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“ Lipossoma é um projeto inteligente que obedece a uma

programacdo preévia para um trabalho especifico.”

Papahadjopoulos

Para a minha mde Nair
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Resumo

Nanovesiculas lipossomicas constituem promissoras estruturas auto-organizadas habeis
para encapsular e transportar diferentes substancias, como os farmacos, e foram produzidas neste
trabalho pelo método da evaporacdo em fase reversa.

Fosfatidilcolina de alta pureza foi utilizada na produgdo das estruturas. Paralelamente
procedeu-se a purificagdo de fosfatidilcolina por cromatografia em coluna a partir da lecitina de
soja fornecida pela industria de 6leo de soja local. O processo foi monitorado por cromatografia
em camada delgada e a caracterizagio foi feita por RMN do 'H e do *'P. O resultado mostrou
que fosfatidilcolina pode ser purificada facilmente pela cromatografia em coluna, mas a sua
degradagdo deve ser evitada por processos eficientes de conservagao.

Quitosana foi obtida pela desacetilacdao por hidrdlise alcalina da quitina comercial. O grau
de desacetilagdo resultante foi caracterizado por infra-vermelho e a massa molar média, assim
como outros parametros do polimero em solu¢do como raio de giro e segundo coeficiente virial,
foram determinados pela técnica de espalhamento de luz estatico. O polimero de carater
cationico quitosana foi empregado na producao de nanovesiculas lipossomicas para revestimento
das estruturas, visando o aumento da estabilidade fisica das mesmas.

A preparacdo de lipossomas pela evaporagdo em fase reversa constitui um processo em
etapas, onde os diferentes estagios levam a formacao de trés sistemas vesiculares de distintas
organizacgoes estruturais: micelas reversas, organogel e lipossomas. As técnicas de viscosimetria,
turbidimetria, ultra-violeta visivel, espalhamento de luz estatico e dindmico e espalhamento de
raios-X a baixo angulo permitiram ampla caracterizagdo destas estruturas com e sem quitosana.
Dados como raio hidrodinamico e ponto de percolagdo das micelas reversas, espessura lamelar
do organogel, intensidade de espalhamento de luz, raio hidrodinamico, raio de giro e espessura
lamelar dos lipossomas foram obtidos.

Além disso, o solvente organico éter etilico, classico para este método de preparagdo foi
substituido pelo acetato de etila sem prejuizo na formagdo das estruturas e com a vantagem do
seu menor impacto ambiental.

Lipossomas revestidos externa e internamente com quitosana formando um composito
foram obtidos com sucesso e apresentaram uma estabilidade fisica em solugdo aquosa maior do

que lipossomas convencionais ou nio revestidos.
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Abstract

Liposomal nanovesicles perform promising self-organised structures able to encapsulate
and transport different substances, like drugs, and were produced in this work through the
reverse phase evaporation method.

Phosphatidylcholine of high purity was used on the production of the structures.
Simultaneously, the phosphatidylcholine purification was carried out from soy lecithin furnished
by the local industry of soy oil through chromatographic column. The process was monitored
with thin layer chromatography and the characterisation was held through NMR of 'H and *'P.
The result showed that phosphatidylcholine may easily be purified by the column
chromatography, however, its degradation must be avoided with efficient conservation
processes.

Chitosan was obtained on deacetylation of commercial chitin using alkaline hydrolysis.
The degree of deacetylation was characterised by infra-red and the average molecular weight, as
well as other parameters of the polymer in solution, like radius of gyration and second virial
coefficient, were determined through the static light scattering technique. The cationic polymer
chitosan was employed on the liposomal nanovesicles production for coating of the structures,
aiming its physical stability improvement.

The liposomes preparation through reverse phase evaporation method represents a
stepping process, where the different stages lead to the formation of three vesicular systems of
distinguished structural organisations: reverse micelles, organogel and liposomes. Techniques of
viscometry, turbidimetry, ultra-violet visible, static and dynamic light scattering and small angle
X-ray scattering allowed large characterisation of this structures with and without chitosan. Data
like hydrodynamic radius and percolation threshold of the reverse micelles, lamellar thickness of
the organogel, light scattering intensity, hydrodynamic radius, radius of gyration and lamellar
thickness of liposomes were obtained.

Moreover, the organic solvent ethyl ether, classical in this preparation method, was
substituted by ethyl acetate with no backwards on the structures formation and with the
advantage of its lower environmental impact.

Liposomes coated internally and externally with chitosan providing a composite, were
successfully obtained and showed a higher aqueous physical stability than conventional or not

coated liposomes.
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1. Introducio

Vesiculas lipossomicas, ou lipossomas, sdo estruturas coloidais constituidas de um nicleo
interno aquoso ¢ uma membrana formada pela auto-associagdo de moléculas fosfolipidicas em
bicamadas. De acordo com os seu tamanho, formato, morfologia e caracteristicas fisico-
quimicas, estas estruturas que possuem a capacidade de encapsulamento de compostos
hidrofilicos no seu nucleo aquoso e compostos hidrofobicos nas bicamadas lipidicas,' oferecem
larga aplicacdo em diversas areas.””

Atualmente ha um grande interesse das ciéncias farmacéuticas e biomédicas nos
carreadores de fArmacos nanométricos ou micrométricos, de estabilidade relativa, biodegradaveis
e biocompativeis, capazes de encapsular farmacos. A utilizacdo destas estruturas visa a aplicacao
dos farmacos por vias oral, transdérmica e parenteral com liberagdo controlada, diretamente na
regido de agdo esperada, reduzindo assim os efeitos colaterais dos medicamentos e aumentando a
eficiéncia dos tratamentos desde doengas oculares® até quimioterapia.’

Lipossomas oferecem a vantagem de mimetizar membranas bioldgicas® e possibilitarem
alteracdo estrutural, o que permite a modificacdo de suas caracteristicas fisico-quimicas, ao
contrario das nanoparticulas onde, ao invés de lipidios, temos polimeros formando o corpo das
estruturas. Embora muitos autores tenham relatado nanoparticulas como sistemas mais eficientes
do que vesiculas lipossdmicas,” deve-se considerar o objetivo da utilizagio de um ou outro
carreador.

Para a estabilizagdo das membranas de lipossomas visando uma agdo eficiente em
diferentes ambientes e para aumentar o tempo de retengdo dos materiais encapsulados, bem
como o tempo de meia vida (ou permanéncia) destas substiancias no meio de aplicacdo, muitas
modificac¢des tém sido propostas. A modificacdo da superficie das vesiculas lipossomicas através
do revestimento com polimeros como poli(etilenoglicol) ou copolimeros em bloco™ esta bem
estabelecida. Nos ultimos anos, a utilizagdo de produtos naturais e alternativos tem recebido
crescente interesse em todas as dareas de pesquisa. O conhecimento da existéncia de
polissacarideos nas superficies celulares deu origem ao estudo das interagdes entre lipossomas e
diferentes grupos de polissacarideos.'® Assim, o polissacaridio catiénico quitosana foi descoberto
como um bom candidato para estabilizacdo e modificacdo do potencial superficial de

11,12

lipossomas’ '~ onde a fosfatidilcolina ¢ o principal lipidio que estrutura a membrana.



A quitosana ¢ derivada da quitina, encontrada na carapaca de crustaceos e insetos ou nas
paredes celulares de fungos."> A quitosana ¢ obtida pela parcial ou total desacetilacdo da quitina,
fornecendo um polimero amino-substituido solivel em solugdes aquosas acidas. Como a
quitosana forma um sal em solu¢do 4acida, produzindo cadeias polieletrolitas com cargas
positivas nos 4tomos de nitrogénio dos grupos amino,'* suas intera¢des com as regides polares
dos lipossomas sdo favorecidas levando a sua deposi¢cao nos mesmos.

O desenvolvimento de vesiculas lipossomicas nanométricas modificadas, na forma de
compositos, utilizando-se fosfatidilcolina da lecitina de soja e o polimero natural quitosana,
conforme proposto neste estudo, reveste-se portanto de relevancia cientifica e tecnologica.

Por outro lado, a caracterizagdo fisico-quimica de cada etapa na preparacdo das
nanovesiculas lipossdmicas compdsitas abre novas possibilidades para uma melhor compreensao
sobre o arranjo molecular nestas estruturas, bem como possibilita a criacio de novas

nanoestruturas, com organiza¢do molecular conhecida.



2. Revisao bibliografica: lipossomas

2.1. Descoberta e estruturacao

O lipossoma constitui uma estrutura esférica cuja tensdo superficial é nula.”” E formado
por uma ou mais bicamadas de lipidios, as lamelas, que constituem a configuracdo de menor
energia livre para muitos fosfolipidios. A semelhanga das membranas celulares, os lipossomas
também constituem um importante componente das membranas celulares, encapsulando e
isolando fluidos intracelulares contendo proteinas especificas e outras macromoléculas.'®

Os lipossomas foram produzidos artificialmente por acaso num trabalho de Alec
Bangham e colaboradores publicado em 1965 onde foi feita a caracterizagdo de um sistema de
vesiculas fosfolipidicas, que mais tarde foram denominadas lipossomas. No entanto, estas
estruturas multilamelares obtidas da hidratacdo de fosfolipidios ja eram conhecidas na época
como "figuras de mielina". Apds o trabalho de Bangham, os lipossomas estabeleceram-se como
sistemas modelo para estudo das membranas biologicas'’ e simulagio de interagdes
intercelulares ou interacdes entre células e o meio extracelular.”'® Também houve sucesso na
incorporagao de enzimas € o crescente interesse na sua aplicacdo médica e farmacologica levou
Gregory Gregoriadis a propor o uso de lipossomas como sistema carreador de farmacos em
1971."7 Desde entdo, muitos pesquisadores, como Demetrius Papahadjopoulos, fundador
cientifico da Liposome Technology nos EUA, tém dedicado seus esfor¢os no desenvolvimento de
lipossomas carreadores, desde a producdo de matérias-primas e métodos de preparagcdo de
lipossomas, até estudos in vitro e in vivo e mais recentemente os estudos clinicos. Centros de
pesquisa como o Liposome Research Laboratory, no California Pacific Medical Center
Research Institute, fundado em 1967 por Papahadjopoulos, tém-se estabelecido produzindo
perspectivas promissoras ¢ atingindo resultados de alto interesse cientifico, tecnologico e

industrial.



2.2. Carreador e vetorizador

Nos ultimos anos, os lipossomas tém obtido aplicagdo como sistemas carreadores de
farmacos devido a sua capacidade de reter substancias hidrofilicas no seu nucleo aquoso e
substancias hidrofobicas entre as lamelas.’

Quando um firmaco ¢ administrado no paciente através de formas farmacéuticas
convencionais, o seu volume de distribuicdo ¢ normalmente elevado, ou seja, o firmaco ¢
distribuido para diversas areas do corpo, atingindo além do ponto onde deve atuar, 6rgios sadios
onde muitas vezes ele pode agir como uma substancia téxica produzindo os efeitos colaterais. O
alto volume de distribuicdo requer o uso de doses mais altas de farmacos do que seriam
necessarias para o tratamento da enfermidade. Num sistema ideal, o farmaco seria liberado de
forma controlada somente no local onde a sua agdo é esperada, assim ndo haveria perdas nem
efeitos colaterais e os tratamentos teriam a eficadcia maximizada. Este tipo de sistema ¢ chamado
vetorizagdo de farmacos. O uso de lipossomas para vetorizagdo de farmacos tem mostrado
excelentes resultados principalmente na vetorizagdo de anti-cancerigenos,”” considerando que
seu alto custo de produgdo requer justificativas terap€uticas importantes.

Em condig¢des ideais, o farmaco ¢ transportado pelo lipossoma que o protege da acdo do
metabolismo e conseqiiente inativagdo no plasma (em administracdo intravenosa) ou no suco
gastrico (em administracdo oral). Ao contrario das moléculas de farmaco que sdo absorvidas
também pelos tecidos sadios, os lipossomas, quando suficientemente estabilizados, nao
acumulam nesses tecidos, devido ao fato dos ultimos possuirem endotélio continuo que nao
permite que estruturas coloidais como os lipossomas atravessem a parede celular. J& em locais
onde existem enfermidades como em tumores solidos, regides de inflamagdo e hipertermia, o
endotélio ¢ descontinuo apresentando poros maiores que podem variar entre 100 e 800 nm, os
quais permitem a entrada de lipossomas com tamanhos nanométricos e o seu acimulo no ponto
de agdo esperada do farmaco, o qual ¢ liberado lentamente a medida que as lamelas dos
lipossomas sdo desestruturadas.”’

Desta forma, o lipossoma concorre para a otimizagdo de tratamentos, evitando os efeitos

colaterais e a perda de fArmaco.



2.3. Composic¢ao fundamental

Os lipidios que constituem as lamelas dos lipossomas sdo moléculas anfifilicas, ou seja,
formadas por uma ou duas longas cadeias apolares ligadas a uma extremidade polar. O efeito
hidrofobico exercido nas cadeias apolares, quando estas entram em contato com agua ou outro
meio polar, ¢ a forca que direciona a estruturagao das bicamadas de lipidios. As cadeias apolares
interagem entre elas, enquanto que as extremidades polares fazem a interface com o meio polar.
Esta agregacdo em bicamadas, portanto, constitui a configuragdo de menor energia livre. Apesar
disso, lipossomas ndo estdo em equilibrio termodinamico, devido a curvatura inerente a forma
esférica. Isso lhes confere uma estabilidade relativa, que ird depender da sua composi¢ao e do
meio em que se encontram. '

As lamelas de lipossomas podem ser formadas por um Unico lipidio ou por uma mistura
de lipidios. Normalmente os fosfolipidios como fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina (neutros),
fosfatidilserina e fosfatidilglicerol (carga -1) sdo os principais lipidios utilizados na produgao de
lipossomas carreadores de farmacos, ja que constituem moléculas biocompativeis e
biodegradaveis.'

