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RESUMO

Lipossomas ou vesiculas lipidicas, sfo estruturas nas quais os fosfolipidios
agregam-se em bicamadas, formando particulas capazes de encapsular compostos de
natureza tanto hidrofilica quanto hidrofobica. Essas caracteristicas fazem dos
lipossomas um sistema muito atrativo para diversas aplicagdes, dentre as quais o

encapsulamento e liberagdio controlada de medicamentos.

Um dos principais problemas associados com as aplicagdes de lipossomas “in
vive™ € a perda de estabilidade da bicamada lipidica em presenca de fluidos bioldgicos.
As interagdes com proteinas ou com outras substincias que apresentam atividade de
superficie desestruturam a bicamada, provocando a liberagdo indesejavel do composto
encapsulado.

Neste trabalho, estudou-se a estabilidade de lipossomas convencionais e com a
superficie modificada com polietilenoglicol (PEG) na presenga de tensoativos. A
estabilidade das vesiculas foi avaliada em fungio do balango hidrofilico-hidrofobico
(HLB) da molécula de tensoativo, e do tamanho da cadeia de PEG. Foram usados
tensoativos nio idnicos do tipo polioxietileno (POE, série CxEy) com HLB na faixa de
11,67 a 13,71, e PEG com pesos moleculares de 750, 2000 e 5000 Da.

Os resultados obtidos mostram que a estabilidade dos lipossomas decresce
quando o HLB do tensoativo varia de 12,42 para 11,67, sofrendo poucas alterages na
faixa de 12,42 a 13,71. A estabilidade cresce com o aumento da concentragio de PEG
na superficie das vesiculas, e com o aumento do seu peso molecular de 750 a 2000 Da.
Polietilenoglicol de peso molecular 5000 Da produz uma estabilidade nas vesiculas

semelhante a obtida com 750 Da.

Os perfis de estabilidade obtidos caracterizam as interagdes entre lipossomas e
tensoativos, e delineiam regides operacionais em fungio da concentragio de tensoativo,
que sdo informagdes fteis para aplicagdes que envolvem o uso de lipossomas in vivo, ¢

o estudo de solubilizag¢do e reconstitui¢io de membranas funcionais.
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ABSTRACT

Liposomes or lipids vesicles, are structures in which the phospholipids agregate
in bilayers, forming particles able to encapsulate compounds with both hydrophilic and
hydrophobic character. This feature make liposomes a very attractive system for several
applications, such as drug encapsulation for controlled delivery.

One of the main problems associated with liposomes aplications “in vivoe” is the
lack of lipid bilayer stability in presence of biological fluids. The interaction with
proteins or other substances which have surface activity desestructure the bilayer,
causing the undesirable delivery of the encapsulated compound.

In this work, studies were performed for the stability of conventional and
surface modified liposomes contaiming polyethyleneglicol in the piesence of surfactants.
Vesicle stability was evaluated in function of surfactant molecule hidrophilic lipofilic
balance (HLB), and of the PEG chain lenght. The non-ionic surfactants
polyoxyethylenes (POE, CxEy series) with HLB ranging from 11.67 to 13.71 were
used, as well as PEG with the molecular weights 750, 2000 and 5000 Da.

Our results shows that liposomes stability decreases when surfactant HLB
changes from 12.42 to 11.67, showing few variations in the range of 12.42 to 13.71.
The stability grows with the increase of PEG concentration on vesicles surface, and
with increase of the molecular weight of PEG from 750 to 2000 Da. The use of
polyethyleneglycols of 5000 and 750 Da resulted in similar vesicle stability.

The stability profiles observed characterizes the interation between lposomes
and surfactants, and show operational regions in function of surfactant concentration.
This information is very useful for applications involving the use of liposomes in vivo,

and for the study of solubilization and reconstituition of functional membranes.
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1.0 - INTRODUCAO

Os lipossomas, ac lado de outros veiculos usados para o
encapsulamento de medicamentos, tais como emulsdes e géis, fazem parte dos
dispositivos para administracdo controlada de medicamentos na medicina
moderna, de grande importincia especialmente para terapias nas quais um

alvo especifico para a liberagdo da droga deve ser atingido (Kreuter, 1994).

Os avangos obtidos na pesquisa com lipossomas tornam disponiveis um
grande numero de dados experimentais na literatura, com a aplicagdo dos
lipossomas nos mats diversos campos. Resultados obtidos in vivo e in vitro
demonstram a eficcia dos lipossomas na terapia de vérias doengas, ¢ também
apresentam as limitagdes envolvidas em suas aplicagdes. Os maiores
problemas associados com a veiculagdo de drogas em lipossomas para uso in
vivo, estio associados com a estabilidade das vesiculas em fluidos biolégicos,
ao lado da esteriliza¢@o e do aumento de escala. Esses problemas sfo referidos

na literatura como “Triple S” (Stability, Sterility and Scale-up) (Lasic, 1993).

No metabolismo de compostos exogenos, a particula estranha ao
organismo humano ¢ desestabilizada e rapidamente eliminada da circulagfo.
A desestabilizagdo de grandes particulas como lipossomas resulta
principalmente da adsor¢do de lipoproteinas, que fragilizam a membrana, ¢ de
opsoninas, um tipo de proteina cuja fungdo € a de acionar os macrofagos do
sistema imunologico (Woodle e Lasic, 1992). No entanto, nfo somente as
moléculas grandes como as de proteinas sfo responsaveis pela
desestabilizagdo das vesiculas (Lasic, 1993). Moléculas pequenas,
principalmente as de tensoativos, também interagem com a bicamada lipidica,

e em certas condi¢bes solubilizam as vesiculas em micelas. O grau de
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desestruturagdo depende do tamanho, carga e¢ do balango hidrofilico-
hidrofébico (HLB), que expressa a porcentagem de grupos hidrofilicos na
molécula de tensoativo. A resisténcia oferecida pelas vesiculas a penetragéio
do tensoativo ¢ uma fungdo do empacotamento da bicamada e das

modificagdes na sua superficie.

O estudo da estabilidade de lipossomas em presenga de tensoativos é
de particular interesse para aplicagles que envolvem o uso de lipossomas in
vivo, tais como a obtengdo de imagens por ressondncia magnética nuclear, a
terapia de captura de néutrons e ¢ tratamento de neoplasias, bem como
aplicagdes in vitro como imunodiagnostico e estudos de solubilizagfo e
reconstitui¢do de membranas funcionais. Os perfis de estabilidade em fungio
da concentragdo de tensoativo determinam regides operacionais uteis para

cada aplicagdo.

A busca de preparagGes mais estaveis levou ao desenvolvimento de
lipossomas com a superficie modificada através da conjugagio covalente de
cadeias de polietilenoglicol (PEG), denominados lipossomas “Stealth” ou
PEG-lipossomas. “Stealth”, ¢ uma marca registrada da “Liposome Technology
Inc., CA”, para designar este tipo de lipossoma. Lipossomas modificados
com PEG sdo capazes de evitar a captura pelo sistema reticuloendotelial, e
permanecerem na circulagdo por periodos de tempo maiores, comparados aos
lipossomas convencionais (Allen et al.,, 1991; Blume e Cevc, 1990, 1992).
Essa caracteristica trouxe grandes beneficios, e varios estudos realizados in
vitro ¢ in vivo comprovam a estabilidade dessas vesiculas em presenca de

macromoléculas.
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Os mecanismos responsaveis por essa estabilizagdo ainda nfo sdo bem
conhecidos. Modelos qualitativos atribuem-na ao efeito estérico produzido
pela mobilidade das cadeias de PEG na superficie das vesiculas (Blume e
Ceve, 1993; Lasic, 1991). A estabilidade de lipossomas em presenca de
tensoativos ndo tem sido muito estudada na literatura, principalmente para

lipossomas com a superficie modificada com PEG.

Neste trabalho, fizemos um estudo da estabilidade de lipossomas
convencionais e com a superficic modificada com PEG em presenga de
tensoativos nfo idnicos do tipo polioxietileno (POE) da série CyEy.
Inicialmente foi feita a derivatizagdo e purificagio do fosfolipidio dimiristoil
fosfatidil etanolamina, DMPE, com PEG de pesos moleculares 750, 2000 e
5000. Os fosfolipidios derivatizados, DMPE-PEG, foram caracterizados por
cromatografia de camada delgada e pela determinagdo da sua concentragfio
micelar critica, CMC. Lipossomas convencionais € com PEG, na forma de
vesiculas unilamelares pequenas obtidas por extrusio, foram preparados,
caracterizados e tiveram sua estabilidade avaliada em presenga dos
tensoativos. Através dos perfis de estabilidade obtidos em toda a gama de
concentragdes de tensoativos, foram determinados os efeitos do comprimento
da cadeta de PEG, da concentragio de PEG nas vesiculas, bem como a
influéncia do balango hidrofilico-hidrofébico da molécula de tensoativo na
estabilidade dos lipossomas.
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2.0 - REVISAO DA LITERATURA

2.1 - Consideracoes Gerais sobre Lipossomas

Lipossomas ou vesiculas sdo estruturas esféricas formadas por
bicamadas lipidicas que encapsulam parte do solvente em seu interior. Os
lipossomas geralmente sfio biocompativeis, biodegradaveis, ndo toxicos e ndo
provocam resposta imune pois na maioria das vezes s3o constituidos de
compostos semelhantes aos das membranas celulares. Estas caracteristicas,
fazem dos lipossomas veiculos muito importantes para encapsulamento e
liberagdo controlada de medicamentos. Os lipossomas sio também uteis para
0s casos em que a droga na forma livre ¢ altamente toxica e deve ter sua
atividade direcionada para Orgdos especificos, reduzindo os efeitos colaterais
(Lasic, 1993).

O carater anfifilico das moléculas da bicamada lipidica que constituem
a estrutura esférica dos lipossomas permite o encapsulamento de substincias
hidrofilicas no interior do cerne aquoso, ou ligadas quimicamente nas partes
internas ou externas da superficie da bicamada. Substidncias com carater
hidrofobico localizam-se no interior da bicamada, e substincias com carater
misto situam-se na interface das regides polar e apolar, intercaladas entre os
lipidios da bicamada (Figura 1).
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Figura 1: Representacdo esquematica de lipossomas como veiculos para
encapsulamento de compostos hidrofilicos no interior do cerne aquoso
(representados pela cor amarela), ou ligados a superficie interna/externa (lilas),
hidrofobicos no interior da bicamada (azul) ou de natureza anfifilica (verde)
(adaptado de Lasic, 1993).

2.2 - Constituicio dos Lipossomas

Lipossomas séio constituidos basicamente de moléculas anfifilicas que se
caracterizam pela presenga, de um grupamento hidrofilico (cabega polar) ¢ outro
grapamento hidrofébico (cauda apolar), em uma mesma molécula. Dentre esta
classe de substincias estio os lipidios polares, mais especificamente os
fosfolipidios, que se encontram presentes na membrana citoplasmatica da

maioria das c€lulas animais e vegetais (Lasic, 1993).

As cabegas polares podem conter cargas positiva, negativa, possuirem
carater zwiteridnico ou serem neutras. O carater polar é dado pelo grupo
hidroxila, carboxila, amina ou fosfato. A parte hidrofobica ¢ constituida de uma
ou duas cadeias de acidos graxos que fregiientemente possuem de 14 a 18
carbonos e podem ser saturadas ou insaturadas. As cadeias completamente

saturadas podem adquirir diversas conformagdes devido a liberdade de
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rotagio das ligagdes simples. Esta liberdade de rotagdo € restringida para o
caso de cadeias insaturadas sendo a conformagéo trans raramente encontrada
entre os lipidios naturais. Estas caracteristicas estruturais dos lipidios
conferem aos lipossomas diferencas nos pardmetros fisicos tais como
estabilidade, permeabilidade da bicamada e temperatura de transigdo de fases
(Lasic, 1993).

As cadeias de hidrocarbonetos podem estar ligadas diretamente a
cabe¢a hidrofilica como no caso dos lipidios polares de cadeia unica ou
ligados a uma molécula de glicerol ou esfingosina que atuam como uma
espécie de espinha dorsal para os lipidios de uma ou duas cadeias. Os lipidios
de cadeia dupla encontrados na natureza podem ser classificados em quatro
principais categorias, segundo os grupos de cabega polar (fosfato ou
glicosideos) ¢ componente de ligagdo entre a cabega e a cauda (glicerol ou
esfingosina). Assim tem-se os esfingoglicolipidios, esfingofosfolipidios,
gliceroglicolipidios e os glicerofosfolipidios. Os glicerofosfolipidios, mais
comumente chamados de fosfolipidios, sdo os mais amplamente usados na

preparagdo de lipossomas (Lasic, 1993).

Na Figura 2 ¢ apresentada a estrutura da molécula de fosfolipidio onde
R1 e R2 sdo 4cidos graxos, saturados ou nfo, enquanto o grupamento R3
distingue os diversos fosfolipidios, como por exemplo fosfatidil colina
(-CH,CH,N'(CHsz);), fosfatidil etanolamina (-CH,CH,NH;"), fosfatidil serina
(-CH,CHNH; COOQ) fosfatidil glicerol (-CH,CHOHCH,0H), etc.
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Figura 2 - Estrutura da molécula de fosfolipidio.

A presenga de colesterol na composigdo da membrana lipidica aumenta
sua estabilidade, decresce a mobilidade interna de suas moléculas e reduz a
permeabilidade na bicamada, em temperaturas abaixo da temperatura de
transi¢do (Tc¢), melhorando assim as propriedades da vesicula. Na fase liquido
cristalina, a interag8o do colesterol com as cadeias de hidrocarbonetos flmdos
aumenta a ordem ¢ a densidade de empacotamento dentro da membrana.
Devido a esta interacdo, a presenga de colesterol suprime a transi¢fo de fases
¢ a membrana pode existir em uma ampla faixa de temperatura na fase liquida
(Lasic, 1993).

2.3 - Estrutura dos Agregados Anfifilicos

Os lipossomas pertencem a uma classe especial de cristais liquidos,
que sfo assim designados por possuirem caracteristicas tanto do estado
liquido, como fluidez e tendéncia em formar bolhas, quanto do estado sdlido,
como anisotropia mecénica, optica e elétrica. Nos lipossomas, as moléculas de
fosfolipidios agregam-se com diferentes tipos de ordem orientacional e
posicional formando fases, as quais variam principalmente em funcéo do tipo
de molécula, da solubilidade, concentracfo, temperatura ¢ ainda pH e forga

i6nica para o caso de anfifilicos i6nicos (Lasic, 1993).
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A agregacdo das moléculas anfifilicas comeg¢a a partir de uma
concentragdo micelar critica (CMC) que é definida como a concentragdo
minima necessaria para formar um agregado. Na CMC os mondmeros € os
agregados se encontram em equilibrio. Com o aumento da concentragio de
moléculas anfifilicas ha a formagdo de agregados nas formas hexagonal,
lamelar, cubica ou de micelas. Os lipidios de cadeia dupla, em geral, ndo
formam micelas devido ao grande volume das suas cadeias, agregando-se
preferencialmente em bicamadas, formando estruturas lamelares (Lasic,
1993). '

Para se predizer a forma do agregado, foi definido o parmetro de
empacotamento P (equagdo 1), que considera a forma do agregado em fungdo
da geometria do mondmero (Israclachvili, 1994). Assim,

Pz;—j (1)

onde v é o volume da molécula, a ¢é a area transversal do grupo da cabega
polar ¢ / é o comprimento das cadeias de hidrocarbonetos. Modelos
geométricos de empacotamento para varios valores de P sfo apresentados na
Figura 3. Para o caso de misturas, o calculo de P deve levar em conta a

contribuigdo de cada fragfo presente.
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Figura 3 - Modelos geométricos de empacotamento (adaptado de Israelachvili,
et al.,1980 e Lasic, 1993).

