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lipossomas elasticos (40 % PEG-8L). i — Distribuicdo para os lipossomas
elasticos (40 % PEG-8L) imediatamente apds a permeacao de toda a amostra.

Figura 43 — Influéncia do tempo no diametro e distribuicdo de tamanhos dos
lipossomas elasticos (40 % PEG-8L), apds permeacdo em 12 atm e 37° C,
durante 24 horas, em termos de (A): intensidade de luz espalhada e (B):
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Figura 45 — Influéncia do tempo no diametro e distribuicdo de tamanhos dos
lipossomas elasticos (40 % PEG-8L), apds permeacdo em 20 atm e 37° C,
durante 24 horas, em termos de (A): intensidade de luz espalhada e (B):
numero de particulas. a — Distribuicdo obtida antes da permeagédo dos
lipossomas elasticos (40 % PEG-8L). i — Distribuicdo para os lipossomas
elasticos (40 % PEG-8L) imediatamente apés a permeacdo de toda a
amostra.

Figura 46 - Micrografias obtidas através de microscopia eletronica de
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apds permeagao em duas membranas sobrepostas com poros de 30 nm de
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didmetro, na pressao de 2,5 atm.
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lipossomas elasticos preparados a partir de 40 % de PEG-8L.

Figura 49 — Curva de permeacgao de agua deionizada em duas membranas
de policarbonato sobrepostas, com poros de 30 nm de diametro.

Figura 50 — Esquema utilizado para estimativa da tortuosidade do sistema de
duas membranas sobrepostas. A esquerda, vé-se um quadrado inscrito a
circunferéncia da membrana. O zoom apresentado no canto inferior direito
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Figura 51 — Curvas de permeacdo de &agua deionizada, lipossomas
convencionais € elasticos em duas membranas de policarbonato
sobrepostas, com didmetro nominal de poros 30 nm.
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convencionais.

Figura 53 — Influéncia do tempo no diametro e distribuicdo de tamanhos de
cafeina pura em &gua, com concentracdo 1.10™ mol.L™", apds permeacéo
em 2,5 atm e 37° C, durante 24 horas, em termos de (A): intensidade de luz
espalhada e (B): numero de particulas. a — Distribuicdo obtida antes da
permeacdo de cafeina pura em agua. i — Distribuicdo para a solucao de
cafeina pura em &gua imediatamente ap6s a permeacao de toda a amostra.

Figura 54 — Influéncia do tempo no diametro e distribuicdo de tamanhos de
cafeina pura em &gua, com concentracdo 1.10™ mol.L™", apds permeacéo
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Figura 55 — Influéncia do tempo no diametro e distribuicdo de tamanhos dos
lipossomas elasticos (40 % de PEG-8L) incorporando cafeina, para
permeacdo em 2,5 atm e 37° C, durante 24 horas, em termos de (A):
intensidade de luz espalhada e (B): numero de particulas. a — Distribuicao
obtida antes da permeacdo dos lipossomas elasticos (40 % PEG-8L)
incorporando cafeina. i — Distribuicao para lipossomas elasticos (40 % PEG-
8L) incorporando cafeina, imediatamente apdés a permeacdo de toda a
amostra.

Figura 56 — Influéncia do tempo no diametro e distribuicdo de tamanhos dos
lipossomas elasticos (40 % PEG-8L) incorporando cafeina, para permeagao
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permeagao dos lipossomas elasticos (40 % PEG-8L) incorporando cafeina. i
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em 20 atm e 37° C, durante 24 horas, em termos de (A): intensidade de luz
espalhada e (B): numero de particulas. a — Distribuicdo obtida antes da
permeagao dos lipossomas elasticos (40 % PEG-8L) incorporando cafeina. i
— Distribuicdo para lipossomas elasticos (40 % PEG-8L) incorporando
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RESUMO

Neste trabalho, lipossomas compostos de lecitina de ovo comercial e do
tensoativo  octaoxietilenoglicol-8-lauril éster (PEG-8L) foram preparados,
caracterizados e estudados quanto aos aspectos de incorporagao do PEG-8L, sua
transicdo de formas, elasticidade e reologia em membranas de nanoporos.
Lipossomas convencionais (sem o PEG-8L) foram usados como controle. A
cafeina concentrada, extraida de sementes de guarana, foi incorporada com
eficiéncia de 11,0%; 41,9% e 39,9%, para os lipossomas convencionais e elasticos
com 25% e 40% de PEG-8L, respectivamente. A cinética de incorporacdo do
PEG-8L nos lipossomas, sua reologia e transicao de formas foram caracterizadas
através de medidas de didmetro médio, distribuicado de tamanhos, teor de fosfato,
morfologia, e tensdo superficial das dispersdes. A reologia foi estudada em
membranas de nanoporos, sintéticas e constituida de pele de orelha de porco
dermatomizada. O diametro médio e distribuicdo de tamanhos foram monitorados
ao longo de 24 horas para avaliacdo da estabilidade dos lipossomas. Os
resultados mostraram a incorporacao de PEG-8L, quantificada em 20,4% e 15,4%
para as propor¢gdes molares iniciais lipidio: PEG-8L 75:25 e 60:40
respectivamente. A reologia de lipossomas elasticos através de membranas de
nanoporos apresentou comportamento linear entre vazao e queda de pressao, na
faixa de 10 a 18 atm, com permeabilidade efetiva dependente da concentracao e
deformacao dos lipossomas. Um modelo reolégico de membrana para lipossomas
convencionais foi modificado para contemplar o escoamento de lipossomas
elasticos e discutida a sua aplicagdo. A tensao superficial, deformacao e imagens
dos lipossomas contendo 40% de PEG-8L apdés a permeacao, sugerem que a
elasticidade e manutencdo da sua integridade sao devidos a compactagdo das
cadeias de PEG-8L na sua superficie. Esses resultados contribuem para o
entendimento dos mecanismos de permeacdo de lipossomas através da pele e
para o desenvolvimento de formulagcdes lipossomais para o transporte
transdérmico de bioativos.

PALAVRAS-CHAVE: lipossomas elésticos; PEG-8L, transporte transdérmico.
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ABSTRACT

In this work, liposomes prepared with comercial egg lecithin and
octaoxyethylenelaurate-ester (PEG-8L) were characterized and studied in respect
to PEG-8L incorporation, shape transitions, elasticity and rheology in nanopores
membranes. Conventional liposomes (without PEG-8L) were used as control. The
concentrated caffeine, extracted of guarana seeds, was incorporated with
efficiency of 11,0%, 41,9% e 39,9%, for conventional and elastic liposomes with
25% and 40% of PEG-8L, respectively. The kinetic of PEG-8L incorporation in
liposomes, its rheology and shape transitions were characterized through average
diameter measurements, sizes distribution, phosphate concentration and surface
tension of dispersions. The rheology was studied in synthetic nanoporous
membranes and dermatomized ear pig skin. Average diameter and sistribution wre
monitored during 24 hours for evaluation of liposomes stability. The results show
PEG-8L incorporation in 20,4% and 15,4% for initial molar ratios lipid:PEG-8L
75:25 and 60:40. The rheology of elastic liposome across nanoporous membranes
shows linear behavior between flow and pressure drop, in the range of 2,5 to 20
atm, with effect permeability dependent of liposome concentration and
deformation. The rheological model of membranes for conventional liposomes was
modified to contemplate the elastic liposome flow and to discuss its application.
The surface tension, deformation and electron micrographs of elastic liposome with
40% of PEG-8L after permeation, suggested that the elasticity and its integrity
maintenance were due to PEG-8L chains packing at its surface. This results
contribute for knowledge of liposomes permeation mechanisms across skin and

development of liposome formulation for drug transdermal transport.

KEYWORDS: elastic liposomes; PEG-8L, transdermal transport.
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1.0 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a via transdérmica tem sido considerada a mais
inovadora e promissora para a administracédo e liberacao sustentada de bioativos,

principalmente por ser uma via néo invasiva (Cecv e Blume, 2001).

A liberacao sustentada de compostos bioativos na pele tem sido explorada
nas aplicagées de produtos cosméticos e farmacéuticos. Nos ultimos tempos, é
evidente o aumento da preocupacao de mulheres e homens com a aparéncia, que
comecga com maiores cuidados com a pele, seja no intuito de corrigir imperfeicoes,
ou na tentativa de prevenir e/ou retardar o aparecimento de sinais de
envelhecimento. Nesse contexto, atualmente o mercado de produtos cosméticos
tem crescido expressivamente, representando valores da ordem de milhdes de
dolares anuais (Magdassi, 1997).

Tanto a industria cosmética como a farmacéutica sdo capazes de projetar
sistemas de veiculagdo via transdérmica. A diferenca é que a industria
farmacéutica inclui formulagdes projetadas com a finalidade de veicular o ativo até
a circulacdo geral, e a cosmética auxilia somente a introducdo do ativo nas

barreiras da pele (Cevc et al., 1996).

As principais vantagens da administracdo de ativos pela via transdérmica
em relacdo as demais sdo a reducdo da sua metabolizacdo quando comparada ao
trato gastrintestinal e figado, e o conforto do paciente na aplicacdo. Apesar dos
beneficios citados, a penetracdo de compostos através da pele é limitada devido a
sua baixa permeabilidade. Para contornar essa dificuldade, tém-se empregado
varias estratégias fisicas e quimicas, dentre elas a utilizacdo de lipossomas
elasticos que representam a mais recente formulacdo para o transporte
transdérmico de moléculas bioativas. Os lipossomas elasticos sdo capazes de
penetrar em maior profundidade nas camadas da pele e se manterem integros,
devido a sua alta permeabilidade e capacidade de deformacdo (Bouwstra et al,
2003).



Lipossomas sao reconhecidos por terem habilidade facilitadora na
permeacdo de compostos através da pele (Kim et al, 2002), e pesquisas
progressivas nesta area tém possibilitado o desenvolvimento de produtos cada
vez mais avancados na area de cosméticos (Daniels, 2001).

Os lipossomas ou vesiculas de fosfolipidios sédo particulas coloidais cujos
fosfolipidios que se agregam em bicamadas, sdo capazes de incorporar
compostos hidrofilicos, hidrofobicos ou anfifilicos na sua matriz. Pela sua
composicao e configuracdo, os lipossomas mimetizam as células vivas, sao
biocompativeis e possuem maior capacidade de interacao com as células, quando
comparados com outras particulas usadas na veiculagdo de compostos bioativos.
Nas aplicacoes topicas, os lipossomas sdo capazes de interagir com os lipidios da
pele humana, liberando os compostos veiculados na sua estrutura. Além disso, em
formulacbes cosmeéticas, os lipossomas propiciam o suprimento dos lipidios
perdidos da pele e reduzem a perda transepidermal de agua (Cevc e Blume,
2001).

A principal barreira para permeacao de substancias ativas na pele é o
estrato cérneo, regido que apresenta uma estrutura estratificada de queratinécitos,
revestidos de lipidios organizados em camadas lamelares. Dessa organizacao,
resultam poros muito pequenos entre as células, da ordem de 30 nm, os quais
dificultam a difusdo das moléculas bioativas. Nessa estrutura, inclui-se também a
presenca dos foliculos pilosos, cuja dimensdo dos seus poros é de 50 nm
(Leonardi, 2004).

Alternativas convencionais para contornar essas propriedades da barreira
da pele incluem a utilizacdo de agentes especificos chamados promotores de
absorcdo, que provocam alteragdes na estrutura do estrato corneo, diminuindo
sua resisténcia natural a permeacao de compostos bioativos (Idson, 1975). Dentre
0s promotores de absorcdo, encontra-se os tensoativos, que interagindo com os
lipidios da pele facilitam o transporte intercelular, ou seja, através dos poros da
pele. Os lipossomas convencionais também sdo considerados promotores de
absorcao (Cevc et al., 1996).



Os lipossomas elésticos constituem o mais novo conceito de vesiculas
que diferem dos lipossomas convencionais com relacéo a fluidez e elasticidade da
membrana. Por este motivo sdo capazes de atravessar barreiras semipermeaveis
mantendo a sua integridade sendo, portanto, mais eficientes que os convencionais
para aplicacoes de farmacos e cosméticos que necessitam de maior penetragéo
na pele (Cevc et al., 2002). A caracteristica de elasticidade desses lipossomas é
produzida na presenca de fosfolipidios de baixa temperatura de transicdo de
fases, que se encontram no estado liquido-cristalino a temperatura ambiente
(25°C), juntamente com compostos cuja fungdo é aumentar a fluidez da bicamada

lipidica e permitir a sua deformagéo, sem ruptura.

As pesquisas sobre lipossomas elasticos ainda sido escassas e 0sS
principais trabalhos reportados na literatura sao 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 (1991) patenteou uma formulacao de
lipossomas ultra-deformaveis, registrada como “Transfersomes™ (Innovative
Dermal Applications ‘IDEA’, Munich, Germany), capazes de passarem intactos e
carrearem bioativos através da pele. Nestas formulacdes, o colato de sdodio foi
usado como tensoativo para produzir elasticidade nos transfersomas para o
transporte transdérmico (Cevc 1991, 1995 a; Cevc et. al, 1995 b, 1997; Cevc e
Blum, 2001; Cevc e Schatzlein, 2002; Cevc e Gebauer, 2003). A utilizacao de
tensoativos poliméricos nao ibnicos de cadeia simples para aumentar a fluidez da
bicamada lipidica e permitir maior penetracdo dos lipossomas na pele, foi
introduzida por Bouwstra et al. (1999, 2003) e Van den Bergh et al. (1998, 1999,
2001), com os ésteres de sacarose derivados dos acidos estearico e palmitico,
uma mistura de mono, di e tri-ésteres derivado do &cido laurico ou o éster de
polioxietileno também derivado do &cido laurico e polioxietilenoglicol-8-lauril éster
(PEG-8L). A primeira abordagem de lipossomas elasticos foi feita por Cevc
(1992,1993 e 1996), incorporando colato de sédio. Posteriormente, Van den Bergh
et al. (1999) introduziram vesiculas rigidas e elasticas constituidas somente dos
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surfactantes: sucrose laurato éster (L-595) e PEG-8L. Para ambos os autores, a
elasticidade das vesiculas baseia-se no mesmo principio, sendo resultado da
combinacao de moléculas estabilizantes e desestabilizantes dentro da bicamada.
Outro grupo que se destaca nessa area tem sido coordenado pela Bouwstra,
utiizando PEG-8L associado a estabilizantes. Esse grupo estudou a
caracterizagcdo das vesiculas elasticas formadas por surfactante nao ibnico,
quanto a estrutura, tamanho e estabilidade (Hofland et al.,, 1988; Van Hal et al.,
1996; Bouwstra et al., 1997; van den Bergh et al.,, 2001). A interacdo dessas
vesiculas elasticas com a pele (Hofland et al., 1991; van den Bergh et al., 1999,
Honeywell-Nguyen et al., 2002 a; Bouwstra et al., 2002; Honeywell-Nguyen et al.,
2003 a) e sua utilizacao para liberacao transdérmica também foram estudados
(Honeywell-Nguyen et al., 2002 b; 2002 ¢, 2003 b, 2004, 2006; Honeywell-Nguyen
e Bouwstra, 2003).

Neste trabalho, estudou-se a incorporacdo do PEG-8L em lipossomas
convencionais, para a formacao dos lipossomas elasticos e a sua transicdo de
formas, elasticidade e reologia em membranas de nanoporos (30nm). Lipossomas
convencionais (sem o PEG-8L) foram usados como controle. A cafeina
concentrada, extraida de sementes de guarana, foi encapsulada para avaliar os

seus efeitos nas caracteristicas reolégicas e de elasticidade dos lipossomas.

A cinética de incorporacdao do PEG-8L nos lipossomas, sua reologia e
transicdo de formas foram caracterizadas através de medidas de diametro médio,
distribuicdo de tamanhos, teor de fosfato, morfologia, e tensado superficial das
dispersdes. A reologia foi estudada em membranas de nanoporos, sintéticas e
constituida de pele de orelha de porco dermatomizada, na faixa de pressbes de
2,5 a 20 atm. O diametro médio foi monitorado ao longo de 24 horas apés a
permeacao para avaliacdo da estabilidade dos lipossomas.

Os resultados obtidos mostram que os lipossomas séo capazes de mudar
de forma durante a passagem através das membranas e sugerem um mecanismo
para a preservacao da sua integridade por meio da modificacdo da sua superficie
com PEG-8L.



2.0 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi estudar a incorporacdo de PEG-8L em

lipossomas, sua transicdo de formas, elasticidade e reologia em membranas de

nanoporos.

Esse objetivo foi atingido através das seguintes etapas:

Preparacao dos
Lipossomas Convencionais

Estudo da Cinética de
Incorporacao do PEG-8L

Estudo da Reologia e
Transicao de Formas

Influéncia da Incorporacao
da cafeina em Lipossomas
Elasticos

/

Método de Bangham - Extrusédo em
membranas de policarbonato para
homogeneizagédo de tamanhos

Rendimento em relacdo ao teor de fosfato
Estabilidade fisico-quimica
Morfologia

Diametro médio e distribuicido de
tamanhos

Morfologia
Tensao superficial

-

Caracterizacdo das curvas de vazao
versus pressao para agua, lipossomas
convencionais e elasticos com 25 % e
40 % de PEG-8L

Diametro médio e distribuicido de
tamanhos

Teor de fosfato

Morfologia

<

Tensao superficial

N

/
Quantificacao da cafeina no extrato

Quantificacao da cafeina incorporada

Reologia das dispersées de lipossomas
elasticos contendo cafeina incorporada

Teor de fosfato
Diametro médio e distribuicido de

L tamanhos



3.0 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Estrutura da Pele

A pele é o maior érgdo do corpo humano, ocupando area média de 2m?, o
que corresponde de 10 a 15% do peso total corporal (Leonardi, 2004). No corpo
humano, a pele é o principal alvo de agressbées exdgenas e sua principal funcao é
a protecao contra fatores climaticos nocivos, como frio e vento, radiagdes
ultravioletas e perda de agua endodgena. Sua estrutura é composta por trés
camadas: Epiderme (camada superior), Derme (camada intermediaria) e
Hipoderme (camada profunda), (Wells et al, 2004). Descricbes mais simples
consideram a pele composta somente de duas camadas, epiderme e derme (Cevc
et al., 1996).

A Figura 1 mostra um modelo esquematico da pele e das suas camadas.

Estrato corneo

Figura 1 - Representacao esquematica da pele humana.

A epiderme € a regiao mais externa da pele e estd em contato permanente
com o ambiente. Sua camada superior, 0 estrato cérneo, impede a entrada de
substancias nocivas, evitando a evaporacdo excessiva de agua que levaria a
desidratacdo exercendo, desse modo, a funcédo de barreira (Welss et al., 2004).

Apesar de sua pequena espessura (1-10% do total), a epiderme contribui cerca de



80% para a resisténcia ao transporte transdérmico, sendo o estrato cérneo o

principal responsavel por essa barreira de permeabilidade (Cevc et al., 1996).

O estrato corneo possui um importante papel na resisténcia da pele a
agressoes mecanicas, sendo esta resisténcia dependente de suas propriedades
hidrofilicas e lipofilicas (Wissing e Muller, 2003). Assim, um aumento na hidratacao

e nutricdo da pele melhora sua resisténcia contra deformacdes.

Evidéncias também demonstram que o colesterol e lipidios de cadeias
longas saturadas, como acidos graxos livres e ceramidas, predominam no estrato
cérneo e, juntos, sdo capazes de diminuir a permeabilidade dessa camada
(Golden et al., 1987, Marjukka Suhonen et al., 1999, Bouwstra et al. 2003).

Além disso, devido suas cadeias alifaticas longas e sua baixa polaridade,
os lipidios intercelulares sao firmemente empacotados e aparecem como lipidios
multilamelares. Em muitos locais, estes lipidios aderem fortemente as membranas
dos cornedcitos, o que contribui para a rigidez e impermeabilidade da pele intacta
(Cevc et al., 1996).

A derme, regidao mais interna da pele, é 10 a 20 vezes mais espessa que a
epiderme e mecanicamente estabilizada por uma rede entrelacada de fibras de
colageno. Consiste no local chefe da distribuicdo assim como o maior local de
degradacao bioquimica e biol6gica do material transportado. A derme, além disso,
protege o0 sangue e capilares da linfa, terminacdes nervosas, glandulas, foliculos
capilares dentre outros (Cevc et al., 1996).

Bouwstra et al. (1999) sugeriram que interacées vesicula-pele sao
influenciadas por caracteristicas quimicas das vesiculas como sua composicao e
carga, e caracteristicas fisicas como o estado fisico, lamelaridade e tamanho. As
vesiculas interagem com o estrato corneo por trés principais mecanismos
(Bouwstra et al., 1999): 1) penetracdo de vesiculas intactas no estrato cérneo
onde as vesiculas ou se localizam ou passam para a derme; 2) Adsorcao ou fusao
de vesiculas na superficie da pele; 3) penetracdo dos constituintes da vesicula na
pele, o que pode afetar a estrutura das regides intercelulares do estrato cérneo.



A penetracdo das vesiculas através da pele pode ser comparada ao
comportamento de parasitas, tais como helmintos, durante a sua invasao no corpo
hospedeiro. Inicialmente o parasita cria uma passagem na pele e penetra através
das suas barreiras com o consumo de energia metabdlica sendo, finalmente,
distribuido pelo corpo. Os transferssomas, que nao possuem fontes internas de
energia, atingem a mesma meta, explorando gradientes de energia que ocorrem
naturalmente na pele. A diferenca na quantidade de agua nas diferentes camadas
da pele é, provavelmente, o gradiente natural mais importante. Ajustes na
elasticidade, diametro e distribuicdo de tamanhos das vesiculas, minimizam os
gastos de energia para a penetracéo na pele intacta (Paul et al., 1998, Cevc et al.;
1995, 1997 e 1998).

Para o desenvolvimento de estudos de permeacdo cutanea tém-se
empregado pele de suinos, visto que a espessura da camada cornea dos suinos é
semelhante a da pele humana. Como a camada cornea é considerada a principal
barreira a permeacao, justifica-se a escolha deste animal como modelo
experimental. Além disso, a pele de suinos apresenta menor quantidade de pélos,
quando comparada a pele de outros animais; fator também limitante a permeacao

cutanea (Leonardi, 2004).

3.2 Transporte Transdérmico

Nas ultimas décadas, a via transdérmica tem sido considerada a mais
inovadora e promissora para administragdo e liberacao sustentada de bioativos
(Cecv e Blume, 2001). Dentre as principais vantagens dessa via em relacao as
demais incluem-se reducdo da sua metabolizagdo quando comparada ao trato
gastrintestinal e figado, reducdo dos efeitos colaterais e, consequentemente,
maior conforto do paciente na aplicacdo e potencial para liberacdo continua
(Prausnitz, 1997).

Segundo Prausnitz (1997), existem trés vias para o transporte de
moléculas através da pele (Figura 2). A primeira envolve a rota intercelular

tortuosa dos lipidios do estrato cérneo, normalmente indisponivel para a maioria



das moléculas por ser energeticamente desfavoravel e extremamente lenta
(Figura 2a). Outra rota é a via transcelular que atravessa as células e os lipidios
intercelulares do estrato corneo, ou seja, as moléculas ndo sdo transportadas
através das bicamadas multilamelares e sim ao longo delas (Figura 2b). A terceira
rota evita as bicamadas lipidicas intercelulares, seguindo um caminho dentro dos
poros e foliculos capilares (Figura 2c).

(a) (b) (c)
| . R
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Figura 2 - Trés rotas primarias disponiveis para o transporte através do estrato
cérneo: (a) rota intercelular dentro dos lipidios do estrato cérneo; (b) vias
transcelulares, que atravessam as células e os lipidios intercelulares do estrato

cérneo; (c) vias de transporte através dos foliculos capilares ou poros da pele.
Adaptada de Prausnitz (1997)

Devido a limitacdo do transporte de compostos através da pele, estudos
para aumentar a liberacdo transdérmica tém sido desenvolvidos enfocando a
alteracdo da estrutura da bicamada lipidica para aumentar a permeabilidade.
Dentre as estratégias fisicas e quimicas desenvolvidas para modificar as
propriedades de barreira da pele destacam-se (Prausnitz, 1997):

e Agentes quimicos que alteram o ambiente lipidico da pele, aumentando a
solubilidade do bioativo na pele e/ou aumentando a difusividade do bioativo na

pele;

¢ lontoforese, que utiliza a aplicacdo de um campo elétrico através da pele

para melhorar o transporte transdérmico;



e Sonoforese, que utiliza ultrasom para criar novas vias transdérmicas por

cavitacao;

e Eletroporacao, que por meio de curtos pulsos de alta voltagem, cria novas
vias transdérmicas pela alteracao da estrutura da bicamada lipidica;

e Lipossomas, que sao vesiculas lipidicas que encapsulam bioativos e que

facilitam o transporte transdérmico.

Devido sua biocompatibilidade e capacidade de incorporar farmacos
hidrofilicos e lipofilicos, os lipossomas tém sido cada vez mais estudados como
sistemas para liberacao transdérmica de bioativos (Schreier e Bouwstra, 1994).

3.3 Lipossomas

Lipossomas sdo agregados de fosfolipidios em estrutura de bicamada,
contendo um volume aquoso central circundado por uma ou varias lamelas
concéntricas formando particulas unilamelares ou multilamelares, com diametros
da ordem de nanémetros a dezenas de micra. Nesse processo de formacao, os
lipossomas encapsulam parte do meio aquoso em que se encontram dispersos.
De acordo com seu tamanho, morfologia e caracteristicas fisico-quimicas, estas
estruturas possuem capacidade de encapsulacdo de compostos hidrofilicos no
seu nucleo aquoso e compostos hidrofobicos nas bicamadas lipidicas e oferecem
larga aplicacdo em diversas areas (Mertins et al., 2004). A bicamada formada
comporta-se como uma membrana semipermeavel com relacdo ao material
encapsulado no volume aquoso das vesiculas (Lasic, 1993; Crommelin e
Schereier, 1994). A Figura 3 mostra esquematicamente a estrutura dos

lipossomas e a encapsulacdo de compostos na estrutura lipossomal.
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Figura 3 - Modelo de uma vesicula lipidica encapsulando moléculas hidrofébicas,
hidrofilicas e anfifilicas. Extraido do site (http://www.avantilipids.com, 2004).

Os fosfolipidios sdo os principais componentes estruturais dos lipossomas.
Sao moléculas de carater anfifilico, na qual uma cabeca polar, que neste caso é
um grupo fosfato, esta ligada a duas cadeias de hidrocarbonetos através de uma
molécula de glicerol.

A formacéao dos lipossomas foi caracterizada pelo pesquisador inglés Alec
Bangham (Bangham et al.,1965) que demonstrou em seus experimentos que
fosfolipidios suspensos em excesso de solugdo aquosa sao capazes de formar
bicamadas lipidicas concéntricas e multilamelares, da ordem de nanémetros ou
micrdmetros, semelhantes a pequenas células ou vesiculas. Inicialmente, estas
vesiculas esféricas foram usadas como modelos de bicamadas lipidicas para
estudar o transporte de ions através das membranas celulares, servindo de base
para uma série de estudos posteriores em biofisica de membranas (Cevc, 1993).