As propor¢des de cada fosfolipidio em uma mistura sdo variadas de acordo com as
caracteristicas fisico-quimicas pretendidas para o lipossoma. Misturas de fosfolipidios neutros
com fosfolipidios carregados negativamente ou positivamente (10 - 20% mol/mol) diminuem a
auto-agregagdo das estruturas.”’ Outros componentes podem entrar na formulagdo visando a
modificacdo de determinadas caracteristicas ou o aumento da estabilidade relativa dos
lipossomas. Bastante comum ¢ o uso do colesterol que numa propor¢do de 30% (mol/mol)
demonstrou aumentar a estabilidade in vitro e in vivo de lipossomas.”> Agentes anti-oxidantes
como o a-tocoferol, butilidroxitolueno, butilidroxianisol sdo utilizados para reduzir a oxidacao
das ligagdes insaturadas dos fosfolipidios."

O meio polar em que os lipossomas sdo produzidos normalmente ¢ dgua ou solucdo

aquosa tamponada a pH = 7,.4.°



2.4. Tipos de lipossomas

Convencionalmente lipossomas sdo definidos de acordo com o seu tamanho e o fato da
sua estrutura ser formada por uma Unica lamela ou por mais de uma. Lipossomas multilamelares
(MLV - multilamelar vesicles), também chamados de oligolamelares (OLV - oligolamelar
vesicles), possuem um diametro médio que varia geralmente de 400 nm a alguns micrometros.
Lipossomas unilamelares sdo definidos em dois grupos: lipossomas unilamelares grandes (LUV -
large unilamelar vesicles) com didmetros entre 80 nm e 1 pm e lipossomas unilamelares
pequenos (SUV - small unilamelar vesicles) com diametros variando entre 20 e 80 nm. Também
existem os lipossomas gigantes unilamelares (GUV - giant unilamelar vesicles) ou
oligolamelares (GOV - giant oligolamelar vesicles) com didmetros superiores a 1 um, podendo
chegar a dezenas de micrometros.'>!”

Com o desenvolvimento de novos materiais, os lipossomas tém sido modificados para
satisfazer condigdes especificas de uso. Quando administrados in vivo de forma parenteral
(geralmente intravenosa) possuem a tendéncia de acumular nos macréfagos, células do sistema
fagocitario mononuclear (MPS - macrophages), que sao responsaveis pela captacdo e transporte
até o figado e o bago para eliminagdo de qualquer substdncia estranha na corrente sangiiinea.”
Este fato deve ser considerado na escolha do lipossoma carreador a ser produzido para um
determinado objetivo. Assim, atualmente lipossomas também podem ser divididos de acordo
com sua composic¢ao e aplicagao.

19,2 S B ~
2 com lamelas de fosfolipidios contendo ou nio

a. Lipossomas convencionais:
colesterol, podem ter grandes variagdes de propriedades fisico-quimicas, porém sao
caracterizados por possuirem um curto tempo de circulacdo na corrente sanguinea e por isso
utilizados como carreadores de antimicrobianos e antifingicos para tratamento de infec¢des do
MPS, de imunomoduladores para aumento da capacidade de retencao de células neoplésticas do
MPS, elevando a resisténcia contra infec¢gdes por microorganismos € ainda de antigenos para
vacinas explorando a capacidade do MPS de agir como células antigenas.

b. Lipossomas de longa-circulagdo:*'"'***** as lamelas de lipossomas contém
fosfolipidios e glicolipidios conjugados com poli(etilenoglicol) (PEG); sdo conhecidos como
"stealth" ou lipossomas furtivos ou ainda lipossomas estericamente estabilizados; as cadeias

hidratadas de PEG criam uma barreira contra as interagdes com componentes moleculares e



celulares do meio bioldgico. Desta forma estes lipossomas ndo sdo reconhecidos pelo MPS, o
que aumenta a sua permanéncia na circulagao sanguinea (com tempo de meia vida em humanos
em torno de 48 h). Estdo sendo desenvolvidos principalmente como carreadores de firmacos
anti-cancerigenos e antinflamatorios ja que o periodo maior de circulagdo permite que atinjam
areas onde a permeabilidade da parede vascular foi aumentada, o que corresponde as regides
patologicas afetadas por tumores solidos e areas de infecgao e inflamacao.

- o - - 20,25,26
c. Lipossomas direcionados ou imunolipossomas:™"

possuem ligantes na superficie
externa, geralmente anticorpos, que interagem com células de tecidos especificos, que possuem o
antigeno complementar; também tém sido revestidos com PEG para aumentar o seu tempo de
meia vida; estdo sendo estudados na vetorizagdo de farmacos a tumores e ao sistema
cardiovascular.

d. Lipossomas fusogénicos:*’ compostos de lipidios catiénicos ou sensiveis ao pH do
meio; a descoberta de que lipidios catidnicos podem condensar DNA e aumentar a transfec¢ao
de genes, estimulou alto interesse nestas estruturas como carreadores intracelulares de gens para
tratamento de cancer e doencas cardiovasculares.

e. Lipossomas polimerizados:*® compostos de fosfolipidios insaturados que podem ser
polimerizados por irradiacdo de luz ou que incorporam grupos especificos nas moléculas
lipidicas capazes de polimerizar em diferentes regides da estrutura o que lhes confere uma
estabilidade maior em meios mais agressivos como o gastrointestinal, sendo assim pesquisados
como carreadores para administragdo oral.

f. Magnetolipossomas:* o niicleo aquoso possui um ferrofluido coloidal e desta forma
estas estruturas podem ser orientadas a pontos especificos pela agdo de um campo magnético.

g. Lipossomas elasticos:*"! sdo compostos de fosfolipidios e surfactantes que aumentam
a elasticidade da lamela produzindo vesiculas capazes de sofrer deformacdes sem serem
desestruturadas; sdo adequados para administragdo transdérmica e podem penetrar em camadas
mais profundas da pele.

h. Quitossomas:'’*?

sdo lipossomas revestidos com o polimero quitosana que ¢ um
polissacaridio linear com alta densidade de carga positiva que lhes confere uma estabilidade

maior.



2.5. Métodos de preparacio de lipossomas

Os métodos de preparagao de lipossomas sdo inimeros e levam a formagao de diferentes
tipos de vesiculas em relacdao ao seu tamanho, sua estruturagdo, capacidade de encapsulamento e
tempo de retencdo de substancias, nimero de lamelas, etc. A maioria dos métodos de preparacao
segue as seguintes etapas fundamentais:'

- dissolucdo dos lipidios num solvente orgénico;

eliminagdo do solvente organico em evaporador rotatdrio;

dispersao dos lipidios secos numa solugdo aquosa;

- dissolugdo da substancia a encapsular na solu¢ao organica (na primeira etapa) ou na
solugdo aquosa de acordo com o seu carater hidrofobico ou hidrofilico;

- eliminagdo das substancias ndo encapsuladas por uma técnica de separacao (filtragdo,
dialise ou centrifugacao).

Cada técnica difere geralmente na etapa de dispersdo dos lipidios na fase aquosa. A
seguir sdo descritos alguns dos métodos de preparacdo de lipossomas mais difundidos."> Muitos
processos de preparacdo encontrados na literatura atual sdo variantes, modificacdes ou
aperfeicoamentos destes processos. Nenhum método ¢ perfeito, todos possuem vantagens e
desvantagens e as condi¢cdes de producdo e o objetivo final devem ser considerados na hora da
escolha do método a ser utilizado.

a. Método da hidratacdo do filme fosfolipidico: foi descrito em 1965 por Bangham e
colaboradores e consiste na adicdo da solu¢do aquosa ao filme fosfolipidico obtido apods a
evaporagdo do solvente organico; a dispersdo dos fosfolipidios ¢ facilitada por ultra-agitacao e
uso de esferas de vidro; com o contato com a solugdo aquosa sob agitagdo, o filme de
fosfolipidios desprende da superficie do baldo sob forma de vesiculas com didmetros elevados e
multilamelares (MLV); ¢ um método simples e rapido, mas possui baixa taxa de encapsulamento
e € pouco adequado a produgdo industrial.

b. Uso de ultrassom: com o objetivo de reduzir os didmetros de lipossomas obtidos pelo
método da hidratagdo, a suspensdo de lipossomas ¢ submetida a a¢do de ultra-som obtendo-se
SUV; foi descrito por Saunders em 1962; apesar de produzir vesiculas menores e mais
homogéneas, possui as mesmas desvantagens do método precedente; além disso, reagdes

quimicas podem ocorrer, como por exemplo quebra das cadeias pela acdo do ultra-som.



c. Extrusdo: também reduz o didmetro de MLV a extrusdo pode ser exercida varias vezes
sob pressao e uso de filtros de diversas porosidades decrescentes; um método com uso de
membranas de policarbonato foi descrito por Olson e colaboradores em 1979.

d. Microfluidizacdo: a suspensdo de MLV passa através de uma bomba sob pressdo
(10000 psi), por um filtro (5 um de porosidade) e em seguida por um compartimento de
interagdo onde ¢ submetida a ultra-agitacdo; os choques entre as particulas provoca ruptura das
vesiculas grandes, que se reconstituem em vesiculas pequenas de tamanhos homogéneos; apds
duas ou trés repeticdes do processo, MLV tém seu diametro reduzido a 100-200 nm e apos dez
repeticdes o didmetro decresce a menos de 100 nm; o processo também aumenta a taxa de
encapsulamento.

e. Injecdo de etanol: os lipidios sdo dissolvidos em etanol e em seguida a solugdo é
injetada numa solugdo aquosa sob agitacdao; os didmetros de SUV obtidos irdo depender da
velocidade de agitagdo e de injecdo e também da concentra¢do de lipidios no etanol; apds, o
etanol pode ser eliminado por dialise ou através de filtracdo por gel de Sephadex G50 em
cromatografia por exclusdo-difusdo; ¢ um método simples e rapido e adequado a producao
industrial; seu inconveniente ¢ a baixa taxa de encapsulamento.

f. Evaporacdo em fase reversa: introduzido por Szoka e Papahadjopoulos em 1978, neste
método os fosfolipidios s@o dissolvidos num solvente organico, uma solug¢do aquosa ¢ adicionada
formando duas fases ndo misciveis; a extremidade polar dos fosfolipidios ¢ atraida pela fase
aquosa e assim estes se depositam sob a interface fase organica / fase aquosa; o sistema ¢
submetido ao ultra-som e uma emulsdo adgua / 6leo ¢ formada onde os fosfolipidios estruturam
micelas reversas com nucleo aquoso no solvente organico; em seguida a emulsdo ¢ submetida a
evaporagdo do solvente organico em evaporador rotatorio; as micelas reversas concentram e com
a evaporagdo do solvente suas membranas rompem formando um gel liquido cristalino; sob alta
agitacdo e adi¢do de solucdo aquosa os lipossomas sdo formados pela auto-associacdo dos
fosfolipidios em duplas camadas; este método ¢ caracterizado pela produgcdo de LUV onde o
grande nucleo aquoso pode encapsular altas propor¢des de substancias hidrofilicas, embora seja
pouco adequado a produc¢ao industrial devido as varias etapas.

g. Dispersao de micelas mistas: os lipidios sdo solubilizados em meio aquoso com auxilio
de detergente ou tensoativo como Tween 20®, Triton® ou colato de sddio; sdo formadas micelas

mistas e em seguida o detergente ¢ eliminado por didlise ou filtragdo; as micelas lipidicas



coalescem e formam vesiculas unilamelares (SUV ou LUV); o processo ¢ demorado em todas as
etapas e geralmente a taxa de encapsulamento ¢ baixa.

h. Liofilizagdo-reidratacdo: SUV em solucdo previamente formados sdo misturados com
a substancia a ser encapsulada e esta mistura ¢ liofilizada e em seguida novamente reconstituida
pela adicao de solucdo aquosa; produz MLV de tamanhos heterogéneos, mas com altas taxas de
encapsulamento.

Em processos onde a taxa de encapsulamento ¢ baixa pode-se langar mao de estratégias
para aumentar a quantidade de material encapsulado. Uma destas estratégias ¢ o encapsulamento
ativo que consiste na introducdo das substancias a encapsular nos lipossomas pré-formados
através da difusdo do exterior para o interior das estruturas. Isto pode ser procedido por gradiente
de pH onde, por exemplo, o pH no interior da estrutura ¢ acido, enquanto que no meio externo o
pH ¢ neutro, assim substancias basicas a encapsular podem ser adicionadas no meio externo e
estas irdo difundir para o interior dos lipossomas atraidas pela forga ionica. Esta técnica permite
o controle da taxa de encapsulamento desejada para diferentes substancias e pode atingir até 90%

do teor adicionado.
2.6. Conservacio de lipossomas

A estabilizacao de lipossomas ap0s a sua preparagao tem sido objeto de muita pesquisa,
sendo que principalmente lipossomas convencionais possuem estabilidade muito baixa em
solugio aquosa.™?* As instabilidades podem ter origem quimica ou fisica ¢ algumas precaucdes
podem evita-las.

A oxidagdo e hidrolise dos lipidios pode ser evitada com uso de agentes conservantes
como relatado anteriormente. A conservagdo a temperatura baixa (em torno de 4 °C) e sob
atmosfera de argdnio em frascos ambar também auxilia na diminuigdo deste tipo de
degradacdo."

