ppm) (ppm) " retido * retido * nio retido™
DMPC:PEGSL (60:40) + 650ppm 650 0,14+0,04 298203
DMPC:PEGBSL (60:40) + 412,5ppm 381 0,27+0,03 29+086
DMPC:PEGSL (60:40) + 165ppm 158 0,21+0,03 30x04

*: retido na 12 magnética sob a influéncia do campo magnéticode 1,3T e
**: nd@o ficou retido na Ia magnética sob a influéncia do campo magnético de 1,3T.

5.4.1 Influencia da amplitude e tempo de sonicacdo no didmetro e
incorporacao da magnetita

A Figura 47 apresenta os resultados obtidos de didmetro principal (acima de
70%) das vesiculas quando se variou a amplitude e o tempo de sohicacao.
Observa-se que didmetros da ordem de 100nm, semethantes aos diametros dos
lipossomas elasticos, foram obtidos somente com amplitude de 20V e tempo de 10
a 20 minutos. Por outro lado, estudos anteriores ja foram feitos com
magnetolipossomas nessa faixa de diametro, 0 que facilifa a interpretacéo dos
resultados (Pinho, 2000). Tempos e amplitudes maiores produzem estruturas
muito menores (da ordem de 60nm de didmetro principal). Resultados obtidos com
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lipossomas convencionais na &8uséncia de  magnetita mostraram  um
comportamento menos pronunciade em termos de reduco de tamanhos nas
mesmas condicbes operacionais indicando assim, gue a incorporacdo do

ferrofluido afetou significativamente o diametro principal dos lipossomas.

A incorporagac do ferro € apresentada na Figura 48, em termos da razéo
fosfato/ferro contida na estrutura dos lipossomas. Para o diametro principal de
120nm, a razdo fosfato/magnetita foi 1,3mMol de lipidio/lg de ferro que
corresponde & razéoc de equilibrio anteriormente determinada por Rocha et al,
2001. Nessas condic8es, esses autores verificaram que a magnetita situava-se no

nucleo dos magnetolipossomas preparados.

Na Figura 48 observa-se que para os didmetros menores que 120nm a
razdo fosfatofferro atinge valores na faixa de 25mMol lipidio/g de ferro. De
maneira geral, o aumento da amplitude e do tempo de exposigdo ao ultra-som
favorece a diminuicio do didmetro e diminuicio da incorporacdo da magnetita no

cerne aquoso dos magnetolipossomas.
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Figura 47 Influéncia da amplitude e do tempo de sonicacdo no diametro e
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Figura 48 Influéncia da amplitude e do tempo de sonicagdo no diametro e na
relacdo da concentracdo de lipidio/g de ferro. O eixo das abscissas representa a
amplitude de onda de 20, 40 e 60V nos intervalos de tempo (T) 10, 20, 30 e 40

minutos.

5.4.2 Caracterizacdo dos magnetolipossomas com incorporagido do
PEGSI. das vesicuias.

MNestes experimentos o PEGSBL foi incorporado as vesiculas pré-formadas
de magnetolipossomas. A incorporacgde do tensoativo na bicamada lipidica foi
caracterizada atraveés das variagbes no didmetro medio e polidispersidade das
vesiculas, pela variacdo da percentagem incorporada calculada a partir de

medidas da tenséo superficial e pela variacéo da absorbancia das dispersdes.

5.4.2.1 Diametro médio, polidispersidade, percentagem incorporada de

tensoativos e absorbéancia.

A Figura 49 mostra um comportamento distinto ao apresentado guando se
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tinha lipossomas vazios (Figuras 33 e 34). A presenca da magnetita coloidal no
cerne aquoso provavelmente modifica a acomodacdo do tensoative na bicamada
lipidica. Como pode ser observado, nos primeiros 25 minutos ocorreu um
expressivo decréscimo no diametro principal devido ao rearranjo das molécuias na

presenca do ferro.