Na medicina, a pesquisa de lipossomas como vetores de liberacédo
controlada de farmacos e agentes bioativos tem aumentado significativamente.
Este fato se deve, principalmente, as suas propriedades, tais como:
biodegradabilidade, estabilidade e facil interagcdo com as células, proporcionando

uma maior performance da substancia ativa na pele.
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Os fosfolipidios mais usados sado do grupo das fosfatidilcolinas, ou
lecitinas, as quais pertencem ao grupo dos glicerofosfolipidios. As lecitinas séo
bastante empregadas por serem o principal lipideo estrutural tanto em membranas
biol6gicas quanto biomédicas e um outro fator muito importante deve-se ao baixo
custo comparado com outros fosfolipidios.

Os lipossomas podem ser preparados a partir de fosfolipidios naturais ou
sintéticos. Enquanto as lecitinas de origem sintética possuem uma composi¢ao de
cadeias de hidrocarbonetos muito bem definidas, as de origem natural séo
compostas de misturas de fosfolipidios com diferentes cadeias tanto em tamanho
quanto em grau de insaturacdo. As lecitinas de origem natural podem ser
extraidas tanto de fontes animais, como a gema de ovo, quanto vegetais, como os

graos de soja.

A L-a-Fosfatidilcolina de ovo (PC) é composta por uma mistura de
fosfolipidios com acidos graxos variados, de cadeias saturadas de 16:0 (34%) e
18:0 (11%) e insaturadas de 16:1 (2%), 18:1 (32%), 18:2 (18%), 20:4 (3%)
(http://www.avantilipids.com, 2004). A Figura 4 apresenta a estrutura quimica

deste lipidio.
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Figura 4 - L-a-Fosfatidilcolina de ovo, lipidio caracteristico de agregacao em

bicamada.

A Figura 5 apresenta graficamente a distribuicdo de acidos graxos
presentes na fosfatidilcolina natural de ovo, mostrando que as maiores proporcdes
referem-se ao acido graxo saturado com 16 atomos de carbono (16:0) e
monoinsaturado com 18 atomos de carbono (18:1).
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Figura 5 - Distribuicdo de acidos graxos existentes na fosfatidilcolina natural de
ovo (http://www.avantilipids.com, 2004).

3.3.1 Classificacao e propriedades dos lipossomas

Os lipossomas podem diferir quanto ao tamanho, organizacao estrutural e
composigao lipidica. A classificagdo mais encontrada na literatura é em relagéo ao
tamanho e ao numero de lamelas. O tamanho pode variar de 20 nanémetros a 60
micrdmetros, enquanto que para a organizagao estrutural, as vesiculas podem ser
classificadas como multilamelares (MLV’s), unilamelares pequenas (SUV’s) e
unilamelares grandes (LUV’s) (Lasic, 1993) com diametros até 100nm e entre 100
e 500nm, respectivamente. Uma justificativa para esta definicdo de (LUV’s) e
(SUV’s) é baseada no espectro de ressonancia magnética nuclear (NMR).
(SUV’s). Em geral, fornecem espectros com boa resolucao, ao passo que (LUV’s)
fornecem espectros de baixa resolucdo, devido ao tombamento lento das
vesiculas em suspensao (Cevc, 1993). A distribuicdo de tamanhos depende dos

métodos de preparacao e homogeneizacao de tamanhos.

A Figura 6 mostra a forma de agregag¢ao das moléculas de fosfolipidios,
gue em meio aquoso organizam-se na forma de bicamadas, expondo as suas

cabecas hidrofilicas a agua e interagindo as caudas hidrofébicas de modo a
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excluir a agua, formando assim estruturas lamelares que, para atingirem
estabilidade termodinamica, curvam-se e fecham-se sobre si mesmas formando

vesiculas esféricas. Estas sao capazes de permear substancias encapsuladas.

Cabeca
hidrofilica ; ; .:l s ? ; )
Cauda
hidrofébica j
DI
Lipidio Bicamada Lipidica
Lipessoma

Figura 6 - Forma de agregacao das moléculas de fosfolipidios que formam as

bicamadas.

Neste processo de formacdo, os lipossomas podem encapsular no seu
interior substancias, como: peptideos e proteinas, hormbénios, enzimas,
antibiéticos, agentes antifungicos, agentes anti-cancer, DNA e virus (Lasic, 1993;
Farell e Sirkar, 1997).

Outro componente lipidico presente em lipossomas é o colesterol que
influencia significativamente as propriedades estruturais das vesiculas, como a
fluidez da bicamada e ainda pode conferir maior estabilidade as mesmas,
dependendo da sua concentracdo, acima da temperatura de transicdo de fases
(New, 1990).

A bicamada lipidica formada, capaz de acomodar moléculas hidrofobicas
encapsuladas, comporta-se como uma membrana semipermeavel com relagdo ao
material hidrofilico encapsulado no seu volume aquoso (Lasic, 1993; Crommelin e
Schereier, 1994).

Para atravessar as barreiras da pele, os carreadores devem possuir
didmetros em torno de 30nm ou menos. Os lipossomas convencionais, formados
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somente por fosfolipidios, atuam como reservatoérios de compostos que vao sendo
difundidos a uma taxa controlada, ou localizam-se nas camadas mais superficiais
da pele onde sao desestabilizados por nao conseguirem penetrar de forma eficaz.
Mesmo os lipossomas unilamelares pequenos sdo raramente menores que 50nm
ao menos que eles sejam comprimidos e/ou suplementados com tensoativo ou

produtos de deformacao.

Para o desenvolvimento de formulagbes cosméticas mais eficazes e
estaveis, é preciso que o carreador atravesse 0s poros da pele e seja permeado
desde a camada mais superficial até as camadas mais profundas. A evolucao da
tecnologia tem favorecido o estudo desta técnica nos ultimos anos, visando o

desenvolvimento de produtos mais eficientes no mercado.

Os lipossomas convencionais, formados unicamente por fosfolipidios sao
estruturas organizadas, que abaixo da temperatura de transicdo de fases formam
um empacotamento bastante rigido, denominado de fase gel. Assim, quando
submetidos a permeacéao, os lipossomas se rompem e a aplicacao do ativo se
limita aos espagos intercelulares da epiderme. Com estudos realizados por
Bouwstra et al., 2003, pode-se dizer que os lipossomas estariam no estado gel, ou
seja, numa forma rigida, e para que sejam permeados, precisam estar mais
fluidizados, no estado liquido-cristalino, onde as membranas estdo mais fluidas,
conforme mostra a Figura 7.

LIQUIDO/CRISTALINO

GEL (Fluida)

(Rigida)

Figura 7 - Organizacdo da bicamada lipidica conforme a temperatura de transi¢éo

de fases.
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Além disso, variacdo em outras caracteristicas fisicas das vesiculas,
assim como tamanho, numero de bicamadas e carga também podem influir na

taxa de penetracdo (Bouwstra et al., 2003).

Se uma bicamada lipidica formada por apenas um componente, em
excesso de agua, sofre aquecimento sob condicbes de pressdo controlada,
ocorrerao multiplas transicdes termotropicas que podem ser detectadas, por
exemplo, por calorimetria diferencial de varredura (DSC). Destas transicoes de
fases, a Unica que é reprodutivel por esta técnica ao longo de repetidos
aquecimentos é a transicao principal, denominada temperatura de transicao de gel
para liquido-cristalino (Ty,). Durante esta transicdo, grandes mudancas entrépicas
ocorrem. Quando a inducdo para a transicdo de fases ocorre abruptamente,
observam-se varias mudancas estruturais da molécula lipidica que ocorrem em
um pequeno intervalo de temperatura. A alteragcdo mais importante que ocorre é a
mudanca conformacional da cadeia acila que envolve a isomerizagcao rotacional
trans-gauche dos grupos metileno das ligacées simples carbono-carbono. Com
isso, 0 volume molar da molécula torna-se maior quando T>T., ocorrendo ao
mesmo tempo a diminuicdo da espessura da bicamada e um aumento da distancia

entre as cadeias laterais (Huang e Li, 1999).

Assim, pode-se dizer que o desenvolvimento de novos sistemas de
liberacao transdérmica de bioativos foi influenciado principalmente pelo estudo de
novos tensoativos sintéticos uma vez que estes interferem no empacotamento da
bicamada lipidica, tornando-as mais flexiveis, e com propriedades elasticas
(Nacht, 1995; Magdassi, 1997).

3.4 Tensao Superficial

A existéncia de uma tensdo presente em uma interface liquida foi
observada ha muito tempo. Acreditava-se que existisse uma espécie de pelicula
na superficie dos liquidos. Essa tensao superficial € a responsavel pela forma
esférica de pequenas gotas de agua ou pelo fato de uma aranha andar sobre a
superficie da agua e nao afundar, por exemplo.
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A tensao superficial corresponde a energia livre da superficie, isto €, esta
relacionada a uma variacdo de energia livre do sistema, mantido a uma
temperatura, pressdo e composicao constantes, quando o mesmo é submetido a
uma variagdo em sua area. Tensao superficial também € definida como o trabalho
necessario para aumentar a superficie em uma unidade de area. Ocorre nas
interfaces entre dois fluidos (gas-liquido ou liquido-liquido) ou entre um fluido e um

sélido (gas-solido ou sélido-liquido) (Florence e Attwood, 2003).

A tensdo superficial esta estritamente ligada as interacbes interatbmicas
ou intermoleculares. Partindo-se do interior do liquido para a fase de vapor,
passando pela interface liquido vapor, tem-se uma variacdo continua na
densidade. Uma molécula ou atomo presente na interface estd, em média,
circundado por um numero menor de vizinhos quando comparado com outra no
interior da fase liquida, devido a maior densidade desta ultima. Assim, havera uma
forca liquida atraindo as moléculas da interface em diregdo ao interior do liquido

como mostrada na Figura 8.

A EEIT==
R s@q_ Tl

2 T0 5

Liquido

Figura 8 - Forcas de atracado entre moléculas na superficie gas-liquido e no interior

de um liquido.

A associacao da tensao superficial as ligacées intermoleculares, explica
porque o mercurio, cujos atomos interagem principalmente, através de ligacoes

metdlicas (ligacbes fortes), apresenta uma tensdo superficial da ordem de
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485 mN.m ™™, enquanto que a agua, cujas moléculas atraem-se principalmente por
ligacdes de hidrogénio, tem uma tensdo superficial de 72,75 mN.m™, e o n-
octano, cujas interacées sédo provenientes de dipolos induzidos ou forcas de Van
der Waals, apresenta uma tensao superficial de 21,8 mN/m*.

"Valores de tensdes superficiais a 20°C .

3.5 Tensoativos

Substancias tensoativas sdo aquelas que tém a capacidade de se
adsorver fortemente em superficies de liquidos ou na superficie de separagao
entre dois liquidos imisciveis, formando camadas moleculares orientadas

(processo conhecido por atividade superficial).

Estas substancias sao estruturalmente providas de um grupo polar —
idrofilico - e de uma parte apolar — hidrofdbica - na mesma molécula sendo estas
também conhecidas por moléculas anfifilicas. A parte polar dos tensoativos pode
ser carregada negativamente (tensoativos anidnicos), positivamente (catiénicos)

ou nao serem carregadas eletricamente (ndo-ibnicos), conforme Figura 9.

Em uma interface agua-ar, estas moléculas orientam-se de maneira a
manter a parte hidrofilica em contato com a agua, e a parte hidrofébica dirigida ao
ar, formando uma camada monomolecular de moléculas na interface que se

encontram em equilibrio com as moléculas presentes no interior da solugao.

(IR
—0 /D

Figura 9 - Moléculas tensoativas adsorvendo na interface agua-ar, formando uma

monocamada orientada.
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Com o aumento da concentracdo de tensoativo no interior da solugéo,
pode ocorrer a formacdo de agregados desse tensoativo, denominados micelas

(Figura 10), que ocorre para diminuir a energia livre do sistema.

Figura 10 - Esquema de uma micela em solucao aquosa (Israelachvili, 1991).

A concentracdo acima da qual se pode verificar a ocorréncia destas
micelas € denominada concentracdo micelar critica (CMC). Em solugdo aquosa
(polar), estes agregados estdo dispostos de forma que sua cadeia lipofilica se
oriente para o interior da micela e o grupo hidrofilico esteja em contato com a

solucéo.

A partir da CMC, a tensao superficial permanece aproximadamente
constante, visto que o potencial quimico do tensoativo ndo se altera

significativamente ap6s a formacao de micelas.

No entanto, se dispusermos de uma molécula anfifilica insolivel, os
fendmenos acima descritos ndo ocorrem; uma vez que nao existe um equilibrio
entre as moléculas da solugdo e da superficie, pelo fato de que estas

permanecem apenas na interface.

Dentre os tensoativos estudados, o polioxietilenoglicol-8-lauril (PEG-8L)
apresentou resultados satisfatorios quanto a flexibilidade dos lipossomas. O PEG-
8L é um tensoativo ndo idnico de cadeia simples (Van den Berg et al., 1999).
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Figura 11 - Representacao esquematica para o tensoativo PEG-8L.

3.5.1 Incorporacao de tensoativos em lipossomas

O conhecimento do processo fisico-quimico envolvido na interacdo entre
lipossomas e tensoativos é de grande interesse uma vez que fornece informacoes
uteis para um bom entendimento do fendmeno complexo de interagdo entre a pele
humana e tensoativos. Além disso, com a crescente utilizacdo de lipossomas
como sistema de liberagcao em formulacdes topicas, é importante o conhecimento
de possiveis incompatibilidades que podem ocorrer quando lipossomas-tensoativo
estao incluidos nas formulacdes cosméticas (Ribosa et al., 1992).

De acordo com Fadda et al. (1998), quando concentracdes crescentes de
tensoativos sao adicionadas a uma suspensao de lipossomas um processo de trés
estagios pode ser considerado:

e Estagio inicial: Quando a concentragdo de tensoativo se encontra abaixo
de sua concentracdo micelar critica (CMC), as moléculas de tensoativo estao
distribuidas entre a solucdo e as bicamadas fosfolipidicas. Essas bicamadas
podem acomodar algumas moléculas de tensoativo sem serem rompidas, embora
possam ocorrer mudancgas em suas propriedades fisicas. Quando a concentragéao
de tensoativo aumenta, atinge-se uma concentracdo maxima na qual ocorre a
saturacdo da bicamada pelas moléculas de tensoativo. O valor dessa
concentracdo depende da natureza da bicamada e do tensoativo empregado.

e Estagio final: Este estagio se inicia quando somente micelas mistas
lipossomas-tensoativo estdo presentes. Com a subseqlente adicao de tensoativo,
as micelas tornam-se menores e mais diluidas em fosfolipidios.

e Estagio intermediario: Os fosfolipidios sdo gradualmente solubilizados

havendo a co-existéncia de lipossomas e micelas mistas.
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Estes diferentes estagios podem ser facilmente seguidos por medidas de
espalhamento de luz e/ou turbidez e concentracédo de tensoativos (Ribosa et al.,

1992), microscopia eletrénica de transmissao e tensao superficial.

Uma das formas de quantificar a porcentagem de tensoativo incorporada
nos lipossomas convencionais para formacédo dos lipossomas elasticos, é a
utilizacdo da técnica da monocamada de Langmuir. A técnica de Langmuir é
baseada no espalhamento de uma substancia anfifiica na interface ar-agua,
sendo que essa substancia deve apresentar as caracteristicas de ser insoluvel, e
apresentar um coeficiente de espalhamento favoravel a ocorréncia desse
processo, ou seja, deve se orientar nesta interface de forma a minimizar sua
energia livre (Langmuir, 1917). Além disso, a técnica permite ndo apenas analise
de interagdes entre a substancia formadora da monocamada, mas também com
outras, que se encontrem na subfase. Dessa forma, € possivel verificar a interacao
de substancias sollveis em meio aquoso, eletrdlitos, polimeros, peptideos e
proteinas, o que torna 0 método um excelente modelo mimetizador de membranas
biolégicas, quando a monocamada for constituida por um lipideo, ou por misturas
destes (Brockman, 1999; Brezesinski e Méhwald, 2003).

Quando um substancia anfifilica adsorve na interface agua-ar, provoca
uma diminuicdo na tensao superficial da agua, até um novo valor de tensdo. Essa
variagao da tensao superficial € chamada de pressao superficial, propriedade que
fornecera informacbes a respeito da adsorcdo da monocamada formada. Para
membranas bioldgicas, a pressdo superficial é de 30 a 35 mN.m™ (Li et al., 2001).

Nesta técnica, a presenca de uma barreira mével, capaz de varrer a
superficie, faz com que a monocamada possa ser comprimida ou expandida.
Sendo a tensao superficial medida por uma placa de Wilhelmy, e com a
compactacdo dessa monocamada, um aumento na pressao superficial sera

observado com a compressao da mesma.
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3.6 Lipossomas Elasticos

Os lipossomas elasticos sao formados por lipossomas convencionais,
compostos de fosfolipidios, e tensoativos que aumentam a elasticidade das
lamelas produzindo vesiculas capazes de sofrer deformacdes sem serem
desestruturadas. Esses lipossomas sao adequados para administracao
transdérmica de bioativos e podem penetrar em camadas mais profundas da pele.
Estudos in vitro da penetragcdo transdérmica tém demonstrado as suas

propriedades elasticas (Cevc et al, 2002).

A Figura 12 representa esquematicamente a deformacéao dos lipossomas

elasticos ao atravessar poros muito menores que seu diametro sem se romper.

Gradiente de Hidratagao

Movimento dos lipossomas
elasticos

Figura 12 - Esquema ilustrativo do movimento dos lipossomas elasticos
atravessando a epiderme com o objetivo de alcancar as camadas mais internas da
pele em sentido contrario ao gradiente de hidratacdo (University of Rochester,
2005).

Com base em consideracbes fisico-quimicas, Cevc (1992) desenvolveu
vesiculas elasticas para melhorar o transporte de droga pelo estrato cérneo para a
epiderme viavel. A penetragédo de vesiculas intactas no estrato corneo em tecidos
adjacentes € possivel sob certas condicdes como em aplicacées nao oclusivas de

vesiculas elasticas.

A forca de hidratacdo que governa a penetracdo destas vesiculas

elasticas para a pele é maior que a resisténcia quando elas passam nas regides
22



lipidicas intercelulares do estrato cérneo. Essa forgca é gerada por um amplo
gradiente de hidratacao através da pele, variando de 15 a 20% no estrato cérneo a
70% no estrato granuloso (Van den Berg et al., 1999).

Combinando tensoativos que formam bicamadas com tensoativos de
cadeia simples que formam micelas, vesiculas podem ser desenvolvidas com
elasticidades variadas dependendo da razdo molar dos componentes. A
elasticidade nos lipossomas foi produzida pela associacdo de fosfolipidios
estruturais de baixa temperatura de transicdo de fases, como a lecitina de ovo
com o tensoativo PEG-8L, como componente elastico.

A presenga simultdnea em uma membrana de diferentes moléculas tanto
estaveis quanto ndo estaveis e sua tendéncia a se redistribuir na bicamada é o
que torna essas vesiculas mais elasticas comparadas aos lipossomas

convencionais (Van den Berg et al., 1999).

3.7 Escoamento de Fluidos em Meios Porosos

A Lei de Darcy foi desenvolvida em 1856 pelo engenheiro hidraulico
francés Henry Darcy (1803-1858) ao conduzir seu famoso experimento de
escoamento de dgua através de meios porosos. Essa lei considera a linearidade
entre a vazdo e a queda de pressdo, e a constante de proporcionalidade
representa a permeabilidade do meio, que s6 depende das suas propriedades
fisicas. Posteriormente, essa lei foi estendida para representar o escoamento da
grande parte de fluidos em meios porosos, incluindo membranas (Slattery, 1972).

O modelo classico de permeacao em membranas é apresentado na série
BIOTOL (1992), dentre outros livros. Assume-se no equacionamento que a
membrana possui poros paralelos de mesmo didametro, de geometria cilindrica,
como mostra a Figura 13. Também € considerada que a permeacéo do fluido pela
fase sélida da membrana é desprezivel quando comparada a permeacgao pelos

poros da membrana.
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Figura 13 - llustracdo de um poro de membrana (Adaptado de BIOTOL, 1992).

A velocidade do escoamento no poro pode ser descrito pela Lei de

Poisseulle (Equacao 1),

R AP r)

sendo U, a velocidade de escoamento local, R o raio do poro, AP a queda de
pressao através da membrana, AL o comprimento percorrido no escoamento, r a

distancia do centro do poro e u a viscosidade do fluido.

O fluxo j através de um unico poro pode ser obtido através de integracéao
da Equacéo 1 ao longo do raio do poro (r = 0 — R) e do angulo (6 = 0 — 2m), 0

que conduz a Equacéo 2:

._7R* AP
: 8u AL
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Definindo a porosidade (¢) da membrana como a relacao entre a area de
espagos vazios e a area total da membrana, como mostra a Equagéo 3:

7R*x
E =

A (Ea. 3)

e assumindo que existam x poros por unidade de area A, o fluxo através da

membrana, por unidade de area sera:
jx
J="— Eq. 4
A (Eq. 4)

Inserindo as Equacdes 2 e 3 na Equacéo 4, chegamos a Equacao 5:

J_€R° aP
8u AL

(Eq. 5)

No caso onde o caminho efetivo percorrido pela solugdo nao se restringe a
espessura da membrana, o seu tamanho pode ser aproximado por Ntdm,, em que
N é o numero de membranas do sistema, d,, é a espessura da membrana e t é
denominado tortuosidade. Para um sistema com uma Unica membrana, se t =1

entdo AL = dn, € a Equacéo 5 se torna:

ER? AP
~ 8u Nzd_ (Eq.6)
Definindo o coeficiente de permeabilidade K como:
R’
K= _
8Nd_7 (Ea.7)
a equacao 6 se reduz a:
AP
J= KT (Eq. 8)



A Equagado 7 mostra que a permeabilidade do sistema é uma constante
que depende unicamente da geometria da membrana e do numero de
membranas. Ja o fluxo (Equacdo 8) é proporcional tanto a pressao
transmembrana quanto a permeabilidade, e inversamente proporcional a
viscosidade do fluido. A dltima equacao pode ser rearranjada, visto que o fluxo J é
a razao entre a vazao Q e a area de permeacgao A (Equagao 9).

Q =K—MAAP (Eq. 9)

3.8 Escoamento de Lipossomas Através de Membranas

Numa visdo de engenharia, a pele humana foi simulada por uma
membrana com raio de poro igual ao tamanho de poro do estrato corneo (30 nm),
e a permeacdo de lipossomas foi analisada utilizando-se o desenvolvimento

matematico utilizado para a permeacao de meios porosos.

A Lei de Darcy prevé que ndo existe vazdo de solugdo na auséncia de
uma diferenca de pressao transmembrana. Hunter e Frisken (1998) apontam que,
tratando-se de dispersdes coloidais, como as de lipossomas, pode nao existir
vazado mesmo com pressao aplicada ao sistema. Esses estudos foram realizados
com lipossomas convencionais de lipidios sintéticos com diferentes temperaturas
de transicdo de fases, voltados para a extrusdo de lipossomas a pressdes de 0 a
20 atm, aproximadamente, visando os ciclos repetitivos de ruptura das vesiculas e
reestruturacdo, para a homogeneizacdo de tamanhos. Nesse contexto, os
referidos autores estabeleceram que o inicio da permeacao esta limitado a uma
pressao inicial minima (Pmin), necessaria a deformacao da vesicula ao atravessar
um poro menor que seu diametro. Esta pressao inicial permite calcular a tensao de

lise ou ruptura dos lipossomas (), através da Equacéao 10.
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I 1

P =2y ———
- Y[R RJ (Eq. 10)

em que R é o raio do poro e R, € o raio médio da vesicula.

Paralelamente, os estudos teoricos realizados por Bruinsma (1996)
sugerem a insercdo de um termo na Equacdo de Darcy que leve em conta a
dissipacao de energia pelo atrito entre a camada externa da vesicula e a parede
do poro, na forma de um excedente de queda de pressdo AP, que é requerido
para transportar do fluido através da membrana (Equacao 11),

J :%(AP—nAP*Ntdm) (Eq. 11)

em que n é o numero de vesiculas por unidade de comprimento.

Seja uma vesicula de raio inicial R, maior que o raio do poro R da
membrana e area superficial constante, no interior do poro, esta vesicula esférica
assume a forma de um esfero-cilindro.de comprimento L*, calculado a partir da

igualdade das areas em suas diferentes formas (Equacéao 13) e raio r (Figura 14):

AR’ =4xr’ +2xrL (Eq. 12)

2 .2
ﬁzzﬁi_l) (Eg. 13)

r

O raio da vesicula no interior da membrana ¢é igual ao raio do poro, menos

a espessura da camada de lubrificacdo h (Equacao 14)

r=R-h (Eq. 14)
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Figura 14 - Representacdo de uma vesicula esfero-cilindrica de comprimento L* e
raio r, movendo-se com velocidade V e separada da parede do poro de raio R por
uma camada de lubrificacdo de espessura h (Adaptado de Hunter e Frisken,
1998).

E a camada de lubrificagdo que permite o movimento da vesicula,
separando-a da parede do poro, e sua espessura € uma fung¢do da velocidade V
do fluido. A utilizacdo de métodos numéricos permite calcula-la a partir da

Equacéao 15:

2

h= 2,051{&)3 (Eq. 15)
/4

O numero adimensional nV/y é conhecido como Numero Capilar e

relaciona as forcas viscosas aplicadas a vesicula e as forcas de tensao superficial.

A energia dissipada por segundo, ou poténcia, na camada de lubrificacao

de uma vesicula pode ser aproximada por:
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V 2
Ezn[ij 27RhL (Eq. 16)

e a variacao de poténcia fornecida pela queda de pressao AP* ao longo da

vesicula é igual a

AE = TR’AP'V (Eq. 17)

Igualando-se a poténcia dissipada (Equacao 16) e a poténcia aplicada ao
sistema (Equacao 17), obtém-se a Equacao 18:

VL' RAP’

h 2

(Eg. 18)

A espessura da camada de lubrificacdo h, estimada a partir da Equacao
15 pode ser inserida na Equacdao 18, e excedente de queda de pressdo na
membrana AP* isolado e substituido na Equacdo 11, resultando na Lei de Darcy
modificada a presencga de vesiculas na disperséo, utilizada a pressdes elevadas,

com a reducao do coeficiente de permeabilidade (Equacao 19):

- K ap

(1+0,0291(nL* )(L%{)zj H (Eq. 19)

A Equacao 19 mostra que a permeabilidade do sistema é reduzida por um
fator 1/(1 + 0,0291(nL*)(L*/R)?) devido a presenca de vesiculas na dispersdo. O
valor do fator de reducdo ndo é o mesmo que o observado no trabalho de
Bruinsma (1996) pois foi feito um rearranjo das variaveis, mantendo-se entretanto
a validade do modelo.