A agregacao de lipossomas ocorre mais freqiientemente para as estruturas maiores devido
as interacdes de van der Waals que dependem da superficie de contato. Este processo ¢
inevitavel para estruturas nao carregadas, por isso o uso de lipidios carregados na formulagado dos

. y . ~ A 1
lipossomas ¢ uma alternativa para a redugdo deste fenomeno."
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A retencdo de material encapsulado também deve ser considerada. Variagdes ocorrem
segundo a natureza dos lipossomas (normalmente quanto maior a estrutura maior o tempo de
retengdo - MLV > LUV > SUV), a temperatura de conservagdo (4 °C > 25 °C > 37 °C), a
composi¢ao das lamelas e as propriedades fisico-quimicas dos produtos encapsulados. Moléculas
lipofilicas de alto peso molecular e moléculas hidrofilicas ionizadas sdo melhor retidas."

A liofilizagdo vem sendo estudada para conservagdo de lipossomas por periodos mais
longos. As estruturas secas sdo suspensas novamente em solu¢do somente na hora do seu uso,
assim a degradagdo em solucdo ¢ evitada. As desvantagens deste processo sdo a baixa
recuperagdo de lipossomas com a mesma distribuicdo de tamanhos e porcentagem de material
encapsulado apresentada antes da liofilizacdo. Para diminuicdo destas perdas, a adicdo de
substincias crioprotetoras nas formulagdes, para proceder a liofilizagdo, tem sido proposta.'>"”

A presenca de PEG ou outros polimeros como quitosana na superficie de lipossomas
também fornece uma barreira estérica que previne agregagdo. Lipossomas revestidos com PEG
sdo estdveis em relagdo a tamanhos e quantidade de material encapsulado por periodos que

. , . \ . 1
podem variar de meses até anos quando mantidos a baixa temperatura.'’
2.7. Lipossomas comerciais

Os lipossomas sdo um caso flagrante de um sistema que teve uma passagem muito rapida
do campo da investigacdo para a aplicagcdo comercial, principalmente na area da industria
cosmética, sem que as suas propriedades e eficacia tenham sido completamente estudadas.'’

Apesar da grande quantidade de material bibliografico presente na literatura, até o
presente poucas estruturas lipossomicas carreadoras de farmacos tém sido suficientemente
desenvolvidas para uso clinico. Dentre as aprovadas pelo Food and Drug Administration (FDA),
destacam-se formula¢des de antraciclinas antitumorais como a daunorubicina e doxorubicina. A
seguir, sdo descritos alguns dos fairmacos lipossomados com desempenho aprovado, atualmente
disponiveis no mercado para tratamento clinico das enfermidades relacionadas.

Daunoxome® - forma lipossomada do agente anti-cancerigeno citrato de daunorubicina
usado para tratamento quimioterapico do sarcoma de Kaposi principalmente em pacientes
imunologicamente enfraquecidos como portadores do virus HIV. Solu¢cdo de daunorubicina ¢

encapsulada em SUV com lamelas de diasteroilfosfatidilcolina e colesterol (2:1). O principal
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efeito colateral da daunorubicina ¢ a sua alta cardiotoxicidade, que pode persistir por anos apos o
tratamento. Daunoxome® ndo apresentou manifestagcdes clinicas de cardiotoxicidade mesmo
quando administrado em altas doses,”> mostrando que o lipossoma age como eficiente redutor de
efeitos colaterais neste caso.

Doxil® (EUA); Caelyx™ (Europa) - formulacdo lipossomada do agente anti-cancerigeno
doxorubicina também utilizado no tratamento do sarcoma de Kaposi e cancer ovariano. A
doxorubicina ¢ encapsulada em lipossomas de longa circulagdo "Stealth®" de 100 nm de
diametro (compostos de fosfatidilcolina, colesterol e poli(etilenoglicol)
diasterofosfatidiletanolamina) e desta forma obtém-se a reducdo dos seus efeitos colaterais
(cardiotoxicidade, alopecia, nausea e vomito) com a manutencdo da eficiéncia dos tratamentos.”*

AmBisome™ - formula¢io lipossomada intravenosa da anfotericina B, utilizada no
tratamento de infec¢des causadas por vérias espécies de fungos. O farmaco ¢ encapsulado em
lipossomas unilamelares com didmetros menores de 100 nm constituidos de fosfatidilcolina,
colesterol e difosfatidilglicerol (10:5:4). Efeitos colaterais da anfotericina B como febre,
resfriado, disfungdes hepaticas e renais ndo foram constatados em estudo com AmBisome™.*°

Além destes lipossomas aprovados pelo FDA, outras formulacdes estdo sob avaliagdo.
Doxil® ja possui um candidato alternativo chamado Myocet™, onde os lipossomas apresentam
160 nm de didmetro contra os 100 nm do precedente, o que leva a um tempo menor de meia-
vida e reduz o acumulo em regides subcutidneas sob pressdao (palmas dos pés e maos) onde o
farmaco pode exercer efeitos colaterais.**

Alcaldides extraidos do género Vinca como a vincristina, vinblastina e vinorelbina
também encontram-se sob triagem clinica para aprovacdo do seu uso comercial em lipossomas.
Alguns trabalhos tém escolhido farmacos anti-cancerigenos alternativos como paclitaxel
(Taxol®), ara-C, metotrexano ou derivados da cisplatina, embora estudos toxicologicos pré-
clinicos ainda apresentem dados limitados."

Farmacos altamente hidrofobicos associados dentro das lamelas dos lipossomas tendem a
uma menor estabilidade de encapsulamento. Alternativamente lipossomas podem ser utilizados
para estes farmacos como formulacdo para administracdo intravenosa, estratégia que ja ¢
colocada em pratica com paclitaxel e também com fotosensibilizadores usados em terapias

fotodinamicas. "
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Aplicacdes bastante amplas existem na area da cosmetologia. O mecanismo de acdo de
lipossomas no transporte de ativos hidratantes, nutrientes e outras substancias através da pele
estd associado a composi¢do epidérmica o que permite a fusdo das vesiculas nos espagos
intercelulares da pele.'' Em contrapartida, a permeabilidade da pele é muito baixa devido a alta
organizagdo das lamelas e ao efeito do material lipidico presente que age como "cola" fechando
os espacos entre as células. Para atravessar estas barreiras, carreadores devem possuir didmetros
em torno de 30 nm ou menos. Mesmo com o alto interesse no uso de lipossomas também como
carreadores transdérmicos, suas reais aplicagdes e possibilidades ainda permanecem sob

estudo®”®

e ha muita controvérsia a ser elucidada.” Os didmetros de lipossomas normalmente
maiores do que 30 nm ndo permitem que atinjam as camadas mais profundas da pele intacta.
Lipossomas modificados, como os lipossomas eldsticos e quitossomas, citados anteriormente,
estdo sendo desenvolvidos para transpor este obstaculo.

Transfersomes' ™ constituem vesiculas ultradeformaveis capazes de transpor as barreiras
da pele. Surfactantes como colato de so6dio, Span 80 ¢ Tween 80 entram na composi¢ao destes
lipossomas altamente hidrofilicos que sdo atraidos pelas areas da pele onde a por¢do aquosa ¢
mais elevada, como nos pequenos espacos entre as células. Esta propriedade associada com a
alta deformabilidade, permite que as estruturas atinjam tecidos subcutineos da pele podendo
chegar ao sistema linfatico e em seguida a circulagdo sangiiinea.**~**

No caso de quitossomas, a presenca da quitosana pode aumentar a compatibilidade das
estruturas com a pele (devido ao poder catidonico deste polimero), resultando numa penetracao
mais eficiente dos agentes cosméticos.''!

Apesar das boas perspectivas, inumeras formulagdes cosméticas comerciais,
principalmente as que envolvem produtos anti-envelhecimento como acido glicolico'' e
tretinoina,* ja apresentam ou afirmam apresentar composigio lipossomada sem que tenha sido
comprovada a real eficacia dos lipossomas como carreadores das substancias ativas. Tamanhos
dos lipossomas, componentes indesejaveis dos processos de preparagdo (como solventes
organicos), qualidade e pureza de matérias-primas sao alguns fatores que podem ndo ser bem
controlados em muitos produtos cosméticos. E embora a sua eficicia seja duvidosa, a aceitacao
comercial ¢ facilitada, pois da mesma forma que a pele pode impedir a penetragdo dos

lipossomas, ela também funciona como um revestimento protetor contra reagdes adversas que

poderiam ser proporcionadas por estas substancias.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

- Obtencdo de vesiculas lipossomicas nanométricas de fosfatidilcolina e de
fosfatidilcolina revestidas com quitosana (compdsitas) pelo processo de evaporagdo
em fase reversa e a caracterizagdo fisico-quimica dos sistemas durante o processo de

preparacdo, bem como das estruturas finais.

3.2. Objetivos especificos

- Purificacdo da fosfatidilcolina da lecitina de soja bruta fornecida pela industria da
soja (Solae do Brasil S.A.) por cromatografia em coluna (CC) e caracterizacdo do

grau de pureza por cromatografia em camada delgada (CCD) e RMN do 'H e do *'P.

- Obtengao e caracterizagcdo de quitosana a partir da quitina comercial.

- Substituicdo do solvente éter etilico pelo acetato de etila, no processo de preparagao
das vesiculas lipossomicas, visando o emprego de um solvente com menor impacto

ambiental.

- Combinagdo das técnicas de espalhamento de luz estatico e dindmico, viscosimetria,
turbidimetria, medidas de absorvancia em UV-visivel e espalhamento de raios-X a
baixo angulo (SAXS) para a caracterizagdo de cada etapa do processo de preparacao
das vesiculas, incluindo a formacao de micelas reversas (MR), ponto de percolagdo,

fase gel e nanovesiculas lipossomicas.
- Avaliagdo da estabilidade das nanovesiculas lipossomicas com e sem quitosana

(mantidas em solu¢do aquosa e temperatura ambiente) através de medidas do raio

hidrodinamico e verificagdo do pH.
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4. Materiais
4.1. Fosfatidilcolina

A pureza dos fosfolipidios utilizados na preparagao de vesiculas lipossdmicas para
aplicagdo farmacéutica deve ser superior a 99%."> Essa exigéncia representa um limitagdo
tecnologica na producdo de lipossoma em escala industrial, sendo que os processos de
purificag@o do fosfolipidio encarecem muito o produto final.

A fosfatidilcolina é o fosfolipidio natural de M = 780 g/mol" ¢ p = 0,95 g/cm’ *' mais
utilizado na producdo de lipossomas. Faz parte da composicdo molecular das membranas
biologicas e também encontra-se presente no plasma sangiiineo como constituinte de
lipoproteinas. E biocompativel, biodegradavel e tem acio detergente. Sua estrutura (Figura 4.1a)
¢ formada por duas longas cadeias hidrocarbOnicas, uma saturada e outra insaturada, que
constituem a porcao hidrofébica ou apolar da molécula. A por¢ao hidrofilica ou polar ¢ formada
pelo glicerol, o grupo fosfato e a colina.

A fosfatidilcolina é um sélido amarelado, higroscépico e pouco estavel. E facilmente
decomposta em altas temperaturas e degradada pela acdo do oxigénio quando exposta ao ar e a
umidade por longos periodos. Seu principal produto de degradagdo ¢ a lisofosfatidilcolina
(Figura 4.1b), resultante da hidrdlise da fungdo éster no carbono de posi¢do 1 ou 2 do glicerol,
fornecendo uma molécula com apenas uma cadeia apolar.”” Sua presenga aumenta
consideravelmente a permeabilidade das membranas de lipossomas,"”> diminuindo a capacidade

~ . . , . . . . 4
de retengdo de material encapsulado nos lipossomas. Além disso, possui relativa toxidez.*

a (0]
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Figura 4.1: Estruturas moleculares de fosfatidilcolina (a) e lisofosfatidilcolina (b).
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A fosfatidilcolina para produgao de lipossomas vem sendo obtida a partir da gema de ovo
assim como da lecitina de soja, sub-produto no processo de fabricacdo do 6leo de soja. Estas
duas matérias-primas sdo constituidas de uma mistura de um grande ntimero de 4cidos graxos,
lipidios, proteinas, pigmentos e fosfolipidios de diferentes estruturas moleculares, com a
fosfatidilcolina representando entre 10 e 20%. A purifica¢do industrial e laboratorial é feita por
cromatografia em coluna. Os processos mais acessiveis utilizam colunas de silica** ou alumina®’
e misturas de cloroféormio:metanol como eluente. Varios métodos foram estudados,
principalmente nas décadas de 50 e 60, que requerem colunas de alta capacidade, uso de pressao,
atmosfera inerte, eluicdes muitas vezes demoradas, alto consumo de solventes e repetigoes do
processo em mais de uma coluna para uma purificacao eficiente. A substitui¢do dos solventes de
alta toxicidade também foi pesquisada, mas principalmente devido a baixa solubilidade dos
fosfolipidios em solventes menos toxicos como etanol e acetona, nenhum resultado satisfatdrio
foi obtido. Um dos tiltimos trabalhos publicados data de 1982* onde os pesquisadores utilizam
coluna de hidroxilapatita e véarias misturas de acetona:metanol como eluente. Uma patente de
1988*7 descreve a utilizacdo de coluna de silica-gel desativada com metanol e uma mistura de
cloroférmio:metanol:dgua como eluente para separar a fosfatidilcolina de outros fosfolipidios.
Este eluente, na propor¢do 6,5:2,5:0,4, ja vinha sendo utilizado na elui¢do de fosfolipidios em

CCD* desde a década de 60.

