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Sintese e Caracterizacdo de Lipossomas

Josué D. G. Melo, Maira G. Tosato & Leandro Raniero

Este estudo relata o desenvolvimento e caracterizagdo de uma formulagao
lipossomal, contendo uma mistura de fosfolipidios, visto que o emprego
dos lipossomas ¢ bastante amplo em virtude da veiculacdo de diversos
tipos de ativos: hidrofilicos e lipofilicos. O presente estudo teve como
principal objetivo avaliar as principais caracteristicas das formulac¢des
lipossomais sob diferentes tempos de sonicag¢do e filtragdo. Os lipossomas
foram preparados utilizando a técnica de hidratagdo do filme seco de
lipidios, seguida de sonicacdo e filtragdo. A determinacdo da distribuicao
de diametro hidrodinamico foi realizada Espectroscopia de Correlacao de
Foétons ¢ as mudancgas na estrutura quimica foram mensuradas por meio da
Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR). Os
resultados demonstraram a necessidade de se utilizar o ultrassom durante
15 minutos para promover o desgaste das camadas externas de lipidios em
excesso levando a diminui¢do do tamanho das vesiculas.
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This study reports the development and characterization of a liposomal
formulation, containing a mixture of phospholipids, since the use of liposomes
is quite wide due to the mediation of various types of active substances:
hydrophilic and lipophilic. The present study had as its main objective to
evaluate the main characteristics of liposomal formulations under different
times of sonication and filtration. The liposomes were prepared using the
hydration technique of dry lipid film, followed by sonication and filtration.
The determination of the distribution of hydrodynamic diameter was carried
out photon correlation spectroscopy and, changes in the chemical structure
were measured by means of infrared spectroscopy with Fourier Transformed
(FTIR). The results demonstrated the need to use ultrasound for 15 minutes
to promote the wear off the external layers of excess lipids leading to the
decrease in the size of the vesicles.

Keywords: lipid; liposomes; hydrodinamic diameter; espectroscopy.
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Introducéo

A partir da década de 1950 houve um avanco
no tratamento de doen¢as humanas, aumentando
a longevidade a nivel mundial de 46,5 a 65 anos.
Sem duvidas, a industria farmacéutica desempenhou
um papel fundamental no descobrimento de novos
medicamentos. Entretanto,
novas terapias ¢ um processo complexo e prolongado,
que demanda investimentos em programas de
pesquisas ¢ desenvolvimentos cientificos, visto que,
poucos compostos estudados chegam na etapa final de
teste em humanos. Muitos farmacos candidatos para
novas terapias possuem baixa solubilidade em agua
e, por isso requerem sistemas de liberagdo, que os
solubilizem e permitam alcangar uma concentragao
biologicamente ativa.

Neste contexto, uma das estratégias mais atrativas
se baseiam no desenvolvimento de veiculos (carriers
ou drug delivery, em inglés), que permitam a liberacdo
controlada de drogas, liberacdo lenta ou liberacdo
especifica no sitio de ag¢do.! Além disso, estes veiculos
podem oferecer outras vantagens tais como: controle
de velocidade de liberacdo das drogas, protecdo
das mesmas contra as reagdes de hidrolise ou agdes
enzimaticas, diminui¢do da toxicidade e melhor
biodisponibilidade do farmaco.?

Habitualmente, o desenvolvimento de sistemas de
liberagdo emprega o uso de polimeros, surfactantes
ou a mistura de ambos, cujas propriedades de se auto
ensamblarem possibilitam a formulacdo de uma ampla
variedade de estruturas em escala nano-micro, com
a capacidade de encapsular e proteger diversos tipos
de farmacos. A vantagem destes sistemas é a baixa
toxicidade e alta biocompatibilidade, quando se pode
citar os mais comuns, como micelas, lipossomas,
emulsdes, microemulsdes, géis poliméricos, aerossois,
biomembranas e outras combinagdes de moléculas.3

Os lipossomas destacam-se pela alta aplicabilidade em
diversas areas, como na medicina, na industria cosmética
e na pesquisa cientifica avangada. Na medicina, os

o desenvolvimento de
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lipossomas sao frequentemente utilizados como sistemas
de entrega de farmacos, particularmente uteis na entrega
direcionada de agentes quimioterapicos as células
cancerigenas, minimizando os danos ao tecido saudavel.
Na industria cosmética, a aplicacdo dos lipossomas
melhora a disponibilidade de ingredientes importantes
(vitaminas e peptideos) em cosmecéuticos.*?