29



Este conceito pode ser finalmente combinado ao de pressdo minima
proposto por Hunter e Frisken (1998). Sabendo-se que o fluxo J é a razdo entre a
vazao Q e a area de permeacéao A, temos a Equacéao 20, que modela a vazao de

dispersdes de vesiculas em membranas.

Q= K A(ap-p,,)

(1+ 0,0291(nL )(LA)ZJ H (Eq. 20)

3.9 Cafeina

A cafeina é um alcal6ide farmacologicamente ativo, pertencente ao grupo

das xantinas. E inodora e possui sabor amargo bastante caracteristico.

Segundo Pelletier (1997), os alcaléides sao as moléculas ciclicas que
contém pelo menos um atomo de nitrogénio e que sao verdadeiros metabdlitos
secundarios. Os alcaléides formam um grupo muito vasto de metabdlitos que
podem ocorrer tanto em microorganismos como plantas superiores e inferiores e
ainda em animais, apesar de nestes ultimos ocorrerem com rara freqiéncia. Entre
os alcaldides que possuem propriedades estimulantes, encontram-se as

metilxantinas, ou alcal6ides purinicos.

Dentre os alcalbdides purinicos (Figura 15) mais importantes estdo os
derivados metilados de xantinas, destacando-se a cafeina (1,3,7-trimetilxantina), a
teofilina (1,3-dimetilxantina) e a teobromina (3,7-dimetilxantina). Dentre as
principais fontes de cafeina destacam-se sementes de guarana Paullinia cupana
(3-6% de cafeina), folhas de cha mate llex paraguariensis (2% de cafeina) e

sementes de café (1-2% de cafeina).
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Figura 15 - Estrutura molecular dos principais alcaléides purinicos (Ashihara e
Crozier, 2001).

As propriedades da cafeina, alcal6ide de interesse deste trabalho, estdo

apresentadas na Tabela 1.

A cafeina é conhecida também como guaranina, trimetildioxipurina, 1,3,7
trimetilxantina ou metilobromina (Schereck, 1975).

Em temperatura ambiente, a cafeina apresenta-se sob forma de cristais
acidulares longos, flexiveis, inodoros, incolores e de sabor amargo. O cristal de
cafeina cristaliza-se a partir de solucdes aquosas, desidratando lentamente em

temperatura ambiente.
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Tabela 1: Propriedades da cafeina (Martin et al.,, 1981; Li e Hartland, 1992;
Johannsen e Brunner, 1994)

Propriedade
Formula molecular CsH10N4O2
Massa molecular (g gmol™) 194,19
Ponto de ebuligdo (K) 628,2
Densidade (g cm™®) (C.N.T.P) 1,321-1,333
Parametro de solubilidade a 298 K (cal cm™)%° 13,8

Espectro de absorgdo UV em agua (Amax.) (nm) 273-280

Ponto de sublimacéo (K) 451
Ponto de fuséo (K) 508-511

Solubilidade ideal (fracdo molar) (em agua) 0,0289
298 K

Muitos autores estudaram os efeitos fisiologicos do consumo de cafeina.
Podem-se citar os trabalhos de Hughes (1994) e Evans e Giriffiths (1999) que
estudaram respectivamente a sindrome da abstinéncia causada pela cafeina.
Libermann et al. (1987) estudaram os efeitos de pequenas doses de cafeina na
performance humana. Griffiths e Woodson (1988) e Strain et al. (1994) relataram

os sintomas da dependéncia de cafeina, dentre varios outros estudos.

A cafeina também é usada na formulacdo de cosméticos, principalmente
para tratamento da celulite. Outras aplicagbes incluem o enrijecimento do busto
por fortalecer os tecidos conectivos e estimular o crescimento de novas células
(Ernest et. al., 2001).

Os mecanismos de agao da cafeina no corpo humano sao similares aos
das anfetaminas e cocaina, agindo nos mesmos receptores do sistema nervoso
central (SNC). Entretanto, seus efeitos sdo mais fracos do que o destas drogas. A
ligagdo da adenosina, um neurotransmissor natural, aos seus receptores diminui a

atividade neural e dilata os vasos sanglineos, entre outros efeitos. A cafeina liga-
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se a estes receptores impedindo a acdo da adenosina sobre o SNC, o que
estimula a atividade neural e causa a constricdo dos vasos sanguineos. Muitos
medicamentos contra dor de cabega, como Aspirina Forte®- Bayer, Melhoral®-
Sydney Ross, Doril®- Dorsay e Neosaldina® Abbott, contém cafeina em suas
formulagdes. Com o aumento da atividade neural devido a ingestao do alcaldide, a
glandula pituitaria libera grandes quantidades de adrenalina, causando uma série
de efeitos no corpo humano, como taquicardia, aumento da pressao arterial,
abertura dos tubos respiratérios, aumento do metabolismo e contracdo dos

musculos.

Muitos métodos sao utilizados para obtencdo de alcaléides (como a
cafeina) a partir de produtos naturais. Em sua grande maioria utilizam solventes
organicos imisciveis em agua, em geral prejudiciais ao meio ambiente e ao ser
humano, para a extracdo dos alcalbéides. Outras técnicas alternativas utilizam
solventes sollveis em agua (alcoois), menos seletivos, para o processo de
extracdo. As etapas posteriores de purificacdo destes dois tipos de processos,
para que o produto final esteja livre de contaminantes e possua um rendimento
satisfatorio, sdo dispendiosas e demoradas. Outro problema que estes métodos
apresentam é a degradacao térmica devido as temperaturas alcangadas nos
processos de extracéo e purificacdo (McKillop, 1970).

Atualmente a extracdo em fluido supercritico, assim como neste trabalho
para a extracdo de cafeina de sementes de guarana em graos torradas, adquiridas
pela EMBRAPA da Amazobnia, tem sido usada para extracdo de varios produtos
naturais, pois elimina o uso de solventes organicos e preserva a integridade das
moléculas (Kopcak, 2003).
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4.0 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais
Os lipossomas convencionais foram preparados utilizando-se os materiais
descritos a seguir:

Lipidio: Fosfatidilcolina de ovo (Ovothin 160), 60,8% de fosfatidilcolina
(Degussa), MM 760 g/mol;

Solventes: Cloroférmio (CHCI3), MM 119,38g/mol (Merck) e metanol
(CH30OH), MM 32,04g/mol (Merck);

Tampao: N-[2-hidroxietil]piperazina-N’—[2-acido etanossulfénico] (HEPES),
MM 238,00 g/mol (Sigma);

A homogeneizagdo de tamanhos foi feita por extrusdo utilizando-se
extrusora de aco inox modelo T.001 da Lipex Biomembranes Inc., com capacidade
para um volume de 10mL, com camisa térmica para circulacdo de agua aquecida

a uma temperatura acima da transicao de fases dos lipidios.

Para aplicacdo de pressao no processo de extrusao utilizou-se a extrusora
acoplada o um cilindro de nitrogénio.

Para as analises quantitativas dos fosfolipidios foram usados os

reagentes:
e Acido sulfarico (H2SO4), MM 98,8g/mol, 95% (Synth),
e Peréxido de hidrogénio (H20.), MM 34,01g/mol, 30% PA (Merck),
e Acido ascérbico (CgHgOs), MM 176,12g/mol, 99% (Aldrich),

e Molibdato de aménio ((NH4)sM0O24.4H-0), MM 1235,9 g/mol 81,2%
(Sigma).
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A preparacdo dos lipossomas elasticos foi feita incubando-se os

lipossomas convencionais pré-formados com o tensoativo descrito a seguir:

Tensoativo: Polioxietilenoglicol-8-lauril (C2gHs6010), MM 552g/mol, (PEG-
8L).

Para a quantificacdo da porcentagem de PEG-8L incorporada na
bicamada lipidica, foi utilizada uma cuba de Langmuir construida no laboratorio de
fisico-quimica de colbides e superficies, em parceria com Insight instrumentos

para laboratorios, Brasil.

Foram feitos ensaios de permeacédo para a estimativa da elasticidade dos
lipossomas utilizando-se membranas de policarbonato com didmetro de poros de

30nm. Todas as membranas usadas foram da Osmonics Inc.

Membranas constituidas de pele de orelha de porco dermatomizadas
também forma utilizadas nos ensaios de permeacdo. Para dermatomizacdo da
pele de orelha de porco, utilizou-se Dermatdémetro Nouvag AG e as orelhas de

porco foram obtidas de um matadouro local.

As medidas de tensdo superficial foram feitas utilizando-se tensiémetro

automatico modelo OCA-20, Dataphysics, Alemanha.

Foram utilizadas sementes de guarana em graos torrados adquiridos da

Embrapa — Amazonas, para extracao da cafeina.

4.2 Métodos
4.2.1 Preparacao dos lipossomas convencionais

Os lipossomas convencionais e elasticos foram preparados pelo método
de Bangham, (New, 1990) por meio da hidratagéo do filme seco de lipidios com
posterior extrusdo em membranas de policarbonato para homogeneizacdo do

tamanho das vesiculas (Lasic, 1993).

O material utilizado para a formacdo dos lipossomas convencionais

(fosfatidilcolina de ovo) foi estocado a aproximadamente -13°C, abaixo da
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temperatura de transicdo de fases (0°C). Na temperatura ambiente (25°C), o
material foi pesado para obtencédo de vesiculas na concentragdo de 1.10° mol.L™.
Os fosfolipidios foram solubilizados com 10mL de cloroférmio e homogeneizados
durante 5 minutos em evaporador rotatorio, sendo, posteriormente, promovida a
evaporacdo do solvente sob vacuo (650mmHg) com temperatura acima da
temperatura de transicdo de fases do lipidio (T, 25°C) até a formacao do filme
seco. Logo apéds, o filme seco de lipidios foi hidratado com 10mL de solucao
tampao HEPES (10mM) pH 7,4 em temperatura ambiente (25°C).

4.2.2 Homogeneizacao de tamanhos

As vesiculas lipossomais multilamelares formadas pelo método de
Bangham foram mantidas em repouso por aproximadamente 2 horas para atingir o
equilibrio. Apds este intervalo de tempo, as vesiculas foram homogeneizadas
quanto ao tamanho pelo método de extrusdo em duas membranas de
policarbonato sobrepostas com poros de 100nm de diametro. As membranas
sobrepostas foram colocadas na extrusora sobre um disco de dreno e um cilindro
de nitrogénio foi acoplado a extrusora para aplicacdo de pressdao de
aproximadamente 12 atm sobre a dispersao lipossomal. Em seguida, 10 mL da
dispersao lipossomal foi colocada na extrusora para dar inicio a homogeneizacao
de tamanhos, com extrusao de 20 vezes consecutivas da dispersao para obtencao
de vesiculas unilamelares (Ribas, 1997).

4.2.3 Preparacao dos lipossomas elasticos

Para formacdo dos lipossomas elasticos, incubou-se os lipossomas
convencionais pré-formados com o tensoativo Polioxietilenoglicol-8-lauril (PEG-8L)
por 1 hora. Os lipossomas elasticos foram preparados incubando-se o0s
lipossomas convencionais com duas proporcdes molares de tensoativo, sendo a
primeira, com 25% de PEG-8L e a segunda com 40% de PEG-8L. A incorporacgéo
do tensoativo na bicamada dos lipossomas pré-formados foi acompanhada por

medidas de didmetro e distribuicdo de tamanhos em termos de intensidade de luz
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espalhada e numero de particulas, por espalhamento de luz laser (QLS),

microscopia eletrénica de transmissao e medidas de tenséo superficial.
4.2.4 Caracterizacao dos lipossomas
4.2.4.1 Quantificacao do teor de fosfato

A concentragdo molar de fosfolipidios foi determinada através da
quantificacdo de fosfato (PO4*) presente em solugdo. No ensaio fosfato, baseado
no método desenvolvido por Chen et al. (1956), faz-se inicialmente a oxidacao das
cadeias de 4cido graxo com acido sulfurico, resultando em carbonos elementares.
Apo6s a oxidacdo, peroxido de hidrogénio livre de fosfato é adicionado, com a
finalidade de garantir a oxidagao total dos carbonos em diéxido de carbono (CO.).
Assim, o fésforo é transformado em ortofosfato pelo molibdato de aménio, o qual é
reduzido pela adicdo de &cido ascoérbico, resultando num complexo de coloracéo
azul determinado colorimetricamente. O procedimento foi feito para solucdes
padroes com concentragdes conhecidas de fosfato (Na,HPO,4.7H.0O) a 1,50, 1,00,
0,75, 0,50 e 0,25 mol.L™") e para solucao isenta de fosfato (branco).

As amostras foram adicionadas em tubos de ensaio para a realizagao
deste procedimento. Inicialmente foram adicionadas 2 esferas de vidro nos tubos
de ensaio, com a finalidade de melhorar a distribuicdo de calor durante o
aquecimento a qual as amostras foram submetidas, em seguida, adicionou-se
100uL da amostra de lipossomas, dos padrdes e de agua deionizada como branco
juntamente com 500-uL de solucao de acido sulfurico 10N. Os tubos de ensaio ja
com as amostras foram aquecidos numa temperatura de 200°C em placa térmica
(Fisatom) num intervalo de tempo de 30 minutos. Retiraram-se os tubos de ensaio
da placa térmica e ao atingirem a temperatura ambiente, foram adicionados 165uL
de peréxido de hidrogénio isento de fosfato, sendo reaquecidos em 200°C por
mais 30 minutos. Apds os 30 minutos de aquecimento, os tubos foram resfriados a
temperatura ambiente. Apéds resfriados, adicionou-se aos tubos de ensaio, 4mL de
agua deionizada Milli-Q, 500uL de uma solucédo 2,5% de molibdato de aménio
((NH4)6M00O24.4H,0) e 500uL de uma solucao 8% de acido ascorbico (CgHgOg). A
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seguir os tubos foram aquecidos em agua quente (T=97°C) durante
aproximadamente 7 minutos, e, por fim, a coloracdo das amostras tornou-se azul.
A intensidade da cor azul encontrada, foi medida por um espectrofotdbmetro com

comprimento de onda de 830nm. O ensaio foi realizado em triplicata.
4.2.4.2 Distribuicao de tamanhos e estabilidade dos lipossomas

O didmetro meédio e distribuigdo de tamanhos dos lipossomas foram
medidas através de espalhamento de luz utilizando um laser, por intermédio da
metodologia “quasi elastic light scattering” (QLS) descrito por New (1990).

Para a distribuicdo de tamanhos das vesiculas e determinacdo do raio
hidrodinamico, utilizou-se uma técnica baseada na determinagédo do coeficiente de
difusdo, devido ao movimento Browniano realizado pelas particulas presentes no
meio, 0 qual esta relacionado com o tamanho das vesiculas pela equacao de
Stokes—Einstein (Equagéao 21):

D=——- Equacéo 21

onde:
k € a constante de Boltzmann, T a temperatura absoluta, R o raio das vesiculas e

n aviscosidade da solucao dispersante.

O equipamento foi regulado para um angulo de 90°C em relagéao ao feixe
de luz incidente (laser He-Ne) para a realizagdo das medidas e as amostras foram
diluidas com tampao HEPES (10mmol/L e pH 7,4) para reduzir a turbidez das
dispersbes e posteriormente inseridas no equipamento para a deteccdo das
medidas pelo software PCS.

A Figura 16 apresenta de modo esquematico a realizagdo de medidas do

raio hidrodinamico e distribuicao das particulas em dispersao coloidal.
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Figura 16 - Modelo esquematico do equipamento para determinacdo de medidas
de tamanho das vesiculas por espalhamento de luz.

Os dados referentes a distribuicio de tamanhos das particulas,
confiabilidade das medidas e polidispersidade da amostra foram fornecidos pelo
software acoplado ao equipamento.

A estabilidade fisica dos lipossomas elasticos nas duas proporcoes, 25 %
e 40 % de PEG-8L foram avaliada através das variacbes de diametro e
distribuicao de tamanhos das particulas ao longo de 24 horas.

4.2.5 Estimativa do numero de lipossomas em solucao

Com a determinacéo do diametro dos lipossomas e do teor de fosfolipios
na amostra, é possivel estimar o numero de vesiculas presentes na amostra
(Israelachvili, 1992)

Inicialmente, foi calculado o numero de fosfolipidios presentes na vesicula
a partir da estimativa da area ocupada pela cabeca polar da molécula (A;). Como o
lipossoma é uma vesicula composta por bicamada, o nimero de moléculas

presentes na camada externa (n¢) € dado por:
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n, == (Eq. 22)

A area externa A, foi calculada a partir do didmetro médio da vesicula (D),
determinado por QLS:

O numero de lipidios na camada interna (n;) é calculado como exposto na
Equacédo 21. O didmetro interno é a diferenca entre o didmetro externo e a
espessura da camada lipidica (9)

A =n(D-38) (Eq. 23)
O total estimado de moléculas no lipossoma (n;) € a soma de ne e n.

Determinado o numero de moléculas de fosfolipidio na solugdo (ns) através do
ensaio fosfato, o nUmero de vesiculas (n,) pode ser estimado pela Equacao 23.

n, =—- (Eq. 24)

4.2.6 Medidas de tensao superficial

Foram feitas medidas de tensao superficial para a disperséo lipossomal e
para os lipossomas elasticos nas duas propor¢des a serem utilizadas, 25 e 40 %
de tensoativo. As tensdes superficiais foram medidas pelo método da gota
pendente, empregando o método da anadlise do perfil eixo-simétrico da gota
(ADSA), (Rotenberg et al., 1983 e Cheng et al., 1990) usando um tensidbmetro
automatico modelo OCA-20, Dataphysics, Alemanha. Para tal, uma gota da
dispersao lipossomal formada por uma seringa foi acoplada a uma bomba de
injecdo, na extremidade de uma agulha com ponta reta e didmetro conhecido,
contida em uma cubeta ética contendo um certo volume da dispersao, para manter

a atmosfera saturada, de forma a evitar a evaporacao da gota durante as medidas
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(Figura 17). Dessa forma, a gota pode ser flmada por meio de uma camara CCD.
Um programa com processo de disparo programado de filmagem, a partir do
posicionamento conveniente de uma linha de referéncia, permite filmar imagens

mesmo antes da formacéo da gota.

Camara CCD Lampada

Seringa
eletrénica

Cubeta 6tica
termostatizada

Figura 17 - Aparato experimental para as medidas de tensao superficial pelo

método da gota pendente.

A tensdo superficial (y) foi determinada digitalizando a imagem e

analisando o seu perfil, ajustando-o a equacéao de Young-Laplace:

AP =(pa—p1) gh=(YR;) + (VR2) (Eq. 25)

para a qual AP corresponde a diferenca de pressao entre o interior e a parte
externa da gota; ps — p1 sdo as densidades da fase liquida e do ar,
respectivamente; g é aceleracao da gravidade, h altura da coluna liquida na gota e

R, e R, 0s dois raios principais de curvatura.

Para garantir a limpeza do equipamento, antes de se iniciar cada
experimento, medidas de tensédo superficial para agua pura foram efetuadas. Sé

entao, apos a limpeza, é que a solugao contendo tensoativo foi injetada.
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A gota foi formada com a ajuda de uma bomba de injecdo, programada
para injetar um volume igual a 18 uL. O crondmetro foi acionado no inicio da

injecdo da solugao, antes que a gota fosse formada.
4.2.6.1 Concentracao micelar critica

Para determinacdo da concentragdo micelar critica, primeiramente fez-se
diluicbes do tensoativo PEGS8-L puro em solugdo aquosa para medir a tensao
superficial em varias concentragdes (0,005; 0,015; 0,025; 0,03; 0,05; 0,06; 0,07;
0,12; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7 10°mol.L™"), e posteriormente construir uma curva
de calibracdo. A curva de calibracdo foi construida com medidas da tensao
superficial versus concentracdo molar de tensoativo. Posteriormente, adicionou-se
as mesmas concentracdes de PEG-8L puro em dispersao lipossomal (1.10° mol.L
') para que se verificasse a influencia dos lipossomas na tensdo superficial do
tensoativo. As medidas de tensido supertficial para as amostras foram feitas
imediatamente apds a mistura dos lipossomas vazios com o tensoativo. As leituras
foram feitas em ftriplicata para garantir a reprodutibilidade dos dados. Determinou-
se a CMC do tensoativo graficamente pela interseccdo de duas retas tracadas a
partir dos dados experimentais de tensao superficial em fungdo da concentracao
de tensoativo puro e posteriormente fez-se 0 mesmo procedimento para o

tensoativo na presenca de lipossomas.
4.2.6.2 Porcentagem de incorporacao de PEG-8L

A porcentagem de incorporagdo de PEG-8L na monocamada lipidica foi
determinada pelo método da monocamada de Langmuir, Langmuir-Insight (Brasil)
conforme metodologia estabelecida por Zaniquelli et al. (1993). Primeiramente,
espalhou-se fosfatidilcolina de ovo dissolvida em cloroférmio sobre uma cuba de
Langmuir contendo agua e esperou-se aproximadamente 15 minutos para
evaporacdo do solvente e iniciar-se a compressdo da monocamada, a uma
velocidade de 0,58mm.s™’ até a pressdo de 30 mN.m™ (pressdo aproximada
encontrada em membranas biolégicas) (Demel et al., 1975; Evans and Waugh,

1977; Blume, 1979; Cevc et al., 1986). Nesse valor de pressao atingido pela
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monocamada foi entdo injetado na subfase o PEG-8L, correspondente a
concentragdo inicial de 0,25.10° mol.L", ou seja, 25 % em relagdo aos
lipossomas. As variacdes de pressao superficial foram registradas em funcao do
tempo para a construcao da curva de cinética de incorporacdo do PEG-8L em
monocamada de Langmuir de fosfatidilcolina de ovo. Os experimentos foram
realizados a temperatura ambiente. O mesmo procedimento foi feito para 40 % de
PEG-8L.

A concentracdo de tensoativo incorporada na bicamada lipidica foi
determinada por intermédio da equacao 26:

Cine=C;=Cy (Eq. 26)

onde, C)nc € a concentracdo de PEG-8L incorporada na bicamada lipidica, C;é a
concentracado inicial de PEG-8L adicionada a dispersédo lipossomal e C, é a

concentracdao de PEG-8L nao incorporada na bicamada lipidica.

A porcentagem de PEG-8L incorporada na bicamada foi expressa em
termos de porcentagem total de PEG-8L na dispersao lipossomal.

Y%me=[1-(Cn/Ci)] x 100 (Eq. 27)

4.2.7 Morfologia dos lipossomas

A técnica de microscopia eletronica de transmissao foi utilizada para se
visualizar e analisar as morfologias encontradas para as diferentes estruturas
lipidicas. Conforme metodologia proposta por Torre (2006), utilizou-se telas de
cobre de 200 mesh como suporte para a amostra recoberta com carbono com
filme de colédio (parloidin com acetato de celulose). Uma gota da dispersao
lipossomal (1.10°® mol.L™) foi aplicada sobre a tela e incubada durante 5 minutos a
temperatura ambiente, sendo posteriormente retirado o excesso de solucao

lipidica. Uma gota de acetato de uranila 1% p/v (em solugao salina 0,9%) foi entao
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adicionada mantendo-se incubag¢do durante 1 minuto a temperatura ambiente,
sendo também o excesso eliminado e a tela seca em ar. As estruturas foram
visualizadas em microscépio Carl Zeiss, CEM 902, equipado com filiro de energia
Castaing-Henry-Ottensmeyer, sendo as imagens adquiridas através de camera
CCD camera (Proscan).

4.2.8 Ensaios de permeacao

Os ensaios de permeacao foram feitos para os lipossomas convencionais,
para o PEG-8L e para os lipossomas elasticos com 25% e 40 % de PEG-8L, para
determinacao da elasticidade dos lipossomas e andlise de seu comportamento ao
passar pelos poros que simulam os poros da pele humana. Para realizacao da
permeacao, foi utilizada a mesma extrusora especificada na homogeneizacéao de
tamanhos acoplada ao cilindro de nitrogénio para simulacées com pressées que
variaram de 2,5 atm até 20 atm, e acoplada a um banho com camisa térmica para
circulagdo de agua aquecida numa temperatura de 37°C simulando a permeagéo
na pele humana. A permeagéao foi feita utilizando-se 2 membranas sobrepostas
com poros de 30nm de diametro e, 1mL da disperséao lipossomal. Para os ensaios
de permeacao, diferentemente da extrusdao para homogeneizagdo de tamanhos, a
passagem através das membranas foi de somente uma vez. Determinou-se, desta
forma, o coeficiente de permeabilidade por meio da Lei de Darcy, analisando-se a
reologia das dispersdes lipossomas, com medidas de vazao versus queda de
pressao, diametro e distribuicdo de tamanhos das particulas, sua morfologia e
tensdo superficial.

Esses ensaios foram realizados e analisados quanto ao diametro e
distribuicao de tamanhos imediatamente ap6s a permeacado, ou seja, tempo de
aproximadamente 0,08 hora e acompanhados ao longo de 24 horas.

4.2.9 Ensaios de permeacao in vitro em pele de porco dermatomizada

Os ensaios in vitro de permeacao dos lipossomas foram realizados com
pele de porco dermatomizadas utlizando-se Dermatémetro Nouvag AG para a

obtencao da epiderme mais metade da derme. Para os ensaios de permeacao a
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pele de orelha de porco foi colocada na extrusora com o lado da derme em
contato com a solucao receptora. Os experimentos foram conduzidos a 37°C.

4.2.10 Cafeina
4.2.10.1 Extracao da cafeina

A cafeina utilizada para a incorporacao foi extraida de sementes da planta
do guarana (Paullinia cupana) com diéxido de carbono supercritico e co-solventes,
segundo metodologia desenvolvida por Kopcak (2003). O guarana em graos
torrados utilizados para extracéo da cafeina foi obtido da EMBRAPA do Estado de

Amazonas, Brasil.

As sementes de guarana torradas foram moidas e peneiradas antes da
extragdo supercritica com CO, e co-solventes. Apos a extragdo, tem-se uma
solucdo de cafeina em &lcool etilico. Para obtencédo da cafeina em pé o alcool foi
evaporado, sendo que o pé obtido apresentou-se oleoso e escuro, sugerindo-se
que tenham sido extraidos outros flavondides juntamente com a cafeina. Como a
cafeina é soluvel em agua, este composto parcialmente seco e oleoso foi diluido
em agua. Ap6s a diluicio em &gua, obteve-se uma solugdo branca e um
sobrenadante oleoso.

4.2.10.2 Incorporacao da cafeina nos lipossomas

Os lipossomas foram preparados de acordo com os itens 4.2.1 € 4.2.3. A
solucdo de cafeina, preparada conforme o item 4.2.10.1, foi adicionada aos
lipossomas na etapa de hidratacdo do filme seco de lipidios. A concentracdo da
solucdo de cafeina adicionada aos lipossomas na etapa de hidratagcao do filme
seco foi de 1.10” mmol.L", ou seja, 10 vezes menor que a concentracdo dos
lipossomas. Os lipossomas incorporando cafeina foram sonicados, por 15
minutos, em sonicador Vibra Cell de modelo VC50, para homogeneizacao dos
tamanhos das vesiculas. Apos a sonicacdo, o sobrenadante oleoso que estava
presente na solucao de cafeina antes da incorporacao se solubilizou na solugéao
lipossomal.
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4.2.10.3 Separacao da cafeina nao incorporada nos lipossomas

Apés a homogeneizacdo de tamanhos por sonicacdo, fez-se a
ultrafiltracdo (UF). A ultrafiltragcdo foi necessaria neste trabalho para separar a
cafeina nao incorporada da solugcédo lipossomal. A membrana utilizada para a
ultrafiltracao foi PAN/PVC copolimero, cédigo Xm50 e diametro de 44,5 mm.