Os valores de tensao superficial da dispersdo contendo magnetolipossomas
forneceram dados para avaliacdo da percentagem incorporada de PEG8L com o
tempo. A incorporagio do PEGBL nos magnetolipossomas foi de cerca de 60%,
com estabilizacdo apds 150 minutos. Esse resultado se deve a interagdo
eletrostatica da monocamada mais interna de lipidio com o ferro, dificultando a

acomodacdo do tensoativo na bicamada.
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Figura 49 Cinética de incorporagcgdo do 40Mol% de PEG8BL em
magnetolipossomas compostos por dimiristoilfosfatidiicolina (60Moi% de DMPC)
através de medidas de espalhamento de luz (340nm), percentagem de

incorporacdo de tensoativo, didmetro médio e distribuicdo de tamanhos

(polidispersidade).
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5.4.2 Ensaios de permeacio dos magnetolipossomas e lipossomas
elastico-magnéticos

A permeacado de magnetolipossomas e lipossomas eldstico magnéticos foi
feita inicialmente na auséncia de campo magnético em membranas de
policarbonatc conforme 0s ensaios anteriores. Os ensaios na presenca de campo
magnetico foram conduzidos no sistema de magnetoforese apresentado no item
4.2.11. A influéncia do campo magnético foi avaliada comparando a permeacéo na

auséncia de campo magnético noc mesmo sistema.

5.4.3.1 Ensaio de permeacgdo na auséncia de campo magnético

Os resultados obtidos das amostras de magnetolipossomas (Tabela 13),
mostram fluxos semelhantes aos lipossomas convencionais (sem magnetita)
(Tabela 11). No entanto, os dados obtidos de concentracdo de fosfato mostraram
gue ocorreu retencac de 96% das vesiculas quando a magnetita coloidal foi
adicionada.

Em se tratando dos lipossomas elastico-magnéticos, a adicao de 40Mol%
de PEGSL produziu fluxos bem inferiores aos observados para os lipossomas
elasticos (Tabela 11), tanto pela menor incorporagdo do tensoative observada
anteriormente (cerca de 60%)}, quantc pela maior dificuldade de deformagéo
produzida pela presenca da magnetita na estrutura dos lipossomas. No que se
refere a concentracac de fosfolipidio, a quantidade permeada foi de 6,4%, o que
corresponde a uma retencdo de 93,6% dos lipossomas na membrana. Nao fo

observada a permeacac de ferrofluido nestas amosiras.

No Anexo lt sdo mostrados graficos representativos das medidas de
diadmetro e distribuic@o populacional realizadas para os magnetolipossomas e para

os lipossomas elastico-magnéticos.
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Tabeia 13 Diameltio medic anies e depois do ensaic de penmeacas, fiuxc
glasticidade ¢ percentagem de fosfato permeazﬁa para magﬁeisfépssacmas e
lipossomas elastico-magnéticos. Pressac de permeagio. 2,5psi. Meic poroso: 2

membranas sobreposias de policarbonatc com poros deg S0nyn. Tempseralura:

Concentracdo inicial da dispersdo: 5mi

. . oy g Eiastic .
DiinmiD 2{nm} Fluo Elasticidade B0, ¥ (%)
. o t0r
Amostra (Mol%} (mLimin) {mifmin}
Magnsiolinossomas ™
~ 1230 570 0,04 0,05 40
(DMPC-PEGSBL, 100.0) L ) e
Lipossomas eldstico-magnéticos *
L 64,0 580 0.05 0,07 84
(DMPC.PEGSL inicial, 60:40)
Cnde: 1: didgmetros dos lipossomas anies da permeacao,
2 gigmetros dos lipossomas depols da penmeagio,
" relacdo ulilizada de iipidiofero Toi de 1,3miol de lipigio/g de ferro.
Ensaics com reducdoc da guantidade de magnetita incorporada aos
lipossomas slastco-magneticos permitiram a quantificagdo da magnstita no

permeado somente guando a sua concentragio fol recduzida em 2 vezes,

produzindo uma razdo fosfatomagnetita de 2,8 mMoi lipidio/g de ferro. Nesla
condicdo, © resuilado obudo referenie ac enssio de pernmeagio em memoranas
indica que ocoreu permeacac de Terroiuide ge cerca de 3% e de fosfclipidio de