As estruturas dos lipossomas sao caracterizadas pelo
formato de vesiculas esféricas coloidais, sendo composta
por uma bicamada lipidicana, qual as caudas hidrofobicas
dos lipidios se orientam para dentro, criando um ambiente
lipofilico. Enquanto, que as cabecas hidrofilicas ficam
voltadas para fora, em contato com o meio aquoso,
permitindo que os lipossomas transportem substancias
hidrofilicas (soliveis em agua) ¢ lipofilicas (soluveis
em lipidios) em seu interior que ndo seriam facilmente
soliveis em agua ou que precisam ser protegidas de
degradacdo no ambiente externo.

Porém, dificuldades dos sistemas
de liberagdo ¢ devida sua integridade durante o
armazenamento. Os lipossomas podem estar sujeitos
a agregacdo, fus@o ¢ até mesmo oxidacdo, levando a
perda da substancia encapsulada. Neste sentido, os
fosfolipidios de origem natural ou sintética sdo as opgdes
mais indicadas, devido suas propriedades higroscopicas
e estado cristalino a temperaturas proximas de 30 °C.
Tanto lipidios de cadeia insaturada, quanto os de cadeia
saturada apresentam vantagens e desvantagens quanto a
estabilidade das vesiculas.f

Diante do exposto, neste trabalho foram investigadas
algumas caracteristicas dos lipossomas elaborados
com uma composi¢do de diferentes lipidios, sendo
majoritariamente  constituida por fosfatidilcolina
de soja (SPC) além de outros lipidios. As vesiculas
foram caracterizadas pelas técnicas de Espectroscopia
de Correlagdo de Fotons, mensurando o diametro
hidrodindmico e o indice de Polidispersividade, e pela
Espectroscopia no Infravermelho por Transformada
de Fourier, avaliando as liga¢cdes quimicas dos grupos
funcionais da membrana dos lipossomas, comparando
com o lipidio puro.

uma das
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Materiais e Métodos
MATERIAL

A mistura de fosfolipidios (Lipoid S75) foi adquirida
da empresa Lipid Ingredients & Technologies Ltd.
(Brasil), sendo composta de 73% de fosfatidilcolina, 9%
fosfatidilethanolamina, 1,5% lisofosfatidilcolina, 1,1%
acido fosfatidico, 0,6% fosfatidilinositol e o restante
detriglicerideos ¢ acidos graxos (Figura 1). O Cloroférmio
foi adquirido da Sigma Aldrich com 99% de pureza.
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Figura 1. Férmula estrutural do Lipoid s75.

PREPARACAO DOS LIPOSSOMAS

Os lipossomas foram preparados utilizando o método de
evaporagao de solvente com formagao de filme, seguido de
tratamento de sonicagdo em banho.” 0,02 g de Lipoid S75
foram misturados com 20 ml de cloroférmio. Em seguida, a
solucao foi seca a vacuo utilizando um evaporador rotativo
(Rotavapor Buchi) a 35 °C e 60 rpm durante 2 horas até a
formac¢do de um filme fino no vidro do baldo. O filme foi
reidratado com 20 ml de agua ultrapura tipo 1, a temperatura
ambiente durante 2 horas (Figura 2). Vesiculas de menor
tamanho sdo obtidas submetendo a solug¢do hidratada ao
processo de sonicacdo, seguido de filtracao via filtros com
poros de tamanhos desejados. Para isso, a suspensdo de
lipossomas com sintetizada foi dividida em tubos conicos
(tubo Falcon®) e sonicadas em banho ultrassonico por 15
ou 30 min, até obter translucidez.
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Figura 2. Processo de Sintese do Lipossoma.

ESPECTROSCOPIA DE CORRELACAO DE
FOTONS

O tamanho da particula e o indice de polidispersividade
(PDI) foram determinados usando Zetasizer Nano ZS90
(Malvern Instruments Ltd., Reino Unido) em um angulo
de dispersdo de 90°. As solugdes foram analisadas pura e
diluidas em agua ultrapura, tipo 1. As amostras também
foram filtradas utilizando uma membrana de PTFE com
poro de tamanho de0,2 pm. Os resultados foram obtidos de
experimentos feitos em triplicata.

ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO
COM TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

A solug@o lipossoma e o lipidio puro foram analisadas
usando um acessorio de reflexdo total atenuada (ATR),
acoplado a um espectrometro FTIR (Spectrum 400,
Perkin Elmer, USA). 5 mg da amostra sélida (lipidio
puro) e da solucao lipossomal foram medidos sobre a
superficie de um cristal de diamante. A solugdo foi
seca sobre o cristal por meio de um fluxo de nitrogénio
gasoso. Os espectros sdo a média de 32 varreduras, que
foram registrados no intervalo de 4000cm™ a 500 cm
,com 4cm™! de resolugdo espectral.

Resultados e Discussao

A estrutura dos lipossomas depende da composigao
e do método de preparagdo. O método escolhido para
arealizacdo deste trabalho ¢ simples, econdmico e em
linhas gerais compreendeu: dissolucdo dos lipidios
em solvente organico, evaporagdo do solvente e
dispersdao do lipideo seco em solugcdo aquosa. As
principais diferencas na estrutura dos lipossomas
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surgem do método empregado para a dispersdo dos
lipidios, os quais podem ser induzidos por hidratacdo
de filme, sonicagdo, extrusdo, evaporagdo em fase
reversa, solubilizacdo em etanol, congelamento,
eletroformacio, etc.

A formagdo espontdnea das vesiculas ndo apresenta
um tamanho homogéneo. Entretanto, as multicamadas
proporcionam um alto

encapsulacdo de ativos. Com o objetivo de obter

rendimento para eventual

lipossomas menores, a técnica de ultrassom foi utilizada
para romper as camadas mais externas das vesiculas
multilamelares,  transformando-as em  vesiculas
unilamelares de menor tamanho.®

A Tabela 1 mostra os resultados obtidos por meio da
Espectroscopia de Correlagdo de Fotons, indicando os
valores de indice de polidispersividade (PDI) para cada tipo
de procedimento realizado, como também a distribui¢ao
de didmetro hidrodindmico da populagdo de lipossomas
dispersos na solugdo coloidal. Pode-se observar que as
amostras que apresentaram menores valores de PDI foram
as filtradas. Este fato pode ser explicado pela retengdo
de particulas maiores no filtro e, consequentemente uma
uniformizagdo dos tamanhos.

A distribui¢@o do tamanho de 88% das particulas ficou
entre 118 e 392nm e, 12% apresentaram tamanho médio
igual a 1617nm. Por outro lado, para 30 min de sonicagdo
houve um resultado inesperado com o aumento do tamanho
das particulas, sendo um indicativo de desestabilizagdo
do sistema coloidal. Cada sistema lipossomal requer
diferentes tempos e poténcias de sonicagdo.

Para maiores tempos, geralmente ocorre uma perda da
estabilidade fisica dos lipossomas, tendo como resultado o
subsequente aumento do diametro das vesiculas. A amostra
de lipossoma sonicado em banho de ultrassom por 15
minutos, revelou um valor de PDI igual a 0,69. Comparando
este indice com o obtido na amostra pura, nota-se que nao
houve redugdo no valor. Entretanto, observa-se reducao na
distribui¢do de tamanhos de particulas sendo 99,1% com
135nm € 0,9% foram de 988nm.
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Tabela 1. Resultados obtidos através da técnica de DLS para a amos-
tra com diferentes tratamentos.

~ N Popula-
0, 0, 0,
Amostras | PDI Populagdo ,(A)) Populagio ,(A)) dio ,(A))
1 (nm) [nimero| 2 (nm) [ntimero nimero
3 (nm)
Lipo_puro | 0,6 118 46 392,4 42 1617 12
Lipo_Puro-
filtrado 0,29 68 33 228 67 0 0
Lipo_Puro-
-sonicado [0,69| 134,7 | 99,1 988,3 0,9 0 0
15min
Lipo_Puro-
sonicado 15591 49,86 | 602 | 149 | 39.8 0 0
15min-
filtrado
Lipo_Puro-
-sonicado [0,63| 2794 6,2 4934 | 93,8 0 0
30min

A Figura 3 apresenta os graficos de distribuigdo de
diametros hidrodinamicos das solugdes lipossomais,
quando pose observar uma ampla distribuicdo no tamanho
de particulas. Estes resultados estatisticos do diametro
hidrodinadmico e distribuigdo das populagdes foram obtidos
medindo o coeficiente de difusdo da particula, por meio
da funcdo de autocorrelagdo, devido a dispersdo da luz
por particulas esféricas em movimento Browniano.” Nesta
figura é possivel observar que a solugdo de lipossoma puro
apresentou distribui¢@o trimodal, quando comparada com
os graficos das outras solugdes.