Inicialmente adicionou-se no recipiente graduado do aparelho um volume
de 10 mL da solugéo lipossomal usada na incorporagdao. Manteve-se o recipiente
graduado ja com a solucdo sob agitacdo em rotacdo baixa sobre agitador
magneético e uma pressao baixa de cerca de 2,5 — 3 atm. A UF foi entdo iniciada e
o filtrado foi sendo liberado por uma abertura lateral do recipiente. O ensaio foi
interrompido quando o volume do recipiente de coleta do ultrafilirado atingiu o
volume da solucdo adicionada no recipiente graduado, neste caso o volume de
10mL. A solucdo do filtrado contendo apenas a cafeina nao incorporada mais
tracos de fosfolipideos foi posteriormente analisada em espectrofotdmetro para
determinacao da concentracao da cafeina por meio da leitura da absorbéancia das
amostras a 270nm (Touitou, et al. 1992).

4.2.10.4 Quantificacao da cafeina incorporada nos lipossomas

Os valores das concentracdes de cafeina incorporada nos lipossomas
foram obtidos por intermédio de uma curva de calibracao feita (Anexo 1) medindo-
se as absorbancias das solucbes de cafeina pura em &gua em varias
concentracdes diferentes de cafeina, por intermédio de um espectrofotémetro de
marca HP 84453. Foi utilizado um comprimento de onda de 275 nm, o qual é
capaz de quantificar por absorbancia a cafeina em solugdo. Poderiam ter sido
usados valores de 272 a 275 nm, aceitos pela literatura como picos adequados de
maxima absorbancia. (Touitou, et al. 1992). A porcentagem de incorporagao de

cafeina foi calculada a partir da Equacao 28:

% iINncorpoRAGAO cAFEINA= [1-(CriLTRADA / CiNiciaL)] X 100 (Eq. 28)
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5.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Preparacao e Caracterizacao dos Lipossomas Convencionais
5.1.1 Rendimento em relacao ao teor de fosfato

Os lipossomas convencionais de lecitina de ovo, preparados pelo método
laboratorial de Bangham, ou da hidratacao do filme seco de lipidios, apresentaram
rendimento em relacdo ao teor de fosfolipidios da ordem de 100%, para uma
concentragao inicial de fosfolipidios de 1.10° mol.L™". Este resultado significa que,
todo o fosfolipidio inicial foi transportado para a dispersao durante a hidratagdo do

filme seco previamente formado.
5.1.2 Diametro médio e distribuicao de tamanhos

Apbs o repouso da amostra durante 2 horas, apds a preparacao, tempo
necessario para a consolidacdo e acomodagcdo da agregagcao dos lipidios em
bicamada, o diametro e distribuicdo de tamanhos foram caracterizados através da
intensidade de espalhamento de luz e distribuicdo de tamanhos em termos de
numero de vesiculas para o didmetro correspondente. Os resultados obtidos no

periodo de 24 horas sdo mostrados na Figura 18 e Tabela 2.

47



Intensidade (%)

2@
7 &
I el
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
Diametro (nm) Diametro (nm)
(A) (B)

Figura 18 - Distribuicbes de tamanhos dos lipossomas convencionais de lecitina
de ovo (1.10° mol.L") determinadas por espectroscopia de correlagdo de fétons
(PCS) (a) intensidade de luz espalhada (b) nimero de vesiculas.
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Tabela 2 - Distribuicbes de tamanhos dos lipossomas convencionais de lecitina de

ovo determinadas por espectroscopia de correlacao de fétons (PCS) em termos de

intensidade de luz espalhada e numero de vesiculas.

Distribuicao de Tamanhos (nm)

Tempo (h) Intensidade Numero
(Diametro médio) (Diametro médio)
0 90 -160 80—-190
(100% - 103,4) (100% - 104)
1 37,9 - 230 31-153,8
(100% - 105,4) (100% - 53,3)
2 33,7 -337,4 33,7-151,5
(100% - 106) (43,3% - 39,3; 56,7% - 61,3)
5 64,4 — 261,7 52,7 -175,3
(100% - 106,4) (100% - 73,4)
7 47,8 -190,3 37,9-190,3
(100% - 106,7) (100% - 64,4)
9 47,3 -188,2 37,5-188,2
(100% - 101,7) (100% - 62,5)
24 98,8 - 138,8 83,3 -164,5

(100% - 109,3)

(100% - 105,5)

No tempo zero, apdés o0 repouso da amostra para acomodagdo da

agregacao dos lipidios, as vesiculas apresentaram didametro médio semelhantes,

de aproximadamente 104 nm para analises de intensidade de luz espalhada e

namero de vesiculas. Nos tempos de 1 até 9 horas, os didmetros das vesiculas

analisados em termos de intensidade de luz espalhada ndo se alteraram

significativamente, porém, em termos de numero, as vesiculas apresentaram

média de aproximadamente 60 nm. Em 24h, o didmetro assumiu o valor médio

108 nm (aproximadamente) e distribuicdo estreita em ambas as analises:
intensidade (faixa de 98 a 138,8 nm) e numero (83,3 a 164,5 nm).
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De acordo com a literatura do campo de medidas de diametro
hidrodinamico por espalhamento dindmico de luz, utilizando-se a analise de PCS,
a intensidade de espalhamento de luz é proporcional a sexta poténcia do didmetro
das particulas, enquanto que a analise por nimero é proporcional a primeira
poténcia do diametro (Hanus e Ploehn, 1999; Patty e Frisken, 2006). Portanto, a
presenca de particulas grandes na dispersdo, resulta em uma intensidade de
espalhamento grande, mesmo em pequena concentragdo. Adicionalmente, a
literatura também ressalta que a analise por intensidade é a mais precisa, sendo
que a analise por numero, dela derivada, acumula erros, de modo que algumas

vezes € considerada como qualitativa.

No caso da andlise de didmetros deste trabalho, é imprescindivel a
informagdo tanto da presenca de toda a faixa de tamanhos identificada pela
distribuicdo em intensidade, quanto dos tamanhos analisados em termos de

numero de vesiculas.
5.1.3 Morfologia

As microgafias apresentadas na Figura 19 mostraram a morfologia dos
lipossomas convencionais de lecitiha de ovo na concentragdo 1.10° mol.L™
preparados pelo método de Bangham e com tamanhos homogeneizados em
pressao de 12 atm e 20 passagens através de duas membranas sobrepostas de
didmetro de poros 100 nm. Essas micrografias foram obtidas com amostras
estocadas durante 24 horas.

As imagens mostraram uma ampla distribuicdo de tamanhos. A Figura
(19a) mostra vesiculas de tamanhos na ordem de 100 nm, semelhantes aos
tamanhos determinados por PCS. A presenca de varios agregados nas imagens
(19, ¢ e d) provavelmente sdo decorrentes da secagem da amostra. As particulas
mais escuras em relevo sdo os lipossomas, enquanto que os agregados mais
claros sdo decorrentes do sal da solugdo tampdao utilizado na preparacao dos
lipossomas. Observou-se nos varios campos que as vesiculas nao sao

perfeitamente esféricas apresentando também formas elipsoidais alongadas,
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provavelmente devido a fluidez da membana lipidica dos lipossomas de lecitina de

ovo, que a temperatura ambiente apresentam-se na fase de liquido cristalino.

As bordas espessas que aparecem na micrografia (19b) podem ser
resultantes da fusdo ou da presenga de mais de uma lamela nos lipossomas

maiores.

Figura 19 - Micrografias obtidas através de microscopia eletrénica de transmisséo
de lipossomas convencionais preparados pelo método de Bangham e
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homogeneizados através de extrusdo a média pressdo (12 atm) e 20 passagens

através de duas membranas sobrepostas de didmetro de poros 100nm.

5.1.4 Estabilidade fisico-quimica

A estabilidade fisico-quimica dos lipossomas convencionais foi avaliada
através de medidas de diametro médio e distribuicdo de tamanhos, conforme
descritos no item 5.1.2. Os resultados obtidos ao longo de 24 horas foram
mostrados na Figura 18 e Tabela 2, conferindo estabilidade das vesiculas

lipidicas, mantidas sob refrigeracédo (5° C), quanto ao tamanho.

Resultados adicionais mostraram que essa distribuicdo manteve-se
durante 60 dias de estocagem. A partir desses resultados pode-se concluir que a
dispersao de lipossomas preparada a partir de lecitina de ovo é estavel,
apresentando uma variagdo estreita de diametros, com média em 108 nm

aproximadamente.

Apo6s 60 dias ndo se obteve uma avaliacdo conclusiva da estabilidade
fisico-quimica dos lipossomas devido a presenca de contaminacao microbiana nas

amostras mesmo sob refrigeragao.

5.2 Preparacao e Caracterizacao dos Lipossomas Elasticos

A preparacao dos lipossomas elasticos foi feita com a incorporacao de
PEG-8L nos lipossomas convencionais, através de incubacdo durante 1 hora,
conforme método descrito no item 4.2.3. Desta maneira, o PEG-8L presente no
seio da solugdo migra para a bicamada lipidica onde insere a sua cadeia de &cido

graxo, deixando a sua porgao polimérica livre na superficie do lipossoma.
5.2.1 Incorporacao do PEG-8L

A quantificagdo do PEG-8L incorporado foi feita através de medidas da
tensao superficial decorrente da sua inser¢cdo em monocamada lipidica, conforme

descrito no item 4.2.6.2. A concentracdo do PEG-8L incorporado resultante do
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equilibrio na incorporacao, foi determinada através de curva de tensao superficial
versus concentracdo do referido polimero em agua deionizada, previamente

construida.

A Figura 20 apresenta a curva de tensao superficial do PEG-8L em agua.
Observou-se que a presenca do polimero anfifilico decresce sensivelmente a
tensdo superficial da 4gua (72,8 mN.m™"), em uma faixa ampla de concentracdes,
citadas no item 4.2.6.1, devido a sua grande interagdo com a &gua. A
concentracdo micelar critica obtida foi 1.10° mol.L™".

Adicionalmente, foi também determinada a curva para o tensoativo
peguilado, agora em presenca da dispersdo de lipossomas 1.10° mol.L”, com
medidas feitas imediatamente apds a adicao do PEG-8L, ou seja, de modo que a
sua incorporacdo seja desprezivel. Observou-se também, que a presenca de
lipossomas reduz a tensao superficial da 4gua e que na concentragdo 1.10° mol.L’
' a presenca dos lipossomas nao interfere significativamente na tensdo superficial
do PEG-8L puro. Nessas condi¢des, a concentragdo micelar critica do sistema foi
0,089 mol.L ",
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Figura 20 - Curva para determinacdo de CMC do PEG-8L livre em solugéo (m) €

do PEG-8L na presenca de lipossomas (e).

Nos experimentos utilizando a balangca de Langmuir para a quantificacao

da incorporacdo do PEG-8L na monocamada lipidica de lecitina de ovo, foram
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obtidos o0s seguintes resultados: inicialmente, ap6s a adicdo da lecitina na
concentragdo 1.10° mol.L™", a pressdo superficial medida foi 30 mN.m™. Quando
injetou-se 25 % de PEG-8L na subfase (Figura 21a) observou-se uma elevacao na
pressdo de superficie, correspondente a incorporagdo do PEG-8L na
monocamada lipidica. No patamar de estabilizacdo, a pressdo de superficie
medida foi 49,97 mN.m™". Portanto, a variagdo na pressao de superficie ou tensdo
superficial correspondente & incorporagdo do PEG-8L (19,97 mN.m™) foi calculada

pela diferenca entre esses dois valores.

Tomando-se como referéncia a superficie limpa (agua pura), a tensao
superficial correspondente & variagdo de 19,97 mN.m™ foi obtida subtraindo-se a
tensdo superficial da agua (72,8 mN.m™") desse valor, obtendo-se assim, 52,83
mN.m'1. Desse modo, foi possivel determinar a concentracdo de PEG-8L
incorporado, 5,24 x 10 '5 mol.L ', utilizando a curva de tens&o superficial do PEG-
8L em agua da Figura 20.

O mesmo procedimento foi utilizado para obtencdo da percentagem de
incorporacao de 40% de PEGS8-L (Figura 21b).
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Figura 21 - Perfis de tensédo de superficie de monocamada de lecitina de ovo com
a injecdo de PEG-8L nas concentragdes (a) 0,25.10° mol.L™" e (b) 0,40.10° mol.L
', correspondentes as proporcdes molares lecitina:PEG-8L 75:25 e 60:40

respectivamente.
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A partir das concentragdes iniciais usadas nas preparagcdes com 25% e
40% de PEG-8L, as porcentagens de incorporagdo para uma monocamada
lipidica obtidas através da equacao 27, foram 20,4% e 15,4 % respectivamente. A
proximidade entre esses valores indica que a saturagcdo da superficie dos
lipossomas para a incorporacdo de PEG-8L € da ordem de 15 a 20% da
concentragdo molar de lipidio.

Considerando que a preparacao dos lipossomas elasticos foi feita por
incubacgao de lipossomas convencionais com o polimero anfifilico, o PEG-8L foi
incorporado somente na monocamada externa dos lipossomas. Deste modo,
pdde-se extrapolar os valores obtidos em monocamada de Langmuir, como

estimativa da percentagem de PEG-8L incorporada nos lipossomas elasticos.
5.2.2 Diametro e distribuicao de tamanhos

A Figura 22 apresenta a distribuicao de tamanhos dos lipossomas apés a
incorporagcdo do PEG-8L para ambas as concentracbes (25 % e 40%),
comparativamente a distribuicido dos lipossomas convencionais, e a estabilidade
das dispersoes de lipossomas elasticos durante 24 horas.
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Figura 22 - Distribuicdo de tamanhos ap6s a incorporacdo do PEG-8L para os
lipossomas elasticos, comparativamente a distribuicdo dos lipossomas
convencionais, durante 24 horas. (A, B) 25% de PEG-8L e (C,D) 40% de PEG-8L

¢ — lipossomas convencionais (antes da incorporacao do PEG-8L).
e - lipossomas elasticos (apds a incorporacao do PEG-8L).
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As Tabelas 3a e 3b resumem as distribuicoes de tamanhos e didmetros
médios obtidos.

Tabela 3a — Distribuicoes de tamanhos dos lipossomas elasticos na proporcao
75:25, determinadas por espectroscopia de correlacao de fétons (PCS) em termos
de intensidade de luz espalhada e numero de particulas.

Distribuicao de Tamanhos (nm) para a proporcao 75:25

Intensidade Numero
Tempo (h) . - " -
(Diametro médio) (Diametro médio)
c 98,8 -138,8 83,3 -164,5
(100% - 109,3) (100% - 105,5)
e 5,9;90 - 160 59-74
(3,5% - 5,9; 92% - 63,4) (100% - 6,3)
0,5 27,3 -216,7 21,6 —108,6
(100% - 72,7) (100% - 34,1)
1 46,9 — 156 38,4 -190,6
(100% - 108,3) (100% - 57,8)
2 5,4;23,1 — 221 54-6,8
(100% - 71.5) (100% - 6,2)
5 24,6 —222,9 20,2 -100,1
(100% - 77,9) (100% - 35,1)
7 27,3 -217,2 21,7-108,8
(100% - 72,4) (100% - 34,9)
24 26,2 - 216,5 18 —104,3

(100% - 71,4)

(100% - 34,3)

¢ — lipossomas convencionais (antes da incorporagéo do PEG-8L).
e - lipossomas elasticos (ap6s a incorporagao do PEG-8L).
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Tabela 3b — Distribuicbes de tamanhos dos lipossomas elasticos na proporcao
60:40, determinadas por espectroscopia de correlacdo de fétons (PCS) em termos

de intensidade de luz espalhada e nimero de particulas.

Distribuicao de Tamanhos (nm) para a proporcao 60:40

Intensidade Numero
Tempo (h)
(Diametro médio) (Diametro médio)
c 98,8 -138,8 83,3 -164,5
(100% - 109,3) (100% - 105,5)
e 30 -290 7,1-8,2
(100% - 62) (100% - 7,4)
0,5 59,8 - 189,2 47,5-189,2
(100% - 111,0) (100% - 74,1)
1 43,2 -272,9 10,9 -13,7; 34,3 -108,6
(98,7% - 126,3) (98,2% - 11,6; 1,8% - 64,5)
2 10,8; 54 - 271,0 10,8 -13,6; 42,9 -107,8
(100% - 123,1) (99,3% - 11,5)
5 15,2 - 18,6; 50,6 a 251,2 15,2 -22,7; 50,6 — 92,3
(97,1% - 121,9) (99,5% - 16,6)
7 21,6 -233,4 21,6 -30,3;50,5-118,2
(1,1% - 22,8; 95,6% - 122,1) (98,2% - 23; 1,8% - 79,6)
24 40,7 — 368,4 33,3 -202,0
(100% - 128,6) (100% - 57,8)

¢ — lipossomas convencionais (antes da incorporacao do PEG-8L).
e - lipossomas elasticos (apds a incorporacao do PEG-8L).

De acordo com a Figura 22 e Tabelas 3a e 3b, inicialmente observou-se a
distribuicdo de tamanhos para os lipossomas convencionais estocados durante 24
horas sob refrigeracdo (5° C), ap6s a preparacao, cuja distribuicdo de tamanhos e
didmetro médio foram apresentados conforme item 5.1.2. Ap6s adicdo de 25 %
PEG-8L para preparacao dos lipossomas elasticos (e), observou-se alteracées na
faixa de distribuicaio de tamanhos quando comparadas aos lipossomas
convencionais (c). Para tal, observou-se que, imediatamente apdés a adicao do
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PEG-8L, os tamanhos das particulas foram alterados significativamente,
apresentando didametro médio 5,9 nm para 3,5% das particulas e 63,4 nm para
92%, em termos de intensidade de luz espalhada. Na andlise por ndimero, a
distribuicdo de tamanhos situou-se entre 5,9 e 7,4 nm, com média 6,3 nm para a
totalidade das particulas. Essa diminuicao significativa na faixa de distribuicdo de
tamanhos e didmetro médio das particulas, em relagdo aos lipossomas
convencionais, representa a re-estruturacdo de tamanhos dos lipossomas em

consequéncia da incorporacao do PEG-8L.

Nos tempos de 0,5 até 24 horas, a distribuicdo de tamanhos oscilou
alternadamente, mantendo média de 70 nm em termos de intensidade de luz
espalhada. Porém, em termos de niumero, nesse mesmo intervalo de tempo (0,5 —
24 horas), as particulas apresentaram oscilacées quanto ao diametro. A partir de 5
até 24 horas de estocagem, as vesiculas elasticas apresentaram estabilidade
quanto aos tamanhos, que se apresentaram na faixa de 20 a 200 nm, com
didmetro médio em torno de 70 nm (intensidade de luz espalhada). Em termos de
namero, apresentaram distribuicdo de tamanhos na faixa de 20 a 100 nm, com

média em torno de 35 nm para a totalidade das particulas.

A predominancia dos tamanhos menores apresentados nas distribuicdes
em termos de numero de particulas & semelhante a obtida para os agregados de
PEG-8L livres em solugcéo, que apresenta faixa de 9,9 a 24,8 nm e 49,6 a 312,9
nm, com 19,3% das micelas apresentando 15,7 nm e 79,1%, 130,7 nm, em termos
de intensidade de luz espalhada. Em termos de numero, faixa de tamanhos entre
9,9 a 24,8 nm, com média 11,8 nm. Portanto, as distribuicdes obtidas foram
coerentes, mostrando que, além da presenca dos lipossomas, ha grande
concentracdao de agregados de PEG-8L livres no meio. Esses resultados foram
coerentes com a baixa percentagem de incorporagdo do PEG-8L nos lipossomas,

determinada anteriormente.

Destes resultados, conclui-se que a distribuicdo de tamanhos dos
lipossomas elasticos permanece estavel a partir de 5 horas de preparacao.
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Observou-se que essa estabilidade foi mantida por 60 dias de estocagem sob

refrigeracao.

Os lipossomas incubados com PEG-8L (40%) apresentaram diametros
menores que com 25% de PEG-8L, quando analisados em termos de numero,
demonstrando assim, maior perturbacdo sofrida pelo sistema quando da
incorporacdo do tensoativo. Em termos de intensidade de luz espalhada, o
didmetro médio das particulas apos adicdo de 40 % de PEGS8-L, foi de 62 nm. Em
termos de nimero, observou-se predominancia de tamanhos na faixa de 6,1 a 8,2

nm, com didmetro médio 7,4 nm.

A partir de 0,5 até 24 horas de estocagem, ndo se observam alteracdes
significativas na faixa de distribuicdo de tamanhos das vesiculas em termos de
intensidade de luz espalhada (aproximadamente 120 nm). Em termos de numero,
no tempo de 0,5 horas, a distribuicdo de tamanhos variou entre 47,5 a 189,2 nm,
apresentando média de 74,1 nm. A partir de 1 até 7 horas, o comportamento foi
significativamente menor quando comparados ao dos lipossomas elasticos com
25% de PEG-8L. Em 24 horas a faixa de tamanhos esteve entre 33,3 e 202 nm,
com média 57,8 nm. Do mesmo modo que no caso anterior (25% de PEG-8L), os
resultados mostram a grande quantidade de PEG-8L livre apds a incubacao e a

sua manutencéo durante a estocagem.
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5.2.3 Morfologia

A Figura 23 apresenta micrografias para solucdo de PEG-8L puro, na

concentracédo de 0,4.10° mol.L™".

(a) (b)
Figura 23 - Micrografias obtidas através de microscopia eletrénica de transmissao

para solugdo de PEG-8L puro na concentracdo de 0,4.10° mol.L™.

Desta forma, pode-se observar que solugcdo de PEG-8L livre apresenta
agregados no seio da solucdo, em uma faixa ampla de distribuicdo de tamanhos,
com predominancia dos agregados menores. Se comparadas as micrografias dos
lipossomas convencionais, observou-se que esses agregados nao apresentaram

bordas tao bem definidas.

A Figura 24 apresenta micrografias referentes aos lipossomas elasticos,
com 40 % de PEG-8-L (0,4.10° mol.L™"), incubados por 1 hora.
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Figura 24 - Micrografias obtidas através de microscopia eletrénica de transmisséo
para as dispersdes de lipossomas contendo de 40% de PEG-8L apés 1 hora de
incubacéo.

Pelas caracteristicas apresentadas (Figura 24a), a bicamada lipidica fica
completamente envolvida pelo tensoativo, gerando os lipossomas elasticos. Essa
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caracteristica aparece em todos os campos da amostra, confirmando a
incorporacdo do PEG-8L na superficie das vesiculas e afastando a suspeita de
sobreposicao dos lipossomas sobre o PEG-8L.

No quadro vermelho destacaram-se os agregados de PEG-8L néao
incorporados na bicamada lipidica. Da Figura 24b, observaram-se vesiculas
elasticas com grande variedade de tamanhos, predominando as de pequeno

tamanho.
5.2.4 Tensao superficial

Para as proporcdes de PEG-8L (25% e 40 %) usadas na preparacao dos
lipossomas elasticos, acompanhou-se o comportamento da tensdo superficial
durante 60 segundos, em dois tempos de incubacdo: imediatamente apds a
adicao de PEG-8L (aproximadamente 0,02 horas) e com 1 hora.
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Figura 25 — Medidas de tensado superficial durante a incubacédo dos lipossomas
convencionas de lecitina de ovo com PEG-8L nas proporgoes (a) 25 % (b) 40%.

Durante os primeiros 10 segundos aproximadamente, observou-se uma
queda significativa da tensdo superficial em ambas as Figuras: 25a e 25b.
Provavelmente, este comportamento deve estar relacionado com processos

difusivos no sistema, decorrentes da adicdo do PEG-8L.

A Figura 25a representa as medidas feitas durante a incubacao de

lipossomas convencionais com 25% de PEG-8L. A tensdo superficial obtida foi de
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aproximadamente 51 mN.m™", mostrando que, neste caso, a presenca de 25% de
PEG-8L nado perturba significativamente a tensdo superficial inicial do sistema,

mesmo apds 1 hora de incubagao.

Para 40% de PEG-8L na presenca de lipossomas, o tempo de incubacao
parece exercer diferenca, conforme observado nos diferentes valores de tenséo
superficial de equilibrio (Figura 25b). Apés 1 hora de incubacdo, observou-se
reducdo na tensdo superficial em relacdo ao tempo de aproximadamente 0,02
horas. Esses resultados corroboram com os obtidos por Bouwstra et al. (1999),

para a tensao superficial das dispersdes de lipossomas contendo PEG-8L.

Os resultados de tensao superficial das dispersdes de lipossomas apds a
incubacdo com PEG-8L, sdo coerentes com a distribuicdo de tamanhos obtida
anteriormente, mostrando claramente a reorganizacdo das vesiculas com a

incorporacao do PEG-8L.

O comportamento da variagdo da tensdo superficial para as diferentes
concentracdes de PEG-8L (25% e 40%), mostrou coeréncia com os valores de
porcentagem de incorporacdo apresentados no item 5.2.1, onde mostra que a
porcentagem de incorporacdo € menor para 40% PEG-8L na presenca de
lipossomas convencionais. Desta forma, ha maior proporcdo de PEG-8L livre na

dispersao coloidal, diminuindo a tensao superficial.

5.3 Transicao de Formas dos Permeados

A transicdo de formas das particulas contidas nas dispersées de
lipossomas convencionais, PEG-8L e lipossomas elasticos preparados com 25% e
40% de PEG-8L, foi avaliada em termos de diametro médio e distribuicao de
tamanhos, morfologia e tensdo superficial.

5.3.1 Diametro Médio e Distribuicao de Tamanhos

As permeacgdes dos lipossomas convencionais e elasticos (25% e 40% de
PEG-8L) foram estudadas em fungao das pressdes aplicadas na faixa de 2,5 a 20
atm. Adicionalmente, foram feitas permeacdes de solucdo de PEG-8L puro na
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concentragdo 0,4.10° mol.L™, correspondente & concentracdo utilizada na
preparacdo dos lipossomas elasticos (40% de PEG-8L). Os resultados foram
avaliados em termos do diametro médio e distribuicdo de tamanhos ao longo de
24 horas.