20%. A elasticidade determinads foide tmb/min,

5.4.3.2 Ensaic Ge permeacdo sob agdo do campo magnético

s ensaics de permeacic dos magnelciipossomas e dos lipossoimas
sigstico-magnéticos sob agdo Jdo campe magnélico ndo foram conclusivos, devigo

a vazamentos observados nas céiulas, gue dificuilaram g reprodutibilidade dos
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resultados. Além disso, com pequena dimensao das células de permeacgao (40ul),
tornou-se dificil a manipulagéo e vedacdo das membranas.

De modo qualitativo observou-se variacdo na coloragdo das membranas
usadas na permeacdo, como pode ser visto na Figura 50. As membranas que
permearam os lipossomas elastico-magnéticos parecem conter menos magnetita
retida, podendo indicar uma maior facilidade de permeacédo desses lipossomas,
com comportamento semelhante ao obtido anteriormente na auséncia de campo
magnético.

Magnetolipossomas
DMPC:PEGSL inicial (100:0)

Lipossomas eldstico-magnéticos
DMPC:PEGSL inicial (80:40)

Figura 50: Portas-amostra apds cerca de 2,5 minutos no sistema de permeacao
acoplado a um campo magnético. Meio poroso: 2 membranas artificiais de
policarbonato sobrepostas, com poros nominais de 50nm.

Ensaios posteriores foram feitos usando uma Unica célula de permeacao
padréo, com volume maior (3mL), contornando os problemas de vazamentos na
membrana. Porém a utilizacdo dessa nova célula implicou tanto no seu
posicionamento na regido central do porta-amostra, quanto no afastamento do
pdlo magnético, comprometendo assim a atuagao das linhas de campo sobre a
célula, conforme anteriormente projetado. Nessas condigdes, tornou-se necessario
0 redimensionamento do sistema, ndo sendo, portanto, possivel neste trabalho
uma avaliagdo precisa da agdo do campo magnetico na permeacdo dos
lipossomas. '
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6. CONCLUSOES

Dos resuitados obtidos neste trabalho pode-se concluir que:

Para tensoativos derivados de acido laurico contendo polioxietileno na
forma de ésteres o comprimento e ¢ nimero de cadeias hidrofobicas influenciam
no diametro e distribuicdo de tamanhos, incorporagdo dos tensoativos na
bicamada lipidica, estabilidade de estocagem e elasticidade quando permeados
através de membranas de policarbonato nanoporosas.

Os melhores resuiltados de elasticidade foram obtidos com o PEGS8L e PEG
8DL, particularmente para o PEGS8L, para o qual a elasticidade atingiu
40,.45mbL/min.

O diametro meédio e o nimero de populagbes nas dispersbes e a
estabilidade dos lipossomas foram determinados pela capacidade de ancoramento
dos tensoativos na bicamada lipidica. Tensoativos com dupla cadeia hidrofdbica
apresentaram maior capacidade de ancoramento resultando em disperstes mais
estaveis e com distribuigdo unimodal.

O método de incorporacdo do tensoative influenciou fortemente a
elasticidade dos lipossomas. Emborar as quantidades fossem semelhantes, a
incorporacao do tensoativo em lipossomas pré-formados produziu maiores valores
de fluxo, da ordem de 17mbL/min e elasticidade 250mL/min, guando comparados
com lipossomas cujo tensoativo foi incorporado durante a fase de hidratacio do
seu filme lipidico.