4.2. Quitosana

Quitosana ¢ um polimero obtido a partir da quitina que ¢ encontrada em abundancia na
natureza, principalmente na carapaca de crustaceos. Quimicamente, a quitina ¢ um polissacarideo
inerte e insolivel com grupos acetila laterais (Figura 4.2a). Quando estes grupos sdo modificados
por N-desacetilacdo, obtém-se a quitosana (Figura 4.2b) que ¢ reativa e soltivel em acidos fracos.
Devido ao seu carater basico (atribuido a presenca de grupamentos amina nas unidades repetidas
que impdem uma natureza cationica) e a sua biodegradabilidade, esse polimero vem despertando
bastante interesse devido as suas potencialidades como floculante, clarificador, espessante, fibra,
filme, matriz para coluna cromatografica, membrana seletiva de géas e produgdo de novos

materiais especialmente na area biomédica.*” >*!
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Figura 4.2: Estruturas moleculares de quitina (a) e quitosana (b).

Sendo polissacarideos semelhantes, quitina e quitosana sdo polimeros lineares contendo
unidades 2-acetamida-2-deoxi-D-glucopiranose e 2-amino-deoxi-D-glucopiranose unidas por
ligagdes glicosidicas p (1— 4)."

Os grupos acetila predominam nas cadeias de quitina, enquanto que a quitosana contém
mais grupos desacetilados. Considera-se que a quitosana corresponde ao polimero que contém
mais de 50% de unidades desacetiladas.'* Este grau de desacetilagdo (GD) est4 relacionado com
o processo e as condi¢des de reacdo de obtengdo da quitosana a partir da quitina. Na técnica mais
difundida devido a sua simplicidade, a quitina permanece em refluxo numa solu¢do de NaOH
40-50% por periodos que podem variar de uma a onze horas dependendo do GD pretendido.
Apbs, sdo realizados processos de lavagem para a purificagdo da quitosana. Muitas modificagdes
do método tém sido realizadas objetivando um conhecimento mais aprofundado da relacao entre
condi¢des reacionais e o conseqiiente GD. Para isso, mudancgas no tempo de refluxo,”™* na
temperatura,” lavagens seguidas de novos refluxos,” uso de atmosfera inerte’® e adi¢do de

captadores de oxigénio >~°

para diminuir a degradagdo do polimero foram estudadas. Estes
estudos concluiram que as mudancas nos parametros experimentais podem melhorar a
performance da sintese proporcionando quitosanas de maiores GDs em periodos mais curtos de
reacao.

Da mesma forma que as condi¢cdes de reagdo produzem diferentes GDs, cadeias
poliméricas de diferentes tamanhos sdo obtidas, pois a quitina “quebra” em inimeras cadeias de
massas molares variaveis.

A quitosana ¢ insolivel na maioria dos solventes organicos, mas dissolve em solucdes

aquosas de acidos organicos e inorganicos onde os atomos de nitrogénio dos grupos amino sao

. . 14 . . A e
protonados a valores de pH inferiores a 5,5." Cargas positivas nos nitrogénios tornam o
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polimero um polieletrolito catidnico capaz de se ligar fortemente a moléculas de carater
anionico, o que o torna passivel de ser utilizado no desenvolvimento de novos materiais nas mais
diversas areas de aplica¢do. Evidentemente esta propriedade estd diretamente ligada ao GD, pois
quanto mais grupos amino estiverem presentes ao longo das cadeias poliméricas, maior serd a

sua solubilidade e o conseqiiente “poder cationico”.
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5. Métodos

5.1. Purificacio da fosfatidilcolina e caracterizacdo do grau de pureza

Neste trabalho utilizou-se o sistema de elui¢io da CCD descrito por Marinetti® para
purificar a fosfatidilcolina através da CC. Setenta g de silica-gel (Merck) foram compactados
com o eluente cloroformio:metanol:agua (6,5:2,5:0,4). Sete g de lecitina de soja bruta
dissolvidos em 150 mL de cloroféormio foram adicionados lentamente na coluna e em seguida
eluidos com 400 mL do eluente. As fragcdes foram recolhidas gota a gota em frascos de 6 mL e o
processo foi acompanhado por CCD em placas de silica (Merck) e o mesmo eluente tendo-se
uma amostra de fosfatidilcolina de alta pureza fornecida pela industria (Solae do Brasil S. A.)
como padrdo de comparagdo. As placas das fracdes de 26 a 38 corresponderam a placa desta
fosfatidilcolina padrdo e foram misturadas em baldo de vidro com adi¢do de sulfato de sdédio
anidro para absor¢do de dgua sob agitagdo manual por cinco minutos. Apoés, a solucao foi filtrada
para outro baldo e os solventes eliminados em evaporador rotatério sob véacuo, a 30 °C,
fornecendo uma massa de 0,8316 g de fosfatidilcolina.

Espectros de RMN do 'H foram obtidos para a amostra padrio e¢ para a amostra
purificada respectivamente em equipamento Inova-300 (300 MHz) e Varian XL-200 (200 MHz)
dissolvendo-se 40 mg de cada amostra em 1 mL de CDCl;. Tetrametilsilano (TMS) foi utilizado
como referéncia interna.

Espectro de RMN do *'P foi obtido para a amostra purificada em equipamento Varian
XL-200 (200 MHz) dissolvendo-se 40 mg de amostra em 1 mL de CDCI; e usando trifenilfosfato

como padrdo externo.
5.2. Quitosana
5.2.1. Obtenc¢ao
Uma massa de 5 g de quitina (Delaware) foi dispersa em 200 mL de solugcdo de NaOH

(Merck) 50% em baldo de 500 mL. A solugdo foi aquecida a 100 °C sob agitagdio com

condensador acoplado e permaneceu em refluxo por 10 h. Apds resfriamento, o precipitado foi

19



filtrado e lavado com agua até pH = 8,0. O precipitado foi dissolvido em 400 mL de solugdo de
acido acético (Merck) 5 mL/L (pH = 3,0) sob agitacao por 12 h. A solugao foi filtrada duas vezes
sob véacuo com filtros de 8 e 0,45 um de porosidade (Millipore) para eliminagao de impurezas. O
pH da solucdo filtrada foi ajustado para 8,5 com solucdo de NaOH 10% para precipitagdo da
quitosana que foi filtrada em vidro sinterizado (G3), lavada com agua (MilliQ) até condutividade
5 mS e com solugdes de etanol (Nuclear):agua (70:30; 80:20; 90:10; 100:0) e secada sob vacuo

em dessecador com silica-gel (Merck).

5.2.2. Caracterizacdo da massa molar média por espalhamento de luz

O espalhamento de luz ¢ um método absoluto para determinagdo da massa molar média
(My) de macromoléculas, embora a obtengdo de dados e a sua interpretacdo seja mais dificil
quando as espécies em estudo apresentam comportamento associativo que pode resultar em
agregados macromoleculares. Este problema pode ser evitado se forem escolhidas faixas de
concentragdo adequadas para a diluicdo do polimero e solventes adequados, que no caso da
quitosana costumam ser solu¢des aquosas de acido acético’’ ou HCI® e solugdes tampdo de
acetato de pH em torno de 4,5 e forca idnica conhecida.”

A presengca de impurezas como contaminantes, poeira, fibras e particulas também
prejudica as medidas de espalhamento de luz, por isso as amostras em solu¢do devem ser
cuidadosamente filtradas e/ou centrifugadas antes da realizacao das medidas.

No espalhamento de luz eldstico considera-se apenas a quantidade média da luz
espalhada em uma determinada dire¢do, sem levar em conta a modificagdo ou distribuicdo de
freqiiéncias. Neste caso, tem-se 0 espalhamento de luz estatico (SLS)® onde mede-se o excesso
de intensidade da luz espalhada por uma solucao comparada a intensidade de luz espalhada pelo
solvente puro. Um dos métodos mais empregados para andlise da luz espalhada por

macromoléculas é a relacdo de Zimm:®'

Ke 1 167°n°
_ = 1+ 20 <
Re M, 3

o

Rg2>sen2(%ﬂ+2Agc (5.1)
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onde: K = constante Optica calculada a partir do incremento no indice de refragdo especifico das
amostras em solvente (dn/d¢) no mesmo comprimento de onda da luz laser incidente na amostra;
¢ = concentracdo; Ry = razdo de Rayleigh dada pela relacdo entre o excesso de luz espalhada e a
intensidade da radiacdo incidente no sistema, levando-se em consideragdo a distincia do volume
de espalhamento até o detector; M, = massa molar média; n, = indice de refragdo do solvente; 4,
= comprimento de onda do feixe de luz incidente; R, = raio de giro; 6 = angulo de medida da luz
espalhada em relagdo ao feixe de luz incidente e A, = segundo coeficiente virial. A intensidade
média da luz espalhada pelas macromoléculas em solu¢des de diferentes concentragdes a
diferentes angulos de espalhamento, extrapolada para 6 — 0 e ¢ — 0, fornece o valor absoluto da
My, bem como o R,, através do grafico resultante de Zimm. Para a determinacdo do raio
hidrodinamico (Ry) da quitosana em solucao, utilizou-se o espalhamento de luz dindmico (DLS),
descrito na secao 5.3.2.3.

Dados da literatura mostram que os métodos de clarificacdo (filtragdo e centrifugagao)
exercem um papel importante na obtencdo dos dados por espalhamento de luz®* na medida em
que contaminantes levam a interpretagdes erroneas como a de que em altas concentracdes
necessariamente ocorram agregados> e de que quitosanas de GDs maiores fornecam sempre M,
menor.

Para a caracterizagdo da quitosana neste trabalho, oito solugdes do polimero com
concentragdes de 0,10 (A), 0,15 (B), 0,20 (C), 0,25 (D), 0,50 (E), 1,00 (F), 1,30 (G) e 1,50 (H)
mg/mL foram preparadas por dissolucdo em 10 mL de solu¢do tampdo de acetato de sodio
(Aldrich) 0,02 M / acido acético (Merck) 0,02 M (pH=4,5) ¢ 0,1 M NaCl (Nuclear) sob agita¢ao
por 16 h. As amostras foram filtradas (1,20; 0,45 e 0,22 um) para cubetas Opticas livres de poeira
para determinagdo da M,,, do R, e do Ry,. Antes das medidas de espalhamento de luz, as amostras
foram centrifugadas por 99 min a 4000 rpm na temperatura ambiente, para garantir a auséncia de
poeira e/ou agregados.

Para a obtencdo do grafico de Zimm, a intensidade da luz espalhada foi medida em
intervalos de 5° entre os angulos de 35° € 145° para cada amostra. O tolueno foi usado como
padrao. Para o calculo da constante Optica K, o incremento no indice de refracio em funcao da
concentragdo foi obtido refratometricamente (Brookhaven Instruments BI-DNDCW) para as

mesmas concentragdes a 620 nm como dn/d¢ = 0,198 mL/g a temperatura de 20 °C.
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5.2.3. Determinacio do grau de desacetilacio

O GD da quitosana tem sido determinado por técnicas como potenciometria e
condutimetria ou por métodos espectroscopicos como UV, IV ¢ RMN."

A RMN permite a determinacdo direta dos grupos acetamida ao longo das cadeias de
quitosana através da analise dos espectros obtidos pelas técnicas de 'H @ °C ® ¢ °C em estado
s6lido,” resultando em melhor acuracidade e reprodutibilidade. Em RMN de 'H, o préton do
grupo N-acetila (& = 2,1 ppm / TMS) permite a determinacdo do GD, mas para uma baixa
quantidade de grupos acetila, ou seja, altos GDs, este método ndo ¢é suficientemente sensivel.”’
Outra limitagdo ¢ a insolubilidade da quitosana em solventes organicos, o que obriga o uso de
agua deuterada e DCI°*®” ¢ mesmo assim a dissolugdo de relativamente altas quantidades de
amostras comumente requeridas nas praticas de RMN ¢ dificil para quitosana de baixos GDs.

Entre as técnicas espectroscopicas de determinagdo do GD, o IV ¢ o mais popular devido
a facilidade de preparacdo das amostras (em pastilhas de KBr ou filmes) e obtengdo dos
espectros. Deve-se apenas tomar os cuidados requeridos e fazer uma boa escolha das linhas de
base e bandas de referéncia.

Pelo método proposto por Moore e Roberts em 1980,°° o GD pode ser determinado
relacionando-se a banda de amida I a 1655 cm™ e a banda de hidroxila a 3450 cm™, que serve
como banda de referéncia interna, pois ¢ relativamente isolada e a sua intensidade ¢
aproximadamente constante para todas as faixas de GD. A porcentagem dos grupos amino-

acetilados (%N-acetila) ¢ obtida pela equagao:

% N-acetila = (A1655 /A3450 ) x 100/ 1,33 (52)

onde: Ajgs55 = absorvancia a 1655 cm'l; Asaso = absorvancia a 3450 cm™ e 1,33 é uma constante
que representa a razao Ajgss / Aszaso para amostras de quitina completamente N-desacetiladas.
Segundo Canella e Garcia,” alguns trabalhos mostram que ¢ insignificante o efeito da
agua absorvida no polimero sobre a intensidade da banda de estiramento O-H a 3463 cm™, o que
poderia interferir na banda de referéncia interna de 3450 cm™. Mesmo assim, a absor¢do

atribuida a deformacéo de 4gua a 1630 cm™ pode interferir na resolucdo das bandas de amida I e
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II, dificultando a determinagdo da absorvéncia a 1655 cm™. As pastilhas ou filmes devem,
portanto, estar bem secas. A escolha adequada da linha de base também ¢ fundamental.
Brugnerotto et al.’ também pesquisaram diferentes linhas de base e bandas
caracteristicas para quitinas e quitosanas oriundas de fontes diversas com varios GDs e diferentes
graus de pureza. Concluiram que a razdo de absorvancia Az / Ajsxo fornece resultados
excelentes, independentemente dos parametros experimentais da técnica, estado e pureza da

amostra, através da relacgao:

% N-acetila = 31,92 (A1320 / Arano) - 12,20 . (5.3)

A relagdo de Moore e Roberts®® tem-se consolidado como a mais adequada para a
determinag¢do do GD acima de 50%, onde ha a predomindncia de grupos amina ao longo das
cadeias poliméricas, caracteristica da quitosana. Através desta equacgdo foi determinado o GD
para a quitosana preparada neste trabalho. Pastilhas de quitina:KBr (Aldrich) e quitosana:KBr
foram preparadas na propor¢do 2:100 mg e analisadas em espectrofotometro FT-IR Shimadzu

com actimulo de 64 scans em resolugio de 4 cm™.