5.3.1.1 Lipossomas convencionais

A Figura 26 e Tabela 4 apresentam as transicbes de formas de
lipossomas convencionais quando permeados através de membranas sintéticas
sob pressbes de 2,5; 5; 10; 12 e 20 atm. Esses lipossomas foram previamente
homogeneizados através de extrusdo em membanas de policarbonato de 100nm,
conforme apresentado no item 4.2.2. As medidas foram expressas em termos de
intensidade de luz espalhada e nimero predominante de particulas em funcao do
didmetro. A distribuigdo de tamanhos foi acompanhada durante 24 horas, visando
avaliar a estabilidade dos lipossomas apds a permeacao.
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Figura 26 — Influéncia do tempo no diametro e distribuicdo de tamanhos das
vesiculas lipidicas, apoés permeacdo em 2,5 atm e 37° C, durante 24 horas, em
termos de (A): intensidade de luz espalhada e (B): numero de particulas.

a — Distribuicao obtida antes da permeacéao para os lipossomas convencionais

i — Distribuicdo para os lipossomas convencionais imediatamente apés a
permeacao de toda a amostra.
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A Tabela 4 resume os resultados obtidos das distribuicbes de tamanhos

apresentadas na Figura 26.

Tabela 4 - Distribuicbes de tamanhos dos lipossomas convencionais apés
permeacdo na pressdo de 2,5 atm e 37° C, determinadas por espectroscopia de
correlacao de fétons (PCS), em termos de intensidade de luz espalhada e nimero

de vesiculas.
Distribuicao de Tamanhos (nm)
Intensidade .
Tempo (h) ) o Niimero
(Diametro medio) (Diametro médio)
a 90 -160 80-190
(100% - 103,4) (100% - 104)
i 45,2 — 285,6 35,9 - 143,1
(99,5% - 95,2) (100% - 54,7)
0,5 24,1 - 309,3 20,3-111,5
(100% - 98,2) (100% - 34,2)
1 29,4 — 268,2 24,8 -135,8
(99,4% - 97,6) (100% - 44,2)
2 35-260 30 -142
(100% - 93) (100% - 46)
5 14,6 — 20,6; 34,3 — 222,7 14,6 — 95,1
(98,6% - 94,9) (94% - 16,3; 6% - 46,7)
7 7,4—-11,7;29,4 - 234 1 7,4—-14.8
(99,1% - 99,2) (99,8% - 8,5)
24 27,9 — 308,7 10,3-12,5;22,9-113,4
(100% - 96,5) (79,3% - 10,8; 20,7% - 42,3)

a — Distribuicao obtida antes da permeagéao para os lipossomas convencionais
i — Distribuicdo para os lipossomas convencionais imediatamente apds a permeacédo de

toda a amostra.
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Para os lipossomas convencionais, antes da permeacéao, a distribuicdo de
tamanhos foi unimodal tanto em termos de intensidade de luz espalhada quanto
em numero de vesiculas na amostra, apresentando diametro médio de

aproximadamente 100 nm em ambos 0s casos.

Imediatamente apds a permeacdo da amostra, na pressao de 2,5 atm, a
faixa de distribuicdo de tamanhos dos lipossomas convencionais, em termos de
intensidade de Iluz espalhada, aumentou significativamente, apresentando
didmetro médio de aproximadamente 90 nm. Este comportamento foi observado
ao longo das 24 horas. Em termos de numero, observou-se uma redugdo do

didametro médio das vesiculas elasticas ao longo do tempo.

Para pressao de 5 atm (Figura 27), em termos de intensidade de luz
espalhada, o comportamento das vesiculas foi bastante estavel, apresentando-se
semelhante ao comportamento observado em 2,5 atm. Em termos de numero, o
didmetro oscilou nas primeiras 7 horas apresentando, entretanto, valor semelhante

ao observado em termos de intensidade no tempo de 24 horas.
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Figura 27 — Influéncia do tempo no didmetro e distribuicdo de tamanhos das
vesiculas lipidicas, apés permeacdo em 5 atm e 37° C, durante 24 horas, em
termos de (A): intensidade de luz espalhada e (B): nimero de particulas.

a — Distribuicdo obtida antes da permeagdo para os lipossomas convencionais

1 — Distribui¢do para os lipossomas imediatamente apds a permeacdo de toda a

amostra.
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A Tabela 5 resume os resultados obtidos das distribuicdes de tamanhos

na Figura 27.

Tabela 5 - Distribuicbes de tamanhos dos lipossomas convencionais apés
permeacdo na pressdo de 5 atm e 37° C, determinadas por espectroscopia de
correlacdo de fétons (PCS), em termos de intensidade de luz espalhada e nimero

de vesiculas.
Distribuicao de Tamanhos (nm)
Intensidade
Tempo (h) o -
(Diametro médio) (Diametro médio)
a 90 - 160 80 —-190
(100% - 103,4) (100% - 104)
[ 45,1 - 226,3 35,8 —-142,7
(100% - 95,5) (100% - 55.,4)
0,5 103-118,5 96,0 - 127,1
(100% - 109) (100% - 107,8)
1 44,3 -221,8 44,3 —145,7
(100% - 95,7) (100% - 60,1)
2 55,3 -153,6 46,7 — 156,6
(100% - 94,3) (100% - 70,8)
5 31,9 —236,1 31,9-129,5
(100% - 97,3) (100% - 45,8)
7 32,5 -265,5 28,3-131,9
(100% - 97,1) (100% - 47,4)
24 91,5-111,7 74,9 -136,5

(100% - 95,2)

(100% - 93,7)

a — Distribuicao obtida antes da permeagéao para os lipossomas convencionais

i — Distribuicdo para os lipossomas convencionais imediatamente apés a permeacédo de

toda a amostra.
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As Figuras 28, 29 e 30 apresentam o comportamento para pressées mais
elevadas (12, 18 e 20 atm) e as Tabelas 6, 7 e 8 apresentam os resultados de

forma resumida.

Na pressdo de 12 atm, em termos de intensidade de luz espalhada, o
didmetro médio das vesiculas apresentou-se na faixa de aproximadamente 75 nm,
ao longo de 24 horas (Figura 28a). Em termos de numero (Figura 28b), 98,8% das
vesiculas apresentaram diametro médio de 77 nm imediatamente apds a
permeacgao, sugerindo ruptura das vesiculas. Nos tempos de 0,5 até 7 horas,
observou-se que o diametro médio manteve-se estavel, em torno de 50 nm. Este
comportamento deve-se a uma possivel reestruturagdo dos lipidios na
reorganizacdo das vesiculas. Em 24 horas, as vesiculas apresentaram

comportamento semelhante ao apresentado imediatamente apds a permeacao.
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Figura 28 — Influéncia do tempo no médio e distribuicio de tamanhos das
vesiculas lipidicas, apoés permeagdo em 12 atm e 37° C, durante 24 horas, em
termos de (A): intensidade de luz espalhada e (B): numero de particulas.

a — Distribuicao obtida antes da permeagéao para os lipossomas convencionais

i — Distribuicdo para os lipossomas imediatamente apds a permeagéo de toda a

amostra.
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Tabela 6 - Distribuicées de tamanhos dos lipossomas convencionais apds serem
permeados na pressdo de 12 atm e 37° C, determinadas por espectroscopia de

correlacao de fotons (PCS) em termos de intensidade de luz espalhada e nimero

de vesiculas.
Distribuicao de Tamanhos (nm)
Intensidade Numero
Tempo (h) o - " -
(Diametro médio) (Diametro médio)
a 90 -160 80—-190
(100% - 103,4) (100% - 104)
i 8,6;27,1—-1714 5,4-13,6; 27,1 - 68,2
(99,9% - 76,5) (98,8% - 7,7;1,2% - 40,9)
0,5 40,2 - 147,8 36,4 — 121
(100% - 75) (100% - 54,6)
1 33,5-166,2 27,4 —123,1
(100% - 78,2) (100% - 47,4)
2 34,4 -184,4 29,9 -121,2
(100% - 78,9) (100% - 50,1)
5 37-1444 31,2-121,8
(100% - 78,1) (100% - 48,7)
7 33,1 -134,2 27,1 -134,2
(100% - 79,2) (100% - 44,8)
24 5,9;46,6 — 117 59-74
(99,7% - 78,7) (100% - 6,2)

a — Distribuicao obtida antes da permeagéao para os lipossomas convencionais
i — Distribuicao para os lipossomas convencionais imediatamente apds a permeacao de
toda a amostra.

A Figura 29 e a Tabela 7 apresentam a distribuicdo de tamanhos para
pressao de 18 atm. Os valores, tanto em termos de intensidade quanto em termos

de numero, foram semelhantes aos apresentados na pressdao de 12 atm, com
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excecao do valor no tempo de 24 horas, em termos de niumero, mostrando que a

dispersao permaneceu estavel.
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Figura 29 — Influéncia do tempo no didametro e distribuicdo de tamanhos das
vesiculas lipidicas, apoés permeagdo em 18 atm e 37° C, durante 24 horas, em
termos de (A): intensidade de luz espalhada e (B): nimero de particulas.

a — Distribuicao obtida antes da permeagéao para os lipossomas convencionais

i — Distribuicao para os lipossomas imediatamente apds a permeagao de toda a
amostra.
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Tabela 7 - Distribuicées de tamanhos dos lipossomas convencionais apds serem
permeados na pressdo de 18 atm e 37° C, determinadas por espectroscopia de

correlacao de fotons (PCS) em termos de intensidade de luz espalhada e nimero

de vesiculas.
Distribuicao de Tamanhos (nm)
Intensidade .
Tempo (h) A o Numero
(Diametro médio) (Diametro médio)
a 90 -160 80—-190

(100% - 103,4) (100% - 104)

i 11,6 —13; 60,4 — 93,7 10,4 — 14,5
(8,5% - 12,7;91,5% - 74,7) (100% - 12,6)

0,5 33-131,4 26,2—-131,4
(100% - 73,3) (100% - 42,6)

1 37,2—-151,1 30,4 -123,7
(100% - 74,9) (100% - 46,1)

2 58,5-974 49,3 -1155
(100% - 76,4) (100% - 72,1)

5 34,9 - 233,8 31,6-116
(100% - 73,8) (100% - 47,4)

7 35-234,4 31,7-116,3
(100% - 74,1) (100% - 48,3)

24 41,6 —131,6 33-131,6

(100% - 72,2)

(100% - 52,3)

a — Distribuic&o obtida antes da permeagéo para os lipossomas convencionais
i — Distribuicdo para os lipossomas convencionais imediatamente apds a permeacéao de
toda a amostra.

A analise de distribuicdo de tamanhos e diametro médio na permeacéao a
20 atm, apresentada na Figura 30 e Tabela 8, novamente apresentam o mesmo

comportamento observado nas pressdes de 12 e 18 atm, em termos de
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intensidade de luz espalhada, aproximadamente 75 nm. Contudo, em termos de
namero, observou-se que nao houve ruptura das vesiculas convencionais durante

a permeacao.
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Figura 30 — Influéncia do tempo no diametro e distribuicdo de tamanhos das
vesiculas lipidicas, apds permeacdo em 20 atm e 37° C, durante 24 horas, em
termos de (A): intensidade de luz espalhada e (B): numero de particulas.

a — Distribuicao obtida antes da permeacéao para os lipossomas convencionais

i — Distribuicao para os lipossomas imediatamente apds a permeacao de toda a

amostra.
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Tabela 8 - Distribuicées de tamanhos dos lipossomas convencionais apds serem
permeados na pressdo de 20 atm e 37° C, determinadas por espectroscopia de

correlacao de fotons (PCS) em termos de intensidade de luz espalhada e nimero

de vesiculas.
Distribuicao de Tamanhos (nm)
Intensidade Numero
Tempo (h) o - " -
(Diametro médio) (Diametro médio)
a 90 -160 80—-190
(100% - 103,4) (100% - 104)
i 69,7 — 86 65 —-92,3
(100% - 77) (100% - 76,1)
0,5 37,1-130,8 34,6 — 106
(100% - 71,4) (100% - 53,2)
1 28,1 —139,5 25,4 -103,3
(100% - 72,8) (100% - 38,6)
2 39,8 — 131 33,6 -110,5
(100% - 71,7) (100% - 50,3)
5 34,4-170,9 31,2-114,5
(100% - 72,9) (100% - 47,3)
7 23,5-117,5 23,56 -102,2
(100% - 74) (100% - 32)
24 31,4—-156 28,4-115,5

(100% - 73,6)

(100% - 44,3)

a — Distribuicao obtida antes da permeagéao para os lipossomas convencionais
i — Distribuicao para os lipossomas convencionais imediatamente apds a permeacao de
toda a amostra.

A analise dos resultados mostra que a permeacao a baixas pressoes (2,5

e 5 atm) produziu alargamento da distribuicAo de tamanhos das vesiculas em
relagdo a condicdo inicial, com predominancia de didmetro médio da ordem de
50nm. Para as pressdes mais altas (12, 18 e 20 atm), as distribuicdes resultantes
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foram mais estreitas que a baixas pressdes, com predominancia de diametro
médio da ordem de 70nm, em termos de intensidade, e 40 nm, em termos de
namero. Ao longo de 24 horas, as distribuicbes apresentaram um equilibrio
dindmico entre os menores e maiores diametros, sempre com tendéncia a uma
distribuicdo mais estreita comparada a inicial, em toda a faixa de pressdes
estudada. Embora com somente uma passagem através das membranas, o
comportamento apresentado pelas vesiculas convencionais é caracteristico de

extrusdo, com ruptura ou desestruturacao das vesiculas (Frisken et al., 2000).
5.3.1.2 Solucao de PEG-8L puro

Conforme descrito no item 4.2.8, foram feitas permeacbes de PEG-8L
para melhor entender o comportamento deste, quando puro em solucéo, para que
posteriormente, apos a incorporacdo e permeacao dos lipossomas elasticos, se
possa entender sua reologia e transicao de formas. A Figura 31 e Tabela 9
apresentam a distribuicao de tamanhos para o PEG-8L antes de permeado e seu

comportamento ao longo do tempo, ap6s a permeacao a 2,5 atm.
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Figura 31 — Influéncia do tempo no didmetro e distribuicdo de tamanhos da solugdo de
PEG-8L puro, na concentracdo de 1.10° mol.L", ap6s permeagdo em 2,5 atm e 37° C,
durante 24 horas, em termos de (A): intensidade de luz espalhada e (B): nUmero de
particulas.

a — Distribuicao obtida antes da permeagéao para a solugédo de PEG-8L puro.
i — Distribuicdo para a solugédo de PEG-8L puro imediatamente apds a permeacdo de toda a
amostra.
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Tabela 9 - Distribuicbes de tamanhos para a solugcdo de PEG-8L puro, apés
permeacdo na pressdo de 2,5 atm e 37° C, determinadas por
espectroscopia de correlacdo de fétons (PCS), em termos de

intensidade de luz espalhada e numero de vesiculas.

Distribuicao de Tamanhos (nm)

Intensidade ,
Tempo (h) A s Numero
(Diametro médio) (Diametro médio)
a 9,9-24,8;49,6 —312,9 9,9-248
(19,3% - 15,7; 79,1% - 130,7) (100% - 11,8)
i 16,3 -18,8; 76 —100,5 14,2 -21,6
(11,4% - 17,3; 88,6 — 89,8) (100% - 17)
0,5 104,4 — 120,1 97,4 —-128,8
(100% - 110,7) (100% - 109,5)
1 95,4-118,8 85,5-132,6
(100% - 105,2) (100% - 102)
2 138 — 148 128,7 — 158,7
(100% - 144,9) (100% - 144,2)
5 23,7 —28,1;129,7 — 153,8 20 -33,3
(8,8% - 25,2; 91,2% - 151,1) (100% - 24,6)
7 161,7 — 180,5 144,9 — 201 ,4
(100% - 164,9) (100% - 164,2)
24 80,1 -112,6;222,3-312,4 67,6 —312,4
(35,3% - 96,3; 64,7% - 257,5) (98,6% - 90,5; 1,4% - 251)

a — Distribuicao obtida antes da permeacao para a solu¢ao de PEG-8L puro.
i — Distribuicdo para a solugéo de PEG-8L puro imediatamente apds a permeacgao de toda
a amostra.

Assim, por intermédio dos valores apresentados pela Tabela 9, verificou-
se que nao existe variacdo da distribuicdo de tamanhos imediatamente apés a

permeacao, em termos de intensidade. No entanto, ao longo do tempo, verificou-
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se aumento do didmetro médio, até 164,9 nm em 7 horas, mostrando assim a
agregacao das micelas. Em 24 horas, existe uma reestruturagdo do agregado,
dividindo-se em duas populagdes. Para as analises em termos de numero,
observou-se oscilagdo dos valores de didmetro médio, mostrando um mecanismo

dindmico de agregacao e desagregacao das micelas.

A Figura 32 e Tabela 10 apresentam dados de permeacdo na pressao de

5 atm.
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Figura 32 — Influéncia do tempo no diametro e distribuicdo de tamanhos da
solugdo de PEG-8-L puro, na concentragdo de 1.10°mol.L™", em 5,0 atm e 37° C,
durante 24 horas, em termos de (A): intensidade de luz espalhada e (B): numero
de particulas.

a — Distribuicao obtida antes da permeacao para a solugdo de PEG-8L puro.

i — Distribuigao para a solugao de PEG-8L puro imediatamente ap6s a permeacao
de toda a amostra.
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Tabela 10 - Distribuicdes de tamanhos para a solucdo de PEG-8L puro, apés
permeacdo na pressdo de 5 atm e 37° C, determinadas por
espectroscopia de correlacdo de fétons (PCS), em termos de

intensidade de luz espalhada e numero de vesiculas.

Distribuicao de Tamanhos (nm)

Tempo (h) Iﬂntensidaée Numero
(Diametro médio) (Diametro médio)
a 9,9-24,8;49,6 —312,9 9,9-248
(19,3% - 15,7; 79,1% - 130,7) (100% - 11,8)
i 41,9-56,5; 126 — 188 37,9-62,5
(48,1% - 48,1; 51,9% - 154) (99,9% - 46,2)
0,5 15,4 — 389,8 15,4 — 84,3
(100% - 106,2) (100% - 21,4)
1 15,2 — 384,7 15,2-70,2
(100% - 104,6) (100% - 20,4)
2 7,6 — 380,8 7,6 —38
(99,1% - 103) (99,3% - 8,7)
5 48,4 -61;121,7-153,2 38,5-153,2
(44,2% - 49,1; 55,8% - 131,5) (99,5% - 49,3)
7 7,8-9,8;62,1 —392,1 7,8-124
(15,8% - 8,3; 72,6% - 86,7; (100% - 8,4)
11,5% - 293,5)
24 14,3 -17,5;47,6 — 193,2 11,7-21,4
(11,5% - 16,1; 85,3% — 108,3) (100% - 15,3)

a — Distribuicao obtida antes da permeacao para a solu¢ao de PEG-8L puro.
i — Distribuicdo para a solucao de PEG-8L puro imediatamente ap6s a permeacao de toda
a amostra.

Para a pressao de 5 atm, continuou-se observando o mecanismo dindmico

de agregacao e desagregacao das micelas. Entretanto, deve-se ressaltar aumento
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na distribuicdo de tamanhos, em termos de intensidade, e diminuigdo do diametro

médio, em termos de nimero.

A pressdo de 12 atm, observou-se que, para ambos os casos (intensidade
e numero), o comportamento manteve-se uniforme ao longo de 24 horas. Em
termos de intensidade, houve presenca de micelas (aproximadamente 25 nm) e
agregados (aproximadamente 200 nm), o que sugere a presenca de estruturas na
forma de esferas ou esfero-cilindros. Na analise por numero, predominaram as

micelas com diametro médio de aproximadamente 20 nm, ao longo das 24 horas.
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Figura 33 — Influéncia do tempo no diametro e distribuicdo de tamanhos da
solugdo de PEG-8-L puro, na concentragdo de 1.10°mol.L", em 12 atm e 37° C,
durante 24 horas, em termos de (A): intensidade de luz espalhada e (B): nimero
de particulas.

a — Distribuicao obtida antes da permeacéo para a solugdo de PEG-8L puro

i — Distribuicao para a solugao de PEG-8L puro imediatamente ap6s a permeacao
de toda a amostra.
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Tabela 11 - Distribuicdes de tamanhos para a solucdo de PEG-8L puro, apés
permeacdo na pressdo de 12 atm e 37° C, determinadas por espectroscopia de

correlacao de fétons (PCS), em termos de intensidade de luz espalhada e nimero

de vesiculas.
Distribuicao de Tamanhos (nm)
Intensidade Numero
Tempo (h) o - " -
(Diametro médio) (Diametro médio)

a 9,9-24,8;49,6 -312,9 9,9-248
(19,3% - 15,7; 79,1% - 130,7) (100% - 11,8)

i 17,6 — 4417 17,6 — 55,6
(29,8% - 29,4; 67,7% - 205,1) (100% - 20,8)

0,5 14,1 - 28,1; 56 — 4454 14,1 - 28,1
(32,7% - 18,1; 56,4% - 133,5) (100% - 16,1)

1 15,3 — 385,4 15,3 - 38,5
(33,8% - 22,7; 64,1% - 199,2) (100% - 17,8)

2 15,9 —39,9; 63,2 — 399,2 15,9 -39,9
(36,3% - 23,7; 57,4% - 173,3) (100% - 18,6)

5 14,6 — 368 14,6 — 46,3
(34,4% - 25,3; 61,3% 182,8) (100% - 17,4)

7 16 —402,5 16 — 50,6

(32,6% - 27,9; 63,5% - 191,7) (100% - 19)

24 23,9 - 43,6; 79,5 —394,3 23,9 - 53,2
(20,4% - 30,6; 77,3% - 222,7) (100% - 27,2)

a — Distribuicao obtida antes da permeacgéao para a solu¢dao de PEG-8L puro.
i — Distribuicdo para a solucao de PEG-8L puro imediatamente ap6s a permeacao de toda

a amostra.

A estabilidade observada na pressao de 12 atm provavelmente deve-se ao
valor minimo de energia livre alcancado pelo sistema nessas condigdes. As

micelas de PEG-8L puro em solucdo, diferentemente das vesiculas lipidicas,
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quando permeadas em pressdes intermediarias (12 atm) ndo sofrem alteracdes

em seu formato.

Para a pressdo de 18 atm (Figura 34 e Tabela 12), os valores
apresentados mostram comportamento semelhante ao observado a baixas
pressoes (2,5 e 5 atm), tanto com relacdo ao diametro médio como com relacéo a

distribuicdo de tamanhos.
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Figura 34 — Influéncia do tempo no diametro e distribuicdo de tamanhos da
solugdo de PEG-8-L puro em solugdo, na concentragdo de 1.10° mol.L", em 18
atm e 37° C, durante 24 horas, em termos de (A): intensidade de luz espalhada e
(B): numero de particulas.

a — Distribuicao obtida antes da permeacéao para a solugao de PEG-8L puro

i — Distribuicao para a solugao de PEG-8L puro imediatamente ap6s a permeacao

de toda a amostra.
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Tabela 12 - Distribuicdes de tamanhos para a solugcdo de PEG-8L puro, apés
permeacdo na pressdo de 18 atm e 37° C, determinadas por espectroscopia de
correlacao de fétons (PCS), em termos de intensidade de luz espalhada e nimero

de vesiculas.
Distribuicao de Tamanhos (nm)
Intensidade ,
Tempo (h) Numero
(Diametro médio) (Diametro médio)
a 9,9-24,8;49,6 —312,9 9,9-248

(19,3% - 15,7; 79,1% - 130,7) (100% - 11,8)

i 31,1-135 31,1 -102,1
(100% - 68,5) (100% - 43,1)

0,5 100,1 - 107,4 93,4 -115,2
(100% - 105,7) (100% - 105,3)

1 44,6 — 207,9 44,6 —146,5
(100% - 99,7) (100% - 61,5)
2 125,6 — 134,8 117,2—- 1445
(100% - 132,2) (100% - 131,6)

5 22,6 — 25,2; 146,2 — 163,2 20,3 -28,2
(14,1% - 25,2; 85,9% - 149,9) (100% - 25,2)

7 12,5-14,4;117,5-178,9 10,9 - 16,6
(9,6% - 12,8; 9,7% - 124; 80,7% (100% - 12,7)

-167,4)
24 61—-74,5;166,1 — 202,9 49,9 -91,1; 135,9 - 202,9

(46,1% - 71,9; 53,9% - 185,5) (99,4% - 69,3)

a — Distribuicao obtida antes da permeacgéao para a solu¢dao de PEG-8L puro.
i — Distribuicdo para a solucao de PEG-8L puro imediatamente ap6s a permeacao de toda

a amostra.
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Em 20 atm (Figura 35 e Tabela 13), deve-se ressaltar que, embora o
comportamento das micelas seja semelhante as pressdes de 2,5; 5 e 18 atm,
houve aumento de tamanho de aproximadamente 20 nm para 150 nm, em termos

de ndmero.

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
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Figura 35 — Influéncia do tempo no diametro e distribuicdo de tamanhos da
solucdo de PEG-8-L puro em solugdo, na concentracdo de 1.107° mol.L™", em 20
atm e 37° C, durante 24 horas, em termos de (A): intensidade de luz espalhada e
(B): numero de particulas.

a — Distribuicao obtida antes da permeacao para a solu¢do de PEG-8L puro.

i — Distribuigao para a solugao de PEG-8L puro imediatamente ap6s a permeacao

de toda a amostra.
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Tabela 13 - Distribuicdes de tamanhos para a solugcdo de PEG-8L puro, apés
permeacdo na pressdo de 20 atm e 37° C, determinadas por
espectroscopia de correlacdo de fétons (PCS), em termos de
intensidade de luz espalhada e numero de vesiculas.

Distribuicao de Tamanhos (nm)

Intensidade ,
Tempo (h) A s Numero
(Diametro médio) (Diametro médio)
a 9,9-24,8;49,6 —312,9 9,9-248
(19,3% - 15,7; 79,1% - 130,7) (100% - 11,8)
i 22,4 —183,5 22,4 — 91,1
(100% - 70,3) (100% - 30,2)
0,5 102,4 - 109,8 95,5-117,8
(100% - 108) (100% - 107,5)
1 46 — 214,3 46 — 151
(100% - 102,5) (100% - 59,4)
2 136,6 — 146,5 127,4 — 157 1
(100% - 136,9) (100% - 137)
5 150 — 167,4 134,4 - 186,9
(100% - 154,6) (100% - 153,4)
7 145,7 - 181,5 130,6 — 202,6
(100% - 168,1) (100% - 165,9)
24 92,8 — 305, 1 78,2 -130,3;217,1 — 305,1
(37,5% - 104,1;62,5% - 262) (98% - 100,7; 2% - 256,1)

a — Distribuicao obtida antes da permeacao para a solu¢ao de PEG-8L puro.
i — Distribuicdo para a solugéo de PEG-8L puro imediatamente apds a permeacgao de toda

a amostra.
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5.3.1.3 Lipossomas elasticos na proporcao 75:25

A permeagao das vesiculas contendo 25 % de PEG-8L incorporado,
conforme descrito no item 4.2.8, apresentou os resultados mostrados nas Figuras
36 a 40 e Tabelas 14 a 18. A Figura 36 apresenta dados relacionados a pressao
de 2,5 atm.