Com o aumento da temperatura, as cadeias de hidrocarbonetos tendem
a mudar de conformagiio e expandir a sua area ocupada, provocando a
transi¢lo da fase gel, mais ordenada, para a fase de liquido cristalina, menos
ordenada (New, 1990). A temperatura de transigdo (Tc) carécteﬁza a mudanga
de fases. Uma representacdo, do empacotamento da bicamada nas fases gel e

liquido cristalino ¢ apresentada na Figura 4.
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Figura 4 - Representacdo esquematica do empacotamento da bicamada em
diferentes fases (adaptado de New, 1990).

2.4 - Determinacio do Parimetro de Ordem dos Agregados por

Ressonidncia Paramagnética Eletronica

Os diferentes tipos de estruturas formadas pelas moléculas anfifilicas
possuem graus variados de organizagdio, que sfo caracteristicos de cada
estrutura agregada e portanto podem ser uteis em sua identificagdo. O
parametro de ordem, designado por S, caracteriza o grau de organizagdo de
um agregado e seu valor varia de O (sistemas isotropicos) a 1 (sisiemas
perfeitamente orientados). Em membranas, o grau de organizagdo determina
propriedades importantes tais como fluidez e estabilidade da estrutura. A
determinac¢fo do pardmetro de ordem é portanto, de fundamental importincia
no estudo de interagdes entre lipossomas e tensoativos, para 0 entendimento
dos mecanismos de transformacgfo envolvidos, através da caracterizagdo das

estruturas agregadas formadas (Inoue et al., 1994).



Capitulo I - Revisdo da Literatura 11

A Ressonincia Paramagnética EletrOnica ¢ um dos métodos mais
usados para a determinagdio do pardmetro de ordem de agregados. Os

fundamentos desse método sdo descritos abaixo.

Na maioria dos materiais, os elétrons dos atomos constituintes estdo
emparelhados e o momento magnético resultante € nulo. No entanto, ha certas
substancias na qual os atomos possuem elétrons desemparelhados, os quais
apresentam um momento magneético intrinseco. Na presenca de um campo
externo o alinhamento do vetor de momento magnético produz um aumento

do campo, que caracteriza o fendmeno conhecido como paramagnetismo
(Warren, 1987).

Um elétron desemparelhado pode sofrer ressonincia magnética com
uma frequéncia ressonante na regifio de microondas do espectro
eletromagnético a qual produz transi¢des de estados de spin eletrénico. A
energia correspondente a estas transi¢des é da ordem de grandeza daquela
envolvida em movimentos translacionais, rotacionais e segmentares das
moléculas, o que permite a analise destes movimentos através dos espectros
de ressondncia magnética. Esse fendmeno € usualmente conhecido como
ressondncia paramagnética eletrénica (RPE). Desvios da frequéncia
ressonante causados pelo campo magnético local ocorrem primariamente
devido ao nucleo do atomo de origem, o qual por si sO apresenta
caracteristicas magnéticas. No atomo de nitrogénio a fonte mais comum de
radical livre paramagnético € o nucleo '*N que possui spin nuclear, /=1, e
pode existir em trés estados de spin. Como resultado os elétrons
desemparelhados dos 4tomos, apresentam trés ambientes magnéticos
possiveis, nos quais o campo nuclear atua reforgando, se opondo ou nio

afetando o campo externo Hy Desta forma trés picos de ressondncia sio
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observados na qual a separagdo ¢ independente da intensidade do campo
externo, um fenémeno conhecido como desdobramento hiperfino (Figura 5
(A)). Espectros de RPE sfo geralmente apresentados na forma derivada pois

isto permite a determina¢fo mais precisa dos pardmetros espectrais (Figura 5

T
=

Figura 5: (A) Espectro de absor¢do RPE de um radical livre nitréxido isolado,
mostrando o desdobramento hiperfino devido a interagdo com o dipolo
nuclear "N (/=1). (B) Primeira derivada do espectro de absorgfio,
representando o espectro de um equipamento de detecgdio de RPE (adaptado
de Warren, 1987).

O paramagnetismo natural de materiais bioldgicos é muito baixo, por
isto é comum a introdugfo fisica de marcadores de spin intercalados entre as
moléculas da membrana ou entre as moléculas de tensoativo das micelas. Os
marcadores sdo geralmente compostos contendo radicais livres de nitroxido,
um grupo quimicamente estavel, relativamente ndo-reativo devido a protegdo
dos grupos metila. Na Figura 6 € apresentado o marcador de spin acido 5-
doxil estearico (5-SASL).
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Figura 6. Molécula de marcador de spin acido 5-doxil estearico (5-SASL).

O elétron desemparelhado do grupo nitroxido esta associado ao atomo
de nitrogé€nio, ¢ sua orbita é altamente anisotropica, promovendo uma forte

dependéncia entre a sua orientagdo € o espectro de RPE.

A fungio Hamiltoniana de spin, H, descrevendo a energética das
transi¢Oes de spin, pode ser representada por (Carrington e McLauchlan,
1967):

H=8.H,55+ SA.7 + 8,H,.5,. 1+ Huocs + Heipoler

Cofl

)
onde £, e By sdo os magnétons eletrdnico e nuclear, respectivamente, Zy € 0
fator Zeeman de desdobramento nuclear, $ € o operador de momento angular
de spin do elétron, 7 ¢ o operador de momento angular do spin do nicleo e 4
o tensor de desdobramento hiperfino. Nessa equago o primeiro termo
representa as interagdes eletronicas de Zeeman, o segundo termo as interagles
hiperfinas (entre spin eletrénico e spin nuclear), e o terceiro termo representa
a interagdo entre o spin nuclear e o campo magnético (termo nuclear de
Zeeman), que ¢ desprezivel nas condi¢Bes usuais de uso de marcador de spins
em RPE (Schreier et al, 1978). Os termos Hioss ¢ Hépolr referem-se as
interacGes spin eletronico - spin eletrénico intermoleculares, que ocorrem em
altas concentragdes de radicais ou poliradicais respectivamente, que neste

caso sdo despreziveis pois os marcadores de spin sdo incorporados em baixa
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concentragio em membranas (1 - 2 mol%). Quando as interagbes Hioca ¢
Hupolr estdo ausentes o espectro resultante mostra trés transigdes possiveis

separadas pela constante de desdobramento hiperfino (1)

O desdobramento hiperfino, 4, € o fator £ do elétron sfo propriedades
tensoriais e, portanto, anisotroépicas, dependentes da orientagdo da amostra em
relagdo ao campo H,. Assim, os espectros de RPE dependem da orientagfio
dos eixos principais da molécula em relagfo ao campo magnético externo.
Pode-se estabelecer coordenadas cartesianas onde a diregdo x € paralela a
ligagio N-O, a diregdo y € perpendicular 4 ligagdo N-O e se estende no plano
da estrutura do anel, e a direg@io z é perpendicular a estrutura do anel (vide
Figura 7). Esse sistema coincide com a diregio dos principais componentes
dos tensores £ ¢ 4 (Exx, Eyy, 8zz e Axx, Ayy ¢ Azz)(Wertz e Bolton,
1972). Para a maioria dos radicais nitroxidos, os valores de £ e 4 variam em
torno de : xx =~ 2,0009, Eyy =~ 2,006, 22z = 2,002; Zxx~ Ayy=6Ge Lzz~
32G (Griffith et al., 1965; Schreier et al., 1978). O marcador de spin, ao ser
intercalado na bicamada, orienta-se perfeitamente. Os marcadores do tipo 5-

SASL orientam-se com o eixo z aproximadamente paralelo a normal da

bicamada.

Hy

HaC
, \
R—

/

\ el
R——¢

\

s

H3C
(A)

Figura 7. Estrutura do radical nitréxido (A). Sistema de coordenadas
atribuidas ao radical nitréxido (B).



Capitulo II - Revisdo da Literatura 15

O parimetro de ordem em membranas, tem como base de célculo a

anisotropia dos fatores £ ¢ 4 e ¢ definido pela equagio 3 (Jost et al., 1971):

S= —;—(cosy +cos’ v) 3)

onde v € o dngulo do cone dentro do qual o eixo longo molecular executa um
caminho aleatorio. O pardmetro de ordem, reflete a amplitude angular do
movimento anisotrépico da molécula pois ¢ uma medida da orientagdo da
molécula em relagfo ao eixo diretor (normal a bicamada). O seu valor varia de

0 (sistemas isotropicos) até 1 (sistemas perfeitamente orientados).

O parametro de ordem, pode ser experimentalmente determinado para
marcadores cujo eixo longo molecular coincide com a dire¢do do componente

principal do tensor hiperfino A4 zz pela equago:

o A//-AL
Azz — (Axx+ Ayy) /2

4)

onde A//, e AL referem-se aos desdobramentos hiperfinos correspondentes aos
marcadores orientados com seus eixos longos moleculares dispostos de forma
paralela e perpendicular, em relagfo ao campo magnético. Considerando-se
uma simetria cilindrica ao redor do eixo longo molecular, esses valores
representam as médias do movimento em relagdo a este eixo. Nestes casos
onde o eixo z € paralelo ao eixo longo molecular o espectro apresenta
extremos internos e extremos externos que podem ser usados para a

determinacgdo de A// e AL (Hubbel ¢ McConnell, 1971). A Figura 8 mostra as

medidas dos extremos internos e externos (24// e 24.1), no espectro do
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marcador 5-SASL em micelas de tensoativo Ci,Es usados para o calculo de S
segundo a equagdo 4. Quando a ordem do ambiente no qual o marcador esta
inserido € pequena, os extremos intermos nfo sdo resolvidos € o pardmetro de
ordem ndo pode ser determinado diretamente. O pardmetro 24// é definido
como a amplitude do campo magnético entre os dois picos que aparecem do
movimento altamente anisotrépico do marcador de spin. Esse pardmetro ¢
aproximadamente proporcional ao pardmetro de ordem S, de acordo com a
equagdo 4, e € usado como uma medida convencional para avaliagio da ordem
do meio na qual o marcador esta imerso. Quanto maior o valor de 24// maior €

a ordem da membrana, ¢ conseqiientemente menor € a fluidez do meio (Inoue
et al., 1994 a).

j\ 5-SASL em CE;

Figura 8. Espectro do marcador 5-SASL em micelas de tensoativo CiyEs,
indicando a medida dos extremos externos e internos (24// ¢ 24.1).

2.5 - Preparacio de Lipossomas

Existem diversos métodos de preparagdo de lipossomas, os quais

produzem vesiculas com caracteristicas especificas adequadas as diferentes
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aplicagdes (Lasic, 1993). De uma maneira geral, os lipossomas sfo formados
mediante a introdugdo dos lipidios em meio aguoso, ¢ adigdo de energia ao
sistema. Para que a hidratagdio seja eficiente € necessario aumentar a area
superficial ocupada pelos lipidios. Isto pode ser feito através da obtengédo de
um filme seco de lipidios, pela dissolugéio ¢ evaporagio de solvente orgénico,
por liofilizago dos lipidios, ou ainda pela obtengdo de pé fino de lipidios
obtidos por pulverizagdo por atomizagdo de suas solugdes em solventes
organicos. Uma outra altemnativa para introduzir os lipidios em ambiente
aquoso, € fazé-lo diretamente de uma fase orgénica através de emulsificagfio,
injeglo, didlise do solvente e extragdo, que dependem da miscibilidade do

solvente orginico em agua.

As vesiculas preparadas assim sdo multilamelares ‘e heterogéneas. A
transformagdo em vesiculas unilamelares e aproximadamente homogéneas em
tamanho, € feita por via mecdnica, eletrostatica ou quimica. Dentre os
tratamentos mecédnicos estdo a extrusdo, prensa francesa, microfluidizagio e
sonica¢fo. O método da extrusfo € baseado em forgar a dispersdo de vesiculas
muitilamelares através de filtros com didmetro de poros bem definidos sob
pressdo, exercida por um gas inerte. As células de extrusdo podem ser
encamisadas para extrusio a temperatura confrolada e usadas com
membranas de diferentes didmetros e tamanho de poros comercialmente
disponiveis. Dentre as vantagens de se usar a extrusfo estdio a auséncia de
solventes orgénicos ou detergentes, as altas concentragbes de lipidios que
podem ser empregadas, alta eficiéncia de encapsulamento que pode ser
alcancada, facilidade e rapidez de preparacdo, ¢ a obtengfio de vesiculas com
distribui¢do de tamanho homogéneas a partir de dez extrusées e com boa
reprodutibilidade (Hope et al., 1985). A unilamelaridade e eficiéncia de

encapsulamento podem ser significativamente aumentadas por sucessivas



Capitulo II - Revisdo da Literatura 18

etapas de congelamento e descongelamento das vesiculas multilamelares antes
da extrusfo, que também tem a funcdo de homogeneizar o conteudo interno
dos lipossomas (Mayer et al.; 1985, 1986). No entanto, Hope e colaboradores
(1985), concluiram que a grande maioria das vesiculas produzidas por
repetidas extrusdes de vesiculas multilamelares grandes através de membranas
com didmetro de poro de 100 nm na auséncia de congelamento/

descongelamento sdo unilamelares e portanto podem ser obtidas diretamente.

2.6 - Estabilidade de Lipossomas em Fluidos Biolégicos

Lipossomas usados na administragdo controlada de medicamentos
interagem com o0s Vvarios componentes presentes nos fluidos biologicos,
principalmente com proteinas. Estas intera¢des podem ser do tipo carga-carga
e/ou hidrofobicas, que levam a adesdo ou adsor¢fo das proteinas na superficie
das vesiculas (Lasic, 1993). A adsor¢do juntamente com a troca de lipidios
principalmente com lipoproteinas de alta densidade pode resultar na perda do
material encapsulado, e também na desintegrago dos lipossomas (Woodle e
Lasic, 1992).

Quando os lipossomas entram no fluxo sangiineo hé
predominantemente duas interagdes: com as lipoproteinas do sangue e com as
opsoninas, proteinas cuja fungdo ¢ a de acionar os macréfagos do sistema
mmunoldgico (Woodle e Lasic, 1992). Diversos fatores tais como densidade de
empacotamento da bicamada, hidrofilicidade e rede de cargas na superficie,
bem como a propria proteina influenciam na interagio entre as
macromoléculas derivadas do plasma e as vesiculas (Blume e Ceve, 1993). A
interagdo com lipoproteinas envolve a troca de lipidios e conseqiientemente a

desintegragdo dos lipossomas enquanto a adsor¢do das opsoninas, produz
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intercalagdio ou ligagdo eletrostatica de macromoléculas marcadoras tais como
imunoglobulinas, na superficie dos lipossomas, os quais ligando-se a
receptores situados nos macrofagos produzem a eliminago dos lipossomas da

corrente sangiiinea.

A ongem molecular da troca de lipidios e penetfaqﬁo na bicamada
depende do estado fisico dos lipossomas. A presenga de impurezas,
surfatantes de cadeia simples, defeitos estruturais e alto raio de curvatura
facilitam a desestruturagio da bicamada. A adi¢do de colesterol em
concentragdes na faixa de 30 a 50% elimina a transi¢do de fases, aumenta a
fluidez e a estabilidade dos lipossomas (Woodle e Lasic, 1992; Lasic, 1993).
No entanto a presenga de colesterol na bicamada lipidica pode interferir
significativamente na incorporagio de grandes quantidades de drogas
lipofilicas dentro da bicamada. Isto ocorre devido a competigdo entre as
moléculas liposoliveis e colesterol pelo posicionamento no interior da
membrana hidrofobica (Blume e Ceve, 1993).

Os macrofagos sdo células especializadas que representam os
principais componentes do sistema imunologico dos seres vivos. Sua fungio
mais simples ¢ a de capturar particulas estranhas presentes na circulagio
sanguinea através do reconhecimento por meio de ligantes seletivos contidos
em sua superficie. Células deste tipo sfo comumente referidas como
componentes do sistema reticuloendotelial (SRE), e existem nas membranas
receptoras do plasma no figado, bago, intestino, pulmiio, pele ou podem

circular no sangue como mondcitos (Lasic, 1993).