5.3. Nanovesiculas lipossomicas

5.3.1. Preparacio

Neste trabalho, vesiculas lipossdmicas foram preparadas pelo método da evaporagdo em
fase reversa. Segundo a literatura'> este processo, descrito em 2.5.f., segue as etapas
representadas na Figura 5.1, onde:

1. Dissolu¢do do fosfolipidio em solvente organico.

Adicao de 4dgua (formagdo de duas fases).
Sonicacao (formagdo das micelas reversas (MR)).
Evaporacao do solvente organico.

Formagdo de um organogel.

AN

Formacao das vesiculas pela adi¢do de agua sob agitacdo manual.

As estruturas em 3, 4, 5 e 6 estio representadas pela sua sec¢do transversal.
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Figura 5.1: Esquema para o processo de preparacao de vesiculas lipossdmicas pela

~ 1
cevaporacao €m fase reversa. >

A extrusdo das vesiculas formadas permite a escolha do tamanho médio final das
mesmas. Neste trabalho foi utilizada membrana filtrante com porosidade de 0,45 um.

Este processo constitui um método acessivel as condigdes laboratoriais. E um processo
multi-etapas que leva a formagao de dois tipos de estruturas organizadas, as MR na etapa 3 e os
lipossomas na etapa 6. Na etapa intermediaria ¢ formado o organogel, onde as cadeias de

., . .. . 68.69
fosfolipidio se auto-organizam nas lamelas constituintes dos lipossomas. Tanto MR™

quanto o
organogel’' e especialmente os lipossomas,” apresentam diversas aplicagdes, e foram
caracterizados fisico-quimicamente neste trabalho.

Através desta técnica de preparacao obtém-se LUV que possuem um grande nucleo
aquoso, o que ¢ vantajoso quando se deseja um alto encapsulamento de substancias hidrofilicas.

Neste trabalho foram preparadas vesiculas lipossdmicas de fosfatidilcolina sem
quitosana (LFC) e vesiculas lipossomicas de fosfatidilcolina com quitosana (LFCQ).

Para a preparacao de LFC, uma por¢do de 60 mg de fosfatidilcolina de lecitina de soja
99% (Solae do Brasil S. A.) com percentual de hidrata¢do de 6,2% determinado pelo método de
Karl Fisher, foi dissolvida em 10 mL de acetato de etila (Merck) e outra em 10 mL de éter etilico

(Synth). Duzentos pL de 4gua (MilliQ) foram adicionados em cada solugdo. Em seguida, as

solugdes foram submetidas ao ultrassom (2 - 4 min) fornecendo dispersdes opalescentes e
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homogéneas de MR. Os solventes organicos foram evaporados em evaporador rotatério a 25 -
35° C sob vacuo, formando um organogel que reverteu em vesiculas lipossdémicas pela adi¢do de
100 mL de 4gua sob agitagdo manual. Desta solucao, por¢des de 1, 2, 3, 5 ¢ 7 mL foram diluidas
a 10 mL e entdo filtradas a 0,45 um (Millipore) para cubetas livres de poeira para as medidas de
espalhamento de luz.

LFCQ foram preparadas pelo mesmo processo descrito acima com acetato de etila como
solvente organico e ao invés de 200 uL de 4gua, foram adicionados 200 pL das solugdes de
quitosana 0,10 (A), 0,50 (E) e 1,00 mg/mL (F) obtendo-se respectivamente as amostras LFCQA,
LFCQE e LFCQF.

Com a finalidade de melhor compreender a fase pré-vesicular das amostras, solu¢des de
MR em acetato de etila também foram preparadas com adi¢cdes de pequenas por¢des de dgua ou
amostra A, iniciando-se com 40 pL e adicionando-se subsequentes por¢des de 10 e 20 uL até
atingir 420 uL. A cada por¢do adicionada, as solu¢des foram submetidas ao ultrassom e em
seguida foram feitas medidas de viscosidade, intensidade de espalhamento de luz (turbidimetria),
absorvancia em UV-visivel e medidas do R, a 90° para o acompanhamento das mudangas
estruturais no sistema.

Os organogéis formados com adi¢do de 420 pl. de dgua ou amostra A, bem como
amostras de LFC, LFCQA, LFCQE e LFCQF, formadas pela adi¢do de 5 mL de agua no

respectivo organogel e ndo extrusadas também foram caracterizados por SAXS.
5.3.2. Caracterizacao
5.3.2.1. Viscosimetria

Durante o aumento da por¢do de 4gua ou amostra A nas solugdes de
fosdatidilcolina/acetato de etila, as mudangas na viscosidade foram determinadas em
viscosimetro Cannon-Fenske a 20,0 € 19,5 °C (+ 0,2°) respectivamente, tomando as médias de

pelo menos cinco medidas a cada nova adigdo. As viscosidades foram calculadas pela equagao:

¢
n, = L. L (5.4)
tz /02
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onde: 7, = viscosidade relativa; ¢; = tempo de escoamento da solucdo; ¢, = tempo de escoamento

do solvente (48,08 s a 20 °C); p; = densidade da solugdo e p, = densidade do solvente.
5.3.2.2. Turbidimetria e ultra-violeta visivel

Da mesma forma que para a viscosimetria, foram feitas medidas de turbidimetria por
intensidade de luz espalhada no equipamento de espalhamento de luz (laser He-Ne, 35 Mw,
632,8 nm, modelo 127 da Spectra-Physics; gonidmetro BI-200M, versao 2.0 e correlador digital
BI-9000AT da Brookheaven Instruments) e de absorvancia em espectrometro de UV-visivel

(Pharmacia Biotech) a 20 °C.
5.3.2.3. Espalhamento de luz

O Ry das vesiculas lipossomicas, das MR e também das amostras de quitosana em
solugdo, foi caracterizado por DLS onde se considera as flutuacdes de intensidade e as
distribuicdes de freqiiéncia (I') originadas da difusdo translacional das particulas em solugdo. A
fungdo obtida a partir destas flutuagdes de luz espalhada no tempo ¢ dada por uma integral de

Laplace do tipo:

G(t)=jG(F)-e‘”-dF . (55)

Relacionando-se I" com o vetor de onda ¢, determina-se o coeficiente de difusdo

translacional (Dry):

D.=T/q" (56) onde g=(4my/A)sen®2. (5.7)

Extrapolando-se para angulo (0) e concentragdo (c) zero, obtém-se o valor do coeficiente

de difusdo a diluigdo infinita (D,) através da equacao:

D. =D, (1+kyc). (5.8
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Este, quando relacionado com a temperatura (7) e a viscosidade (77,) do solvente, permite

o célculo do Ry, das espécies em solugdo pela relagdo de Stokes-Einstein:

k. T
D, =—"— (59
672770Rh

Para analise das fungdes de correlagdo temporal foi utilizado o software CONTIN.”""!
Variando-se os angulos de observagio entre 45° ¢ 145°, a dependéncia angular do Ry, foi
determinada para as MR sem quitosana.
Uma analise da luz espalhada (SLS) entre 45° ¢ 145° permite ainda o célculo do R, da
estrutura espalhante, de acordo com o formalismo a seguir.’” A dissimetria angular dy(0) é

definida como:

d(0)=1(0) /1(180°- 0)  (5.10)

onde: I(0) = intensidade de luz espalhada no angulo de observagio e I(180° - 0) = intensidade de
luz espalhada no angulo de 180° subtraido da intensidade de luz espalhada no angulo de
observagao.

Utilizando-se a relacao:

d(0)=1+2[RS/3) ¢ (5.11)

obtém-se o R, aproximado.
5.3.2.4. Testes de estabilidade

A estabilidade dos lipossomas em solugdo aquosa a temperatura ambiente foi
acompanhada por medidas do Ry, a 90°, em fungdo do tempo (vinte dias) para as amostras LFC,
LFCQA, LFCQE e LFCQF. Medidas do pH foram realizadas com pH-metro Digimed DM-20 a
temperatura ambiente apOs a preparacdo das amostras e no vigésimo quinto dia apds a
preparacao.
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5.3.2.5. Espalhamento de raios-X a baixo angulo

No espalhamento de raios-X utiliza-se raios de alta energia com comprimentos de onda
da ordem de 1,5 A que correspondem as dimensdes atdmicas. A radiacdo interage com os
elétrons fornecendo informagdes sobre a organizacdo da densidade eletronica do material, a qual
obedece a densidade atdémica do mesmo.”*"*"

Os comprimentos de onda espalhados por diferentes &tomos combinam-se resultando em
interferéncias construtivas ou destrutivas, de acordo com as fases relativas dos diferentes
comprimentos de onda. Estas fases dependem das posicdes relativas dos atomos e assim a
amplitude de uma onda difratada numa dada direcdo depende da distribui¢do espacial dos atomos
na amostra. Desta forma obtém-se a ordem translacional presente na amostra.

Quando o material ¢ perfeitamente organizado em nivel atdmico, o espectro de raio-X
obtido contém um perfil de difracdo (reflexdes de Bragg) altamente definido. Neste caso ha
espalhamento cooperativo onde todas as unidades espalhantes estdo em fase. De outra forma,
num material atomicamente desorganizado o espalhamento ¢ difuso e abrange uma ampla faixa
angular.”’°
A intensidade difratada pode ser assumida como uma fun¢ao do vetor de espalhamento ¢,

que representa a mudanga no vetor de onda do feixe difratado. O modulo do vetor de onda ¢

dado por:

q=4rsen®/4,. (5.12)

Como no espalhamento de luz, o vetor de onda ¢ estd relacionado com o tamanho do
objeto observado e para o espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS) obtém-se
informagdes dimensionais de estruturas significativamente maiores do que as dimensdes
atomicas. Portanto, o dominio tipico dessa técnica compreende valores de ¢ menores do que 0,1
A0 =~1°.

Equivalentemente, a lei de Bragg pode ser escrita como:

qg=nQrx/d)y (5.13)
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onde 7 ¢ um niimero inteiro e d € a separacao entre dois planos espalhantes.

Quando existe uma série de planos igualmente espagados, a intensidade espalhada I(g) ¢
quase sempre zero, exceto onde a lei de Bragg ¢ satisfeita. Neste caso, a difracdo fornece uma
série de picos igualmente espacados a uma distancia 2z / d ao longo da dire¢do normal aos
planos.”

Se uma amostra possui muitos microdominios, com diversas orientacdes distribuidas
aleatoriamente, as condigdes de Bragg serdo satisfeitas para todos os valores de n e sera possivel
a observacdo simultinea de todos os possiveis picos de difra¢o.”

A intensidade de espalhamento medida no detector varia somente com a magnitude de g e
ndo com sua dire¢do. Assim, o perfil de espalhamento ¢ representado por um grafico de
intensidade em funcao de g.

Os espectros de SAXS neste trabalho, foram obtidos no Laboratério Nacional de Luz
Sincrotron, Campinas, Brasil. O comprimento de onda empregado foi de 1,608 A e os espectros
foram obtidos com o auxilio de um detector linear. As amostras foram colocadas em porta-
amostras de aproximadamente 0,5 mL a um tempo de exposicao de 600 segundos e temperatura

de 20 °C. A distancia amostra-detector foi ajustada em 43,5 cm.
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6. Resultados e discussao

6.1. Purificacdo da fosfatidilcolina e caracterizacio do grau de pureza

A massa de 0,8316 g obtida na purificacdo da fosfatidilcolina corresponde a um
rendimento de 12% (m/m). Este rendimento encontra-se dentro do esperado para o percentual de
fosfatidilcolina na lecitina de soja (10 a 20%).””"® A CCD para a lecitina de soja bruta (Figura
6.1a) mostrou a presenga de pelo menos oito componentes diferentes. O acompanhamento da CC
pela CCD permitiu o monitoramento da purificagdao. A Figura 6.1b representa a placa obtida pela
elui¢do da fosfatidilcolina purificada, que coincide com os resultados da literatura,” ao lado
(Figura 6.1c¢) representa-se a eluicdo de fosfatidilcolina purificada fornecida pela industria, que ja
apresentava indicios de degradacdo. A Figura 6.1d representa a placa de CCD da amostra
purificada no nosso laboratorio, que foi mantida em solugao de cloroférmio P.A., sob atmosfera
de argbnio, ao abrigo da luz e a temperatura baixa (-14 °C) sete dias ap0s a purificagdo, quando
foram feitas as medidas de RMN. Nota-se que a fosfatidilcolina degrada facilmente e por isso
todos os cuidados possiveis de conservagdo devem ser tomados. A conservagdo em cloroférmio

seco em freezer e atmosfera inerte ¢ a forma mais adequada.