Inicialmente, apresentou-se distribuicdo de tamanhos para os lipossomas
elasticos antes da permeacgdo para que, posteriormente, se possa avaliar a
transicdo de formas das vesiculas. Os lipossomas elasticos formados a partir da
incubagédo com 25 % de PEG-8L, antes de serem permeados, apresentaram duas
populacdes, com distribuicdo de tamanhos entre 5,3 e 8,4 nm para a primeira, e
entre 21,2 a 168,6 nm, para a segunda, com média de 71,9 nm para a totalidade

das particulas, em termos de intensidade de luz espalhada.
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Figura 36 — Influéncia do tempo no diametro e distribuicdo de tamanhos dos
lipossomas elasticos (25 % PEG-8L), apds permeacdo em 2,5 atm e 37° C,
durante 24 horas, em termos de (A): intensidade de luz espalhada e (B): numero
de particulas.
a — Distribuicao obtida antes da permeacéo dos lipossomas elasticos
(25 % PEG-8L).
i — Distribuicao para os lipossomas elasticos (25 % PEG-8L) imediatamente apés a

permeagao de toda a amostra.
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Tabela 14 - Distribuicbes de tamanhos dos lipossomas elésticos (25 % PEG-8L)

apds permeacao na pressao de 2,5 atm e 37° C, determinadas por espectroscopia
de correlacao de fétons (PCS), em termos de intensidade de luz espalhada e

numero de vesiculas.

Distribuicao de Tamanhos (nm)

Intensidade Numero
Tempo (h) . - " -
(Diametro médio) (Diametro médio)
a 5,3-8,4e21,2-168,6 5,3-10,6
(99,0% - 71,9) (9,0% - 5,9)
i 59e59,2-745 59-74
(3,5% - 5,9) e (96,2% - 63,4) (100% - 6,3)
0,5 27,3 -216,7 21,6 —108,6
(100% - 72,7) (100% - 34,1)
1 53,9-85,5 42,8 -107,7
(97,6% - 67,5) (100% - 61,7)
2 53-8,4e21,2-168,6 5,3-10,6
(99% - 71,9) (100% - 5,9)
5 20,1 -221,9 16,4 — 99,6
(99,3% - 76,5) (100% - 28,4)
7 27,3 -217,2 21,7-108,8
(100% - 72,4) (100% - 34,9)
24 59,7 - 70,7 e 232,7 — 275,8 50,3 -83,9

(93,1% - 70,3) e (6,9% - 258,6)

(100% - 70,1)

a — Distribuicao obtida antes da permeagéao dos lipossomas elasticos (25 % PEG-8L).
i — Distribuicdo para os lipossomas elasticos (25 % PEG-8L) imediatamente apo6s a

permeacao de toda a amostra.

Em termos de numero, a distribuicao de tamanhos variou entre 5,3 a 10,6

nm, com média 5,9 para 99,9 % das particulas.
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Uma vez que os lipossomas convencionais possuem diametro médio de
108nm, explica-se a predominancia de tamanhos da ordem de 5,3 a 10,6 nm na
dispersao de lipossomas elasticos, pela presenca das micelas de PEG-8L nao
incorporado na solucao. Como pode ser visto na Tabela 14, a distribuicdo de
tamanhos das micelas de PEG-8L encontra-se na faixa entre 9,9 e 24,8 nm, com
média em 11,8 nm, em termos de numero, que corresponde a mesma ordem de

grandeza da distribuicdo dos pequenos tamanhos observada.

Imediatamente apds a permeacao de toda a amostra, em termos de
intensidade de luz espalhada, as vesiculas continuaram distribuidas em duas
populacdes, com diametros 5,9 nm para a primeira e para a segunda, faixa mais
estreita (59,2 a 74,5 nm), comparada a faixa de tamanhos da segunda populagéo
antes da permeacéo (aproximadamente 21,2 a 168,6 nm). Na analise por nimero,
a distribuicado de tamanhos variou entre 5,9 a 7,4 nm, com média 6,3 nm
correspondente a presenca predominante das micelas de PEG-8L anteriormente
explicada, embora em termos de intensidade, observou-se a predominancia de
particulas com diametro médio de 63,4 nm.

Durante o intervalo de tempo de 0,5 até 7 horas, observou-se largas
distribuicbes em termos de intensidade, e semelhantes entre si, apresentando
diametro médio em torno de 70 nm. Em termos de numero, o didmetro médio
oscilou neste intervalo de tempo apresentando, entretanto, em 24 horas, diametro
médio semelhante ao observado em termos de didmetro interno
(aproximadamente 70 nm). Esses resultados indicam agregacdo das micelas de
PEG-8L e/ou redistribuicdo de tamanhos dos lipossomas elasticos, sugerindo

instabilidades ao longo do tempo apds a permeacao.

A Figura 37 e a Tabela 15 apresentaram dados de permeacao para
pressao de 5 atm, ndo se observando alteragbes significativas na distribuicdo de
tamanho e didmetro médio das vesiculas, tanto em termos de intensidade de luz
espalhada (aproximadamente 109 nm) quanto em ndimero (aproximadamente 50

nm).
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Figura 37 — Influéncia do tempo no didmetro e distribuicdo de tamanhos dos
lipossomas elasticos (25 % PEG-8L), apds permeagdo em 5 atm e 37° C, durante

24 horas, em termos de (A): intensidade de luz espalhada e (B): nimero de

particulas.

a — Distribuicdo obtida antes da permeacdo dos lipossomas elasticos

(25 % PEG-8L)

i — Distribuig&o para os lipossomas elésticos (25 % PEG-8L) imediatamente apos a

permeagao de toda a amostra.
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Tabela 15 - Distribuicées de tamanhos dos lipossomas elasticos (25 % PEG-8L)

apods permeacdo na pressio de 5 atm e 37° C, determinadas por espectroscopia

de correlacao de fétons (PCS), em termos de intensidade de luz espalhada e

numero de vesiculas.

Distribuicao de Tamanhos (nm)

Intensidade Numero
Tempo (h) o - " -
(Diametro médio) (Diametro médio)
a 53-8,4e21,2-168,6 53-10,6
(99,0% - 71,9) (9,0% - 5,9)
i 31,2 -240,3 26,3 — 1442
(100% - 108) (100% - 44.,4)
0,5 37,4 - 226,7 30,6 -151,9
(100% - 111,3) (100% - 51,2)
1 31,6 -251,5 25,1 - 158,6
(100% - 108,4) (100% - 47,3)
2 12,6 € 39,9 — 252,2 10-100,4
(99,9% - 109,9) (94,9% - 13,2) e (5,1% - 53,6)
5 39,5-249,4 31,4-157,3
(100% - 108,6) (100% - 52,5)
7 36,8 —238,9 31-170
(100% - 105,2) (100% - 55,7)
24 36,2 —242,3 36,2 -162,3

(100% - 109,9)

(100% - 54,2)

a — Distribuicao obtida antes da permeacgéao dos lipossomas elasticos (25 % PEG-8L).

i — Distribuicdo para os lipossomas elasticos (25 % PEG-8L) imediatamente apo6s a

permeagao de toda a amostra.

O diametro médio, em termos de intensidade foi semelhante ao valor dos

lipossomas convencionais. Como nao ocorreu a formacao de duas populacoes,

conforme observado para a solucdo de PEG-8L puro na Figura 32 e na Tabela 10,

pode-se inferir que houve incorporacdo do tensoativo nas vesiculas, resultando
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em uma maior elasticidade e estabilidade, uma vez que este comportamento

constante manteve-se ao longo das 24 horas.

Resultados a pressdes de permeacdo mais elevadas (12, 18 e 20 atm)

sao apresentados através das Figuras 38, 39 e 40 e Tabelas 16, 17 e 18.
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Figura 38 — Influéncia do tempo no didmetro e distribuicido de tamanhos dos
lipossomas elasticos (25 % PEG-8L), apds permeacdo em 12 atm e 37° C, durante
24 horas, em termos de (A): intensidade de luz espalhada e (B): nimero de

particulas.
a — Distribuicdo obtida antes da permeacdo dos lipossomas elasticos
(25 % PEG-8L)
i — Distribuig&o para os lipossomas elésticos (25 % PEG-8L) imediatamente apos a

permeagao de toda a amostra.
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Tabela 16 - Distribuicoes de tamanhos dos lipossomas elasticos (25 % PEG-8L)
apds permeagado na pressdo de 12 atm e 37° C, determinadas por espectroscopia
de correlacao de fétons (PCS), em termos de intensidade de luz espalhada e
numero de vesiculas.

Distribuicao de Tamanhos (nm)

Intensidade Numero
Tempo (h) o - " -
(Diametro médio) (Diametro médio)
a 53-8,4e21,2-168,6 53-10,6
(99,0% - 71,9) (9,0% - 5,9)
i 29,4 - 185,8 23,4 -117,2
(100% - 80,3) (100% - 43,7)
0,5 6-8,4e275-211,8 6-99
(99,2% - 82,8) (100% - 6,7)
1 29,2 -216,4 23,9 -118,7
(100% - 80,3) (100% - 44,2)
2 16,1 -178,3 13,2-97,8
(100% - 81,4) (100% - 24,3)
5 36,2-219,2 29,6 —120,2
(100% - 82) (100% - 45,4)
7 10,8 -16,2€29,5-178,8 8,9-280,3
(99,4% - 80,4) (97,4% - 12,2) e (2,6% - 43,6)
24 12-16,9 € 28,1 — 182,7 12-92,5
(99,6% - 81,1) (90,6% - 13,6) e (9,4% - 40)

a — Distribuicao obtida antes da permeacgéao dos lipossomas elasticos (25 % PEG-8L).
i — Distribuicdo para os lipossomas elasticos (25 % PEG-8L) imediatamente apo6s a
permeacao de toda a amostra.

Para a pressao de 12 atm, valores de didmetro médio, em termos de
intensidade, ndo apresentaram alteracdes significativas, ao longo do tempo.
Porém, em termos de numero, observou-se oscilagdo do didmetro médio no
intervalo imediatamente apdés a permeacao até 5 horas, o que sugere uma
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reestruturacdo do sistema até atingir o equilibrio, predominando diametro médio

de 12 nm.

Assim, para a pressao de 12 atm, observou-se apds 7 horas presenca de
micelas e vesiculas elasticas. Em termos de intensidade, houve predominancia de
vesiculas maiores (aproximadamente 80 nm), enquanto em termos de numero
houve predominancia de micelas, observando-se, em menor proporcao, presenca

de vesiculas da ordem de 40 nm.

A Figura 39 e a Tabela 17 apresentam dados de permeacao na pressao

18 atm, cujo comportamento se assemelha ao observado na pressao de 5 atm.
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Figura 39 — Influéncia do tempo no didmetro e distribuicdo de tamanhos dos
lipossomas elasticos (25 % PEG-8L), apés permeacdo em 18 atm e 37° C, durante
24 horas, em termos de (A): intensidade de luz espalhada e (B): niumero de
particulas.
a — Distribuicdo obtida antes da permeacdo dos lipossomas elasticos
(25 % PEG-8L)
i — Distribuicao para os lipossomas elasticos (25 % PEG-8L) imediatamente apos a

permeacao de toda a amostra.
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Tabela 17 - Distribuicoes de tamanhos dos lipossomas elasticos (25 % PEG-8L)

apds permeagado na pressdo de 18 atm e 37° C, determinadas por espectroscopia

de correlacao de fétons (PCS), em termos de intensidade de luz espalhada e

numero de vesiculas.

Distribuicao de Tamanhos (nm)

Intensidade Numero
Tempo (h) o - " -
(Diametro médio) (Diametro médio)
a 53-8,4e21,2-168,6 53-10,6
(99,0% - 71,9) (9,0% - 5,9)
i 29,3 — 264,9 24 -118,9
(100% - 83,1) (100% - 37,5)
0,5 31,4-249,4 19,8 - 125
(100% - 83,4) (100% - 39,4)
1 25,7 —232,2 21 -127,3
(99,7% - 83,4) (100% - 37,3)
2 25,56 -232,7 21,5-117,8
(100% - 84,6) (100% - 35,7)
5 35,6 —324,8 30-117,1
(100% - 91,3) (100% - 44,9)
7 35-227,2 29,5 -115,1
(99,2% - 81,9) (100% - 44,8)
24 32,1 -194,7 26,3 -130,5

(100% - 86,2)

(100% - 43,7)

a — Distribuicao obtida antes da permeacgéao dos lipossomas elasticos (25 % PEG-8L).

i — Distribuicdo para os lipossomas elasticos (25 % PEG-8L) imediatamente apo6s a

permeagao de toda a amostra.

Para a maior pressao avaliada, o didmetro médio manteve-se constante

ao longo das 24 horas, em termos de intensidade. Semelhante a distribuicdo

observada a 12 atm, em termos de numero, o diametro médio oscilou, atingindo o
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mesmo comportamento somente no tempo de 24 horas. Dados de permeacao na

pressao de 20 atm sao apresentados na Figura 40 e Tabela 18.
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Figura 40 — Influéncia do tempo no diametro e distribuicdo de tamanhos dos

lipossomas elasticos (25 % PEG-8L), apés permeacdo em 20 atm e 37° C, durante

24 horas, em termos de (A): intensidade de luz espalhada e (B): niumero de

particulas.
a j—
(25 % PEG-8L)

Distribuicdo obtida antes da permeacdao dos

lipossomas elasticos

i — Distribuig&o para os lipossomas elésticos (25 % PEG-8L) imediatamente apos a

permeagao de toda a amostra.
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Tabela 18 - Distribuicoes de tamanhos dos lipossomas elasticos (25 % PEG-8L)

apds permeagado na pressdo de 20 atm e 37° C, determinadas por espectroscopia

de correlacao de fétons (PCS), em termos de intensidade de luz espalhada e

numero de vesiculas.

Distribuicao de Tamanhos (nm)

Intensidade Numero
Tempo (h) o - " -
(Diametro médio) (Diametro médio)
a 53-8,4e21,2-168,6 53-10,6
(99,0% - 71,9) (9,0% - 5,9)
i 29,4 — 267,9 24,8 -114,5
(100% - 86,4) (100% - 42,4)
0,5 20,3 —224,2 16,6 — 100,7
(100% - 7,6) (100% - 27,7)
1 30,1 -195,4 25,4 -117,3
(100% - 86,5) (100% - 41,6)
2 6,5-9,6e21,5-2374 6,5—11,8¢e 26,2 - 32,1
(99,3% - 90,8) (99,8% - 7,3)
5 32,9-261,9 20,8 -131,2
(100% - 89,6) (100% - 41,6)
7 25,4 —-231,5 21,4 -117,2
(100% - 87,5) (100% - 36,4)
24 12,6 —17,7 € 29,5 -227,4 12,6 — 82

(99,3% - 86)

(95,3% - 14,1) e (4,7% - 41,9)

a — Distribuicao obtida antes da permeacgéao dos lipossomas elasticos (25 % PEG-8L).

i — Distribuicdo para os lipossomas elasticos (25 % PEG-8L) imediatamente apo6s a

permeagao de toda a amostra.

Com base nos dados de permeacdo para lipossomas elasticos (25 %

PEG-8L) apresentados, conclui-se que as principais mudancas em distribuicao de

tamanhos ocorreram a presséo de 2,5 atm, com a predominancia em namero de

tamanhos da ordem de 30nm, que oscilam em relacdo ao tamanho com o tempo.
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Embora somente com a caracterizagdo de tamanhos néo se consiga explicar com
precisdo as transi¢cdes de forma observadas, pode-se concluir que a presenca de
PEG-8L nos lipossomas elasticos produz perfis de distribuicado de tamanhos muito
diferentes dos lipossomas convencionais, devido a reducdo do atrito nos poros

anteriormente demonstrada através da reologia.
5.3.1.4 Lipossomas elasticos na proporcao 60:40

Os lipossomas elasticos (40 % PEG-8L) foram permeados utilizando-se 0s
mesmos procedimentos para os lipossomas convencionais, PEG-8L e lipossomas

elasticos conforme citados anteriormente.

A Figura 41 mostra dados de permeacéao para a pressao de 2,5 atm.
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Figura 41 — Influéncia do tempo no didmetro e distribuicdo de tamanhos dos
lipossomas elasticos (40 % PEG-8L), apés permeacdo em 2,5 atm e 37° C,
durante 24 horas, em termos de (A): intensidade de luz espalhada e (B): niumero
de particulas.
a — Distribuicdo obtida antes da permeacdo dos lipossomas elasticos
(40 % PEG-8L)
i — Distribuig&o para os lipossomas elésticos (40 % PEG-8L) imediatamente apos a

permeacao de toda a amostra.
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Tabela 19 - Distribuicoes de tamanhos dos lipossomas elasticos (40 % PEG-8L)

apds permeacao na pressao de 2,5 atm e 37° C, determinadas por espectroscopia

de correlacao de fétons (PCS), em termos de intensidade de luz espalhada e

numero de vesiculas.

Distribuicao de Tamanhos (nm)

Intensidade Numero
Tempo (h) o - " -
(Diametro médio) (Diametro médio)
a 10,8; 54 — 271 10,8 -13,6;42,9-107,8
(97,3% - 111) (98,2% - 11,6)
i 8,7 —13,8; 34,6 — 274,7 8,7-17,3
(4,3% - 10,9; 93,9% - 104,1) (100% - 9,9)
0,5 8,8—11;43,9-174,9; 439,4 8,8—-13,9
(3,2% - 9,8;90% - 92,4; 6,8% - (100% - 9,7)
450)
1 8,7 —11;34,7 - 275,7 8,7-13,8
(2,2% - 9,7; 95,5% - 100,9) (100% - 9,6)
2 27,3 —343,5 21,7 -136,7
(100% - 108,8) (100% - 38,8)
5 8,6 —10,9; 34,4 — 217 8,6 -17,2
(1,6% - 9,8; 96,6% - 101,4) (100% - 9,5)
7 54,2 —-271,7 43 - 136,2
(75% - 76,3; 24,3% - 217,4) (100% - 65,7)
24 14,6 — 23,2; 58,2 — 184,2 11,6 —29,2; 58,2 - 73,3

(3,6% - 18; 93,9% - 107,9)

(100% - 16)

a — Distribuicao obtida antes da permeacéao dos lipossomas elasticos (40 % PEG-8L)

i — Distribuicdo para os lipossomas elasticos (40 % PEG-8L) imediatamente apo6s a
permeacao de toda a amostra.

Lipossomas elasticos com 40% de PEG-8L apresentam ampla faixa de

distribuicdo de tamanhos em termos de intensidade. Em termos de numero,
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destaca-se a predominancia de micelas da ordem de 9 nm, decorrentes da maior

quantidade de PEG-8L presente na dispersao.

Observa-se também que, na pressao de 5 atm, o aumento na
concentracdo de PEG-8L (Figura 42) nao alterou o comportamento observado

para lipossomas elésticos com 25% de PEG-8L (Figura 37).
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Figura 42 — Influéncia do tempo no diametro e distribuicdo de tamanhos dos
lipossomas elasticos (40 % PEG-8L), apés permeagdo em 5 atm e 37° C, durante
24 horas, em termos de (A): intensidade de luz espalhada e (B): niumero de
particulas.

a — Distribuicao obtida antes da permeacdo dos lipossomas elasticos
(40 % PEG-8L).

i — Distribuicao para os lipossomas elasticos (40 % PEG-8L) imediatamente apos a

permeacao de toda a amostra.
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Tabela 20 - Distribuicées de tamanhos dos lipossomas elasticos (40 % PEG-8L)

apos permeacdo na pressdo de 5 atm e 37° C, determinadas por espectroscopia

de correlacao de fétons (PCS), em termos de intensidade de luz espalhada e
namero de vesiculas.

Distribuicao de Tamanhos (nm)

Intensidade Numero
Tempo (h) o - " -
(Diametro médio) (Diametro médio)
a 10,8; 54 — 271 10,8 -13,6;42,9-107,8
(97,3% - 111) (98,2% - 11,6)
i 10,4 -16,5;41,4 —261,6 10,4 - 20,8
(7,9% - 12,7; 88,5% - 105,5) (100% - 11,7)
0,5 34,3 -343,6 27,3 -136,7
(96,8% - 104,7) (100% - 45,7)
1 42,7 — 269,4 33,9-169,9
(95,6% - 101,9) (100% - 52,5)
2 10,9 — 275,2 10,9 -54,9
(4,6% - 19,9; 92,4% - 106,5) (100% - 14,1)
5 34,1 -271,4 27,1 - 136
(96,7% - 105,4) (100% - 46,2)
7 33,8 -338,5 26,9 — 134,7
(96,5% - 104,7) (100% - 44,5)
24 11,5-18,3; 36,5 — 290, 1 11,5 -23; 45,9
(4,1% - 14,3; 91% - 108,8) (98% - 13)

a — Distribuicao obtida antes da permeacéao dos lipossomas elasticos (40 % PEG-8L)
i — Distribuicdo para os lipossomas elasticos (40 % PEG-8L) imediatamente apo6s a
permeacao de toda a amostra.

Dados de permeacéao para pressdes mais elevadas (12, 18 e 20 atm), séo

mostrados a seguir e demonstram que, com 0 aumento da pressao, houve maior

oscilacao na distribuicdo das particulas tanto em termos de intensidade como em

termos de numero.
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Figura 43 — Influéncia do tempo no didmetro e distribuicdo de tamanhos dos
lipossomas elasticos (40 % PEG-8L), apds permeacdo em 12 atm e 37° C, durante

(40 % PEG-8L)

24 horas, em termos de (A): intensidade de luz espalhada e (B): nimero de
particulas.
a — Distribuicdo obtida antes da permeacdo dos lipossomas elasticos

i — Distribuicao para os lipossomas elasticos (40 % PEG-8L) imediatamente apos a

permeagao de toda a amostra.
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Tabela 21 - Distribuicbes de tamanhos dos lipossomas elésticos (40 % PEG-8L)

apds permeagado na pressdo de 12 atm e 37° C, determinadas por espectroscopia

de correlacao de fétons (PCS), em termos de intensidade de luz espalhada e

numero de vesiculas.

Distribuicao de Tamanhos (nm)

Tempo (h) -Iﬂntensidaée- ) NL’lmero’ |
(Diametro médio) (Diametro médio)
a 10,8; 54 — 271 10,8 -13,6;42,9-107,8
(97,3% - 111) (98,2% - 11,6)
i 7,9—-15,7;49,8 - 1251 7,9-19,8
(4,9% - 10,3; 91,5% - 88,4) (100% - 8,8)
0,5 7,9-9,9;31,3-313,8 79-125
(1,9% - 8,8; 96,4% - 93,4) (99,9% - 8,7)
1 8 -10; 50,4 — 200,8 8-12,7
(9,7% - 8,9; 87,5% - 93,6) (100% - 8,8)
2 8,1-10,2; 51 — 405,8 8,1-12,8
(9,1% - 8,5; 83,2% - 88,4) (100% - 8,7)
5 24,4 - 307,5 19,4 - 1224
(99,6% - 96,4) (100% - 37)
7 13,4; 29,8 — 270 11-99,2
(97,5% - 91,8) (78,3% - 13,9; 21,7% - 44)
24 9-14,3;36 —227,4 9-18
(4,4% - 11,1; 92,8% - 98,2) (100% - 10,2)

a — Distribuicao obtida antes da permeacéao dos lipossomas elasticos (40 % PEG-8L)

i — Distribuicdo para os lipossomas elasticos (40 % PEG-8L) imediatamente apo6s a

permeagao de toda a amostra.

Para os valores dos didmetros e distribuicbes de tamanhos anteriormente

apresentados, incluindo-se a pressao de 18 atm (Figura 44 e Tabela 22), verificou-

se oscilagdes no didametro médio das particulas, em termos de niumero. Porém, no

tempo de 24 horas, observou-se diametro médio de aproximadamente 10 nm.
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Para andlise de intensidade, a faixa de distribuicdo de tamanhos apresentou-se

semelhante ao longo do tempo avaliado.
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Figura 44 — Influéncia do tempo no didametro e distribuicdo de tamanhos dos
lipossomas elasticos (40 % PEG-8L), apés permeacdo em 18 atm e 37° C, durante
24 horas, em termos de (A): intensidade de luz espalhada e (B): niumero de

particulas.
a — Distribuicdo obtida antes da permeacdo dos lipossomas elasticos

(40 % PEG-8L)
i — Distribuicao para os lipossomas elasticos (40 % PEG-8L) imediatamente apds a

permeacao de toda a amostra.
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Tabela 22 - Distribuicbes de tamanhos dos lipossomas elésticos (40 % PEG-8L)
apds permeagado na pressdo de 18 atm e 37° C, determinadas por espectroscopia

de correlacao de fétons (PCS), em termos de intensidade de luz espalhada e
namero de vesiculas.

Distribuicao de Tamanhos (nm)

Intensidade Numero
Tempo (h) o - " -
(Diametro médio) (Diametro médio)
a 10,8; 54 — 271 10,8 -13,6;42,9-107,8
(97,3% - 111) (98,2% - 11,6)
i 21,1 —425.2 14,1 —104,7
(100% - 105) (100% - 27,8)
0,5 30,9-112,9 12,3-97,6
(99,1% - 74,3) (69,9% - 13,1; 30,1% - 41,5)
1 35,8 —225,8 28,4 —142,5
(99,1% - 95) (100% - 47,7)
2 9,1-14,4; 36,2 — 288,1 9,1-18,2
(4,1% - 11;95,1% - 97) (99,9% - 10,2)
5 28,5 — 226,2 22,6 —113,3
(98,2% - 93,8) (100% - 36,6)
7 17,4 — 428,5 14,2 -105,5
(100% - 104,7) (100% - 26,6)
24 12,6 — 18,8; 41,9 — 253,7 12,6 — 23

(10,4% - 15,4; 84,9% - 101,6)

(99,9% - 14,2)

a — Distribuicao obtida antes da permeacéao dos lipossomas elasticos (40 % PEG-8L)

i — Distribuicdo para os lipossomas elasticos (40 % PEG-8L) imediatamente apo6s a
permeacao de toda a amostra.

A presséo de 20 atm resultou em uma maior desestruturacao do sistema,

quando comparados os valores apresentados das permeacdes nas pressdes
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anteriores, apresentando comportamento diferenciado (Figura 45), favorecendo a

predominancia de lipossomas elasticos.
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Figura 45 — Influéncia do tempo no didmetro e distribuicdo de tamanhos dos

lipossomas elasticos (40 % PEG-8L), apés permeacdo em 20 atm e 37° C, durante

24 horas, em termos de (A): intensidade de luz espalhada e (B): nimero de
particulas.
a — Distribuicdo obtida antes da permeacdo dos lipossomas elasticos

(40 % PEG-8L)
i — Distribuicao para os lipossomas elasticos (40 % PEG-8L) imediatamente apos a

permeagao de toda a amostra.
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Tabela 23 - Distribuicoes de tamanhos dos lipossomas elasticos (40 % PEG-8L)
apds permeagado na pressdo de 20 atm e 37° C, determinadas por espectroscopia
de correlacao de fétons (PCS), em termos de intensidade de luz espalhada e
numero de vesiculas.