As interagdes de lipossomas com as células ocorrem por troca de

lipidios ou proteinas com as membranas celulares, por adsorg¢dio ou ligacdo
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com as células, por endocitose ou fagocitose e por fusdio com as membranas
celulares (Lasic, 1993).

Estas considera¢Ges mostram que o sistema imunoldgico € alvo passivo
e que os lipossomas podem ser excelentes veiculos de compostos terapéuticos
para doengas associadas ao SRE. O direcionamento para outros o6rgdos ou
alvos ativos € feito através da modificag3o da superficie dos lipossomas com
compostos que impedem a adsorcdo de macromoléculas e do reconhecimento

molecular através da ligagdo de anticorpos na superficie das vesiculas.

2.7 - Modifica¢ées na Superficie de Lipossomas

As pnmetras abordagens para a modificagio da superficie de
lipossomas para aumentar a sua estabilidade, foram feitas por métodos de
recobrimento. Lipossomas foram cobertos através de ligagdes covalentes, com
produtos naturais tais como proteinas, polissacarideos e polimeros anfipaticos
(Woodle e Lasic,1992; Lasic, 1993). Apesar da protegdo da superficie
proporcionada por estes materiais, os lipossomas nfo apresentaram
melhoramentos com relaglo a estabilidade biologica e tiveram a sua
estabilidade fisica diminuida, o que ndo atendia ds necessidades do seu uso
para a liberagdo controlada de medicamentos (Lasic, 1993). Métodos
envolvendo a co-mistura de moléculas anfipaticas com grupos especiais de
cabeca polar tais como as de gangliosidios ou fosfatidil inositol hidrogenado
de soja (HSPI), presentes a baixas razdes molares na bicamada lipidica,
representaram  uma evolugdo em termos de estabilidade biologica.
Particularmente, o uso do monossianogangliosidio GM1, produziu lipossomas
capazes de permanecer por um tempo mais prolongado na corrente sanguinea
(Allen et al., 1985; 1987, 1989; Gabizon e Papahadjopoulos, 1992). Uma
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limitagdio especifica para o uso do gangliosidio GM1 ¢ principalmente o seu
custo. Na forma natural, ¢ extraido em pequenas quantidades da massa
cinzenta do cérebro, enquanto que a sua sintese ¢ feita em varias etapas, com
baixo rendimento. No caso do HSPI este lipidio tem uma solubilidade
reduzida em diversos solventes dificultando a formagfo de lipossomas
uniformes (Wodlle et al., 1992 a).

A alternativa mais bem sucedida até agora para melhorar a estabilidade
biolégica de lipossomas in vive é a modificagdo da superficie das vesiculas
com polietilenoglicol, PEG. Uma das vantagens da utthzagfo de PEG é o seu
baixo custo comparado ao GM1 e o fato de que seus derivados fosfolipidicos
podem ser preparados facilmente com eclevado grau de pureza, e bons
rendimentos. Trabalhos recentes mostram que o uso de PEG melhora
sensivelmente a estabilidade de lipossomas no sangue (Allen et al., 1991,
Papahadjopoulos et al., 1991; Klibanov et al., 1990; 1991; Litzinger e Huang,
1992; Blume e Cevc, 1990; 1992). A presenca de PEG na superficie das
vesiculas tem grande influéncia em sua distribuigdio nos tecidos, bem como
um aumento na eficacia farmacologica de drogas antitumorais. Este efeito €
muito superior comparado ao dos lipossomas convencionais, prolongando o
tempo de circulagdo em mais de cinco vezes, reduzindo a captura em tecidos
de orgdos tais como o figado e o bago ¢ um correspondente aumento de
acamulo ao redor de tumores implantados (Papahadjopoulos et al., 1991). O
prolongamento da permanéncia na circulagdo dos lipossomas modificados
com PEG s6 ¢ efetivamente observado para vesiculas de didmetros inferiores
a 200 nm (Klibanov, 1991) tendo como valor 6timo 100 nm (Lasic, 1993).
Woodle ¢ Lasic (1992) abordaram em publicagio o estado da arte dos

lipossomas com a superficie modificada com PEG.
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Woodle e colaboradores (1992 a) ao estudarem a influéncia do
comprimento da cadeia de PEG verificaram que para vesiculas contendo 5 %
de PEG na superficie € necessario um peso molecular minimo de 750 daltons,
para que haja uma mator permanéncia dos lipossomas na circulagio sanguinea
¢ diminuigdo de captura pelo sistema reticuloendotelial. Os melhores
resultados foram obtidos com PEG de peso molecular 2000 Da, nio sendo
observadas diferengas significativas com o aumento da cadeia de PEG para
5000 Da.

A estabilidade in vivo dos lipossomas derivatizados com PEG ¢é
independente da presenga de colesterol, grau de saturagfo e carga dos lipidios,
bem como a sua farmacocinética € independente da dose inicial aplicada, o
que nfo ocorre para lipossomas convencionais que demonstram estreita
dependéncia de captura pelo sistema mononuclear em func¢do da dose lipidica

ou presenga de colesterol (Woodle et al., 1992 a; Blume e Cevc 1993).

De fato, a versatilidade obtida com essas novas formulagdes tem
mostrado beneficios terapéuticos substanciais, e com isso as aplicagdes
médicas dos lipossomas contendo PEG tém se tornado importantes. A
despeito dos varios estudos, os mecanismos responséveis pela estabilizagio
desses lipossomas nfo estdo ainda totalmente explicados. O potencial para a
estabilizagdo estérica de coldides através da protegdo com PEG foi proposto
como a origem molecular da estabilidade de lipossomas em plasma. Nesse
contexto, a estabilizag@o resulta da concentragfio local de grupos altamente
hidratados na superficie das vesiculas, que estericamente inibem as interagdes
eletrostaticas e hidrofobicas de componentes do plasma (Figura 9) (Lasic,
1991; 1993). Algumas evidéncias desse efeito foram obtidas através de
medidas do potencial de superficie e mobilidade eletroforética (Woodle et al.,
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1992 b), e das forgas de repulsdo na bicamada (Needham et al., 1992),
indicando que as cadeias de PEG acomodam-se em conformagdo estendida

sobre a superficie das vesiculas.

Figura 9. Representago esquematica da interagio de lipossomas convencional
e Stealth com lipoproteinas e opsoninas (adaptado de Lasic, 1993).

Blume e¢ Cevc (1993) observaram que nem a hidrofilicidade da
superficie das vesiculas de lipidio nem o empacotamento compacto das cadeias
de hidrocarbonetos sfio suficientes para prolongar o tempo de circulagdo dos
lipossomas “in vivo”. A presenga de grupos que apresentam mobilidade
significativa na superficie das vesiculas, impedem a adsor¢do prolongada
devido a permanente ruptura das ligagdes proteina lipidio pelas excitagdes
térmicas da superficie. Portanto mobilidade, tamanho e concentracio dos
grupamentos ligados & superficie das vesiculas, sfio de fundamental
importincia para a prevengfio da adsor¢iio de macromoléculas na superficie da

bicamada.

Uma caracteristica importante do PEG € que, quando utilizado na forma
livre, este composto atua como agente fusogénico. A adigfio de concentragGes
relativamente baixas de PEG (P.M. 1000 e 6000} a solug¢Ges inicialmente

claras de lipossomas sonicados produz um consideravel aumento
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na turbidez da solugfio. Analises por microscopia eletrénica destas solugdes
revelaram que o PEG induz primeiro uma agregagdo e posteriormente uma
aparente fusfo das vesiculas, levando a formagio de estruturas multilamelares
grandes (Gofii e Alonso, 1986).

2.8 - Estabilidade de Lipossomas em Presenca de Tensoativos

Tensoativos ou surfatantes sdo substincias com atividade de superficie
que possuem uma porgdo apolar de hidrocarbonetos ligados a um grupamento
polar ou idnico, formando tensoativos nfo-idnicos € iGnicos respectivamente.
O grau de atividade superficial dos tensoativos ¢ resultante dos efeitos destas
porgdes polar (hidrofilica) e apolar (hidrofobica). A hidrofilicidade pode ser
quantificada através do pardmetro HLB da molécula e para tensoativos da

série CxEy ¢ calculado pela seguinte equacio de defini¢8o (Schick, 1987):

0 .
HILB = /651‘ _ 20 mH (5)
5 mH + ml

onde %Ey é a porcentagem do peso molecular da porgdio hidrofilica
(polioxietileno), mH ¢ a massa molecular da porgéo hidrofilica da molécula de
tensoativo € mL a massa da porgdo lipofilica da molécula de tensoativo. O
valor do HLB classico de surfatantes nio idnicos baseado na estrutura
molecular original ndo leva em conta diversos fatores que afetam o
desempenho do surfatante, tais como o efeito da temperatura e de substancias
presentes no meio (Schick, 1987). De acordo com a equagfio 5, o valor do

HLB varia de zero a vinte, aumentando com a hidrofilicidade do tensoativo.
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Um pardmetro importante de sistemas aguosos de tensoativos ndo
iénicos ¢ especialmente dos polioxietileno, ¢ a temperatura na qual solugdes
micelares quando aquecidas se separam em duas fases, tornando a mistura
turva. Esta temperatura é comumente conhecida como ponto de turvagio
“cloud point”, e possui uma leve dependéncia com a varagdo da
concentragio. Abaixo do ponto de turvagdo o surfatante esta completamente
dissolvido na agua enquanto que acima desse ponto, ha uma redugio de
solubilidade, resultando em um aumento de turbidez da mistura devido a
formacdo de grandes agregados. A solubilidade dos tensoativos do tipo
polioxietilenos € atribuida as pontes de hidrogénic entre os atomos de
hidrogénio do solvente e os atomos de oxigénio do tensoativo, um processo
que pode ser descrito pela Figura 10. A hidratagdo de uma unidade de
oxietileno € um processo exotérmico. Com o aumento da temperatura uma
solugdo de tensoativo recebe energia suficiente para quebrar estas ligagOes
relativamente fracas causando a separagdo em duas fases. Quando isto ocorre
a solucdo se torna turva e a temperatura na qual isto acontece ¢ chamada de

ponto de turvagdo (Schick, 1987).

-CHy-CHp-0-CHy-CHo-

+
H-G

H

Figura 10. Representagdo esquematica das pontes de hidrogénio entre
moléculas de tensoativo e a agua (adaptado de Schick, 1987).

A investigagdo do mecanismo de desestabilizagio dos lipossomas em
presenca de diferentes tensoativos permite a obtengio de informagdes que
podem auxiliar no uso potencial das vesiculas de fosfolipidios na
administragio controlada de medicamentos, uma vez que nestas aplicagdes, as

vesiculas entram em contato com tensoativos naturais que podem agir de
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forma semelhante aos tensoativos sintéticos. A interagdo de lipossomas com
tensoativos € importante também em estudos que envolvem a reconstitui¢io
de membranas protéicas ou preparagio de proteolipossomas. A reconstitui¢io
¢ um processo de incorporagdo de proteinas em uma bicamada lipidica para

estudar a sua fun¢éo nas membranas celulares.

Viarios grupos de pesquisadores empregando as técnicas de medidas de
turbidez de solugdes (Urbaneja et al., 1988; Edwards et al., 1989; Alonso et
al., 1987; 1992; Edwards ¢ Almgren, 1990; 1991; 1992; Lash et al., 1990;
Gofit ¢ Alonso, 1986), de espalhamento quase-elastico de luz e liberagio de
agentes fluorescentes encapsulados (Maza et al., 1991; 1992 a, b; 1993,
1994), e de ressonancia paramagnética eletrénica (Inoue et al., 1994 a, b)

estudaram as interagdes entre tensoativos e lipossomas.

De uma maneira geral, os perfis de estabilidade de lipossomas
sonicados em presenca de tensoativos ndo-idnicos, determinados através de
medidas da variacdo da turbidez das solugdes, possuem a forma mostrada na
Figura 11. Esse modelo tem sido observado para varias combinagdes de
lipidios e surfatantes (Santana, 1993; Edwards e Almgren, 1990; 1991; 1992,
Lichtenberg, 1985; Lichtenberg et al., 1983; Urbaneja et al., 1988).
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Figura 11 - Perfil de estabilidade de lipossomas convencionais

(DSPC:DMPE:COL / 33:20:47 mol%, 1mM) sonicados em fun¢fio da
concentragdo de tensoativo C;,E; (Santana, 1993).

O efeito da concentragdo de tensoativo sobre a absorbancia das
solugBes € caracterizado pela presenca de 3 regides distintas. A primeira, na
qual o tamanho das vesiculas permanece aproximadamente igual ao inicial, ¢
marcada pela pequena variagdo da absorbancia das solugbes. A segunda,
representativa do inicio da desestabilizagdo, ¢ caracterizada pelo crescimento,
seguido de fusdo, e prolonga-se até a completa solubilizagfio das vesiculas
com a formagfo de micelas na regido 3 (Edwards ¢ Almgren, 1990; 1992;
Lichtenberg, 1985; Lichtenberg et al., 1983).

Urbaneja e colaboradores (1988) observaram que na interagdo de
lipossomas sonicados com o tensoativo Triton X-100, o inicio do crescimento
das vesiculas e da liberagdo do marcador encapsulado (glicose) ocorrem

concomitantemente, indicando que as vesiculas sdo abertas no processo de
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crescimento ¢ que com o aumento da concentragdo de tensoativo hd o
aparecimento de vesiculas multilamelares antes da completa solubilizaglo. A
estabilidade das vesiculas de lecitina mostrou-se fortemente influenciada pelo
tamanho do grupo polar do tensoativo (Edwards e¢ Almgren, 1990; 1991;
Alonso et al, 1987). Estudos cinéticos sobre as interagbes de lipossomas
constituidos de fosfatidilcolina com Triton X-100 mostraram que a mudanga
de turbidez das solugdes ocorre em duas etapas: a primeira muito rapida,
associada com a incorporagdo do tensoativo na bicamada, e a segunda etapa
muito mais lenta, envolvendo a fusSo das vesiculas (Edwards e Almgren,
1990; Alonso et al., 1987). A etapa de fusdo ocorre apenas para concentragdes

de tensoativo acima da concentra¢do micelar critica.

Edwards e Almgren (1992) usando a técnica de medida de turbidez de
solugSes analisaram a estabilidade de vesiculas compostas de fosfatidil colina
em presenga de tensoativos da série CxEy. Verificaram que, com o aumento
da cabeca polar de Es para Eg na molécula de tensoativo, ha um deslocamento
do ponto de maxima turbidez para menores porcentagens de tensoativo, bem
como um aumento na permeabilidade da bicamada. Este efeito ¢ atribuido ao
fato de que para menores grupamentos polares, mais moléculas de surfatante
devem ser adicionados antes que as micelas mistas se formem. Para vesiculas
sonicadas de PC em concentragbes 1,2 mM em presenga dos tensoativos
Ci,Es, Ci2Es € Ci2Es a temperatura de 20 °C o maior aumento de turbidez foi
observado a 82% de C;Es, em segundo a 70% de Ci;Es € a 40% de Cy,Es.
Portanto com o aumento da cabega polar o ponto de méxima absorbincia
ocorre a menores porcentagens de tensoativo, mas no entanto menores

crescimentos de vesiculas sdo observados.
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Apesar das vérias caracteriza¢Oes das interagdes entre lipossomas e
tensoativos em solugfo, o mecanismo molecular de solubilizagdo das
vesiculas em tensoativos nfo-idnicos ainda ndo pode ser generalizado.
Evidéncias mostram que a geometria, a fragfio e posi¢cdo das porgdes
hidrofilica e hidrofoébica na molécula de tensoativos sdo parmetros

importantes na estabilidade de lipossomas (Lash et al., 1990).