]
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Figura 6.1: Representagdo para CCD de lecitina de soja bruta (a), fosfatidilcolina purificada (b),

fosfatidilcolina fornecida pela industria (c) e fosfatidilcolina purificada apos sete dias (d).
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Além da CCD a fosfatidilcolina foi caracterizada por RMN do 'H (Figura 6.2). O pico em
torno de 3,3 ppm nos espectros de RMN do 'H corresponde aos hidrogénios das metilas da
colina e foi usado para o calculo de relacdo de pureza da amostra purificada, pela comparacao
das razdes de integracdo dos sinais das metilenas (1,3 e 1,6 ppm) dividida pela integra¢do do

sinal das metilas da colina (3,3 ppm) como esquematizado na Figura 6.2. Os resultados estdo na
Tabela I.

142 _ razao de integracao
b 3 - gracg

d \\|11||'

Figura 6.2: Espectros de RMN do 'H (CDCl3, 200 MHz, ppm, padrio interno TMS) da
fosfatidilcolina da industria (Solae do Brasil S. A.) (a) e purificada no laboratério (b).

Tabela I: Relagio de pureza da lecitina (RMN do 'H).

Amostra Razao de integracao
Lecitina de soja bruta* 21,05
Fosfatidilcolina da industria* 4,53
Fosfatidilcolina purificada 5,60

*Solae do Brasil S.A.
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Estes resultados mostram que a fosfatidilcolina foi purificada com sucesso e que a
amostra analisada apresentou um grau de pureza proximo ao da fosfatidilcolina fornecida pela
industria. Deve-se salientar, ainda, que a razdo de integracdo da fosfatidilcolina purificada
provavelmente teria sido menor (mostrando assim uma pureza maior) do que a razdo de
integracao obtida nesse experimento se as medidas de RMN tivessem sido feitas no mesmo dia
da purificacao, ja que houve alguma degradacao como constatado pela CCD.

O espectro de RMN do *'P da fosfatidilcolina purificada (Figura 6.3) confirmou a
presenga do grupo fosfato da fosfatidilcolina na regido de -0,8 ppm de acordo com espectros da

79,80

literatura”"" obtidos nas mesmas condigdes.

- - -0.758

MWM
]_I I 1= | T 1~ "1 [ 1T T ] -3 17T r | FE. |
2 a . . -a

Figura 6.3: Espectro de RMN do *'P (CDCl3, 80 MHz, ppm, padrdo externo trifenilfosfato) da

fosfatidilcolina purificada no laboratdrio.

O pico na regido de 0,2 ppm corresponde provavelmente ao grupo fosfato da
lisofosfatilicolina segundo a mesma literatura, mostrando que realmente este ¢ o primeiro

produto de degradacao.
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6.2. Quitosana

A massa de quitosana obtida na rea¢do de hidrdlise foi de 1,5 g e corresponde a um
rendimento em massa de 30%. A Figura 6.4 mostra o espectro de IV obtido para a quitina
comercial que sugere a presenga de impureza(s) organica(s) na amostra, pois a intensidade da
banda em 1415 cm™ ndo corresponde a regido de impressdo digital dos espectros da literatura'>>
para o mesmo composto. A(s) impureza(s) pode(m) ter ocasionado o baixo rendimento de

quitosana.
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Figura 6.4: Espectro de IV (pastilha KBr) para quitina comercial (Delaware).
Dois métodos de purificagdo da quitina (extracdo de compostos protéicos e
despigmentacdo)> foram procedidos, mas nio houve uma reducio significativa da banda de
impureza e a reagdo de hidrélise desta quitina resultou no mesmo rendimento obtido com a

quitina nao purificada.
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A técnica de espectroscopia no IV ¢ 1til para comprovar a hidrélise dos grupamentos
acetila da estrutura da quitina, através da reducdo da integracao da banda de estiramento da
carbonila da amida.” A Figura 6.5 mostra o espectro de IV para a quitosana obtida. A banda de
amida I esta a 1649 cm™ enquanto que a banda de deformagdo N-H de amina aparece a 1598
cm™. Aplicando-se a equagdo de Moore e Roberts,”® o GD resultante foi de 83%. Considerando
que a reagdo foi procedida em uma uUnica etapa, sem uso de atmosfera inerte ¢ na auséncia de
captadores de oxigénio, estes resultados sdo razoaveis. Além disso, o processo de purificagdo da
quitosana também ¢ susceptivel a perdas de rendimento devido as inimeras lavagens seguidas de
filtragdes. A dissolug¢do do polimero na solu¢do tampao foi eficiente sendo que na concentragao
maxima de 1,5 mg/mL nao foram visualizadas particulas remanescentes apos 16 h de agitagdo a

temperatura ambiente.
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Figura 6.5: Espectro de IV (pastilha KBr) para a quitosana hidrolisada.

Os resultados obtidos pelo grafico de Zimm (Figura 6.6) forneceram M, = 1,64.10° g/mol

(+5,8% para concentragdo e +23,5% para dngulo), R, = 43,5 nm e segundo coeficiente virial A,
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= 2.87.10° cm’.mol/g’, indicando que a quitosana apresenta o comportamento de um

~ 81

polieletrolito do tipo bastdo” com boa interagdo com o solvente (solu¢ao tampao de pH = 4.,5).

[
sinzthj + SQC

Figura 6.6: Grafico de Zimm para quitosana em solugdo tampao.

Os valores de Ry, obtidos para as diferentes solugdes de quitosana por DLS estdo na
Tabela II. Pode-se observar a existéncia de duas faixas de tamanhos para o polimero em solugao.
As amostras mais diluidas, A-E, apresentaram Ry, aparente menor e as mais concentradas, F-H,
Ry maior. Este comportamento pode ser interpretado como efeito de agregagdo para as amostras
mais concentradas,82 mas alguns autores” sustentam que este comportamento se deve a presenca
de impurezas que devem ser completamente eliminadas pelos métodos de clarificagdo como

filtracdo e ultracentrifugacao.

Tabela II: Raios hidrodinAmicos aparentes a 90° para diferentes concentragdes de quitosana em

solugdo tampao de pH = 4,5 e a temperatura de 20 °C.

Amostra A B C D E F G H

mg/mL 0,10 0,15 0,20 0,25 0,50 1,00 1,30 1,50

Ry(m) 255+2 27,7+2 285+3 395+2 37,7+9 120,1£10 1264+9 91,1+6
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A extrapolacdo a dilui¢do infinita dos valores de Ry, para as amostras A-E (Tabela II)
fornece Ry = 24,4 nm. A relagdo R,/ Ry, fornece o valor de 1,8 £ 0,4. O erro deve-se a incerteza
associada a determinagdo do R, pelo método de Zimm (23,5%). Valores de Ry/Ry, maiores do que
2,0 indicam estrutura do tipo bastao rigido, enquanto valores em torno de 1,7 indicam novelo
aleatorio.*® Apenas o valor de R, / Ry determinado neste trabalho, ndo permite uma conclusdo
definitiva acerca da estruturacdo do polimero em solugdo. Associando-se, no entanto, este valor
com o valor de A,, pode-se sugerir que 0 mesmo encontra-se na forma de bastao rigido, tipico de
polieletrolitos.

Neste estudo foi calculada a concentragdo critica (¢* = My, / Ny Rg3 47/3) da quitosana
como 0,79 mg/mL. Entdo pode ser considerado que o R, de amostras de concentragdo proxima
ou acima deste valor serd mais alto do que o Ry, de amostras mais diluidas o que corresponde ao
comportamento observado. Como o interesse da quitosana neste trabalho reside na sua aplicacao
na producao das vesiculas, trés concentragdes, uma baixa, uma intermedidria ¢ uma alta (A, E e
F) foram escolhidas para o estudo. A concentracdo mais diluida (A) também foi escolhida para o

estudo das MR e caracteriza¢do do organogel por SAXS.
6.3. Acetato de etila como solvente orginico

No método da preparacdo em fase reversa, fosfatidilcolina pura deve dissolver muito bem
no solvente organico utilizado. Existem em torno de 50 solventes em que o fosfolipidio
dissolve,” mas muitos deles como os classicos cloroformio e éter etilico, tornam a etapa de
preparagao danosa a saude do laboratorista. Os solventes também podem restar como tragos na
formulagdo final das vesiculas comprometendo assim a sua performance, aumentando riscos
ambientais ¢ de saide.** Outros como etanol, demandam periodos maiores para completa
dissolug¢dao ou mesmo aquecimento, o que pode degradar as cadeias de fosfatidilcolina.

O acetato de etila foi proposto por Cortesi et al.® como um solvente alternativo no
método de preparagao por fase reversa. Sua toxicidade ¢ similar a do éter etilico com limite de
aceitagio humana de 400 ppm para ambos, de acordo com Martindale.> Também o momento de
dipolo do acetato de etila é proximo ao momento de dipolo da agua, o que pode ser favoravel
para um aumento da eficiéncia de encapsulamento de farmacos hidrofilicos no método de

5 84
preparacao.
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Neste trabalho, a dissolugdo de fosfatidilcolina, o Ry e o R, de lipossomas (LFC) foram
comparados para preparacdes em ¢éter etilico e acetato de etila. Os 60 mg do fosfolipidio
dissolveram em ambos os solventes com leve agitacdo por alguns minutos e sem aquecimento.
Os resultados das medidas de DLS para as vesiculas lipossdmicas preparadas nestes solventes

estdo apresentados na Tabela III.

Tabela III: Dimensao das vesiculas lipossdmicas preparadas com diferentes solventes.

Solvente Ry, (nm) Ry (nm) Ry/Rp Ry -Rg(nm)
Eter etilico 119,1 +8 82,7 0,7 36,4
Acetato de etila 141,1+9 1133 0,8 27,8

Como no estudo de Cortesi et al.,** o R, médio obtido para lipossomas preparados em
ambos os solventes foi semelhante, mas com um leve aumento para lipossomas preparados em
acetato de etila o que pode ser interpretado como efeito de tragos de solvente que restaram apos a
etapa de evaporacao. Um estudo para avaliar esta questdo seria desejavel, considerando que
também o tamanho molecular dos solventes difere, o que pode significar uma mesma quantidade
de solvente absorvido, porém como as massas atomicas diferem, o mesmo poderia ocorrer com a
dimensdo das estruturas. Os valores calculados para a relacdo R, / Ry, correspondem a estruturas
esféricas.®® Por outro lado, a diferenca entre Ry, e R, indica uma camada de solvatagdo maior
para as estruturas preparadas em éter etilico.

A maior vantagem do uso de acetato de etila sobre o éter etilico e outros ¢ a sua baixa
pressdo de vapor (10 kPa a 20,4 °C)* em relagdo aos outros solventes, o que oferece menor

perda por evaporagao durante a preparagdo, reduzindo a exposi¢cao do laboratorista.
6.4. Viscosimetria, turbidimetria e ultra violeta-visivel das micelas reversas

A Figura 6.7a mostra o comportamento da viscosidade com o aumento da por¢ao aquosa
na solucao de fosfatidilcolina/acetato de etila, onde encontram-se as MR de fosfatidilcolina.
Estudos anteriores mostraram que MR sdo formadas imediatamente quando fosfatidilcolina ¢
dissolvida em meio apolar™ devido a intera¢io da extremidade polar do fosfolipidio ou logo

apos as primeiras adigdes de agua.
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As seguidas adi¢cdes de agua levam a um crescimento unidimensional das MR esféricas
para longos cilindros chamados micelas worm-like devido as pontes de hidrogénio entre o grupo
fosfato da fosfatidilcolina e a 4gua.® Apos atingir o comprimento maximo, as micelas estendidas
iniciam um processo de agregacdo formando uma rede tridimensional temporal, um organogel

termoreversivel e isotropico.*
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Figura 6.7: Viscosidade de MR sem quitosana (a) em fun¢do da adig¢do de agua a 20,0°C £ 0,2 e
viscosidade de MR com quitosana (b) em fung¢do da adi¢ao de solugdo tampao de quitosana

0,1 mg/mL a 19,5 °C £ 0,2. As setas indicam os pontos de percolacdo do organogel.
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Este comportamento ¢ dependente do meio organico™®® e para o acetato de etila foi
encontrado pela viscosimetria, para a propor¢ao 6 mg/mL, o ponto de percolagao correspondente
a razdo molar de solvente polar (4gua) w, = solvente polar / fosfatidilcolina = 187,9. Este valor
significa um alto nivel de hidratagdo e ¢ utilizado para comparacdo da eficiéncia da formacao do
organogel fosfatidilcolina/4gua em diferentes solventes orgdnicos.*' Neste ponto o organogel é
formado por precipitacdo e assim a viscosidade da solucao decresce. No entanto, restam MR na
solugdo e nas seguintes adi¢des de dgua outras pequenas precipitagdes ocorrem. Este processo
parece repetitivo como pode ser observado na Figura 6.7a até que ocorre uma separacdo de fase,
apos a adicao de 400 uL de 4gua, onde a presenca de agua pode ser visualmente detectada. O
fato de a viscosidade ndo decrescer novamente até o valor inicial pode ser interpretado como erro
experimental inerente, pois pequenos aglomerados de microgéis aderem nas paredes do
viscosimetro apds a precipitagao.

Um comportamento distinto pode ser observado quando a dgua ¢ substituida pela amostra
A, contendo quitosana (Figura 6.7b). Neste caso ocorre uma primeira precipitacdo com a adicao
de 100 uL de solugdo A. Uma segunda precipitagdo ocorre com a adi¢do de 270 pL, sendo que
esta ultima produz um maior volume visual de precipitado que incorpora no primeiro. Neste
sistema, as interagdes entre as cadeias de fosfatidilcolina e quitosana devem ser avaliadas.
Devido a protonacdo dos grupos amino da quitosana na solugdo tampao, estas cadeias carregam
cargas positivas, que interagem com as cargas livres da extremidade polar da fosfatidilcolina.