Distribuicao de Tamanhos (nm)

Intensidade Numero
Tempo (h) o - " -
(Diametro médio) (Diametro médio)
a 10,8; 54 — 271 10,8 -13,6;42,9-107,8
(97,3% - 111) (98,2% - 11,6)
i 30,6 —279,7 21,8-119,5
(99,4% - 95,9) (100% - 41,3)
0,5 55,5-184,6 45,4 —184,6
(74% - 75; 23,1% - 161,3) (100% - 65,6)
1 7,6—-12,1;38,2—-191,5 7,6 —152
(6,3% - 9,4; 91,5% - 90,9) (100% - 8,6)
2 25,5 -281,6 17,1 -126,4
(99,3% - 96,1) (100% - 33,7)
5 60,6 — 96,1 48,1 — 121
(93,1% - 83,2) (100% - 78,5)
7 8-12,7;31,8—-200,9 8-15,9;31,8-50,4
(98,5% - 89,1) (99,7% - 8,9)
24 25,5 —-343,9 20,8 -126,4

(99,2% - 103,1)

(100% - 34,8)

a — Distribuicao obtida antes da permeacéao dos lipossomas elasticos (40 % PEG-8L)

i — Distribuicdo para os lipossomas elasticos (40 % PEG-8L) imediatamente apo6s a
permeacao de toda a amostra.

Dos valores de diametro e distribuicio de tamanhos das particulas
apresentados, observou-se que o didmetro dos lipossomas elasticos é
aproximadamente o dobro do diametro dos lipossomas convencionais e a
distribuicdo de tamanhos para os lipossomas elasticos apresenta-se numa faixa
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de tamanhos mais larga, devido a presenca das micelas de PEG-8L presentes na

dispersao.
5.3.2 Morfologia

Foram realizadas microscopias de transmissdo para os lipossomas
elasticos com 40 % de PEG-8L, logo apds permeacdo na pressdao de 2,5 atm
(Figura 46).

Figura 46 - Micrografias obtidas através de microscopia eletrénica de transmissao
de lipossomas elasticos (40 % de PEG-8L), imediatamente apds permeacdo em
duas membranas sobrepostas com poros de 30 nm de didmetro, na pressao de
2,5 atm.
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A analise morfolégica dos lipossomas elasticos mostra que os lipossomas
se deformam, permanecendo intactos apds atravessarem as membranas com

poros de 30 nm de diametro.

Através da micrografia apresentada na Figura 46a, observou-se presenca
de vesiculas elasticas grandes e pequenas, assim como estruturas alongadas.
Verificou-se também uma diminuicdo do halo de tensoativo presente ao redor dos
lipossomas indicando que, ao ser comprimido dentro do poro, houve uma
reestruturacdo do arranjo tensoativo-fosfolipidio; grande parte do PEG-8L migrou
para a solucdo, formando pequenas micelas, enquanto uma pequena parte se
depositou de forma organizada na parede da vesicula, atuando diretamente no
aumento da fluidez dos lipossomas. Este comportamento apresenta coeréncia
com a andlise de tamanho de particulas, em termos de numero, apresentada na

Figura 41.

Figura 47 - Micrografias obtidas através de microscopia eletrénica de transmisséo
de lipossomas elasticos (40 % de PEG-8L), no tempo de 24 h apds permeagao em
duas membranas sobrepostas com poros de 30 nm de didmetro, na pressao de
2,5 atm.

A Figura 47 apresenta o comportamento dos mesmos lipossomas (40 %
PEG-8L) e 2,5 atm, apds 24 h de permeacgdo, observando-se um grande numero
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de particulas pequenas. Pode-se dizer, portanto, que parte do tensoativo foi
incorporada nas vesiculas até o intumescimento das mesmas, provocando

desestruturacao e formacgao de particulas menores

5.3.3 Tensao Superficial

A Figura 48 apresenta o comportamento em termos de tensao superficial,
da dispersdao de lipossomas elasticos preparados a partir de 40 % PEG-8-L,
permeados nas pressdes de 2,5; 12 e 20 atm. A tenséo superficial dos lipossomas
elasticos antes da permeacéao foi medida como controle.

ESO —8%—P=12 atm
= —e—P=2,5 atm
75 P=20 atm
£ —v— Antes da perm eacao
~70+q =,
_ _\,M;.o., - _
S 65 im i TN
-
3}
£ 60 - .5'*-\_
- ﬁ-
wss_w " .hi
o
3504 v
@ *
0451 " e
i1, v vy TV
w40 T T T T T
c 0 20 40 60 80 100
o Tempo (s)
|—

Figura 48 — Influéncia da pressdao de permeacdo na tensao superficial de
lipossomas elasticos preparados a partir de 40 % de PEG-8L.

Antes da permeacdo, a tensao superficial da dispersdo de lipossomas
elasticos foi de aproximadamente 45 mN.m™, inferior a dos lipossomas eldsticos
permeados. Quando a permeacao foi feita na pressdao de 2,5 atm, a tensao
superficial aumentou significativamente, com valor da ordem de 68 mN.m™. Nas
pressoes de permeacao de 12 e 20 atm, os valores de tensao superficial foram

préximos, da ordem de 58 mN.m™" (aproximadamente).
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Portanto, observou-se que a permeacéao alterou expressivamente a tensao
superficial das dispersdes. Analisando esses resultados juntamente com as
micrografias das Figuras 24 e 46, verificou-se que antes da permeacao, o PEG-8L
apresentou-se na forma de um halo expandido em torno das vesiculas, devido a
mobilidade das cadeias e hidratagdo do polimero. Essa configuragdo promove
grande interagdo do PEG-8L com o meio aquoso. Adicionalmente, os resultados
do item 5.2.1 mostraram que com 40% de PEG-8L inicial, a incorporacao foi de
15,4 %, restando, portanto, uma quantidade significativa de PEG-8L em solucao,
coexistindo na forma de micelas. Esses fatores sdo responsaveis pelo baixo valor
da tensao superficial obtido antes da permeacgéo. Apds a permeacao com 2,5 atm,
observou-se nas micrografias da Figura 46, uma grande contracdo do halo de
PEG-8L em torno das vesiculas (Figura 46b) como também a deformacao das
micelas do polimero livre que se apresentaram em formatos alongados (Figuras
46, a, c e d). Essas mudancas na morfologia reduzem as interacées com o meio,
além do que a pressdo durante a passagem nos poros pode favorecer a
incorporacdo do PEG-8L nas vesiculas, reduzindo a quantidade de PEG-8L livre,
contribuindo assim para o aumento da tensdo superficial. As permeacdes a
maiores pressdes, 12 e 20 atm, abaixaram a tensdo superficial em relacdo a
permeagdo a 2,5 atm. Curiosamente, a tensao superficial a 12 e 20 atm é
semelhante a dos lipossomas convencionais. Por outro lado, as medidas de
didmetro e distribuicdo de tamanhos por numero (Tabelas 21 e 23) apontam para
a presenga de micelas de PEG-8L livre, cujos tamanhos aproximados,
imediatamente apdés a permeacao, sao semelhantes para as pressoes 2,5 e 12
atm (10 nm), e maiores (40 nm), para 20 atm. As medidas em termos de
intensidade identificam lipossomas também de tamanhos semelhantes da ordem
de 100-200nm para as varias pressdes. Além da contracdo do halo de PEG-8L e
das mudancas morfolégicas observadas, a reducdo da tensao superficial a
maiores pressodes (12 e 20 atm), pode ser resultante também da desestruturacao
das vesiculas. Portanto, o comportamento da tensdo superficial com a pressao é
funcdo de diferentes reducdées do halo em torno das vesiculas, da prépria
deformacdo das vesiculas, das diferencas na morfologia das micelas de PEG-8L
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apos a permeacdo e desestruturacado a altas pressdes. A Tabela 24 resume 0s

valores de tensao superficial obtidos nas varias situacoes.

Tabela 24 - Valores de tensao superficial obtidos para lipossomas convencionais, PEG-

8L, lipossomas elasticos antes e ap6s serem permeados e suas respectivas morfologias.

Tensao Superficial

Situacao (mN.m") Morfologia

PEG-8L livre * 37

Lipossomas
_ _ 60
Convencionais **

Lipossomas com
PEG-8L antes da 47.5

incorporagao

Lipossomas com
PEG-8L apés a

incorporacao 45

Lipossomas
elasticos apds
permeacgao a 2,5 68

atm

Lipossomas

elasticos apéds 58 (12 atm)

permeacdo a 12 e 60 (20 atm)
20 atm
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5.4 Teor de Fosfato Apos Permeacao

A permeagao dos lipossomas convencionais e elasticos (25 e 40% de
PEG-8L) foi caracterizada quanto ao teor de fosfato apés serem permeados em
duas membranas sobrepostas, com poros de 30 nm de diametro. As pressdes nas
quais estes foram caracterizados sao: 2,5 atm (pressdo do gradiente
transepidermal), 12 atm (pressao intermediaria relativa as que foram aplicadas na
permeacao) e 20 atm (pressdao mais elevada). Os resultados sdo apresentados na
Tabela 25.

Tabela 25 — Teor de fosfato para os lipossomas convencionais e elasticos (25 e 40
% de PEG-8L), apdés permeacdo em duas membranas de policarbonato

sobrepostas, com poros de 30 nm de didmetro, em pressdes de 2,5; 12 e 20 atm.

Presséo PO,® (mmol.L") | POs> (mmol.L") | Permeado

Lipossomas (atm) (inicial) (final) (%)
2,5 0,0910 9,1

Convencional 12 1,00 0,1261 12,6
20 0,4410 44,0

2,5 0,1740 23,2

75:25 12 0,75 0,2870 38,3

20 0,7572 100,0

2,5 0,1280 21,4

60:40 12 0,60 0,2100 35,0

20 0,6132 100

A dispersao de lipossomas convencionais, cuja concentracdo inicial foi de
1.10° mol.L", apresentou baixas concentracées de fosfato no permeado mesmo a
pressoes elevadas (20 atm). Para os lipossomas elasticos com 25 % de PEG-8L,
a concentracdo inicial de fosfolipidio foi de 0,75 .10 mol.L”", mostrando que na
pressao de 20 atm, diferentemente dos lipossomas convencionais, todo o lipidio
adicionado na formagao dos lipossomas foi permeado. Da mesma forma, na
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pressdao de 20 atm, os lipossomas elasticos com 40 % de PEG-8L foram
totalmente permeados quando comparados com os lipossomas convencionais.
Observou-se também que a permeacado dos lipossomas elasticos, em ambas as
proporcoes, foi maior que os lipossomas convencionais, em todas as pressdes
analisadas. Assim, conforme valores apresentados (Tabela 25), observou-se que
a presenca de maiores teores de fosfato nos permeados dos lipossomas elasticos
comprova que essas vesiculas se deformam e passam através da membrana,
enquanto os lipossomas convencionais, por serem mais rigidos, tendem a ficar

retidos, obstruindo os poros da membrana e produzindo uma filtragdo da solugéo.

5.5 Reologia de Lipossomas em Membranas de Nanoporos

5.5.1 Caracteristicas da curva de vazao versus pressao e determinacao da

permeabilidade para a agua

A curva de vazéao versus queda de pressao foi inicialmente analisada para
a agua com o objetivo de validar-se a Lei de Darcy no escoamento em
membranas de nanoporos. Na Figura 49 é possivel observar o comportamento
linear da vazao de agua com o aumento da pressao aplicada ao sistema, com
elevado coeficiente de correlagcdo do ajuste (R? = 0,9977), conforme prevé a
Equacédo 9. No entanto, observa-se que a reta obtida ndo passa pela origem.
Portanto, como ndo ha sentido em se considerar vazdoes negativas e seguindo a
tendéncia dos pontos experimentais, pode-se inferir que h4 a necessidade de uma
pressdo minima para inicio da permeacdo, devido a resisténcia imposta pelo
pequeno didmetro dos poros e reduzida porosidade da membrana utilizada. E
provavel que nessas condi¢cdes ocorra a formacao de um filme de agua sobre a
membrana, e que a tensao superficial da dgua deva ser rompida para o inicio do
escoamento. Essa tendéncia também pode ser observada nos resultados
experimentais obtidos por Hunter e Frisken (1998).
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Figura 49 — Curva de permeacdo de agua deionizada em duas membranas de

policarbonato sobrepostas, com poros de 30 nm de diametro.

O coeficiente de permeabilidade, calculado a partir do coeficiente angular
da curva de vazao volumétrica versus pressao (Equacao 9), desconsiderando-se a
pressdo minima, foi de 3,36.10"* m. Nesse calculo foi utilizada a viscosidade da
agua igual a 0,71 cP, relativa a temperatura de operacdo do sistema (37°C)
(Welty, 2001). Os parametros da membrana estdo apresentados na Tabela 26.

Tabela 26 — Parametros geométricos da membrana de nanoporos utilizada
permeacao de agua deionizada.

Parametros Valores
Raio dos poros 15 nm
Concentracao de poros 6,0.108 poros/cm?
Area 4,15 cm?2
Espessura de membrana 6,0 um
Porosidade 0,004

A tortuosidade do sistema poroso foi estimada considerando um quadrado

inscrito a membrana, de diagonal igual ao diametro da circunferéncia (Figura 50),
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e a partir de correlagdes geométricas, foi determinada sua area em funcéo da area
da membrana. Esse quadrado possui area de 2,64 cm?.

Nessa area quadrada, é possivel observar um padrdao, no qual 4 poros
dispostos 2 a 2 formam um quadriculado; 9 poros, dispostos 3 a 3 formam 4
quadriculados, 16 poros, dispostos 4 a 4, formam 9 quadriculados, e assim
sucessivamente. Dessa forma, (a+1)2 poros formam a2 quadrados. E entdo
possivel determinar o nimero de quadriculados existentes no interior do quadrado
a partir da concentracdo de poros por centimetro quadrado e a area do quadrado,
onde se observa um valor de 1,59.10° quadriculados.

AT, T

LOoo0o00000oooo

Figura 50 — Esquema utilizado para estimativa da tortuosidade do sistema de duas
membranas sobrepostas. A esquerda, vé-se um quadrado inscrito & circunferéncia
da membrana. O zoom apresentado no canto inferior direito mostra o padrao de
formagdo de quadriculados em relagdo ao numero de poros. Novamente, a
ampliagdo apresentada no canto superior direito mostra o lado de cada
quadriculado, formado por dois raios de poro, mais a distancia entre eles.
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Cada um desses quadriculados possui um lado igual a soma de dois raios
de poro, mais a distancia entre estes poros. Essa distancia pode ser determinada
a partir da area de cada quadriculado, que por sua vez € determinado pela area
total do quadrado, dividido pelo nimero de quadriculados. O valor da distancia d

entre os poros € 0,38 um.

O maior caminho percorrido por uma molécula na permeacéao do sistema,
gue conta com duas membranas sobrepostas, é aquele em que ela se encontra no
centro de um quadriculado, migrando até o raio do poro e em seguida
atravessando uma distancia equivalente a espessura da membrana, caindo sobre
0 centro de outro quadriculado na segunda membrana, onde novamente, migra
até o raio do poro para atravessa-la. O caminho efetivo percorrido pela molécula
nessa situacao é de aproximadamente 12,6 um, frente a espessura de 12 um
proveniente da espessura das duas membranas. A tortuosidade, entdo, € igual a
1,05 e mostra que o deslocamento horizontal da molécula néo é significativo, em

comparacao ao deslocamento vertical.

A estimativa da tortuosidade permite calcular o coeficiente de
permeabilidade tedrico, Kieo, (Equacdo 7). Dessa forma obtém-se o valor 9,47.10™"°

m.

Esse valor é pouco mais de trés vezes menor que o coeficiente de
permeabilidade experimental (3,36.10"* m). O parametro de maior sensibilidade
na determinacao da permeabilidade tedrica € o raio do poro, que de acordo com a
Equacdo 7, é elevado a quarta poténcia (essa variavel é elevada a segunda
poténcia no calculo da porosidade e novamente elevada a segunda poténcia no
calculo de permeabilidade). Atribui-se a diferenca entre os valores experimental e
tedrico a distribuicdo de tamanhos de poros intrinseca da membrana, que nao é
fornecida pelo fabricante. Pequenos valores acima do raio nominal de 15 nm
afetam de modo expressivo o resultado da permeabilidade teérica. Um raio de 20
nm aumentaria o coeficiente de permeabilidade para 2,99.10"* m, uma diferenca
de apenas 12% entre valor experimental e tedrico.
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A Tabela 27 apresenta os valores de permeabilidades experimental e

teodrico.

Tabela 27 — Valores do coeficiente de permeabilidade de duas membranas de
policarbonato sobrepostas, com didmetro nominal de poro de 30 nm e
espessura de 6,0 um, obtidos da permeacao de agua deionizada.

K experimental (m) K tedrico (m)

3,36.107"* 9,47.107"°

5.5.2 Caracteristicas da curva de vazao versus pressao e determinacao da
permeabilidade para os lipossomas

As curvas de permeacdo dos lipossomas caracterizados nos itens 5.1 e
5.2 estdo apresentadas na Figura 51, juntamente com a curva de permeacao de
agua, ja apresentada na Figura 49. Nela é possivel observar uma permeagao
bastante reduzida da dispersdo de lipossomas convencionais, mesmo a altas
pressdes, em que alcanca uma vazao de 0,09 mL/min a 20 atm. Ja os lipossomas
elasticos apresentaram-se mais fluidos e com maiores valores de vazdo que os
lipossomas convencionais a pressdées acima de 10 atm, o que mostra que a
incorporacdao de PEG-8L de fato contribui para o aumento da permeacao das
vesiculas, conforme proposto por Bouwstra et al. (2003). A importancia do PEG-8L
como promotor da permeacao de lipossomas também pode ser verificada pelos
maiores valores de vazao para os lipossomas preparados com maior porcentagem
de tensoativo. Os ensaios foram realizados com solucdes preparadas com 25% e
40% de tensoativos, pois foram identificadas como as que promoveram maior

estabilidade as dispersdes no trabalho de Barbosa (2005).
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Figura 51 — Curvas de permeacao de agua deionizada, lipossomas convencionais
e elasticos em duas membranas de policarbonato sobrepostas, com diametro

nominal de poros 30 nm.

Observou-se também, na Figura 51, que para pressées acima de 18 atm,
as curvas para os lipossomas elasticos apresentaram um comportamento
exponencial bem definido. Esse comportamento foi explicado teoricamente por
Bruisma (1996) para lipossomas convencionais, onde o autor demonstra que a
velocidade (proporcional a vazao) apresenta um comportamento exponencial com
o0 aumento do valor de excedente de pressao, atingindo a linearidade apés uma
pressao critica igual a 4 vezes a pressao osmética no interior da vesicula. Nessa
condicao, ocorre a permeac¢ao da agua do interior das vesiculas, simultaneamente
a sua deformacao. No nosso caso, tratando-se de dispersdes diluidas, observou-
se que as curvas tendem a encontrar a reta da permeacao da agua, evidenciando
o pouco efeito das vesiculas na permeacao a altas pressdes.

Ja nos lipossomas convencionais, a tendéncia anteriormente referida nao
foi clara na faixa de pressdes dos ensaios realizados. Uma observacéo importante
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€ que a curva obtida neste trabalho para os lipossomas convencionais obtiveram
comportamento diferente do apresentado por Frinsken et al. (2000), uma vez que
0 seu estudo contemplava a extrusdo de MLV’s para reducdo e homogeneizacao
de tamanhos das vesiculas, enquanto que neste presente trabalho as vesiculas ja

se encontram homogeneizadas.

Analisando-se as curvas para pressbdes até 18 atm, verificou-se que as
permeacdes das dispersdes lipossomais s6 foram iniciadas a partir de uma
pressdo minima, como proposto por Frisken et al. (2000). Essa pressdo esta
relacionada a energia necessdaria para vencer a resisténcia da membrana a
permeacdo de vesiculas maiores que o diametro dos poros. No caso dos
experimentos de Frisken et al. (2000) com MLVs, essa pressao corresponde a
tensdo de ruptura da bicamada lipidica, que produz a reducdo de tamanhos das
vesiculas através da passagem pela membrana. No caso de lipossomas elasticos,
€ coerente considerar-se que essa pressdao minima esta associada com a pressao
minima para promover a deformagado das vesiculas mantendo a sua integridade,
permitindo assim que o0s lipossomas penetrem num poro menor que seu diametro
inicial.

Para determinacdo mais precisa das pressdées minimas e também para o
célculo do coeficiente de permeabilidade, os dados experimentais para 0s
lipossomas convencionais e elasticos foram ajustados a retas na faixa de pressao

de 10 a 18 atm, como mostra a Figura 52.

Essas retas permitiram verificar o ponto de intersec¢do do ajuste com o
eixo das abcissas, que determina a pressdo minima de permeacao para 0s Varios
lipossomas. As pressdes minimas determinadas foram: 9,8 atm para lipossomas
elasticos (25% de PEG-8L), 10,1 atm para lipossomas elasticos (40% de PEG-8L)
e 8,5 atm para lipossomas convencionais. Esses resultados mostraram que nao
h& diferencga significativa entre as varias pressées e sugerem que a presenca de
PEG-8L incorporado favorece o deslizamento da vesicula ao longo do poro
durante a permeacao, reduzindo a perda de energia na forma de atrito viscoso, e

permitindo assim a obtencdo de maiores valores de vazao.
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Figura 52 — Permeacdo das dispersdes lipossomais na regido de 8 a 18 atm,
ajustadas a uma reta. (a) Lipossomas elasticos preparados com 25% de PEG-8L

119



(b) Lipossomas elasticos preparados com 40% de PEG-8L (c) Lipossomas

convencionais.

E interessante observar, que o teor de fosfato quantificado apés a
realizacdo das permeacdes nas pressdes de 2,5 e 12 atm apresentados na Tabela
25 foi baixo, pois as pressdes encontram-se abaixo (ou pouco acima) da pressao
minima de escoamento observadas. No caso dos lipossomas convencionais, a
quantificacdo do teor de fosfato (Tabela 25), mesmo a altas pressdes, sugere
rompimento e obstrucdo das vesiculas nos poros da membrana, como ja
mencionado. Contudo, no caso dos lipossomas elasticos, pode-se sugerir, a julgar
pela permeacao de 100% dos fosfolipidios a 20 atm, um salta na quantidade de
fosfolipidios permeados a partir de 12 atm. A auséncia de quantificacées entre

estas duas pressdes impede uma conclusdo mais aprofundada.

De acordo com Frisken et al., (2000), o valor de pressao minima pode ser
utilizado juntamente com os dados de diametro médio da particula para a

determinacao da tensdo de ruptura (y) da bicamada a partir da Equacéao 10.

Conforme consideracées anteriores, para lipossomas elasticos essa
tensdo estaria associada com a deformagao, ndo a ruptura. Desse modo, usou-se
a Equacao 10 para os lipossomas elasticos como uma estimativa da tensao de
deformacdo. Os valores encontrados encontram-se na Tabela 28.

Tabela 28 — Valores de pressdo minima aplicada ao sistema e tensao de ruptura

ou deformacgao dos lipossomas convencionais e elasticos, respectivamente.

Lipossomas Pmin (atm) v (mN/m)
Convencionais 8,5 8,3
Elasticos (75:25) 9,8 9,1
Elastico (60:40) 10,1 8,7

A tenséo de ruptura dos lipossomas convencionais, calculada a partir do
modelo matematico, esta em acordo com os valores apontados por Frisken et al.
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(2000), de 8,3 £ 0,5 mN/m, obtidos por Rawicz e Evans com técnica de aspiracao

em pipeta de vesiculas formadas por POPC (1-palmitol-2-oleil-sn-fosfatidilcolina).

No caso de lipossomas elasticos, a tensdao calculada €& semelhante,
apesar do diametro considerado ser bem maior, verificando-se entdo que a
presenca de tensoativo na bicamada ndo altera a energia necesséaria a
deformacao da vesicula, composta por fosfolipidio, mas sim impedindo que exista
rompimento da bicamada. Esses resultados s&o indicativos da capacidade de

deformacao dos lipossomas elasticos.

Os coeficientes de permeabilidade foram entdo analisados a partir do
coeficiente angular das retas observadas na Figura 52. Os valores estédo
apresentados na Tabela 29, juntamente com o valor de permeabilidade

experimental para agua.

Tabela 29 — Valores experimentais de coeficiente de permeabilidade para agua e
dispersdes lipossomais em sistema com duas membranas de policarbonato

sobrepostas, com diametro de poro de 30 nm e espessura de 6,0 um.

Reducao em relacao

Amostra Permeabilidade (m) .
a agua
Agua Deionizada 3,36.10* -
Lipossomas elasticos (75:25) 1,57.10™ 2,14
Lipossomas elasticos (60:40) 2,30.10™" 1,46
Lipossomas convencionais 3,14.10™"° 10,70

A tabela mostra que os lipossomas elasticos possuem uma
permeabilidade pouco menor que a da agua, dada a perda de energia pelo contato
entre a parede da vesicula e a parede do poro, porém, muito maior que a dos
lipossomas convencionais, em um fator de 10 vezes. Em termos de ordem de
grandeza, o coeficiente de permeabilidade dos lipossomas elasticos € o0 mesmo
que o da agua. Assim, acima da pressao minima necessaria a deformagéo dos
lipossomas elasticos, pode ser considerado que existe pouca influéncia da

camada de lubrificacdo ou do Numero Capilar na permeacao da dispersao devido
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ao amortecimento do atrito com a incorporacdo de PEG-8L, que se deposita na
superficie dos lipossomas, com permeabilidades prdéximas a da agua. Também
deve ser considerado que as dispersdes utilizadas neste trabalho ndo sao

concentradas.

O fator de reducao da permeabilidade, apresentado nas Equacgdes 19 e 20
foram calculados a partir do nimero de vesiculas por unidade de comprimento e

do comprimento do esfero-cilindro que passa pelo poro.

A concentracdo de vesiculas no permeado foi estimada a partir da
metodologia apresentada no item 4.2.5. O numero de vesiculas por unidade de
comprimento foi calculado a partir da Equacéo 29:

n= CLVa
~o (Eq. 29)

p

em que C. é a concentracao de lipossomas na amostra de volume v,, V é a

velocidade no poro e t, 0 tempo de permeagao.

O comprimento do esfero-cilindro foi calculado a partir da Equagao 13,
considerando o diametro médio dos lipossomas convencionais para todos o0s
lipossomas, pois as andlises de micrografia apdés a permeacdo (Figura 46)
mostraram que grande parte do halo de PEG-8L deixa a bicamada apds a
permeacdo e que os diametros de permeado voltam a estar proximos aos dos
convencionais nao incubados com tensoativo. Os valores dos calculos realizados

estao resumidos na Tabela 30.

Os valores teoricos dos fatores de reducgao para lipossomas convencionais
e elasticos, preparados com 25% e 40% de PEG-8L foram: 1,74; 2,27 e 2,03,

respectivamente.
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Tabela 30 — Valores de concentracdo lipossomal, vesiculas por unidade de

comprimento e comprimento do esfero-cilindro.

Concentracio de Vesiculas por

Lipossomas Lipossomas ul?idade de p Compl.'i.mento do
5 v 1 comprimento n (10” esfero-cilindro (nm)
(10° L) nm™)
Convencionais 3,06 2,16 1.348
Elasticos (75:25) 5,25 3,71 1.348
Elasticos (60:40) 4,24 3,00 1.348

A Tabela 31 apresenta estes resultados comparativamente aos valores do
mesmo fator obtido pelas razdes dos coeficientes de permeabilidade

experimentais, seguido do erro.