Maza ¢ colaboradores (1991; 1992a; 1992b; 1993; 1994) estudaram as
mudangas de permeabilidade de vesiculas de fosfolipidios causadas por
tensoativos. Os autores definiram um coeficiente de parti¢io, como a razdo
entre a quantidade de tensoativo presente na bicamada e em solugfo, e
determinaram a permeabilidade da membrana através da liberagdo de
carboxifluoresceina encapsulada nos lipossomas. Foi observada uma boa
correlagdo entre o coeficiente de particio e a habilidade de diferentes
tensoativos para modificar a permeabilidade dos lipossomas. Os resultados
sugerem que interagdes hidrofobicas sdo as principais for¢as envolvidas na
alteragdo da permeabilidade das bicamadas lipidicas, embora as forgas
eletrostaticas tenham um papel importante na modificagdo desse pardmetro.
Para tensoativos nfo i6nicos, as mudangas de permeabilidade mostraram uma
forte correlagio com o HLB dos tensoativos. Uma regifio de maxima mudanga
da permeabilidade foi observada quando o HLB da série octilfenol

polietoxilato situou-se proximo & 13,7.

Goiit ¢ Alonso (1986) observaram que a adigio de quantidades
crescentes de tensoativos tais como Triton X-100, dodecilsulfato de sodio e
octilglucosideo em lipossomas multilamelares de fosfatidil colina provoca
uma reducdo da turbidez das solugdes que € geralmente intérpretada como um

decréscimo no numero destas vesiculas multilamelares pela agdo destes
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tensoativos. A situagio € completamente diferente quando preparagdes de
lipossomas sonicados sfo tratados com estes tensoativos. A turbidez da
solugdo aumenta e alcanga um maximo (na razdo equmolar de
surfatante/fosfolipidio para o Triton X-100). Atribui-se este aumento de
turbidez na solugéo de lipossomas a provavel agregagéo de vesiculas, fusfo ou
aumento do tamanho devido & reorganizagdo dos lipidios em estruturas
maiores. Apos este ponto maximo, ha um rapido decréscimo de turbidez, até a
solugdo se tornar opticamente transparente. Neste estudo, para todos os
tensoativos e lipidios utilizados, os autores observaram o crescimento das
vesiculas apenas quando estas eram misturadas com os anfifilicos a

temperaturas acima da Tc do lipidio puro.

A estabilidade de lipossomas sonicados contendo PEG em presenga de
tensoativos foi estudada por Santana (1993) e usada como parimetro de
caracterizagdo da integridade da bicamada lipidica de lipossomas
encapsulando compostos de boro (Moraes, 1996). Os perfis obtidos por
medidas de turbidez das solugGes mostram um decréscimo de absorbancia a
concentracdes menores que 25% de Ci;Es e que a presenga de PEG nas
vesiculas aumenta a sua estabilidade em relagdo aos lipossomas convencionais
(vide Figura 12). A estabilidade aumenta com o aumento da concentragdo de
PEG na superficie das vesiculas como pode ser observado pelo menor

crescimento das vesiculas com o aumento da porcentagem de PEG.
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Figura 12. Perfil de estabilidade de lipossomas sonicados convencionais e
com PEGy em fungdo da porcentagem de C;,Es (adaptado de Santana,
1993).

Inoue e colaboradores (1994 a,b) utilizaram técnicas de fluorescéncia e
marcador de spin (RPE) para obtencdo de informagdes mais detalhadas dos
agregados moleculares formados entre vesiculas de fosfatidilcolina e
surfatantes ndo-idnicos do tipo polioxietileno (CxEy). Estes autores
demonstraram que para quantidades relativamente baixas do tensoativo CoE,
componentes da bicamada lipidica foram parcialmente retidos dentro das
micelas mistas. O espectro de RPE sugeriu também que os grandes agregados
sdo compostos de fragmentos lamelares resultantes da destruicdo das
vesiculas. No ambiente interno dos grandes agregados ¢ mantida a estrutura da
bicamada lipidica enquanto que o ambiente interno das micelas mistas é
semielhante ao das micelas puras. Propuseram entdo um mecanismo provavel
para a transformagid induzida pela terﬁﬁeratura entre as micelas mistas e

, _ b N " ;.-
vesiculag, o qual baseou-se nas mesitids caricteristicas observadas nas
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misturas aquosas de POE/PC: Os surfatantes adicionados as preparagdes de
lipossomas sdio intercalados a membrana da vesicula. A altas temperaturas,
onde as membranas da vesicula estio em um estado liquido cristalino, as
moléculas de surfatante encontram-se misturadas mais aleatoriamente com as
moléculas de lipidio, e desta forma a membrana da vesicula pode acomodar
uma quantidade relativamente maior de moléculas de surfatante. Quando a
concentragdo de surfatantes excede um nivel de satura¢do, a membrana é
quebrada para produzir varios fragmentos lamelares os quais por sua vez

formam grandes agregados com distribuigio ampla de tamanho.

A quantidade de tensoativo que uma bicamada de fosfolipidio pode
acomodar depende do empacotamento das moléculas de fosfolipidios dentro
da bicamada, da natureza do tensoativo e das suas interagles com o
fosfolipidio dentro da bicamada (Lichtenberg et al., 1983).

Uma modelagem matematica da mecanica e estabilidade de lipossomas
em presenga de surfatantes foi feita por Pamplona ¢ Santana (1996), que
efetuaram uma analise da primeira regifio do perfil de estabilidade das
vesiculas. A estabilidade foi equacionada e calculada através da andlise da
fungdo energia potencial total. A Figura 13 mostra o perfil das configuragdes
de equilibrio, que corresponde aos pontos nas curvas de energia com
tangentes horizontais, ou seja, pontos onde a curva de energia tem um

maximo, minimo ou inflexdo horizontal.

O minimo das curvas corresponde a configuragdes de equilibrio
estavel, o maximo corresponde a configuragdes de equilibrio instavel e os
pontos de inflexdo correspondem a configuragdes de equilibrio neutro. Para

pressio osmoética adimencional (p*) pertencente ao intervalo 0<p*<p' o
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lipossoma ¢ sempre estavel. Dois estados de equilibrio sdo posssiveis: a
posi¢io estavel com R* aproximadamente igual a 1, e a estabilidade neutra a
R* igual a 2, onde R* € o raio corrente da vesicula (R) dividido pelo raio
inicial (Ro). Para p'<p*<p®, ha trés estados de equilibrio, dois estaveis ¢ um
instavel. O sistem tem também que superar a barreira de energia para ser
capaz de se deslocar do primeiro para o segundo estado estavel. Para sistemas
que exibem modificagdes bruscas de morfologia “snap-through buckling”, é
possivel determinar uma carga de energia de protegiio da bicamada, p”™. Na
Figura 13, p™ é muito proximo do ponto p', como ¢ de se esperar pela teoria

da morfologia das cascas (Pamplona e Santana 1996).

Pressure(surfactant),p*
6 T T y

1 2 3 4

10

5 6 7
Radius/Ro{initlaf}

Figura 13. Perfil das configuragdes de equilibrio na forma esférica (Pamplona
e Santana, 1996). -
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3.0 - MATERIAL E METODOS

O material usado neste trabalho, incluiu em linhas gerais os reagentes
para a denvatizagdo do fosfolipidio DMPE com PEG, outros lipidios,
tensoativos e solugdo tampdo. Abaixo encontra-se a especificagdo desse
material, obtido da Sigma, St. Louis MO EUA,; Aldrich Chemical Company,
Inc. Milwaukee WI EUA; Avanti Polar Lipids, Inc. Alabaster AL e Analar -
Merse Campinas SP Brasil:

. Dimiristoil fosfatidil etanolamina (DMPE), P.M. 635.,9 g/mol
(Sigma).

. Distearoil fosfatidil colina (DSPC), P.M.790,2 (Sigma).

. Colesterol (COL) P.M. 402,7 (Sigma).

. Polietilenoglicol metil éter (PEG) P.M. 750, 2000 e 5000

. 1,1-Carbonil diimidazol (CD), P.M. 162 (Sigma).

o Trietilamina (TEA), P.M. 101,19 (Analar).

. Dimuristoil fosfatidil etanolamina - Polietilenoglicol 750
(DMPE-PEG1s0), P.M. 1385,9 (Avanti).

) Dimiristoil fosfatidil etanolamina - Polietilenoglicol 2000
(DMPE-PEGaqq), P.M. 2635,86 (Avanti).

) Dinuristoil fosfatidil etanolamina - Polietilenoglicol 5000
(DMPE-PEGso00), P.M. 5635,86 (Avanti).

. N-[2-Hidroxietil]piperazina-N’-[2- 4cido etanosulfonico]
(CgH;sN,O4S, HEPES), P.M. 238,3 (Sigma).

. Acido 5-doxil estearico (5-SASL) (Sigma).
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Tensoativos da série CxEy (CH3(CHy)x.1(OC,H,)yOH) (Sigma):
. Polioxietileno 5 Lauril Eter (Cy2Es), P.M. 406,6.

. Polioxietileno 8 Lauril Eter (C2Es), P.M. 538,8.

. Polioxietileno 8 Miristil Eter (C14Es), P.M. 566,8.

. Polioxietileno 8 Palmitil Eter (C16Es), P.M. 594.9.

3.1 - Sintese do DMPE-PEG

A sintese dos lipidios derivatizados com PEG foi feita a partir da
metodologia da patente americana 5.013.556 de 7 de maio de 1991, utilizando
a rota quimica via carbonil diimidazol, CD. Toda a vidraria utilizada foi
lavada com detergente isento de fosfato (solugdo 2% de Extran), para nfo
interferir na quantificagéo dos fosfolipidios através do grupo fosfato, e usada
completamente seca, uma vez que a agua desativa o carbonil diimidazol.
Inicialmente foi sintetizado o lipidico DMPE-PEGyoq0, @0 qual a patente se
refere, e posteriormente por meio de algumas modificagdes nos pardmetros
experimentais da sintese e purificag8o, foram obtidos 0 DMPE-PEGspg €
DMPE-PEG?7so.

Todos os reagentes liquidos foram previamente desidratados por
contato com particulas de peneira molecular com didmetro de poro de 3 A. A
desidratagdo em peneira molecular foi feita com uma concentragdo de
particulas de 0,1 g/ml. Estas peneiras foram previamente ativadas em mufla a
300 °C durante 2 horas e resfriadas em dessecador antes de serem colocadas
em contato com os solventes, sendo necessario o contato -por no minimo 12

horas antes do uso.
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A Figura 14 apresenta a rota catalitica de preparagiio do DMPE-PEG
usando o carbonil diimidazol como agente de ligagdo, e trietilamina como

catalisador.

0
/N 1 N\
CH40{CH2CH0}pH + N N—C—N N
PEG Nzl CD
"\
CH30(CH CHp 0)y—C—N N + NH,—PE
PEG-CD \———/‘““""“ DMPE
(02H5)3Nl
TEA
0

CH40(CH2 CHp 0)y— C— NH—PE
DMPE-PEG

Figura 14. Rota de sintese do DMPE-PEG

Esta preparagdo ¢ dividida em duas etapas: na pnimeira, € feito o
acoplamento do PEG ao CD obtendo-se o composto intermediario carbonil
diimidazol - polietilenoglicol metil éter, PEG-CD. Na segunda etapa, o PEG-
CD ¢ acoplado ao DMPE, através da perda de um dos hidrogénios do grupo
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amina da molécula de DMPE, formando o composto desejado, dimiristoil
fosfatidil etanolamina de polietilenoglicol, designado como DMPE-PEG.

3.1.1 - Primeira Etapa - Formagio do Intermediirio

Inicialmente o polietilenoglicol (PEGage) foi pesado em erlenmeyer
com tampa esmerilhada em quantidade correspondente a 0,5 mmol, purgando-
se em seguida o frasco com nitrogénio para diminuir o contato com o ar
atmosférico, visto que o ar desativa o carbonildiimidazole. No caso do
PEGyso, 2 pesagem foi feita de maneira aproximada, por tratar-se um fluido

viscoso € higroscopico cuja pesagem tem que ser feita rapidamente.

Para a reacfo, dissolveu-se 0 PEG,q00 em benzeno a uma concentracio
de cerca de 100 pmol/ml. Quando necessario, aqueceu-se a 50 °C para uma
dissolugdo mais efetiva, sendo o mesmo procedimento adotado para o PEGysg.
Para o caso de PEGsggo foi necessario um maior volume de benzeno para a

solubilizag8o, resultando em uma solugfo de aproximadamente 80 pmol/ml.

O CD foi pesado em frasco com tampa (0,0445g; 0,275 mmol), e
previamente purgado com nitrogénio para evitar o contato com o ar
atmosférico, pelas razfes acima expostas. Em seguida foi adicionado a
solugdo de PEG em benzeno, e o recipiente contendo a mistura foi em seguida
purgado com nitrogénio procedendo-se 0 aquecimento a 50 °C para completa

solubilizagdo do CD.

Esta mistura, na propor¢do molar de 1,1:1 de PEG:CD, foi em seguida
transferida para microrreatores de vidro de parede grossa, com um volume util

de aproximadamente 1,5 ml por frasco. Os reatores foram purgados com
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nitrogénio e levados a uma placa de aquecimento a 75 °C por 16 horas,
dispostos em um suporte metalico para uniformizar a distribui¢do de calor.
ApOs 12 horas de reagdo, a mistura foi resfriada & temperatura ambiente, e

estocada em refrigerador como solugdo do intermediario PEG-CD,
3.1.2 - Segunda Ktapa - Preparaciio do DMPE-PEG

Na segunda etapa da reagio, transferiu-se a quantidade de
intermediario correspondente a 0,5 mmol para um baldo de fundo redondo de
50 ml acoplado a um evaporador rotatdrio, para a remogéio do solvente. Em
seguida, adicionou-se a quantidade desejada de DMPE, dissolvido
previamente em cloroformio (50 umol/ml), na propor¢do molar de 2:1 de
intermediario e DMPE, respectivamente. O cloroféormio foi removido sob
vacuo em evaporador rotatério, sendo em seguida adicionados 2 ml de
benzeno desidratado e trietilamina (TEA) na propor¢do molar 1:1 de
TEA:DMPE. No caso do PEGspo foi necessario o triplo do volume do
benzeno para a solubilizagio da mistura. A solugdo resultante foi
homogeneizada e transferida para reatores de parede grossa para que fosse

efetuada a segunda etapa da reagio na placa térmica a 95 °C por 6 horas.

Ap6s o tempo de reago, transferiu-se a mistura reacional para um
baldo de fundo redondo e removeu-se o solvente sob vacuo, adicionando-se
em seguida 10 ml de diclorometano. No caso da sintese do DMPE-PEGsoo
foram necessarios 40 ml de diclorometano. A solugfo resultante, contendo o
DMPE-PEG juntamente com o PEG e DMPE que ndo reagiram, foi submetida

ao processo de purificagdo.
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3.2 - Purificagio do DMPE-PEG

A purificagdo do DMPE-PEG foi feita por cromatografia em coluna de
vidro com dimensdes de 51 ¢cm de comprimento ¢ 1,4 cm de didmetro. A
coluna foi empacotada com silica-gel 60 com tamanho de particula de 0,063-
0,200 mm (70-230 mesh ASTM); e inicialmente lavada com diclorometano.

Devido as pequenas dimensdes das particulas de silica, procedeu-se o
empacotamento adicionando-se lentamente a silica na coluna preenchida com
diclorometano para nfo haver a formagio de bolhas ou caminhos preferenciais
na coluna. A coluna foi usada somente doze horas depois, para garantir a boa

qualidade do empacotamento.

Para iniciar a purificagfio, aplicou-se lentamente a solugdo de DMPE-
PEG em diclorometano no topo da coluna, de modo a permitir a formacéo de
uma banda bem definida, ¢ em seguida iniciou-se a passagem das seqiiéncias

de solventes listadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Gradiente de solventes usados na purificagio do DMPE-PEG:u00
(gradiente 1).