Este efeito ¢ mais intenso do que as pontes de hidrogénio entre fosfatidilcolina e dgua relatado

para o caso das MR sem quitosana.

O experimento de turbidimetria (Figura 6.8) mostra um comportamento similar para
ambos os sistemas. Com adi¢ao de agua (Figura 6.8a) o ponto de percolagdo ¢ observado a 280
uL e com solugdo A (Figura 6.8b) o primeiro precipitado ocorreu com 120 pL e o segundo com
220 uL. Relacionando-se com a viscosimetria, estes valores sdo maiores devido a diferenca no
stress experimental a que as amostras sao submetidas. Enquanto que na turbidimetria a amostra é
mantida na cubeta durante todas as adi¢cdes de dgua (ou solucdo A), sonicacdo e medidas de
intensidade, na viscosimetria a mesma ¢ vertida da cubeta para o viscosimetro e vice-versa a
cada adi¢do, o que pode causar perdas de amostra. Além disso, a viscosimetria mede a

resisténcia do fluido ao fluxo, enquanto que a turbidimetria mede a intensidade de luz.
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Figura 6.8: Variagdo da intensidade de luz espalhada para MR sem quitosana (a) e com quitosana

(b). As setas indicam os pontos de percolagdo do organogel.

Da mesma forma as medidas de absorvancia em UV visivel (Figura 6.9) fornecem para

MR sem quitosana um ponto de percolagdo a 230 pL de agua (A = 1.833). Para MR com
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quitosana o primeiro ponto de percolagdo foi a 120 uL (A = 1.497) e o segundo a 200 uL (A =

1.429).
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Figura 6.9: Variacao da absorvancia em UV-visivel para MR sem quitosana (a) e com quitosana

(b). As setas indicam os pontos de percolagdo do organogel.
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O espalhamento de Iuz (turbidimetria) mostrou-se mais adequado para o
acompanhamento dos pontos de percolagdo, pois a flutuagdo de intensidade de luz espalhada
depende apenas da formacdo de estruturas cada vez maiores em solu¢do (que determinam a
formag¢dao do gel) e ndo do crescimento do nimero de MR, responsaveis pelo aumento da

viscosidade.

6.5. Variacao do raio hidrodinAmico das micelas reversas

A Tabela IV mostra os valores obtidos para o R, de MR de fosfatidilcolina em acetato de

etila, em funcao do angulo de espalhamento de luz.

Tabela IV: Dependéncia angular para MR (200 puL de agua) preparadas em acetato de etila.

Angulo (°) R, (nm) £ 10%

45 3,0
60 2,9
90 2,6
120 2,9
145 3,0

Estes resultados evidenciam a presenca de uma estrutura com Ry, médio de 2,9 + 0,3 nm.
Em angulos menores do que 90°, observou-se também a presenga de estruturas maiores em
solucao, relacionadas provavelmente a agregados precursores do organogel.

A variacdo do Ry, das MR com crescentes adigdes de por¢do aquosa para ambos o0s
sistemas com e sem quitosana também foi acompanhada e os resultados mostram que o
comportamento do sistema corresponde ao que foi apresentado pelas técnicas anteriormente
discutidas. Para MR sem quitosana (Figura 6.10a) o R, aumenta relativamente pouco nas
primeiras adi¢des de solugdo aquosa. Na adicao de 240 puL ha um aumento expressivo do Ry, e
com 260 puL ocorre a precipitagdo do organogel. Estes dados demonstram que o crescimento das

micelas aos agregados macromoleculares em acetato de etila ocorre rapidamente assim que a
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concentragdo de estruturas em solucgdo atinge um determinado valor, que neste caso corresponde
a adigdo de 240 uL de agua.

Apo6s a primeira precipitacdo, estruturas que ainda ndo atingiram o ponto de percolagdo
permanecem na solucao e precipitam com as seguintes adicoes de agua e assim o Ry, decresce a

cada nova adicao.
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Figura 6.10: Variacdo do Ry, para MR sem quitosana (a) € com quitosana (b) (®: MR com

quitosana; ® : MR sem quitosana). As setas indicam os pontos de percola¢do do organogel.
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Na interpretagdo da Figura 6.10b, alguns dados importantes devem ser considerados. MR
em acetato de etila preparadas com adi¢do de agua apresentaram Ry médio em torno de 2,6 nm a
0 = 90°. (Tabela IV). Quitosana em solu¢do tampio forneceu um Ry, a dilui¢do infinita de 24,4
nm (de acordo com a extrapolagdo dos resultados da Tabela II) e R, = 43,5 nm obtido pelo SLS.
Estes dados sugerem que MR preparadas com solu¢do de quitosana devem ser muito maiores do
que as MR com 4gua para que as mesmas possam conter o polimero. Além disso, o crescimento
dos agregados macromoleculares, que precipitam no ponto de percolagdo, ocorre mais
rapidamente com uma por¢ao menor de solugcdo aquosa contendo quitosana. No experimento da
Figura 6.10b, notou-se a presenca de duas diferentes distribui¢des na fungdo de correlacio
temporal do DLS antes do primeiro ponto de percolacdo. Estas distribuicdes fornecem uma
estrutura menor, com Ry, entre 1,4 € 6,5 nm, e outra onde o R, inicial é de 149,8 nm (£2%) e que
sofre um decréscimo até 77,3 nm (£7%) com adigdo total de 70 puL de solucdo. Isto pode ser o
resultado de uma divisdo maior das estruturas devido as subseqiientes ultrasonica¢des. Em
seguida ocorre um aumento continuo do Ry, que culmina a 592,4 nm (£5%), com a por¢ao de 120
uL quando ocorre o primeiro ponto de percolacao.

Estes dados sugerem que a estrutura menor corresponde 8 MR sem quitosana e a estrutura
maior & MR com quitosana. Como o sistema colapsa no primeiro ponto de percolagdo, as MR
sem quitosana também sdo desestruturadas, pois podem ser incorporadas nos agregados
macromoleculares em formacao. Isso pode ser suposto considerando que na por¢ao de 120 uL de
solucdo, onde as estruturas atingem os 592,4 nm, ja ndo aparecem mais estruturas menores em

percentual relevante.

6.6. Hipotese para o comportamento do sistema com quitosana

Uma hipdtese para o que acontece em cada etapa do processo de adi¢do de solugdo A a
solucdo de fosfatidilcolina para producdo de vesiculas compdsitas ¢ proposta na Figura 6.11
onde:

1. Fosfatidilcolina é dissolvida em acetato de etila fornecendo uma solugao de baixa 7,.

A intensidade de luz espalhada e o Ry, também sdo pequenos.
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2. Primeira adi¢do de solu¢do A, com formagdo de duas fases onde as extremidades
polares da fosfatidilcolina sdo atraidas pela fase aquosa contendo quitosana e as
cadeias apolares pelo solvente organico.

3. Apos sonicagdo, a solugdo torna-se turva contendo MR com e sem quitosana e cadeias
livres de fosfatidilcolina que ainda ndo formaram estrutura micelar devido a baixa
quantidade de por¢do aquosa nas primeiras adigdes; 7,, intensidade e Ry crescem a
cada adicdo de solu¢do A a medida que aumenta o nimero e o tamanho das MR.

4. No primeiro ponto de percolacdo, valores maximos de 77,, intensidade e R; sdo
atingidos; provavelmente neste ponto todas as moléculas de fosfatidilcolina estao
envolvidas na formacdo de MR com quitosana que sd@o mais pesadas e atingem o
ponto de percolagdo com por¢ao aquosa menor do que MR sem quitosana; sendo mais
pesadas, estas micelas também ndo alcangam valores de Ry tdo altos quanto as
micelas sem quitosana o que pode ser observado comparando-se as Figuras 6.10a e b.

5. Apds o primeiro ponto de percolagdao; com a precipitagao 7,, intensidade e Ry
decrescem substancialmente; MR com quitosana ndo podem incorporar mais
polimero e a acdo do ultrassom desestrutura o sistema; neste processo muitas MR
rompem e precipitam.

6. Com as seguintes adicdoes de solugdo A e sonicagdes, novas MR sdo formadas
fornecendo novamente estruturas crescentes e conseqliente aumento de 7,
intensidade e Ry.

7. No segundo ponto de percolacdo; mais uma vez a solucdo estd saturada de MR
contendo quitosana.

8. Apos o segundo ponto de percolacdo. O excesso de solucdo A leva a um novo
equilibrio onde mais uma vez as MR precipitam formando o organogel; intensidade e
Ry diminuem mais do que a 77,, pois a viscosimetria torna-se imprecisa apos este

ponto.

A evaporacdo do solvente organico seguida da dispersdo do organogel em 4gua leva a

formac¢ao de nanovesiculas lipossdmicas revestidas externa e internamente com quitosana.
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Figura 6.11: Esquema para hipotese do comportamento do sistema com quitosana.

A extrusdo desta solugcdo aquosa, através de membrana nanoporosa (0,45 um), leva a

formagao de LFCQ.

6.7. Caracterizacio das vesiculas lipossomicas por espalhamento de luz

No método de preparacdo das vesiculas por evaporacdo em fase reversa, apos a
evaporagdo do solvente organico, todos os componentes da formulacdo estdo no organogel. A
dispersdo deste gel em agua pura leva a formacao de lipossomas. O valor de pH para todas as
solugdes de lipossomas, diluidas a 100 mL, variou entre 5,5 € 5,7 a 20 °C. A quitosana precipita
a valores de pH maiores que 5,5,'* mas nenhuma imediata precipitagio foi observada nas
solugdes. Uma precipitacao visivel de lipossomas ocorreu apos trés horas a temperatura ambiente
apenas para as solugdes de LFCQ nao filtradas. Nenhuma precipitagdo ocorreu nas solugdes

filtradas a 0,45 um, durante vinte e cinco dias, a temperatura ambiente.
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A Tabela V mostra os dados obtidos por espalhamento de luz para as amostras de

lipossomas preparados com quitosana (LFCQ) e lipossomas preparados com agua pura (LFC).

Tabela V: Parametros para vesiculas lipossomicas

com quitosana (LFCQ) e sem quitosana (LFC).

Amostra LFC LFCQA LFCQE LFCQF

I(cts/s) 19004 +3% 44246+ 5% 79419 +3% 114346+ 5%
Ry(nm) 141,01 +7% 173,8+8% 2461 +3%  285.5+2%
R, (nm) 113,3 131,5 191,9 192,3

R, /Ry, 0,8 0,8 0,8 0,7

Os resultados indicam que lipossomas sem quitosana (LFC) apresentam raios menores,
enquanto que lipossomas produzidos com solucdo de quitosana (LFCQ) apresentam raios
maiores. Além disso, todos os lipossomas s3o diluidos a mesma propor¢ao, mas, como esperado,
a intensidade ¢ maior para os LFCQ. Segundo o estudo de Tanford,®' a forma geométrica das
estruturas em solugdo esta relacionada com a razdo Ry / Ry,. No presente estudo, os valores desta
razio para os lipossomas concordam com estruturas esféricas.™

Nenhuma larga distribui¢do de tamanhos nem mesmo a presenca de altas proporgdes de
estruturas secundarias foi constatada nas solugdes de lipossomas estudadas.

Considerando-se as forcas de intera¢do entre a extremidade polar da fosfatidilcolina e as
cadeias de quitosana positivamente carregadas, estes resultados sugerem que quitosana estd
revestindo externa e internamente LFCQ conforme esquematizado na Figura 6.12a, enquanto que

LFC permanece sem revestimento polimérico (Figura 6.12b).
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Figura 6.12: Representagao externa e interna de LFCQ (a) e LFC (b).

6.8. Espalhamento de raios-X a baixo angulo

A utilizagdo da técnica de SAXS objetivou uma maior compreensdo da estruturacao
lamelar dos organogéis, bem como da estrutura lamelar das diferentes vesiculas, com e sem
quitosana.

A Figura 6.13 mostra os espectros de SAXS obtidos para o organogel com e sem
quitosana, onde pode-se observar os picos de Bragg. No organogel de fosfatidilcolina observa-se
a existéncia de lamelas com 5,22 nm (+ 0,02) de espessura. A relagdo entre os picos de Bragg
neste caso (1:2:3), corrobora a existéncia de uma estrutura lamelar. No organogel com quitosana,

as lamelas de fosfatidilcolina sao menores (4,79 nm + 0,02) o que sugere que possam estar sendo
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pressionadas pelo polimero. Neste caso também surgiram picos de intensidades menores,
destacados pelas setas, que possivelmente correspondem as cadeias de quitosana existentes entre
as duplas camadas lamelares de fosfatidilcolina e que, apesar de ndo formarem lamelas, possuem
densidade de carga eletronica que também pode ser detectada. Estes dados sugerem que houve
uma reestruturagdo lamelar no organogel com a presenca do polimero. A adi¢do de dgua a este
sistema, devera levar a estruturacdo de vesiculas de fosfatidilcolina, revestidas interna e

externamente pela quitosana, a qual tem afinidade pela extremidade polar da fosfatidilcolina.
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Figura 6.13: Espectros de SAXS para o organogel de fosfatidilcolina com e sem quitosana

(valores indicados em nm). As setas indicam a presenca de quitosana.