A caracterizagdo por Ressonancia Paramagnetica Eletronica mostrou
através do calculo do parametro de ordem, que as estruturas com composigac
80:20 e 60:40 de fosfolipidio:tensoativo apresentam-se preferencialmente na
forma de bicamadas lipidicas. A fluidez da bicamada aumenta com a concentracio
de tensoativo.
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O comportamento de escoamento dos lipossomas com a presséo aplicada
obedeceu a lei de Darcy, com a relacéo linear entre o fluxo e a queda de pressao
para 0s lipossomas elasticos, independente da concentracéo, demonstrando
assim a sua capacidade de deformacgdo no processo de permeacao em
nanoporos. Lipossomas convencionais mostraram desvios deste comportamento a
partir de uma pressac limite e reducdo de tamanho com o aumentc da pressdo
aplicada, indicando desestruturacao das vesiculas.

A preparacdc de lipossomas elastico-magneéticos foi factivel, com a
incorporagdo do tensoativo aos magnetolipossomas pré-formados. A incorporagéo

do tensoativo atingiu um maximo de 60% do seu valor inicial.

A presenca da magnetita coloidal produziu reduc@o no diéametro principal
dos lipossomas elastico-magnéticos. A permeacdo através de membranas de
policarbonatc apresentou fluxos e elasticidades bem menores quando
comparados com 0s lipossomas elasticos para uma razéo fosfolipidio/magnetita
1,3 mMol/g Ferro. A reducdo em 2 vezes da quantidade de magnetita incorporada
nos lipossomas aumentou © fluxo e a permeacdc dos lipossomas elastico-
magnéticos.

A influéncia do campo magnético n&o foi avaliada devido a necessidade de
um redimensionamento no sistema de permeagioc acoplado ao campo magnético
sem ¢ comprometimento das linhas de campo sobre a célula.

Esses resultados demonstram a potencialidade dos lipossomas elasticos
para aplicacbes transdérmicas de bioativos. A permeacdo dos lipossomas
elastico-magnéticos em membranas, mantendo a sua integridade, depende da
otimizag¢ao da concentracdo de magnetita nos lipossomas.
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8. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para a segliéncia desta linha de pesquisa sdo sugeridos os seguintes temas
para os proximos frabalhos

» Estudar a adigdo de moléculas bioativas de alta massa molar nos
lipossomas elasticos e elastico-magnéticos e avaliar as propriedades
elasticas, fluxo e permeacéo dos lipossomas.

s Investir nas adaptacbes do sistema de permeacao acoplado aoc campo
magnético a fim de maximizar o campo magnético

+ QOtimizar a concentragédo e o didmetro da magnetita coloidal visando
aumentar o fluxo dos lipossomas elastico-magnéticos nos ensaios de
permeacao.
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ANEXOS