Tabela 31 — Fatores de reducao tedricos e experimentais para o coeficiente de

permeabilidade dos lipossomas convencionais e elasticos, com respectivo erro

Fator de reducao Fator de reducao

Lipossomas experimental tedrico Erro (%)
Convencionais 10,70 1,74 515,0
Elasticos (75:25) 2,14 2,27 6,1
Elasticos (60:40) 1,46 2,03 39,0

Os valores dos erros foram bastante variados em funcao dos diferentes

tipos de lipossomas, com maior erro para os lipossomas convencionais.

Esse maior erro pode ser justificado pelo fato da permeacao ter sido
bastante afetada e descaracterizada pelo rompimento das bicamadas, seguido de
obstrucéo e retencao de fosfolipidios na membrana, com alteragédo do numero de

poros viaveis, atuando diretamente nos calculos tedricos.

O valor de fator de reducao para os lipossomas preparados com 25% de
tensoativo obteve a melhor aproximacéo, com variacao de 6% entre os resultados

teérico e experimental, validando o modelo de permeacdao de vesiculas
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deformaveis proposto por Bruinsma (1996). Ja o calculo de fator de redugéo para
os lipossomas elasticos preparados com 40% de PEG-8L apresentou erro de

quase 40%.

5.6 Influéncia da Incorporacao da Cafeina em Lipossomas Elasticos
5.6.1 Quantificacao de cafeina no extrato

A concentragdo de cafeina presente no extrato de guarana foi
determinada através da curva de calibragdo de cafeina pura em agua (Anexo 1)
num comprimento de onda 270 nm O extrato livre apresentou 56,2% de cafeina.

5.6.2 Quantificacao de cafeina incorporada

Os valores correspondentes as porcentagens de incorporacao da cafeina
em lipossomas convencionais e elasticos nas proporcées (25 e 40%), sao

apresentados na Tabela 32.

Tabela 32 — Porcentagem de incorporacéo de cafeina nas dispersoes lipossomais.

Tipo % Incorporacao
Lipossomas Convencionais 11,00
Lipossomas Elasticos (75:25) 41,87
Lipossomas Elasticos (60:40) 39,90

Observou-se que, para os lipossomas elasticos, as porcentagens
calculadas foram cerca de 4 vezes maiores que a dos convencionais. Atribui-se
esse comportamento ao aumento da fluidez da membrana pela incorporacédo do
PEG-8L, favorecendo a difusdo de cafeina para o interior dos lipossomas
elasticos, como também a incorporacado da cafeina nas micelas de PEG-8L, na

forma de micelas mistas.
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5.7 Transicao de Formas

As transicbes de formas das particulas contidas nas dispersbes de
lipossomas elasticos, preparados a partir de 40% de PEG-8L, antes e apés as
permeacdes as pressdes de 2,5, 12 e 20 atm, foram avaliadas em termos de
didmetro e distribuicdo de tamanhos. A solucao de cafeina livre em agua foi

tomada como controle.
5.7.1 Solucao de cafeina livre

Durante a realizacdo dos experimentos para a pressao de 2,5 atm,
observou-se que nado houve permeacao para a solucao de cafeina livre em agua.
Para a pressao de 12 atm, houve permeacdo e os dados sdo apresentados na
Figura 53 e Tabela 33.
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Figura 53 — Influéncia do tempo no didametro e distribuicao de tamanhos de cafeina
pura em &gua, com concentracdo 1.10*mol.L™', apés permeacéo em 2,5 atm e 37°
C, durante 24 horas, em termos de (A): intensidade de luz espalhada e (B):
namero de particulas.

a — Distribuicao obtida antes da permeacao de cafeina pura em agua

i — Distribuicdo para a solugdo de cafeina pura em agua imediatamente apés a
permeacao de toda a amostra.
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Tabela 33 - Distribuicbes de tamanhos da solucéo de cafeina pura em agua, apés
permeacdo na pressdo de 2,5 atm e 37° C, determinadas por espectroscopia de

correlacao de fétons (PCS), em termos de intensidade de luz espalhada e nimero

de vesiculas.
Distribuicao de Tamanhos (nm)
Intensidade Numero
Tempo (h) o - " -
(Diametro médio) (Diametro médio)
a 682,2 — 709,9 655,5 — 738,7
(100% - 702,5) (100% - 705,7)
i 113,1 —925,9 113,1 — 837,7
(100% - 362,2) (76,9% - 148,2; 22,3% — 406,3)
0,5 342,4 — 393,8 297,7 — 452,9
(100% - 372,6) (100% - 384)
1 91 -1382,7 76,7 — 830,1
(100% - 354,6) (83,3% - 138,5; 16,7% — 416,4)
2 114,1 — 764,5 114,1 — 691,7
(100% - 336,6) (72,7% - 149,9; 27,3% - 404,4)
5 454,3 - 502,2 411 — 555
(100% - 488,8) 98% - 470)
7 230,3 — 343,8; 765,8 — 935,6 188,5 - 1143
(87,2% - 278,4; 11,4% - 831,1) (96,7% - 274; 3,2% - 793,5)
24 446 — 500 115-840
(100% - 476) (60% - 150; 18% - 440)

a — Distribuicao obtida antes da permeacéao de cafeina pura em agua
i — Distribuicdo para a solucdo de cafeina pura em &gua imediatamente apds a
permeacao de toda a amostra.

Os resultados mostram que antes da permeacdo a distribuicao é
unimodal, com diametro médio em torno de 700 nm. Apds a permeacao, ha o

aparecimento de duas populacdes menores, resultante do rompimento dos
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agregados de cafeina em agua, com crescimento e subseqlente reestruturacdo

ao longo de 24horas.

Os dados obtidos na permeacgédo a pressao de 20 atm sdo apresentados
na Figura 54 e Tabela 34.
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Figura 54 — Influéncia do tempo no didmetro e distribuicao de tamanhos de cafeina
pura em agua, com concentragdo 1.10* mol.L”, ap6s permeagdo em 5 atm e 37°
C, durante 24 horas, em termos de (A): intensidade de luz espalhada e (B):
namero de particulas.
a — Distribuicao obtida antes da permeacéao de cafeina pura em agua
i — Distribuicdo para a solugdo de cafeina pura em agua imediatamente apés a
permeacao de toda a amostra.
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Tabela 34 - Distribuicbes de tamanhos da solucdo de cafeina pura em agua, apés

permeacdo na pressdo de 20 atm e 37° C, determinadas por espectroscopia de

correlacao de fétons (PCS), em termos de intensidade de luz espalhada e nimero

de vesiculas.
Distribuicao de Tamanhos (nm)
Intensidade Numero
Tempo (h) o - " -
(Diametro médio) (Diametro médio)
a 682,2 — 709,9 655,5 — 738,7
(100% - 702,5) (100% - 705,7)
i 56,7 — 69,3; 1143,5 - 1397 56,7 — 87,7
(69,4% - 57,9; 30,6% - 1377,9) (100% - 60,2)
0,5 799,2 —1006,2 634,8 — 1266,9
(100% - 890,2) (100% - 924)
1 99,2 -114,1;1070,9 - 1416,8 99,2 -131,2
(59,5% - 101; 40,5% - 1163,7) (99,9% - 103,6)
2 44 —-52,2;793,6 —1115,2 44 - 61,9
(53,4% - 47; 46,6% - 976,2) (100% - 47,2)
5 43,9 — 87,6; 349 — 877,1 43,9-110,3
(50,2% - 60,3; 45,8% - 574,5) (100% - 50,9)
7 578,6 — 685,9 488,1 — 813
(100% - 647,8) (100% - 668,6)
24 41,8 — 85,6; 340 — 868, 1 40,5-1114

(51,1% - 64,3; 46,7% - 576,5)

(100% - 51,4)

a — Distribuicao obtida antes da permeacéao de cafeina pura em agua

i — Distribuicdo para a solucdo de cafeina pura em &gua imediatamente apds a

permeagao de toda a amostra.

Observou-se que a 20 atm, a pressdo exerce grande impacto nas

particulas, reduzindo drasticamente seu tamanho, com posterior reestruturagao.
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5.7.2 Lipossomas elasticos incorporando cafeina

Dados de permeacéo para lipossomas elasticos incorporando cafeina sédo
apresentados nas Figuras 55, 56 e 57 e Tabelas 35, 36 e 37. Para a permeacéao
na pressdo de 2,5 atm, verificou-se uma distribuicdo larga de tamanhos de
particulas. A analise por numero revela a predominancia de particulas pequenas,
da ordem de 60 nm, que quando comparadas com a analise por nimero da
permeacgao dos lipossomas elasticos vazios, cuja predominancia foi de particulas
pequenas da ordem de 10 nm, justifica a hipétese anterior, de que a cafeina
estaria também incorporada nas micelas de PEG-8L.

Intancidada 19/1
Numero (%)
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Figura 55 — Influéncia do tempo no diametro e distribuicd~ ~=2 tamanhos dos
lipossomas elasticos (40 % de PEG-8L) incorporando cafeina, para permeacao em
2,5 atm e 37° C, durante 24 horas, em termos de (A): intensidade de luz
espalhada e (B): niumero de particulas.

a — Distribuicao obtida antes da permeagdo dos lipossomas elasticos
(40 % PEG-8L) incorporando cafeina.

i — Distribuicdo para lipossomas eldsticos (40 % PEG-8L) incorporando cafeina,

imediatamente apds a permeagdo de toda a amostra.
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Tabela 35 - Distribuicbes de tamanhos dos lipossomas elasticos (40 % PEG-8L)

incorporando cafeina, apés permeacdo na pressdo de 2,5 atm e 37° C,

determinadas por espectroscopia de correlacdo de foétons (PCS), em termos de

intensidade de luz espalhada e numero de vesiculas.

Distribuicao de Tamanhos (nm)

Intensidade Numero
Tempo (h) o - " -
(Diametro médio) (Diametro médio)
a 62,3 -73,8; 172,8 — 341,2; 62,3 — 87,5; 204,8
798,7 —1330,4 (99,8% - 65,5)
(32,2% - 63,5; 46,9% - 238,8;
20,9% - 1054,3)
i 124,5-1126,2 124,5 — 834
(100% - 380,1) (69,4% - 173,8; 29% - 411,8;
1,6% - 721,2)
0,5 93 -11724 29,4 —37;73,9-931,2
(100% - 366,6) (51,5% - 31,3; 42,3% - 134,9;
6,2% - 428,7)
1 48,5 —-1220,2 38,5-611,4
(100% - 406,4) (98,7% - 77,1; 1,3% - 429,6)
2 32,56 -1297,3 32,5-516,3
(100% - 419,9) (99,7% - 44,8)
5 263,3 — 1320,4 209,1 — 525,5; 833 — 1320,4
(79,1% - 345,8; 20,9% - 1142,4)  (97,9% - 391,7; 2,1% - 1135,4)
7 51,4 — 1490 51,4 - 568,6
(100% - 500,4) (99,4% - 68)
24 56,1 — 1490 56,1 - 507,9

(100% - 550,7)

(99,6% - 71,5)

a — Distribuicdo obtida antes da permeacgédo dos lipossomas elasticos (40 % PEG-8L)

incorporando cafeina.

i — Distribuicdo para lipossomas elasticos (40 % PEG-8L) incorporando cafeina,

imediatamente ap6s a permeacao de toda a amostra.
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A distribuicdo de tamanhos e didmetro médio para permeacédo a 12 atm foi
apresentada na Figura 56 e Tabela 36. Observou-se um estreitamento na
distribuicdo de tamanhos em termos de intensidade de luz, com redugdo do
namero de populacées apds a permeacdo e didmetro médio de 200 nm, com
predominancia das particulas menores (numero). Em 24 horas, observou-se
aumento consideravel do tamanho das particulas, com distribuicbes semelhantes
tanto em intensidade quanto em numero, com diametro médio em torno de 450
nm. Como esse didmetro nao foi verificado em dispersdes de lipossomas vazios, e
sim em solucdo de cafeina pura, pode-se inferir que houve migracao da cafeina
para o meio, desta forma, posterior agregacédo. Os valores elevados de diametro
médio, tanto em termos de intensidade de luz espalhada como em termos de

ndamero, sugerem que existe migracao da cafeina para o meio, com formacéao de

agregado.
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Figura 56 — Influéncia do tempo no diametro e distribuicdo de tamanhos dos
lipossomas elasticos (40 % PEG-8L) incorporando cafeina, para permeagao em 12
atm e 37° C, durante 24 horas, em termos de (A): intensidade de luz espalhada e
(B): numero de particulas.
a — Distribuicao obtida antes da permeagéo dos lipossomas elasticos (40 % PEG-
8L) incorporando cafeina
i — Distribuicdo para lipossomas elasticos (40 % PEG-8L) incorporando cafeina,

imediatamente apds a permeacao de toda a amostra.
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Tabela 36 - Distribuicbes de tamanhos dos lipossomas elasticos (40 % PEG-8L)

incorporando cafeina, apds permeacdo na pressdo de 12 atm e 37° C,

determinadas por espectroscopia de correlagdo de foétons (PCS), em termos de

intensidade de luz espalhada e numero de vesiculas.

Distribuicao de Tamanhos (nm)

Intensidade .
Tempo (h) A s Numero
(Diametro médio) (Diametro médio)
a 62,3 —73,8;172,8 — 341,2; 62,3 — 87,5; 204,8
798,7 — 1330,4 (99,8% - 65,5)
(32,2% - 63,5; 46,9% - 238,8;
20,9% - 1054,3)
i 84,8 — 568,3 84,8 -514,2
(100% - 246,1) (96,9% - 110,2; 3,1% - 396,2)
0,5 122,6 — 550,3 110,9 - 497,9
(100% - 264,6) (85,1% - 191,7; 14,9% - 395)
1 18,7 — 1254 4 18,7-76
(100% - 251,2) (100% - 23,5)
2 30,7 — 1296,6 30,7-119,9
(100% - 190,1) (100% - 40)
5 41,2 -1400 32,7 — 206,6
(100% - 243,5) (99,9% - 54,7)
7 18,8 - 1190,3 18,8 — 94,4
(100% - 216,5) (100% - 24,5)
24 441,4 — 555,7 350,6 — 699,7

(97,4% - 535,4)

(100% - 465,6)

a — Distribuicdo obtida antes da permeacgédo dos lipossomas elasticos (40 % PEG-8L)

incorporando cafeina

i — Distribuicdo para lipossomas elasticos (40 % PEG-8L) incorporando cafeina,

imediatamente ap6s a permeacao de toda a amostra.
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Intensidade (%)
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Figura 57 — Influéncia do tempo no didmetro e distribuicdo de tamanhos dos
lipossomas elasticos (40 % PEG-8L) incorporando cafeina, para permeacgéao em 20
atm e 37° C, durante 24 horas, em termos de (A): intensidade de luz espalhada e
(B): numero de particulas.

a — Distribuicao obtida antes da permeacdo dos lipossomas elasticos
(40 % PEG-8L) incorporando cafeina.

i — Distribuicdo para lipossomas elasticos (40 % PEG-8L) incorporando cafeina,
imediatamente apds a permeacao de toda a amostra.
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Tabela 37 - Distribuicbes de tamanhos dos lipossomas elasticos (40 % PEG-8L)
incorporando cafeina, apds permeacdo na pressdo de 20 atm e 37° C,
determinadas por espectroscopia de correlagdo de foétons (PCS), em termos de
intensidade de luz espalhada e numero de vesiculas.

Distribuicao de Tamanhos (nm)

Intensidade Numero
Tempo (h) o - " -
(Diametro médio) (Diametro médio)
a 62,3 -73,8; 172,8 — 341,2; 62,3 — 87,5; 204,8
798,7 —1330,4 (99,8% - 65,5)
(32,2% - 63,5; 46,9% - 238,8;
20,9% - 1054,3)
i 278,4 —289,8 267,6 —3001,5
(100% - 279,6) (100% - 279,7)
0,5 317,6 —354,5 284,6 — 395,6
(100% - 325) (100% - 327,4)
1 248,7 — 349,4; 1149,2 209,8 —414,2;1149,2
(97,3% - 300,1; 2,7% - 1149,2) (99,9% - 301)
2 56,4 —1204,4 47,6 — 723,1
(100% - 322,7) (96,4% - 89; 3,6% - 430,9)
5 23,6 — 35,3; 143,2 - 581,5 23,6 — 43,1
(18,8% - 28,2; 77,6% - 304,6) (100% - 26,4)
7 310,9-436,8 262,2 -517,8
(94,4% - 349,3) (99,8% - 362,4)
24 32107 — 857 279,7 — 857

(50,7% - 365,4; 49,3% - 667,9)  (85,2% - 402; 14,8% - 712,8)

a — Distribuicdo obtida antes da permeacado dos lipossomas elasticos (40 % PEG-8L)
incorporando cafeina

i — Distribuicdo para lipossomas elasticos (40 % PEG-8L) incorporando cafeina,
imediatamente apds a permeagéao de toda a amostra.
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5.8 Teor de Fosfato apos a Permeacao

Os teores de fosfato quantificados apdés a permeacao, sao apresentados
na Tabela 38 para as varias pressoes.

Tabela 38 — Teor de fosfolipidio para os lipossomas elasticos (40 % PEG-8L)
incorporando cafeina, apds permeacdo em membranas de policarbonato com

poros de 30 nm de diametro, em pressoes de 2,5; 12 e 20 atm.

Pressdao | PO;2 (mmol.L") | PO42 (mmol.L") | Permeado
Lipossomas | (atm) (inicial) (final) (%)
E (40 % PEG- 2,5 0,0956 15,93
8-L) + 0,600
Cafeina 12 0,2385 39,75
(membrana
sintética) 20 0,2522 42,03

Os valores apresentados mostram aumento da quantidade permeada de
fosfolipidios com o aumento da pressdao. Comparando com os resultados da
permeacgdo com lipossomas vazios de mesma propor¢ao de PEG-8L (Tabela 25)
observou-se redugao do teor de fosfato permeado para as pressdes de 2,5 e 20
atm, e curiosamente, aumento do teor de fosfato permeado para a pressao de 12
atm, demonstrando a resisténcia imposta pela presenca da cafeina nas particulas
nas pressdes extremas. Por outro lado, os aglomerados de cafeina, de tamanho
cerca de 100 vezes maior que o poro nominal da membrana, tem notavel efeito
estérico, obstruindo os poros da membana e impedindo a passagem das
particulas (lipossomas e micelas).

5.9 Reologia das Dispersoes de Lipossomas Elasticos contendo Cafeina
Incorporada

Nesse item, serao feitas consideracées sobre a reologia da cafeina pura

em agua e das dispersdes de lipossomas convencionais e elasticos (preparados a
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partir de 40% de PEG-8L) incorporando cafeina, em membranas de policarbonato
e em pele de orelha de porco dermatomizada, em fungédo das pressdes de 2,5; 12

e 20 atm.

A Figura 58 mostra o comportamento da vazao versus queda de pressao

para as dispersdes estudadas.
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Figura 58 — Dados de vazao versus queda de pressao para permeacao de cafeina
pura em agua e das dispersdes de lipossomas elasticos com 40 % de PEG-8-L

incorporando cafeina.

*Dados obtidos em pele de orelha de porco dermatomizada

Nos ensaios em membranas sintéticas, as vazdes obtidas para a cafeina
em solucéao lipossomal foram maiores que para a cafeina livre, demonstrando que
a dispersao lipossomal promove a permeacado da cafeina nas varias pressoes. No
entanto, essas vazdes sdo menores que das dispersdes de lipossomas elasticos
vazios (Figura 51), indicando que a incorporacédo da cafeina reduz a capacidade

de deformacao dos lipossomas elasticos.

Quando comparadas as vazdes obtidas para os lipossomas elasticos com
40 % de PEG-8L para permeacdes em membranas sintéticas, observa-se que as

vazbes obtidas em pele de orelha de porco dermatomizadas foram muito baixas,
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demonstrando a muito maior resisténcia ao escoamento da matriz porosa da pele,

em relagdo as membranas de policarbonato.

Nos ensaios de permeacao onde a cafeina foi incorporada nos lipossomas
elasticos com 40% de PEG-8L, observou-se valores maiores de vazdo para
permeacao realizada em pele de orelha de porco dermatomizada. Isso pode ser
explicado pela interagdo entre os lipidios formadores das vesiculas lipossomais

com os componentes lipidicos presentes na estrutura da pele.
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6.0 CONCLUSOES

Da analise dos resultados experimentais obtidos p6de-se concluir que:

v' Lipossomas convencionais sao capazes de incorporar PEG-8L por
incubagdo, produzindo lipossomas elasticos. A incorporacdo depende da
distribuicdo do PEG-8L entre as vesiculas e suas micelas dispersas no meio, e é
maior para menores concentracoes iniciais de PEG-8L.

v" A incorporacao de PEG-8L produz um halo expandido na superficie dos

lipossomas.

v A presenca do PEG-8L nas dispersdes reduz a tensao superficial, sendo a
reducao mais expressiva para concentracao inicial de PEG-8L da ordem de 40%

molar.

v O diametro dos lipossomas elasticos é aproximadamente o dobro dos
convencionais. Porém, a dispersdo de lipossomas com PEG-8L incorporado
apresenta distribuicdo mais larga, devido a presenca das micelas de PEG-8L no

meio.

v" A morfologia dos lipossomas convencionais e elasticos € aproximadamente
esférica, apresentando deformacdes, caracteristicas da fluidez da bicamada
lipidica produzida pela lecitina de ovo, que a temperatura ambiente encontra-se na

fase liquido-cristalina.

v' A reologia dos lipossomas elasticos através de dados de vazao versus
queda de pressdo, mostrou que o coeficiente de permeacédo dos lipossomas
elasticos em membranas de policarbonato é da mesma ordem de grandeza que o
correspondente da agua, demonstrando a sua capacidade de deformacdo e

escoamento através dos nanoporos das membranas. O coeficiente de
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permeabilidade dos lipossomas convencionais foi 10 vezes menor que o0 dos
elasticos.

v" A quantificacao do teor de fosfato no permeado mostrou a superioridade da
permeacao dos lipossomas elasticos em relagédo aos convencionais. Nas pressoes
de 2,5 e 12 atm, o teor de fosfato permeado foi diretamente proporcional a
incorporacao de PEG-8L (maior para os lipossomas preparados a partir de 25% de
PEG-8L). A pressdo de 20 atm, o teor de fosfato indica a permeacdo total das

vesiculas.

v A tensado de ruptura da bicamada lipidica calculada para os lipossomas
convencionais é semelhante a dos lipossomas elasticos, mostrando que a
insercdo de PEG-8L ndo reduz a resisténcia da membrana a qual depende
somente da sua composicao de lipidios.

v O modelo classico de escoamento de fluidos através de membranas que
considera a lei de Darcy, representou com boa aproximacdo o escoamento da

agua em membranas de nanoporos.

v O modelo de membrana adaptado para o escoamento de vesiculas
deformaveis representou com boa precisdo o escoamento de lipossomas elasticos
na faixa de pressbes de 8 a 18 atm. Porém esse modelo ndo representou o

escoamento dos lipossomas convencionais.

v A permeacdo de lipossomas convencionais resultou em transicoes de
formas, avaliadas através de didmetro e distribuicdo de tamanhos imediatamente
apds a permeacgdo e ao longo de 24 horas, indicativa de rompimento das

vesiculas.
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v A transicdo de formas dos lipossomas elasticos, avaliada através do
didmetro e distribuicdo de tamanhos indicou que os lipossomas sofreram
contracdo imediatamente ap6s a permeacao, adquirindo um didmetro médio ao
longo de 24 horas maior do que antes da permeacdo, como resultado da sua
recuperacao apos o fim da aplicacao da pressao. A predominancia das micelas de
PEG-8L dificulta a avaliacdo dos tamanhos em termos de numero, e,
consequentemente a analise do diametro médio das vesiculas. O efeito do
aumento de tamanho ao longo das 24 horas €& mais pronunciado para 0s
lipossomas elasticos com 25 % de PEG-8L para todas as pressdes avaliadas.

v" A mudanca de morfologia ap6s a permeacao, avaliada através das imagens
de microscopia eletrbnica de transmissdo, mostra claramente a deformacao
acentuada sofrida pelos lipossomas preparados a partir de 40% de PEG-8L, da
forma esférica para uma forma alongada indicando que no interior do poro as

vesiculas adquirem forma semelhante a de um esfero-cilindro.

v Valores de tamanhos das particulas dos lipossomas elasticos com 40 % de
PEG-8L, imediatamente apdés a permeacdo e na pressdao de 2,5 atm e
consequente aumento da tensdo superficial, juntamente com micrografias
realizadas nas mesmas condi¢coes, mostram que a passagem das vesiculas nos
poros das membranas pode favorecer a incorporacdo do PEG-8L na bicamada
lipidica, reduzindo a quantidade de PEG-8L livre.

v O conjunto das caracterizacdes em termos de didmetro, morfologia e
tensdo superficial, demonstra a elasticidade dos lipossomas incorporando PEG-
8L.

v" Os lipossomas convencionais e elasticos com 25% e 40 % de PEG-8L

foram capazes de incorporar cafeina com rendimento de 11,0; 41,87 e 39,9 %,
respectivamente. No caso de lipossomas elasticos a maior incorporacdo da
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cafeina é um indicativo da sua distribuicdo tanto nas vesiculas quanto nas micelas
de PEG-8L.

v" Embora os lipossomas elasticos tenham se mostrado promotores da
permeacao, nos ensaios onde a cafeina foi incorporada nos lipossomas elasticos
com 40% de PEG-8L, a presenca desta reduziu acentuadamente a permeacgao
dos lipossomas elasticos em membranas sintéticas observando-se valores
maiores de vazdo para permeacao realizada em pele de orelha de porco
dermatomizada. Isso pode ser explicado pela interacdo entre os lipidios
formadores das vesiculas lipossomais com os componentes lipidicos presentes na

estrutura da pele.
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7.0 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

» Realizar micrografias para lipossomas convencionais apds a permeacao,

em diferentes pressdées, para observacao de sua deformacao e/ou ruptura.

» Estudar a incorporacao de outras substancias tensoativas com diferentes

estruturas, assim como da mistura de diferentes tensoativos, nos lipossomas.

» Realizar micrografias para as amostras estudadas neste trabalho para
avaliar a morfologia das particulas ao longo do tempo.

» Acompanhar a variacdo da tensdo superficial para os lipossomas

incorporando cafeina, antes e apds a permeacao.

» Incorporar cafeina, em concentracbes diferentes das concentracdes
avaliadas neste trabalho, em lipossomas convencionais e lipossomas elasticos
com 25% e 40% de PEG-8L.

> Realizar micrografias de lipossomas incorporando cafeina e de cafeina pura
como controle, para observacdo de sua distribuicdo nas vesiculas e micelas de
PEG-8L.

> Realizar estudos das interacbes moleculares entre cafeina, tensoativos e

fosfolipidios através de monocamadas de Langmuir.
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9.0 ANEXOS

Curva de calibracao de cafeina pura em agua
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