Na Figura 6.14 sao apresentados os perfis de difragdo para as amostras vesiculares LFC,
LFCQA, LFCQE e LFCQF. Deve-se salientar que os espectros foram obtidos antes da extrusao
das solugdes objetivando uma boa intensidade sinal/ruido. Assumindo-se que todas as vesiculas
agem como estruturas espalhantes individuais e independentes,” o primeiro pico de difracio
mostra, para todas as amostras, a presen¢a de estrutura lamelar de aproximadamente 6,9 nm (+

0,02) de espessura (Tabela VII), obtidos por ajuste com uma fun¢ao do tipo Lorenziana. Estes
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ajustes estdo exemplificados para LFC e LFCQF na Figura 6.15 e os parametros obtidos estdo

relacionados na Tabela VI.

4 LFC
LFCQA
= 4
2
= - LFCQE
LFCQF

T
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Figura 6.14: Espectros de SAXS para vesiculas lipossomicas.

Na técnica de SAXS, a presenga de estruturas multilamelares fornece picos de difra¢do de

primeira e segunda ordem estreitos e com intensidades elevadas enquanto que estruturas

75,90,91

unilamelares produzem curvas largas de baixa intensidade. Nas estruturas unilamelares,

varios efeitos, como desordenamento molecular na lamela, causam espalhamento incoerente, o

75,90

que resulta numa intensidade difusa. Isto ¢ devido principalmente ao fato de que, no regime

hidrodinadmico, a vesicula unilamelar ¢ menos rigida do que a multilamelar.

50



a 0.030 L B a e o S A e e e e S
0.025 - 1 -
0.020 - -
0.015 - i

(U: 4 J
2 0.010 2 L 3 -
<4 * | p
ooos4 i | bk J‘
.005 ai N ) .
i N \

Tl Ay, .

0.000 b
-0-005 T I T I T I T T I T I T T I

T T
0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 0.45

b 00— F—F—F——F——F——F——T——T7—

0.025 -

-0.006 +———r+—1—F—+—7——1r——1——1—+—7+—
005 010 015 020 025 030 035 040 045

q (A"

Figura 6.15: Espectros de SAXS para LFC (a) e LFCQF (b). As curvas correspondem ao ajuste

com uma func¢ao Lorenziana.
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Ao contrario do que foi observado nos espectros para o organogel (que constitui um
sistema multilamelar), percebe-se que entre o primeiro € o segundo pico foi possivel o ajuste
com uma terceira Lorenziana, bastante alargada, que corresponde a estruturas unilamelares.” A
intensidade desta curva diminui gradativamente em relagdo a intensidade do primeiro pico, em
funcdo do aumento da concentracdo de quitosana nas vesiculas. Isto pode ser observado na
Tabela VI comparando-se por exemplo os valores obtidos para altura, onde houve um
decréscimo relativo bem maior entre os picos 2 € 5 do que para os picos 1 e 4 (Figura 6.15). Tal
comportamento sugere que a presenca de quitosana influencia a estruturacdo das vesiculas de
forma a aumentar o nimero de vesiculas multilamelares. Vesiculas multilamelares tendem a ser
maiores do que unilamelares, o que concorda com os maiores valores de R, € R, obtidos para

vesiculas com quitosana (Tabela V).

Tabela VI: Parametros obtidos através do ajuste matematico das curvas de SAXS, de

acordo com a Figura 6.15.

Pico Largura Altura Area

1 0,011620 £0,00039 0,025613 0,00047 £ 0,00001
0,165690 + 0,02873 0,007953  0,00207 £ 0,00066
0,012081 £ 0,00157 0,007237  0,00014 £ 0,00002
0,013273 +0,00081 0,016379 0,00034 + 0,00002
0,089658 +0,03413  0,002578 0,00036 + 0,00018
0,011810 +0,00202 0,005328 0,00010 + 0,00002

N B~ WD

Nos lipossomas as lamelas também estdo menos pressionadas (j& que as estruturas
encontram-se em solu¢cdo aquosa) do que no organogel, que constitui um estado liquido-
cristalino, onde as moléculas estdo mais proximas umas das outras. A curvatura inerente a forma
esférica também pode competir para uma extensdo maior das cadeias fosfolipidicas nas lamelas.
Esta interpretagdo justifica o aumento de espessura da lamela nas vesiculas. Estudos anteriores’
sugerem, inclusive, que em estruturas multilamelares existe a presenca de dgua entre as lamelas
fazendo interface com as extremidades polares dos fosfolipidios.
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Comparando as espessuras lamelares das diferentes vesiculas (Tabela VII), constata-se
que ha uma tendéncia discreta de diminui¢ao das espessuras com o aumento da concentracao de
polimero. Isso também reforga a idéia de maior pressdo interlamelar com a presenca de

quitosana.

Tabela VII: Vetor de onda g e espessura da lamela d para as amostras estudadas, obtidos

por SAXS.

Amostra g (A1) £0,00019 d (nm) £ 0,02

Gel de LFC 0,12026 5,22
Gel de LFCQA 0,13128 4,79
LFC 0,09045 6,95
LFCQA 0,09055 6,94
LFCQE 0,09092 6,91
LFCQF 0,09123 6,89

6.9. Estudo da estabilidade

As nanovesiculas produzidas neste trabalho ndo foram projetadas como estruturas de
longa estabilidade fisica e microbioldgica em agua, considerando-se que, nao foram utilizados
agentes convencionais tensoativos ou conservantes. Além disso, a apresentacdo de lipossomas
carreadores de farmacos intravenosos em forma liofilizada ¢ comercialmente mais interessante o
que significa que, logo apds a preparacdo, a agua ¢ eliminada. Sua reconstituicdo ¢ feita por
dispersao em agua estéril para injecdo somente na hora da aplicagdo, o que ndo vai requerer
estabilidade prolongada em agua, mas sim estabilidade relativa no meio intravenoso por onde as
estruturas devem transportar o firmaco. Mesmo assim, a estabilidade fisico-quimica em solucao
aquosa apés a preparacdo pode fornecer indicios da estabilidade dos lipossomas em outros
meios. Em um estudo comparativo como este, onde foi feita uma modificacdo dos lipossomas

com a adi¢do de quitosana, torna-se importante o conhecimento ndo apenas do aporte estrutural,
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mas também de pardmetros como a estabilidade fisico-quimica de um sistema em rela¢do ao
outro.

Os resultados do controle de pH das solugdes contendo LFC e LFCQ estao apresentados
na Tabela VIII. Nao houve variagdo consideravel em nenhuma das amostras estudadas, mas
percebe-se que houve um pequeno aumento para lipossomas sem quitosana (LFC) e pequenas
diminuigdes para as amostras de lipossomas com quitosana (LFCQ). Portanto ha um
comportamento diferente para as estruturas com quitosana, mais acentuado conforme aumenta a

quantidade de polimero presente na nanovesicula.

Tabela VIII: Variagdao do pH apds a preparagdo para as amostras de nanovesiculas

estudadas.
Amostra 1° dia 25° dia
LFC 5,51 5,63
LFCQA 5,51 5,44
LFCQE 5,67 5,56
LFCQF 5,70 5,39

Todas os lipossomas apresentaram Ry relativamente estdvel em agua durante os cinco
primeiros dias (Figura 6.16). No sétimo dia, notou-se uma distribuicao de tamanhos para todas as
amostras o que possivelmente pode ter sido ocasionado pela formagdo de agregados. A
agregacao por interacdes de van der Waals entre as estruturas pode ter ocasionado a varia¢do de
tamanhos. As medidas foram procedidas normalmente e considerou-se a média do Ry, apenas da
estrutura predominante, ou seja, de percentual maior, de acordo com os resultados da
distribui¢do fornecidos pelo programa CONTIN.

Em relagdo ao primeiro dia, o R, para LFC aumentou em torno de 170 nm enquanto que
para LFCQE e LFCQF houve uma diminui¢do respectiva de 130 ¢ 170 nm. Henriksen et al.”
haviam constatado o mesmo comportamento de reducdo no Ry para vesiculas revestidas com

quitosana dias apds a preparacdo e este comportamento pode estar relacionado com uma

estabilizacdo estrutural do sistema onde as cadeias poliméricas, inicialmente mais estendidas e
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hidratadas foram atenuando na superficie dos lipossomas pelo resultado de uma auto-agregagao,

reduzindo o R;.
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Figura 6.16: Variagao do R, em func¢do do tempo apds a preparagdo para as amostras de

nanovesiculas estudadas. e : LFC; @ : LFCQA; A: LFCQE; [J: LFCQF.

No décimo dia, estruturas micrométricas ou fora da faixa de deteccdo do equipamento de
espalhamento de luz, foram observadas na amostra de LFC. O mesmo fendmeno foi observado
para LFCQE e LFCQF no décimo oitavo dia e para LFCQA no vigésimo dia. No momento ainda
nao € possivel afirmar com certeza se estas mudancas de Ry sdo resultado da formacao de
agregados. Mas como pode ser concluido pelos resultados da Figura 6.16, nanovesiculas
contendo quitosana mantiveram tamanho menor por mais tempo do que a nanovesicula sem
quitosana. E dentre estas, a LFCQA, com menor concentracdo do polimero, apresentou um
comportamento mais homogéneo. Portanto, a estabilidade fisica das nanovesiculas foi

aumentada com a modificagdo com quitosana.
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7. Conclusoes

O presente estudo de carater fundamental a respeito da produgdo e caracterizagdo de
nanovesiculas lipossomicas permitiu a compreensdo da importancia de todas as etapas
envolvidas no processo, desde a obtencdo e purificacdo das matérias-primas principais até a
estruturacao final do sistema vesicular.

A purificagdo da fosfatidilcolina, ao contrario de muitos métodos trabalhosos ou
economicamente dispendiosos, foi obtida de forma simples através de uma tnica coluna
cromatografica sem uso de pressdo ou atmosfera inerte e com o alto grau de pureza exigido para
a producdo de lipossomas. Verificou-se também que, apesar da eficiéncia da purificacdo, a
conservagdao ou o impedimento da degradacdo deste fosfolipidio constitui um desafio ainda
maior considerando os resultados de cromatografia em camada delgada que apos sete dias
acusaram a presenca de impureza da mesma forma que a amostra padrao fornecida pela
industria.

A hidrolise da quitina constitui um procedimento acessivel as condigdes laboratoriais.
Um estudo mais acurado, visando a otimizagdo das condigdes experimentais para obtengdo de
quitosana com grau de desacetilacdo maior, seria desejavel.

A substituicao do acetato de etila ao éter etilico demonstrou ser absolutamente viavel para
dissolug¢do da fosfatidilcolina e producdo dos lipossomas pelo método da evaporacdo em fase
reversa. O impacto ambiental pode ser reduzido no que diz respeito a exposicdo de pessoal
envolvido na etapa de preparagdao e também na menor perda de solvente por evaporagdo. Resta
ser avaliada a existéncia de tracos do solvente nas estruturas finais.

A determinagdo do ponto de percolacdo, onde as micelas reversas colapsam formando o
organogel na precipitagdo, demonstrou o alto grau de hidratagdo suportado pela fosfatidilcolina
no acetato de etila. Este resultado pode significar um encapsulamento maior de compostos
hidrofilicos.

A preparagdo dos lipossomas pelo método da evaporagdo em fase reversa adotada neste
trabalho, demonstrou-se totalmente apropriada as condigdes laboratoriais disponiveis e

possibilitou o estudo de trés sistemas distintos nas diferentes etapas da preparagao.
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A combina¢do das técnicas utilizadas neste trabalho forneceu uma caracterizagdo
satisfatoria dos sistemas estudados e proporcionou formagdo e acimulo de conhecimento a elas
relacionado.

Vesiculas lipossomicas de fosfatidilcolina e vesiculas lipossomicas compdsitas de
fosfatidilcolina e quitosana foram produzidas e caracterizadas neste trabalho mostrando que a
sua obten¢do ¢ possivel valorizando o uso da matéria-prima local. Sendo o Brasil, o segundo
principal produtor de soja mundial (colheita de 52 milhdes de toneladas na safra 2002/2003
segundo a Companhia Nacional de Abastecimento), a obtencdo da fosfatidilcolina a partir da
lecitina de soja representa um fator economico gerador de divisas, que deveria ser explorado pela
industria local. Da mesma forma, o processamento da casca de camardao e siri, onde o pais
também estd enquadrado como grande produtor deste tipo de pescado, considerando a extensao
da costa maritima com a alta atividade de pesca, pode fornecer a principal fonte de obtengdo da
quitina e consequentemente produgdo de quitosana para uso comercial.

A modificacdo de vesiculas lipossdmicas com a adi¢do de quitosana levou a formacgao de
vesiculas revestidas externamente e internamente com o polimero, o que proporcionou um
aumento da estabilidade das estruturas em solugdo aquosa. Levando em conta as suas
caracteristicas morfologicas, pode-se considerar que neste trabalho foram obtidos lipossomas do
tipo unilamelares grandes convencionais, para os constituidos unicamente de fosfatidilcolina, e
quitossomas unilamelares grandes, para os revestidos com quitosana.

A caracterizagdo das vesiculas lipossomicas mostrou dados coerentes com parametros
teodricos estabelecidos e condizentes com resultados de estudos semelhantes da literatura. Desta
forma, ¢ possivel concluir que o objetivo geral de obtencdo de nanovesiculas foi atingido
proporcionando a valorizacdo de recursos materiais e técnicos disponiveis, a formagdao de
conhecimento como recompensa maior € a geragdo de perspectivas para continuidade dos
estudos relativos a producdo de sistemas carreadores de farmacos, visando a contribui¢do ao

desenvolvimento cientifico e tecnologico.
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