Volume Volume % de Volume % de metanol
(ml) dicloro metano com 2% de acido acético
100 100 % 0%

200 95 % 5%
200 90 % 10%
200 85 % 15 %
200 60 % 40 %

No caso do DMPE-PEGsu a purificagdo do produto foi conseguida

modificando-se o gradiente da Tabela 1 no sentido de aumentar a
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hidrofilicidade da solugdo de solventes, pelo aumento da concentragiio de
metanol e acido acético. Essas modificagdes deram origexri aos gradientes 2 €
3 apresentados nas Tabelas 2 e 3, respectivamente. O gradiente 3 produziu a
melhor purificagdo, obtendo-se uma quantidade de lipidio derivatizado

suficiente para a realizacfo dos experimentos subseqiientes.

Tabela 2 - Gradiente de solventes usados na purificagio do DMPE-PEGsg

(gradiente 2).
Volume Volume % de Volume % de metanol
(ml) dicloro metano com 2% de acido acético
100 100 % 0%
200 90 % - 10%
200 88 % 12%
200 80 % 20%
200 60 % 40 %

Tabela 3 - Gradiente de solventes usados na purificagdo do DMPE-PEGsgoo

(gradiente 3).
Volume Volume % de Volume % de metanol
(ml) dicloro metano com 2% de acido acético
100 90 % 10 %
200 88 % 12 %
200 85 % 15 %
200 80 % 20 %
200 60 % 40 %

Com os conhecimentos adquiridos nas mudangas de gradiente para o
DMPE-PEGsgy fez-se uma unica modificagdo no gradiente para o DMPE-
PEGqsp, no sentido de obter uma redugfo mais gradativa da hidrofilicidade da
solu¢do, resultando em uma boa separagio do produto. Na Tabela 4 ¢é

apresentado o gradiente de solventes usado nessa separagéo.
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Tabela 4 - Gradiente de solventes usados na purificagdo do DMPE-PEGys,

{gradiente 4).

Volume Volume % de Volume % de metanol
(ml) dicloro metano com 2% de acido acético
100 100 % 0%

100 97,5 % 2,5%
100 95 % 5%
100 92,5 % 7,5%
100 90 % 10 %
100 88 % 12 %
100 85 % 15%
200 60 % 40 %

Durante a passagem dos solventes pela coluna cromatografica foram
coletadas fragdes eluidas de aproximadamente 50 ml, as quas foram
concentradas em evaporador rotatorio até um volume de aproximadamente 5
ml. As fragbes concentradas foram guardadas em frascos com tampa para
serem analisadas por cromatografia de camada delgada para a identificagio
das fragdes contendo o DMPE-PEG purificado.

As fragdes contendo o DMPE-PEG purificado foram entdo misturadas
em um baldo e levadas ao evaporador rotatorio, onde todo o solvente foi
removido sob vacuo. Adicionou-se 5 ml de benzeno no balfio obtendo-se neste
ponto uma solugdo de DMPE-PEG em benzeno a qual foi posteriormente
liofilizada e estocada. No caso do DMPE-PEGy;s,, 0 produte tem um aspecto
gelatinoso e € higroscopico por isso foi guardado sob a forma de solugfo em

tampédo Hepes, 10 mM pH 7,4 a uma concenfragdo de 5,3 mM.
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3.3 - Caracterizacio do DMPE-PEG

A caracterizagio do DMPE-PEG foi feita através de cromatografia de
camada delgada em fase reversa e através de curvas de tensdo superficial,
comparando-se com as respectivas anélises dos lipidios tomados como padrio,
obtidos da Avanti Polar-Lipids Inc. A comparagdo do DMPE-PEG;s
sintetizado em laboratério com seu padrfo ndo foi possivel, pois este lipidio

ndo se encontra comercialmente disponivel.

3.3.1 - Cromatografia de Camada Delgada

A cromatografia de camada delgada faz uso do fato de que o soluto na
fase liquida orgénica (fase mével) tem diferencas de afinidade pela fase sdlida
hidrofilica (fase estacionaria). Diferentes lipidios percorrem diferentes
distincias com a passagem da fase movel através do gel sélido (New, 1990).
Sua identificagdo ¢ baseada nas diferengas de velocidade com que eles
percorrem a placa, que € expressa em termos da altura relativa alcangada pelo
lipidio, ou seja, a razdio entre a distdncia percorrida pelo fosfolipidio ¢ a

distancia percorrida pela fase movel Rd.

As placas de cromatografia de camada delgada “Thin Layer
Chromatography” (TLC) em fase reversa, usadas neste trabalho, foram
obtidas da Whatman (KC18 silica gel 60 A), no tamanho 10 x 10 cm, com
200 um de espessura da camada.

A eluigdo dos compostos na placa foi feita em cuba de vidro, com uma
solugdio de 8 ml de etanol € 2 ml de 4gua. A cdmara foi inicialmente saturada

através do embebimento de papel de filtro com a referida solugdo, deixando-a
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tampada por 15 munutos. Inicialmente procedeu-se a limpeza da placa, com a
eluigdo somente do solvente até 1 cm do topo da placa. Em seguida a placa foi

retirada e deixada em capela com exaustor ligado por 15 minutos para secar.

As amostras foram aplicadas na base da placa, em posi¢bes
previamente marcadas a lapis, através de micro capilares (0,5; 1; ¢ 2 pl). A
placa foi novamente inserida na cidmara para elui¢do das amostras com os
solventes. Terminada a elui¢fo, a placa foi colocada para secar na capela por
15 minutos, sendo depois borrifada com iodo metalico diluido em alcool

etilico PA para a revelagdo das amostras.

3.3.2 - Medida de Tensiao Superficial ¢ Determinacio da Concentracgio

Micelar Critica

Para a medida das tensGes superficiais, utilizou-se um tensidémetro do
tipo Kriiss K12 e as determinagdes foram feitas pelo método de Wilhelmy ou
método da placa (Schick, 1987). Amostras de 20 ml de volume foram
colocadas em cubeta de vidro de 4,5 cm de didmetro € 2,3 cm de altura a
temperatura ambiente (25 °C). Para garantir o equilibrio da solugfo, cada
amostra permaneceu por 5 minutos em repouso na cubeta, antes de cada
medida. Testes preliminares mostraram que o tempo de repouso de 5 minutos

¢ suficiente para obtengdo de resultados reprodutiveis.

As amostras foram preparadas a partir de uma solugfio-mie com
concentragdo conhecida, da qual foram feitas diluigdes sucessivas até que a
tensfio superficial atingisse o valor de aproximadamente 72 mN/m, que ¢ a
tensdo superficial da solugdio tampédo. Para cada ponto de diluigdo o aparetho

foi ajustado para fazer 10 medidas sucessivas de tensdo superficial,
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fornecendo os valores juntamente com a sua média aritmética. A determinagéo
da CMC foi feita atraves da construcdo de curvas de tensdo superficial média
em fung¢do do logaritimo da concentragio molar do lipidio e foi determinada
graficamente pela intersec¢fio das duas retas tragadas nas regides de baixa e

alta concentragdo de lipidios.

3.4 - Preparacio dos Lipossomas

A preparagdo de lipossomas com diferentes composic¢des foi feita pelo
método da hidratagdo do filme seco de lipidios. A homogeneizacio do
tamanho das vesiculas foi feita por extrusfio em membranas de policarbonato
(Lasic, 1993).

Os lipossomas foram preparados nas composigdes apresentadas na
Tabela 5. A utilizagdo de colesterol ¢ DMPE na composi¢io das vesiculas

teve por objetivo promover um aumento de estabilidade dos lipossomas.

Tabela 5 - Composi¢do dos lipossomas.

Fracéo molar lipidica

Lipidio 3 % molar 6 % molar 9 % molar
Convencional DMPE-PEG DMPE-PEG DMPE-PEG
DSPC 34 34 34 34
DMPE 20 20 20 20
Colesterol 46 43 40 37
DMPE-PEG 0 3 6 9

Os lipidios foram pesados em balanga analitica, na composi¢io
desejada de forma a se obter 10 ml de uma solugdo a 7,5 mM. Em seguida
transferiu-se para um baldo de fundo redondo de 50 mi, no qual adicionou-se

10 ml de uma solugdo de cloroformio/metanol (9:1 v/v) para a solubilizagéo
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dos lipidios. A solugdo foi levada ao evaporador rotatério com apenas a
rotagfo ligada para homogeneizar a mistura por 5 minutos. Nos casos onde se
utilizou DMPE-PEGse, empregou-se 18 ml de uma solugio de
cloroférmio/metanol (9:9 v/v). A solugio foi entdo submetida & evaporagio a
vacuo com o balio imerso em banho termostatizado inicialmente 2a
temperatura ambiente por 15 minutos e depois 4 65 - 70 °C por mais 15
minutos. Desta forma, todo o solvente foi evaporado, havendo a formagdo de
um filme seco de lipidios sobre as paredes do baldo. Na etapa subsegiiente, o
filme foi hidratado com 10 ml de solu¢do tampfo Hepes, 10 mM pH 7,4 por
30 minutos imerso em banho a 65 - 70 °C com o baldo a uma velocidade de
rotacdo de aproximadamente 120 rpm. A agua usada na preparagio da solugdo
tampdo, foi de qualidade Milli-Q, obtida por ultrapurificagdo em equipamento
Milli-Q plus da Millipore. No caso da preparagdo de lipossomas contendo
DMPE-PEG»s,, este lipidio foi inserido sob a forma de solugfo estoque apos a
remog¢do do solvente orginico, no momento inicial da hidratagdo. Como ja
mencionado anteriormente o DMPE-PEGys; apds a sintese foi armazenado
sob a forma de solugfo estoque 5,3 mM dissolvido em solugdo tampio Hepes,
10 mM pH 7,4 pois diferentemente dos outros lipidios derivatizados neste
trabalho o DMPE-PEGys5, ndo teve o aspecto de um pd branco finamente

dividido e sim um aspecto gelatinoso com propriedades higroscopicas.

Por este processo foram obtidas vesiculas multilamelares de varios
didmetros, sendo necessario um tratamento posterior para torna-las
unilamelares e com distribui¢do de tamanhos mais homogénea. As vesiculas
foram deixadas em repouso por 30 minutos para atingirem o equilibrio sendo
em seguida submetidas a extrusdo em membranas de policarbonato com poros
de 100 nm de didmetro.



Capitulo III - Material e Métodos 46

A extrusio foi feita em extrusor de ago inox de 10 ml de volume, com
camisa térmica para circulagdc de 4gua, modelo T.001 da Lipex
Biomembranes Inc. Foram utilizados um disco de drenagem e duas
membranas de policarbonato. O extrusor foi conectado a um redutor/regulador
de pressdo e a um cilindro de nitrogénio, para se trabalhar a presses
constantes. Apds um estudo inicial com duas pressdes diferentes (10 e 20
Kgf/cm?), optou-se por trabalhar a uma pressdo de 10 Kgffem® por produzir
lipossomas estaveis ¢ de tamanho satisfatorio. Foram extrudadas apenas
amostras com volume de 5 ml com 15 passagens pela membrana, a
temperatura de 75 °C, sendo que para cada nova passagem a amostra
permanecia em repouso no extrusor por no minimo 3,5 minutos para que
atingisse o equilibrio térmico. O controle da pressdo de extrusdo foi de
fundamental importéncia para a reprodutibilidade dos resultados. A Figura 15
mostra a representag@o esquematica da célula de extrusdo T.001 da Lipex

Biomembranes Inc.

ALY

|

Figura 15 - Esquema da extrusora destacando: entrada (E) e saida (S) da
amostra; valvulas de entrada de N, (Ve), de conexfo (Vc) e de alivio (Va);
entrada (Eb) e saida (Sb) do banho termostatizado ¢ suporte da membrana
(Su).
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3.5 - Caracterizacio das Vesiculas
3.5.1 - Determinacio do Teor Total de Fosfato

Apés a preparagdo dos lipossomas, a quantidade de fosfolipidios nas
vesiculas foi quantificada através do teor total de fosfato (PO,”) nas amostras.
A maioria dos fosfolipidios utilizados na preparagio de lipossomas possui
apenas um atomo de fosforo por molécula, possibilitando a determinagfo do
teor de fosfolipidios pela quantidade de fosfato. O ensaio baseia-se no método
de Chen et al. (1956) e consiste na oxidag¢do com acido sulfarico (H,SO0;) dos
compostos de carbono (a por¢ao lipidica do fosfolipidio) a carbono elementar,
que ¢ transformado em diéxido de carbono (CO;) pelo peréxido de hidrogénio
(H,0,) livre de fosfato. O fosforo € transformado em ortofosfato, que forma
um complexo com o molibdato de aménio. Quando este complexo ¢ reduzido
pelo acido ascorbico ha o aparecimento da cor azul cuja intensidade ¢
proporcional 4 concentracdo de fosfato na amostra. O mesmo procedimento €
feito para solugdes padrio com concentragfio conhecida de fosfato
(Na;HPO,.7H,0 a 2,68; 1,07; 0,54; 0,27 mM), de lipidio (DSPC a 1,95; 0,78;
0,39 mM) e para solugfo isenta de fosfato (branco). Em seguida plota-se os
valores de absorbincia versus concentragdo e esta curva ¢ usada para a
quantificagdo do fosfato nas amostras. A solugdo méie de fosfolipidio padrio
foi previamente sonicada por 30 minutos para que o lipidio estivesse

completamente solubilizado.

O experimento foi conduzido da seguinte forma: inicialmente toda a
vidraria foi lavada com detergente livre de fosfato. Pipetou-se 100 pl de
solugdo em cada tubo de ensaio (amostras, padrdes e branco) juntamente com

500 ul de solugdo de acido sulfirico 10 N. Adicionou-se duas esferas de vidro
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nos tubos de ensaio para melhorar a distribuico de calor durante
aquecimento. Os tubos foram colocados em suporte metalico € aquecidos em
placa térmica & 200 °C por 30 minutos. Retirou-se os tubos do aquecimento e
ap6s atingirem a temperatura ambiente, adicionou-se 165 ul de perdxido de
hidrogénio isento de fosfato, em cada um dos tubos, para serem aquecidos
novamente a 200 °C por mais 30 minutos. A placa de aquecimento foi
posicionada no interior de uma capela pois nesta etapa ha a formagdo de
diéxido de carbono que deve ser retirado pelo exaustor. Apds o aquecimento
os tubos foram retirados e apos atingirem a temperatura ambiente adicionou-
se 4 ml de tampdo Hepes 10 mM, pH 7.4, 500 pl de uma solugdo de
molibdato (NH4)sM07024.4H,0) e 500 pl de uma solugdo 8% de acido
ascorbico (CgHOs). Os tubos foram aquecidos em agua fervente por 7
minutos, promovendo o aparecimento da cor azul, em seguida foram

resfriados, € a intensidade da cor medida espectrofotometricamente a 830 nm.

3.5.2 - Determinaciio do Raio Hidrodindmico e Distribuicio de Tamanho

das Vesiculas

O raio hidrodindmico ¢ a distribui¢do de tamanhos das vesiculas foram
determinados por espalhamento quase elastico de luz “quasi-elastic light
scattering” em equipamento de detecgdo de espectro Malven Autosizer
modelo 4700. Esta técnica baseia-se na dependéncia das flutuagbes de
intensidade de espalhamento de luz em fungio do tempo, devido ao
movimento Browniano das particulas em solugfo/suspensdo. Particulas
menores difundem mais rapido do que particulas grandes, a taxa de flutuagéo
da intensidade de luz espalhada varia de acordo com a velocidade de difuséo
(New, 1990). O coeficiente de difusdo médio translacional dos lipossomas em

solugdo diluida pode ser medido. Para particulas em movimento Browniano, o
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raio hidrodindmico médio, R, pode ser calculado pela equagdo de Stokes-
Einstein (Pecora, 1964).

_T)
Re= D (©)

onde k € a constante de Boltzmann, T a temperatura absoluta, D o coeficiente
de difuséo das particulas e u a viscosidade do solvente.