Anexo i

No Anexo | s&o apresentadas as curvas de calibracdo utilizadas nas
quantificagbes feitas neste trabalho em relacdo ao fosfato, incorporagédo de
tensoativos e ferro.
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Figura 51: Curva de calibragdo da analise do fosfolipidio (coeficiente angular =
1,6656, coeficiente linear = 0,001 e coeficiente de correlagcéo da reta = 0,9997).
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Figura 52: (a) CMC para o tensoativo Ci2Es em tampdo HEPES. (b) faixa de
linearidade utilizada como curva de calibracao para valores de incorporacdo do
Ci2Es em lipossomas possui coeficiente angular = -5,3391, coeficiente linear =
54,841 e coeficiente de correlacio da reta = 0,9098.
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Figura 53: (a) CMC para o tensoativo Ci2Es presenga de 1mM de lipossomas
convencionais. (b) faixa de linearidade utilizada como curva de calibracéo para
valores de incorporacdo do Cq:Es em lipossomas possui coeficiente angular = -
7,0406, coeficiente linear = 60,538 e coeficiente de correlacéo da reta = 0,9886.
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Figura 54: (a) CMC para o tenscativo PEG4L presenca de 1mM de lipossomas
convencionais. (b) faixa de linearidade utilizada como curva de calibracdo para
valores de incorporacdo do PEGA4L em lipossomas possui coeficiente anguiar = -
8,9131, coeficiente linear = 58,884 e coeficiente de correfacdo da reta = 0,9484.
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Figura 55: (a) CMC para o tensoativo PEG8L presenca de 1mM de lipossomas
convencionais. (b) faixa de linearidade utilizada como curva de calibragio para
valores de incorporacac do PEGSL em lipossomas possui coeficiente angular = -
5,64, coeficiente linear=62,050 e coeficiente de correlacio da reta = 0,9673.
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Figura 56: (a) CMC para o tensoativc PEG4DL presenca de 1mM de lipossomas
convencionais. (b) faixa de linearidade utilizada como curva de calibragdo para
valores de incorporagdo do PEG4DL em lipossomas possui coeficiente angular = -
5,9969, coeficiente linear = 62,455 e coeficiente de correlacio da reta = 0,9911.
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Figura 57: (a) CMC para o tensoativo PEG8DL presenga de 1mM de lipossomas
convencional. (b) faixa de linearidade ufilizada como curva de calibrag&o para
valores de incorporagac do PEGBDL em lipossomas possui coeficiente angular = -
-11,773, coeficiente linear = 62,994 e coeficiente de correlagdo da reta = 0,9139.
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Figura 58: Curva de calibragdo da analise de ferro (coeficiente angular = 0,0227,
coeficiente linear = 0,0327 e coeficiente de correlacao da reta = 0,9988).
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Anexo Il

No Anexo [l sdo apresentadas as distribuicbes dos magnetolipossomas,
lipossomas elastico-magnéticos e dos lipossomas compostos por DMPC:PEGSL

(100:0) e DMPC:PEGBSL {60:40) antes (a) e apds (b) a permeacido em membrana
com poros de diametro nominal de 50nm.

Size distribution(s) Size distribution(s)

0 w

@ 0

& )
[+] [+
£ g
o\°20 LT e T -3 \
\ 20 A —KL ————————————————————————————————————————————————————
| 1
\ . ; 1 ! :
' ; 1 ; :

e B 10 \ .................
| L a
Vo 5 \

L \

{ \ ; : i : :
500 1000 800 1000
Diameter (nm) Diameter (nm}
(a) (b)

Figura 59: Disiribuicho de tamanhos de lipossomas convencionais

(DMPC:PEGS8L, 100:0) antes (a) e depois (b) da permeacdo em membrana de
policarbonato com poros de diametros 50nm,
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Figura 60: Distribuicado de tamanhos de Ilipossomas elasticos vazios

(DMPC:PEGSL, 60:40) antes (a) e depois (b) da permeacdo em membrana de
policarbonato com poros de 50nm.
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Figura 61: Distribuicdo de tamanhos de magnetolipossomas antes (a) e depois (b) da

permeacdo em membrana de policarbonato com poros de 50nm.
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Figura 62: Distribuicdo de tamanhos de lipossomas elastico-magnéticos antes (a) e depois
(b) da permeacido em membrana de policarbonato com poros de 50nm.
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Figura 63: Distribuicdo de tamanhos de lipossomas elastico-magneticos. (a) 30minutos e
(b) 300 minutos apos a adigdo de 40Moi% de PEGSL.
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Anexo Ill

Calibragao do campo na Célula Magnética

O campo magnético foi medido no equipamento Mag Meter MGM-20
(Medidor digital de campo magnético) e sendo observada variacdo menor que 1,5

% nas medidas para uma determinada corrente. A Figura 65 mostra a relagao
entre a corrente e 0 campo magnético gerado.
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Figura 64. Curva de calibracdo da intensidade de campo magnetico com a
corrente elétrica.
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