3.6 - Ensaios de Estabilidade de Lipossomas

A estabilidade dos lipossomas em presenga de tensoativos ndo-idnicos
foi monttorada através de medidas de turbidez total das solugdes, expressando
os dados em termos de absorbincia. As vesiculas de lipidio sujeitas a
interagdo com o0s tensoativos em diferentes concentragdes sofrem
modificagbes conformacionais, que provocam variagdes na turbidez da
solugdo (Steffen, 1993). Esta variagdo na turbidez € o reflexo de mudancgas
nas formas e tamanhos das vesiculas devido ao crescimento, fusio e formagio
de micelas mistas pela agdo do tensoativo. Neste trabalho, a ac¢fo dos
tensoativos sobre as vesiculas foi estudada em func¢fo da concentragdo e do
seu HLB. Na Tabela 6 sdo apresentados os tensoativos da série CxEy
utilizados neste trabalho, com seus caracteristicos pontos de turvagdo. O
ponto de turvagdo deve estar acima da temperatura na qual o ensaio de
estabilidade ¢ conduzido, pois a temperaturas maiores que o ponto de turvagio

o tensoativo tem solubilidade limitada.



Capitulo III - Material e Métodos 50

Tabela 6 - Tensoativos da séne CxEy e suas propriedades

Tensoativos HLB CMC* (mM) Ponto de Turvagdo* (°C)
Ci2 Es 11,67 0,058 30,7
Cy2 Es 13,71 0,083 76.5
CiaEg 13,04 0,0076 71,2
Ci6 Es 12,42 0,00051 66,2

* Dados de Hinze e Pramauro {1993).

As medidas de turbidez total das solugdes foram feitas em placas de
microtitulagio de poliestireno (Corning Incorporation), com 96 pogos (200 ul)
de fundo redondo (Figura 16) a 405 nm usando leitora de placas do tipo Elisa
“Microtiter plate reader”, modelo EL312e, da Bio-Tek Instruments Inc. A
aquisigio dos dados foi feita & temperatura ambiente em estado de pseudo-
equilibrio, 2 horas apds o inicio da agfio do tensoativo sobre as vesiculas, com
agitacdio branda de trés segundos para homogeneizacio antes da leitura. A
cada um dos pogos da placa, foram adicionados 120 pl de solugbes estoque de
tensoativo de diferentes concentragdes dissolvidos em tampdo Hepes 10 mM,
pH 7,4 com 80 ul de lipossomas a 2,5 mM, de forma que apos a mistura a
concentragdo final de lipidio foi de 1 mM em 200 ul para todas as
porcentagens. As solugbes estoque de tensoativo foram preparadas de forma
que apos a mistura fossem obtidas as porcentagens de tensoativos, na faixa de
3 a 96%. A porcentagem de tensoativo nas solugdes foi definida como sendo a
razdo entre o nimero de moles de tensoativo € o niimero de moles total da

solugdo, conforme a Equacgdo 7:

%Tensoativo = moles?_’ensoatzvo ——x100 (7)
molesTensoativo + moles Lipidio

As amostras foram preparadas em triplicata e distribuidas na placa

conforme indica a Figura 16. Os valores médios de absorbancias foram
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subtraidos das solugGes de mesma concentragio de tensoativo, isenta de
lipossomas (brancos). Os brancos (br) foram constituidos por 120 ul de
tensoativo na concentragio desejada e 80 pl de solugdo tampio em

substitui¢do aos 80 ul de solugfio de lipossomas.

Para melhor comparagdo entre os diferentes perfis de estabilidade
graficou-se a absorbdncia em equilibrio normalizada em fungdo da
porcentagen de tensoativo. A absorbéncia normalizada € definida como (Ax-
Ag)/ Ay, onde Ax € a média da absorbincia em qualquer porcentagem subtraido
o efeito do branco (absorbincia em x % o - brx) € Ap € a média da
absorbéncia em 0% subtraido o efeito do branco (absorbancia em 0 Y%peq0 -
bro).

1 2 3 4 3 6 7 8 9 10 11 12

b0 0% 0% 0% | br3 3% | 3% | 3% brs 5% 5% 5%

br? 7% 7% 7% | brl0 | 10% | 10% | 10% [ brls 15% 15% 15%

br20 | 20% | 20% | 20% | br25 | 25% [ 25% | 25% | br30 | 30% 30% 30%

br3s | 35% | 35% | 35% | brd40 | 40% | 40% | 40% | brdS | 45% | 45% | 45%

br50 | 50% | 50% | 50% | br55 | 55% | 55% | 55% | br60 | 60% 60% | 60%

br65 | 65% | 65% | 65% | br70 | 70% ; 70% | 70% | br7S | 75% | 75% | 75%

br80 | 80% | 80% | 80% | br85 | 85% | 85% | 85% | br90 | 90% | 96% | 90%

br93 | 93% | 93% | 93% | br96 | 96% | 96% | 96% - - - -

Figura 16 - Representacio esquematica e disposi¢fio das amostras em placa do
tipo ELISA.
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3.7 - Espectros de Ressoniincia Paramagnética Eletronica

Vesiculas contendo o marcador de spin 5-SASL em uma fra¢io molar
de 1% com relagfo aos lipidios totats (incluindo o colesterol) foram utilizadas
neste teste. Estas vesiculas foram preparadas pela adigdo do marcador durante
a homogeneizagdo dos lipidios em solugdic de cloroférmio metanol, para
formagdo do filme seco e posterior hidratagio e extrusdo, conforme
metodologia descrita no item 3.4. Os espectros de RPE das vesiculas foram
obtidos em espectrofotémetro Bruker ER-200D-SRC, pertencente ao
laboratério da Dra. Shirley Schreier IQ/USP a temperatura ambiente (25 °C)
em célula plana de quartzo da James Scanlon, Costa Mesa, CA. As medidas
foram feitas apés duas horas de contato das vesiculas marcadas com o
tensoativo C,Es. O pardmetro de ordem (S) das misturas foi determinado a
partir das medidas dos valores de A paralelo (A4//) e A perpendicular (4.1) do
espectro do marcador 5-SASL na membrana (Figura 8) sob agfo do tensoativo

e calculado pela Equaco 4.

Para os casos em que o espectro de membranas obtido sofreu uma

interferéncia significativa do sinal do marcador em agua, foi possivel suprimir

esse efeito através da subtracdo dos espectros tal como apresentado na Figura
17.
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Figura 17. Espectro original do marcador em membrana (A), espectro do
marcador em agua (B) ¢ espectro resultante da subiracfio do espectro original

do espectro do marcador em agua (C).
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4.0 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Sintese, Purificacio e Caracterizacio do DMPE-PEG

Os fosfolipidios derivatizados DMPE-PEG, utilizando PEG com pesos
moleculares 750, 2000 e 5000 Da., e obtidos segundo metodologia descrita no
item 3.1 foram identificados por cromatografia de camada deigada (TLC), e

quantificados em termos de rendimento do processo de reagdo e purificacéo.

Os resultados obtidos em placas de cromatografia de camada delgada
em fase reversa sdo apresentados nas Figuras 18, 19 e 20, obtidas com os
melhores gradientes de solventes usados na purificacdo. As Figuras mostram
tanto os lipidios derivatizados (DMPE-PEG) quanto 0 PEG remanescente que
ndo reagiu. Tomou-se como referéncia os resultados obtidos com a mesma
técnica usando o fosfolipidio padrio de peso molecular correspondente,
obtido da Avanti Polar Lipids bem como o PEG na forma livre utilizado na
sintese. A referéncia para o DMPE-PEGy5, ndo é apresentada, uma vez que

esse composto ndo € comercialmente disponivel.

As analises por cromatografia de camada delgada permitiram, entfo, a
identificagfio das fragdes ricas em DMPE-PEG adequadamente purificadas na
coluna de silica. A partir dos resultados obtidos nas placas de cromatografia,
as diferengas de altura relativas alcangadas pelas substincias presentes nas
fragbes permitiram a identificagdo das fragbes que continham o produto
sintetizado. Fez-se a comparagdo dos fosfolipidios obtidos pela determinagéo
da altura relativa média de eluigfo (Rd) dos fosfolipidios derivatizados ¢ dos

fosfolipidios padrbes. Estes valores sfo apresentados na Tabela 7.
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Figura 18 - Cromatografia de camada delgada em fase reversa, com elui¢fo do

PEGsop0 € DMPE-PEGsnqo sintetizado e purificado neste trabalho utilizando
gradiente 3 (A) e de referéncia (B).
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Figura 19 - Cromatografia de camada delgada em fase reversa, com eluigfo do
PEGz000 € DMPE-PEGj000 sintetizado e purificado neste trabatho utilizando

gradiente 1 (A) ¢ de referéncia (B).
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Figura 20 - Cromatografia de camada delgada em fase reversa, com eluigo
do PEG7so DMPE-PEGys, sintetizado e purificado neste trabalho utilizando

gradiente 4.
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Os resultados obtidos mostram que uma boa purificagio dos
fosfolipidios derivatizados com PEG pode ser obtida usando coluna de silica e
gradientes de solventes compostos de diclorometano, etanol e acido acético. A
variagdo das concentragdes de acido acético e de etanol na composigo do
gradiente de solventes, no sentido de aumentar ou reduzir a hidrofilicidade em
fun¢do do tamanho da cadeia de polietilenoglicol (tomando-se como base o
gradiente usado na patente referida no item 3.1 para o PEGy) foi de
fundamental importincia para a punficagdio do DMPE-PEG;s5, ¢ DMPE-
PEGsq00-

Tabela 7 - Alturas relativas médias de eluigdo em placas de cromatografia de
camada delgada em fase reversa do DMPE-PEG.

Fosfolipidio Dernivatizado Altura Relativa de Eluicdo (Rd)
Sintetizado Padrdo
DMPE-PEGsq00 0,79 0,75
DMPE-PEGs000 0,69 0,59
DMPE-PEG7s 0,52 o

Podemos observar na Tabela 7 que as alturas relativas médias
alcangadas pelos fosfolipidios derivatizados e seus respectivos padrfes tém
valores relativamente proximos, o que indica que estes fosfolipidios
sintetizados tém caracteristicas relativamente semelhantes aos fosfolipidios
adquiridos da Avanti. Estes resultados comprovam o sucesso na reprodugfo
dos resultados de sintese e purnficagio do DMPE-PEG;ue da patente
americana, bem como, o sucesso nas modificacdes dos pardmetros para
derivatizacdo e purificacdo de DMPE com PEG de diferentes pesos
moleculares. Na cromatografia de camada delgada em fase reversa, as
substincias mais hidrofilicas sfo arrastadas mais facilmente pela fase movel
(maiores valores de Rd), enquanto que as mais hidrofébicas ficam retidas mais

fortemente na fase estacionaria. As amostras de PEG na forma livre com



Capitulo 1V - Resultados e Discussdo 59

pesos moleculares de 750, 2000 e 5000 Da, devido a elevada hidrofilicidade,
foram arrastadas por toda a distancia percorrida pela fase movel (Rd = 1), nio
sendo possivel quantificar diferengas de hidrofilicidade destas moléculas
nestas condi¢des do experimento. No entanto podemos verificar que com ¢
aumento do tamanho das cadeias de PEG nos lipidios derivatizados, ha um
aumento da hidrofilicidade da molécula de DMPE-PEG, pois quanto maior a
cadeia de PEG, maior ¢ o valor da altura relativa (Rd) alcangada pelo
fosfolipidio derivatizado.

A Tabela 8 mostra os resultados quantitativos da sintese dos lipidios
derivatizados com PEG. Comparando-se o rendimento experimental do
PEGro00 obtido neste trabalho com aquele obtido na patente, observa-se que
os resultados da patente foram por nés reproduzidos, e a diferenca deve-se
provavelmente a combinagfo de um maior nimero de fragles apés a etapa de
purificacdo. Para o DMPE-PEG7sy € DMPE-PEGsgg, nfio foram encontrados
dados na literatura para a comparagdo dos rendimentos. Obteve-se um
rendimento baixo para o DMPE-PEGsgy, provavelmente devido ao elevado
peso molecular do DMPE-PEGses, uma vez que foram mantidas as
propor¢Oes molares da patente. Isto resultou em modificagdes no meio
reacional tais como aumento de viscosidade, diminui¢do da solubilidade em
benzeno, aumento do volume reacional, modifica¢fes na pressdo interna dos
microrreatores de parede grossa durante as etapas de aquecimento. No entanto
o fator mais importante nesta diminuigdo do rendimento foi provavelmente a
purificacdc que teve que ser conduzida utilizando aliquotas mais diluidas
devido a dificuldades de solubilizagdo do produto em diclorometano. A Figura
21 mostra os resultados obtidos com os outros gradientes de concentragéo dos
solventes testados para 0 DMPE-PEGsgoo:
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Figura 21 - Cromatografia de camada delgada em fase reversa, com eluigdo do
PEGsgge € DMPE-PEGsyq sintetizado neste trabaltho purificade com gradiente

1 (A) e gradiente 2 (B).
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Tabela 8 - Resultados quantitativos das derivatizagdes do DMPE com PEG de
pesos moleculares 750, 2000 e 5000.

Fosfolipidio Massa Final {(g) Rendimento da  Rendimento
Derivatizado patente (%) experimental (%6)
DMPE-PEGys, 0,1905 - 55,0 %
DMPE-PEG 000 0,5886 52,6 % 63.4 %
DMPE-PEGsuq0 0,2460 — 23,2 %

Os resultados obtidos na caracterizagdo dos fosfolipidios derivatizados
através da curva de variagdo da tensdo superficial versus concentragdo da
solu¢do, com a determinagdo das concentrages micelares criticas (CMC)
correspondentes, s3o apresentados nas Figuras 22, 23 e 24, tanto para oS

lipidios padrdes DMPE-PEGypy € DMPE-PEGsq00, como para as amostras

obtidas neste trabalho.
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Figura 22 - Curvas de determinagio de CMUC pela medida da tensdo
superficial para 0 DMPE-PEGsyg. ‘
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Comparando-se as curvas de tensfo superficial versus concentracio
obtidas verifica-se uma boa concordancia entre as curvas feitas com DMPE-
PEG sintetizados e aqueles tomados como referéncia, pois em ampla faixa de
concentracOes as tensdes superficiais obtidas tiveram valores proximos, o que
¢ muito significativo levando-se em consideragdo a precisdo nas medidas
obtidas por este método. Somente nas regides de alta concentragio € que as
medidas de tensdo superficial diferem significativamente daquelas obtidas
com a solugdo do padrdo. Sabe-se que a presenga de impurezas com atividade
de superficie pode ter um pronunciado efeito nas propriedades das solugGes,
tais como concentragdo micelar critica e tensdo superficial (Rosen, 1981).
Atribui-se portando o ligeiro decaimento observado nos valores de tensfo
superficial a altas concentragfes de lipidios a provaveis impurezas
remanescentes, que ndo foram totalmente eliminadas no processo de
purificagdo, embora a cromatografia em camada delgada ndo as tenha
evidenciado. Outra razfo pode ser a dispersfo do peso molecular do PEG
utilizado na sintese, a qual pode ter influenciado o peso molecular do produto
final obtido, produzindo DMPE-PEG’s com diferentes pesos moleculares. A
tensdo superficial do DMPE-PEG em altas concentragdes depende do
tamanho da cadeia de PEG ligada ao lipidio, e portanto a dispersdo de
tamanhos do DMPE-PEG sintetizado pode ter refletido nos resuitados de
tensfo superficial. Verificou-se que a passagem dos lipidios derivatizados na
coluna de silica-gel por uma segunda vez ndo altera os resultados obtidos na

curva de tensfo superficial.

A repeti¢fo das medidas mostrou que os resultados sfo reprodutiveis.
Como nas placas de TL.C € obtida uma boa concordancia com os compostos
de referéncia, o mesmo sendo observado para as curvas de tensfio superficial,

admitiu-se que estas provaveis impurezas deveriam estar em niveis muito
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baixos de modo que ndo interfeririam nos experimentos de estabilidade em
presenga de tensoativos. No entanto, seria apropriado, em trabalhos futuros, a

avaliacdo dos tipos e niveis destas provaveis impurezas.

A Tabela 9 resume os valores da CMC obtidos para os lipidios
derivatizados com PEG ¢ a tensfo superficial nestes pontos. Verifica-se que
com o aumento da cadeia de PEG e conseqiientemente o aumento da
hidrofilicidade da molécula ha uma diminui¢iio na CMC e um aumento no
valor da tensdo superficial na CMC. Esta redugio na CMC deve-se
provavelmente ao fato de que a 4rea superficial ocupada pela molécula na
interface liquido ar cresce com o aumento da cadeia de PEG, fazendo com
que um namero menor de moléculas cubram a mesma 4rea interfacial, e
portanto formem agregados em concentracGes menores. Os valores de tensfo

superficial obtidos na CMC reforcam essa hipétese.

Tabela 9 - CMC dos fosfolipidios derivatizados com PEG

Lipidio Denvatizado CMC (M) Tensdo  Superficial da
Solucdo na CMC (mN/m)
DMPE-PEGs0 3,55x 107 40
DMPE-PEG:000 1,09x 107 50
DMPE-PEG 050 0,13 x 107 55

4.2 - Preparaciio e Caracterizaciio dos Lipossomas

4.2.1 - Determinaciic do Teor Total de Fosfolipidies

A determinagfio do teor total de fosfolipidios nos lipossomas foi feita
para todas as vesiculas preparadas neste trabalho. Os lipossomas preparados
pelo método da hidratacdo do filme seco de lipidios segmidos de extrusio

apresentaram bons rendimentos, quantificados pela dosagem do teor de
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fosforo presente nos lipossomas. As perdas do processo de preparagdo foram,

no maximo de 10 %, tanto para os lipossomas convencionais como com PEG.

No grafico da Figura 25 € apresentada uma curva de calibracfio tipica
obtida através do ensalo fosfato descrito no item 3.5.1. Para que bons
resultados sejam obtidos (coeficiente de correlagfo da reta proximo a 1), €

necessario que a cada ensaio seja construida uma nova curva de calibragéo.

16
14 @
3 A
12}
10k
£ !
=
ﬁem-
gcmm
G4l Abs = 0,056801 xC
r =0,98961
G2k
i i 1 i H g

QD i d i n i P i I 2 i i i
000 02 08 07 100 1% 190 175 200 2B 28 278
Cone. PO, (mM)

Figura 25 - Curva de calibragio tipica do ensaio fosfato.
4.2.2 - Determinacio da Pressio de Extrusio

Com o objetivo de se escolher a pressdo de extrusfo as vesiculas fez-se
um estudo inicial para lipossomas convencionais extrudados com 15
passagens pela membrana de policarbonato com didmetro de poro de 100 nm
4 10 e 20 Kgffem® onde foram avaliadas a distribuicio de tamanhos por
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espalhamento quase elastico de luz e a estabilidade em presenga do tensoativo

Ci;Es, por medidas de turbidez total das solugdes.

Nas Figuras 26 e 27 sfo apresentados o didmetro médio e a distribuigéo
de tamanho das vesiculas convencionais extrudadas a 10 e 20 Kgffem®. Pode-
se observar que nfo ha uma diferenca significativa entre os valores obtidos na
andlise do tamanho das vesiculas. Para as vesiculas extrudadas a 10 Kgf/em®
foi obtido um didmetro médio de 116,4 nm com polidispersividade de 0,075
enquanto que para as vesiculas extrudadas a 20 Kgf/cm® foi obtido um
didmetro médio de 109,3 nm e polidispersividade de 0,090. Os didmetros
médios foram proximos, diferiram em apenas 7,1 nm, e as distribuigbes de
tamanho foram similares. A polidispersividade maior para as vesiculas
extrudadas a 20 Kgf/om® expressa uma distribuigdo de tamanho mais ampla
em comparagio com as vesiculas extrudadas a 10 Kgf/em® Os didmetros
médios das duas populagdes de lipossomas, sdo préximos ao didmetro de poro
da membrana (100 nm) o que indica que a extrusdo com 15 passagens a
pressio de 10 Kgficm® ja seria suficiente para a obtengio de vesiculas

unilamelares de tamanho uniforme.

Os resultados de estabilidade em presenga de tensoativos, obtidos
preliminarmente com lipossomas convencionais extrudados as pressdes de 10
e 20 Kgf/cm® e 15 passagens na membrana, conforme metodologia do item

3.4, é apresentado na Figura 28.
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Figura ;6 - Didmetro médio ¢ distribuigio de tamanho de vesiculas
convencionais extrudadas & pressdio de 10 Kgf/cm® a concentragio de 2,5 mM.
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Figura 27 - Difmetro médio e distribui¢ioc de tamanho de vesiculas
convencionais extrudadas 2 pressdo de 20 Kgffem® 3 concentragio de 2,5 mM.
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Figura 28 - Perfil de estabilidade de lipossomas convencionais (ImM)
extrudados 15 vezes a pressdo de 10 e 20 Kgf/cm2 em presenga de Ci,Es.

Os perfis de estabilidade das vesiculas mostraram-se semelhantes
apenas quanto ao tipo de comportamento, pois os lipossomas extrudados a 20
Kgf/em® apresentaram variagdes muito maiores nas absorbancias relativas, o
que indica um maior crescimento das vesiculas e consegiientemente uma
menor estabilidade na presenca de C;;Es. A menor estabilidade destas
vesiculas poderia ser atribuida ao seu menor diimetro médio (109,3 nm),
resultando em agregados sujeitos a maiores tensdes laterais decorrentes da
maior curvatura da bicamada lipidica, o que facilita a penetragdo das
moléculas de tensoativo. Deste modo, a diferenca nos diametros das vesiculas
extrudadas a 10 ¢ a 20 Kgf/om®, apesar de ndo ser grande, torna-se
significdtiva no tocante a estabilidade. Experimentalmente observou-se que no
processo de extrusdo a 20 Kgf/om® a passageri da athostra pela membrana é

mais brusca promovendo a formagiio de espiifna ¢ bothas de ar na solugo. As



Capitulo IV - Resultados e Discussdo 70

moléculas anfifilicas de lipidios podem ter sua distribui¢do no meio aquoso
alterada pela presenga das bolhas que pode influenciar no empacotamento da
bicamada. Devido 4 maior uniformidade e maior estabilidade das vesiculas
extrudadas a 10 Kgf/cm?, além das condigSes de operagdo mais brandas, esta
pressdo de extrusio foi adotada nos experimentos posteriores.
Experimentaimente, observou-se também uma variagdo significativa da
absorbincia em fung@o de uma agitagdio inicial, feita pela leitora de placas do
tipo ELISA, de forma que todos os experimentos realizados posteriormente
foram padronizados apenas com agitagdo branda no final das duas horas por 3

segundos.

4,2.3 - Avaliacio de Espectros de Ressonincia Paramagnética Eletronica

de Vesiculas Multilamelares

Com o objetivo de se avaliar o grau de organizacio da membrana para
vesiculas multilamelares, foram obtidos os especiros de ressondncia
paramagnética eletrénica destas vesiculas. Vesiculas multilamelares
convencionais € com 6% de PEG de pesos moleculares 750, 2000 e 5000
contendo 1 mol% de marcador de spin 5-SASL foram preparadas pelo método
de hidratagfio do filme seco. Devido a falta de defini¢do dos desdobramentos
hiperfinos internos dos espectros obtidos neste sistema ndo foi possivel
determinar o pardmetro de ordem destas vesiculas. No entanto o A paralelo
(4//y que ¢ aproximadamente proporcional ao pardmetro de ordem (Inoue et
al., 1994 a) foi determinado nos espectros. Os resultados sfo apresentados na
Tabela 10 onde verifica-se que os valores de A// s3o semelhantes, indicando
que a fase membranar predomina em todas as preparagSes. Os resultados
também comfirmam que as pequenas modificagdes no processo de hidratagéo,

tais como adi¢8o de solugdo de DMPE-PEGys, apés a formagio do filme seco
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de lipidios, ndo provocaram mudangas significativas nas vesiculas

multtilamelares obtidas.

Tabela 10. Valores de A paralelo (4//) de vesiculas multilamelares.

Vesiculas Multilamelares All (gauss)
Convencionais 28,65
6% PEGy5 30,70
6% PEG200 29,45
6% PEGsg00 28,65

4.3 - Influéncia da Porcentagem de DMPE-PEG;y, na Estabilidade das

Vesiculas Unilamelares

A influéncia da porcentagem de PEG na estabilidade das vesiculas
unilamelares foi analisada através dos espectros de ressondncia paramagnética
eletrénica, e dos perfis de turbidez de solugdes obtidos para o PEG de peso
molecular 2000, em toda a faixa de concentra¢bes do surfatante C;;Es. Os
ensaios de RPE foram feitos com vesiculas convencionais e contendo DMPE-
PEG, usando 1% do marcador de membrana 5-SASL, calculado em relagdo a
quantidade total de lipidios. Utilizou-se o PEG de peso molecular 2000 pois
este foi o lipidio sintetizado em maior quantidade e os resultados obtidos com
PEGso00 foram suficientes para se avaliar o efeito da porcentagem de PEG na
superficie das vesiculas.

O conjunto de dados obtidos pelos dois métodos nos permite analisar
mais claramente o comportamento dos sistemas, uma vez que os dados de
RPE representam uma medida direta das variagdes do estado da bicamada sob
a ago do tensoativo, enquanto que os perfis de absorbincia refletem
indiretamente, e com o envolvimenio de um maior numerc de fenémenos, as

mudangas morfolégicas resultantes nas vesiculas.
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Na Figura 29 sdo apresentados os espectros tipicos do marcador 5-
SASIL obtidos em 4gua, em micelas de tensoativo Ci;Es ¢ em lipossomas
unilamelares. Inicialmente tem-se o espectro do marcador em &agua. Este
resultado ¢ tipico de sistemas isotrdpicos, indicando que o marcador em dgua
enconira-se em sistema totalmente desorientado (S = 0). Em seguida tem-se o
espectro do marcador em micelas de tensoativo Cy;Es indicando um aumento
da ordem do sistema verificado pelo maior distanciamento entre os extremos
externos € um aumento no pardmetro de ordem (S = 0,467). Finalmente tem-
se o espectro do marcador em bicamada lipidica de lipossomas unilamelares
com 6% de PEGope. Em membranas lipidicas o marcador estd em um
ambiente methor orientado do que em micelas como pode ser observado pelo

maior distinciamento entre extremos externos (S = 0,834).

mah/w -

Figura 29. Espectros tipicos do marcador 5-SASL em agua (A), em micela
{(100% de tensoativo C;,Es, 24 mM) (B) € em bicamada lipidica (1 mM) (C).

Os espectros obtidos de lipossomas em presenga de diferentes

porcentagens de tensoativo, foram usados para o calculo dos desdobramentos
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hiperfinos (4// ¢ ALl). A Figura 30 mostra a variagdo do pardmetro 4/ em
fungdo da porcentagem de C,,E; para lipossomas unilamelares convencionais e
com 3 € 6% de DMPE-PEGyyp0. Os valores de A// mostrados na Figura 30,
indicam de uma maneira bem definida a presenga de uma fase membranar até
25% de C3Es. De 25 a 60% de tensoativo, os valores decrescentes de A//
refletem uma diminuigdo da ordem do sistema e consequentemente um
aumento da fluidez da membrana, caracterizando uma regido de transig¢do entre
a fase membranar ¢ a micelar, que prevalece apds a concentragdo de 60% de
surfatante. Os valores dos pardmetros de ordem listados na Tabela 11

confirmam a presenga destas 3 regides.

—o— Convencional
~-3— 3% PEG2000
-8 G% PEG2000

Al

Figura 30. Varia¢do de A// em misturas de vesiculas - tensoativo em fungio da
porcentagem de CyE;.

Na Tabela 11 figuram os valores do desdobramento hiperfino externo e
o parametro de ordem para as vesiculas em presenga de C,Es, nas situagdes
em que os espectros de RPE permitiram o calculo dos pardametros A// e AL.

Nio for possivel a determinagio dos valores do pardmetro de ordem para
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vesiculas convencionais € com 3% de PEGyy em presenga de tensoativo
Ci2Es a concentragdes menores que 25% devido a falta de definigiio dos
desdobramentos hiperfinos internos. Os valores do parimetro de ordem para
vesiculas contendo 6% de PEG,gy indicam uma redugfo da ordem do sistema
com o aumento da porcentagem de tensoativo. Pode-se observar que os
valores do pardmetro de ordem obtidos variam aproximadamente na mesma
proporgio que o desdobramento hiperfino externo confirmardo a presenca das

3 regiGes.

Tabela 11. Parametros de ordem (S) e desdobramento hiperfino externo (A//)
da mistura de vesiculas ¢ tensoativo.

% 012E5 Convencional 3% PEG: 2000 6% PEGQQQQ
S All S All S All

0 - 30,7 - 31 0,834 30,55

5 - 30,7 - 31 0,834 30,55
10 - 30,7 ; 31 0834 3055
25 - 29,75 . 30,65 0,819 30,25
40 0,584 25,1 0,617 26,1 0,678 27,65
60 0,528 2385 0,525 2405 0513 2385
70 0,507 23,8 0,513 23,85 0,515 23,9
80 0,501 23,6 0,496 23,5 0,503 23,7
G0 0,492 23,55 0,456 236 0,500 23,75
96 0,471 23,05 0,492 23,6 0,475 23.1
100 0467 23,05 0467 2305 0467 2305

Nas Figuras 31 e 32 sfo apresentados os perfis de estabilidade de
lipossomas convencionais ¢ com PEG, obtidos através de medidas de turbidez
total das solucBes, sendo que os dados da Figura 32 foram obtidos com
lipossomas contendo marcador de spin 5-SASL na membrana usados nos
ensaios de RPE.
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Os perfis de absorbancia das Figuras 31 e 32, embora apresentem
diferengas significativas em valores absolutos, nos permitem verificar as trés

regiGes delineadas pelo espectro de RPE.

Observacgdes adicionais podem ser feitas para cada uma dessas regides
nos perfis de absorbancia. Para os lipossomas convencionais as curvas
apresentam primeiro um leve decréscimo em relagdo ao valor inicial da
absorbancia. Para os lipossomas com PEG, esse efeito € muito mais
acentuado, e é antecedido por um aumento da absorbancia em relagfo ao valor

inicial.

Do ponto de vista fisico, essas variagdes podem ser interpretadas como
um deslocamento dos lipidios para a solugfo, resultante da acomodagio da
bicamada a presenca do surfatante ¢ o aparecimento de micelas mistas,

embora predomine a fase membranar.

Na regido de transigo, entre 25 e 60% de tensoativo, ha uma diferenca
marcante no comportamento dos lipossomas convencionals € com PEG.
Observa-se que a estabilidade cresce com o aumento da concentragio de PEG

na superficie das vesiculas.
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A fase de cresctmento efetivo das vesiculas ndo aparece para 0s
lipossomas com concentragbes de 6% e 9% de PEG, onde ha um continuo
decréscimo da absorbdncia com o aumento da porcentagem de tensoativo
indicando uma redugio continua no didimetro das vesiculas até a completa
solubilizagdo. Esta mudanga no perfil de estabilidade em concentragdes a
partir de 6% de PEG deve-se provavelmente a uma mudanga no processo de
desestabilizagdo das vesiculas. As moléculas de tensoativos sdo impedidas
pela presenga do PEG de penetrar a bicamada de fosfolipidios e promover o
crescimento das vesiculas, no entanto, moléculas de fosfolipidios difundem da
bicamada para as micelas de tensoativo causando uma redugio gradativa no

diametro médio das vesiculas até a completa solubilizagdo em micelas mistas.
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=1 N e 3% PEG o/
: b G% PEG o s
1008 | o 9% PEG o
07 | o Y
3 o—-/‘ e
E o=} o
1 y S
g omf g S "
- o . @(&q o0 Ta®
) " z
g .00 j»qgog%t‘zﬁ& B
Rl IR " . g
0,50 b < e QT R S Avip &
o 3 Gk B {;«---———%»--“;"@
4,00 F &
ﬁ‘E,E i s 1 1 { A | 3 i s | 1 { 5 1 L i " ]

% CoEs

Figura 31 - Perfis de estabilidade de lipossomas convencional e contendo
PEGae (ImM), em fungfo da concentragdo do tensoativo (j,Es, para
lipossomas com 3, 6 ¢ 9 % de PEG na superficie.
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Figura 32. Perfis de estabilidade de lipossomas convencional e com PEGagg
na superficie (1mM) contendo 1% de marcador de membrana 5-SASL.

4.4 - Influéncia do Tamanho da Cadeia de PEG na Estabilidade das

Vesiculas Unilamelares

A Figura 33 mostra a influéncia do tamanho da cadeia de PEG na
estabilidade dos lipossomas com um teor de 3% de PEG em relacio ao total
de lipidios na vesicula em comparagdo com lipossomas convencionais sob a
acdo do tensoativo Cy»E;s. Este teor de 3% de PEG foi escolhido devido a
melhor resolugfio dos perfis em toda a faixa de concentracfio de tensoativos.
Para todos os pesos moleculares, a presenga de PEG aumenta a estabilidade
das vesiculas em comparagdo aos lipossomas convencionais, como pode ser
observado pelo menor crescimento das vesiculas. A elevadas concentragdes de
C12Es os resultados mostram que a maior estabilidade dos lipossomas foi

obtida com PEG de peso molecular 2000 Da cotiio pode ser observado pelo



Capitulo IV - Resultados e Discussdo 78

menor crescimento das vesiculas. Na regifio de alta concentragdo de
surfatante, mator que 60%, os resultados ndo mostram diferengas
significativas no crescimento e desestruturagio das vesiculas contendo PEGys,
¢ PEGsoe. Isto demonstra que o mecanismo de estabilizacdo ndo estd
unicamente ligado ao aumento do comprimento da cadeia, indicando que
provavelmente ha um comprimento ideal de maxima estabilidade. Embora o
aumento da cadeia proporcione um aumento de hidrofilicidade e
conseqiientemente uma maior hidratagcdo na superficie das vesiculas, que faz
com que haja uma diminuigio da difusiio de moléculas de tensoativo até a
bicamada, outros fatores tais como mobilidade ¢ conformagdo das cadeias ou
mudangas no empacotamento da bicamada, podem implicar em uma redugdo
da estabilidade. Nossos resultados sdo semelhantes aos obtidos por Blume e
Ceve (1993) os quais verificaram que a estabilidade de lipossomas em
presenca de fluidos biologicos ¢ aumentada devido a mobilidade da barreira
superficial polar introduzida pela presenga de PEG existindo um comprimento

otimo das suas cadeias.

Na regifio de baixa concentracio de surfactante, menor que 25%, as
curvas exibem oscilacGes de absorbancia, sendo nesse caso muito mais
acentuadas que as observadas com a variacdo de concentrac8o de PEG na
superficie das vesiculas. Essas oscilages sdo tanto maiores quanto maior for a
cadeia de PEG. Outro ponto importante a observar nos resultados, € que o
aumento da cadeia de PEG produz um retardamento da regifio de crescimento

efetivo das vesiculas.
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Figura 33 - Efeito do tamanho da cadeia de PEG na estabilidade de
lipossomas (ImM). Teor de 3% de PEG.

4.5 - Perfis de Estabilidade dos Lipossomas em Presenca dos Tensoatives
da Série C.E, Influéncia do HLB na Estabilidade das Vesiculas

Unilamelares

O estudo da influéncia do balango hidrofilico hidrofébico das
moléculas de tensoativo na estabilidade de lipossomas unilamelares
convencionais ¢ modificados com PEGae foi feito em presenga dos
tensoativos C2Es, CypEs, Ci4Eg € CicEs, e apresentou os perfis mostrados a
seguir. Nestes experimentos utilizou-se ¢ DMPE-PEG com PEG de peso
molecular de 2000 Da, pois este foi o tamanho de cadeia que produziu as
vesiculas de maior estabilidade, bem como o hipidio sintetizado em maior

guantidade neste trabalho.
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A Figura 34 mostra os perfis obtidos com lipossomas unilamelares
convencionais, onde as vesiculas mostraram-se bem mais estiveis em
presenga dos tensoativos C;Eg, Ci4Ey e CigEq, do que em presenga do C,,E;
que ¢ o tensoativo mais hidrofobico. Somente com esse uitimo tensoativo é
que se pode observar as 3 regibes caracteristicas da variagdo de estabilidade
de lipossomas em presenga de tensoativos. Com os tensoativos Cy5Eg, Ci4Eg e
CisEs, praticamente nfo se observa crescimento das vesiculas, e sim uma
reducdo continua na absorbéncia e a partir da concentragio de 60% ha o
provavel aparecimento de micelas em todas as situagdes. Interessante observar
que para os tensoativos Ci,Eg € Cy4Eg que sdo os tensoativos mais hidrofilicos
pois possuem os maiores HLB provavelmente ocorre agregagdo das micelas
acima de 90 % de concentragdo de tensoativo, 0 que explica os elevados
valores da absorbincia nestas altas concentragdes de tensoativo. Portanto a
hidrofilicidade do tensoativo parece ser de fundamental importincia no
processo de formagdo de grandes agregados. Os resultados mostram que a
estabilidade decresce quando o HLLB do tensoativo é 11,67, ndo apresentando
diferengas significativas quando o HLB varia de 12,42 a 13,71. Neste trabalho
tentamos utilizar outros tensoativos da série, mas devido as limita¢bes de
solubilidade apresentadas pelos tensoativos C 4Es, Ci6Es e Ci3Es (possuidores
de HLBs mais baixos que 11,67) ndo foi possivel verificar se a estabilidade
continua diminuindo com a reducdo do HLB, ou apresenta um ponto de
maxima redugfo, tal como o comportamento da permeabilidade de lipossomas
com o HLB obtido por Maza e colaboradores 1992 (a).

Observa-se que o perfil de estabilidade obtido com C,;Eg, teve a forma
diferente daquele obtido por Edwards e Almgren (1992) para vesiculas

convencionais sonicadas, constituidas de PC, nfo apresentando a fase de
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crescimento das vesiculas. Edwards e Almgren verificaram que com o
aumento do grupamento de cabeca polar de Ci;Es para C;,Eg, o micio do
crescimento das vesiculas e inicio de formagdo de micelas foi deslocado para
menores porcentagens de tensoativo, indicando uma maior instabilidade
destas vesiculas em presenga do tensoativo C,,Es. Esta diferenga com nossos
resultados foram provavelmente devido a presenga de DMPE ¢ COL em nossa
composi¢do, bem como a de obtengdo de vesiculas unilamelares por extrusdo

que produz vesiculas mais uniformes.
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Figura 34 - Perfis de estabilidade de lipossomas convencionais (ImM) em
presenca dos tensoativos C2Es, CizEs, Ci4Ey e CigEg em fungdo da
concentragdo dos tensoativos.

O efeito dos diferentes tensoativos na estabilidade de lipossomas
unilamelares contendo 3% de PEGag € apresentado na Figura 35.'Qbserva-se
que o compottamento em relagdo ao HLB ¢é semelhante ao observado com

lipossomas convéncionais: as vesiculas mostraram-se Bem mais estdveis em
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presenga dos tensoativos C;Eg, Ci4Eg € Ci6Eg, do que em presenga do CyoEs.
As oscilagdes a baixa concentragfo de tensoativo (menor que 25%), foram

muito mais acentuadas para o C;2Es.
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Figura 35 - Perfis de estabilidade de lipossomas com 3% de PEGygoo (1mM)
em presenga dos tensoativos CiyEs, CioEs, C4Eg e CicFg em fungfo da
concentragio dos tensoativos.

A partir de 6% de PEGa0 na superficie das vesiculas unilamelares os
perfis de estabilidade se tornam mais semelhantes, tendo em comum o
gradativo decréscimo de absorbancia na faixa de aproximadamete 25 a 60%
acentuando-se a elevadas concentragbes do tensoativo como pode ser
observado na Figura 36. Esta tendéncia se torna ainda mais evidente para 9%
de PEG (Figura 37) mdicando que nestas porcentagens a presenca de PEG
tende a minimizar o efeito da influéncia do HI.B da molécula de tensoativo na

estabilidade das vesiculas.
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Figura 36 - Perfis de estabilidade de lipossomas com 6% de PEGyg (ImM)
em presenga dos tensoativos C3Es, CpEg, Ci4Es € CisEg em fungdo da
concentragdo dos tensoativos.
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Figura 37 - Perfis de estabilidade de lipossomas com 9% de PEGyg0 (1mM)
em presenga dos tensoativos Ci,Es, CoEs, C4Eq € CisEg em fungio da
concentragio dos tensoativos.
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De uma maneira geral, os resultados obtidos mostram que a
estabilidade dos lipossomas com PEG ¢ diferente daquela observada com os
lipossomas convencionais, também em relagdo aoc HLB dos tensoativos. Fica
evidente também nestas figuras o efeito estérico de prote¢do exercido pelas
cadeias de PEG na superficie das vesiculas, com a formag¢éo de uma camada
hidrofilica ao redor da vesicula.
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5.0 - CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho foram valiosos considerando-se
que com o dominio da metodologia de derivatizagdo e purficagdo do DMPE
com PEG de varios pesos moleculares ndo mais € necessario importar-se esses
fosfolipidios, reduzindo-se bastante os custos das pesquisas e posteriores
aplicagBes dos lipossomas contendo PEG no nosso pais. Os resultados de
estabilidade obtidos de lipossomas convencionais € com PEG mostram regides
operacionais lteis para aplicagdes médicas de lipossomas e para o estudo de
membranas lipidicas. A observagdo do comportamento dos sistemas auxilia o
entendimento dos mecanismos de desestabilizagdo de lipossomas em presenca

de tensoativos.

A derivatizagio do fosfolipidio DMPE com PEG, usando carbonil
diimidazol como agente de ligagﬁo (segundo metodologia usada na patente
5.013.556 de 7 de maio de 1991) foi reproduzida com bom rendimento neste
trabalho. A mesma metodologia foi usada com bons resultados para a
derivatizagfio do mesmo fosfolipidio com PEG de pesos moleculares 750 ¢
5000 Da.

O processo de purificagdo usado na referida patente foi também
reproduzido para o PEGye, embora o produto obtido nfo seja tdo puro
quanto ao fabricado pela Avanti Polar Lipids. Admite-se que essas impurezas
estejam em baixa concentragdo, por ndo terem sido detectadas na
cromatografia de camada delgada (TLC).

As modificagdes introduzidas nos gradientes de concentracdo dos

solventes usados na purificagdo do fosfolipidio derivatizado com PEG de
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pesos moleculares 750 e 5000 Da, mostraram-se efetivas. O aumento do
carater hidrofilico da mistura de solventes para a purificagdo do PEG de peso
molecular 5000 Da e a redugdo para o PEG com peso molecular 750 Da, em
relagdo ao gradiente usado para o PEGnyge, propiciou uma punficagfo
adequada dos produtos.

A caracterizagdo dos lipidios derivatizados por cromatografia de
camada delgada mostrou que, com o aumento da cadeia de PEG, hd um
aumento na hidrofilicidade global da molécula. A CMC dos lipidios
derivatizados decresce com o aumento da cadeia de PEG devido
provavelmente a um aumento na area superficial ocupada pela molécula na

interface liqudo/ar.

Vesiculas multilamelares convencionais ¢ com 6% de PEG de pesos
moleculares 750, 2000, ¢ 5000 Da foram preparadas pelo método da

hidratagdo do filme seco e tiveram graus de empacotamento semelhantes.

Vesiculas unilamelares pequenas (VUP), foram obtidas por extrusio
em membranas de policarbonato, com 15 passagens pela extrusora a 75 °C

com boa reprodutibilidade.

A pressdo de extrusfo mostrou-se importante fator para a estabilidade e
reprodutibilidade das preparagGes das vesiculas. A pressao de 10 Kgf/em? foi
adequada para a obtengdo de vesiculas unilamelares com uma estreita
distribui¢do de tamanho, caracteristicas estas imprescindiveis para aplicagdes

médicas.
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A presenca de PEG na superficie das vesiculas aumenta a estabilidade
dos lipossomas em relagfio aos convencionais. A estabilidade cresce com o
aumento da concentragfio de PEG de 3, 6 ¢ 9 % na superficie das vesiculas,
demonstrando a eficacia do efeito estérico de protegéo exercido pelas cadeias
de PEG na superficie dos lipossomas. Os espectros de RPE e os perfis de
absorbéncia das solugdes mostram o aparecimento de trés regifes distintas
com o aumento da concentragdio de tensoativo. A primeira a concentragdes de
tensoativos menores que 25%, onde predomina a fase membranar, seguida de
uma fase de fransi¢fio entre 25 e 60%, onde coexistem vesiculas ¢ micelas
mistas em proporgdes significativas, ¢ finalmente a fase micelar, a

concentragdes de tensoativos maiores que 60%.

O aumento da cadeia de PEG nfo necessariamente implica no aumento
da estabilidade das vesiculas. A estabilidade aumenta quando o peso
molecular da cadeia de PEG cresce de 750 para 2000 Da, porém decresce para
o PEG de peso molecular 5000 Da, para o qual a estabilidade é semelhante

aquela observada para os lipossomas com PEG 750 Da.

O balango hidrofilico-hidrofobico dos tensoativos influencia a
estabilidade dos lipossomas. Os tensoativos mais hidrofobicos causam maior
desestabiliza¢8o na membrana. A maior variagdo na estabilidade das vesiculas
convencionais foi observada quando o HLB do tensoativo varia de 11,67 para
12,42. Menores variagdes foram observadas para os valores de HLB 12.,42;
13,04 e 13,71 dos tensoativos Ci¢Eg, Ci4Ez e Cj;Eg, respectivamente. O
mesmo comportamento foi observado para os lipossomas contendo 3% de
PEG. O aumento da concentragdo de PEGaggo para 6 € 9% minimiza os efeitos
da influéncia do HL.B da molécula do tensoativo na estabilidade das vesiculas.
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6.0 - SUGESTOES

O trabalho realizado até¢ aqui fornece a literatura informacgOes
adicionais importantes no estudo da estabilidade de lipossomas convencionais
e modificados com PEG em presenga de tentoativos nio-idnicos. Estes
resultados abrem novas perspectivas de aplicagio e estudo. A seguir sdo

apresentadas algumas sugestdes para trabalhos futuros:

Identificar as provaveis causas das diferengas no comportamento dos
DMPE-PEG nas curvas de determinacdo de concentragdo micelar critica dos

lipidios sintetizados em comparagdo aos lipidios padrio.

Sintetizar DMPE-PEG’s utilizando PEG com pesos moleculares entre
750 e 5000 Da. Otimizacéo do gradiente de solventes utilizados na purificagio
do DMPE-PEG de forma a produzir e purificar lipidios com PEG de

diferentes pesos moleculares.

Estudar a estabilidade entre lipossomas unilamelares de mesma
composi¢do contendo PEG preparados por extrusic em membranas de

diferentes didmetros de poro e por sonicagdo.

Estudar a eficiéncia de encapsulamento e permeabilidade da bicamada
de lipossomas contendo PEG sob aglo de tensoativos pela liberagio de
marcadores encapsulados, tais como carboxifluoresceina. Paralelamente,
poder-se-ia estudar a estabilidade por modificagdes na turbidez total e

ordenagdo da bicamada por ressondncia paramagnética eletrénica.

Estudar a estabilidade de lipossomas contendo PEG com outros

tensoativos da série CxEy com outros HLB’s.
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Coletar um maior nimero de dados experimentais com EPR na faixa de
25 a 60% de tensoativo com o objetivo de estudar melhor o comportamento da
fluidez da membrana nesta faixa. Estudar as modificagGes na ordenagdo da
bicamada das vesiculas pela agdo de tensoativos por ressondncia

paramagnética eletrdnica utilizando marcadores de spin mais hidrofébicos.
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