Os valores indice de polidispersdo foram mais altos
para as solugdes de lipossomas puro (fig. 3a) e puro
sonicado (fig. 3¢, d), quando comparados aos resultados dos
lipossomas filtrados (fig. 3b, ). Por este motivo, o processo
de filtragdo € indispensavel na redugdo significativa
na distribuicdo de diferentes tamanhos de particulas e,
também no valor do PDI. A utiliza¢ao do ultrassom indicou
uma melhora significativa para a reducdo do nimero de
populagdes levando a comportamento monomodal, tanto
para sonicacdo com t=15 min quanto t=30 min (fig. 3c, d).
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(a) [[ILipossoma (Puro)

(b) Lipossoma puro e filirado
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Figura 3. Analise dos lipossomas formados pela Espectroscopia de Correlagdo de Fotons.

A amostra do lipossoma puro foi colocada no banho de
ultrassom por 15 minutos, seguida do processo de filtragao
por meio de uma membrana de PTFE de 0,2 pm, obtendo-
se um PDI de 0,29 conforme apresentado na Tabela 1.
Embora a Figura 3e mostre uma distribui¢do bimodal, nota-
se uma reducdo do tamanho das particulas, demonstrando
que o tempo de sonicacdo ¢ a filtragem da amostra foram

efetivos, reduzindo o valor do PDI.

ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO
MEDIO (FTIR)

A Espectroscopia de Infravermelho com Transformada
de Fourier (FTIR) foi utilizada para verificar as
interacdes moleculares apos a transformac¢do do Lipoid
S75 em lipossoma. A Figura 4 apresenta os espectros no
infravermelho da solug¢do lipossomal e do lipidio puro
(Lipoid S75). Estudos anteriores demonstram que os
numeros de ondadas ligagdes de estiramento simétrico e
assimétrico do grupo CH,'’do LipoidS75 estdo localizados
em 2922 cm-1 e 2854cm-1. Enquanto, para os lipossomas
encontram-se em 2924 cm™ e 2852 cm™"
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A banda em 1735cm™ esta relacionada a vibragdo de
estiramento simétrico da ligagdo C=0, estando centradas
na mesma posicao tanto para o Lipoid S75, quanto para
o lipossoma indicando possivel estabilidade para este
grupo funcional. A banda relacionada ao estiramento
assimétrico N(CH,), pode ser observada em966¢cm 'no
Lipoid S75, enquanto nos lipossomas situa-se em 971cm-
I. Esse deslocamento se deve as ligagdes de hidrogénio,
que promovem uma interagdo entre a parte polar do
lipossoma ¢ as moléculas da agua, que foi utilizada
no processo de sintese e promovendo um rearranjo na
vizinhanga."

A vibragdo de estiramento assimétrico do P=0O
se encontra aproximadamente em 1200cm™.'?> As
bandas em 1237cm'e 1052cm™ estdo relacionadas ao
estiramento simétrico e assimétrico do grupo funcional
PO, " A ligagdo de estiramento da banda do P=O ¢
sensivel a ligagdes de hidrogénio deslocando-se para
nimeros de ondas menores.'* Este comportamento pode
explicar a posi¢do da banda de 1237 cm'no Lipoid S75
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e o deslocamento dela para 1232 cm™! nos lipossomas.
Observou-se uma banda no lipideo puro em 1052cm™.
Entretanto, no lipossoma essa banda pod e ser observada
em1090cm™. Este deslocamento, possivelmente, esta
ligado a interagdes com liga¢des de hidrogénio.
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Figura 4. Espectro de FTIR do Lipoide s75 e dos lipossomas.

Concluséo

Neste estudo lipossomas formados por um complexo
fosfolipidico (Lipoid S75) foram preparados por um
método de evaporacdo de solvente (cloroféormio),
seguido de hidratacdo ¢ sonicagdo. As analises das
solucdes demonstraram a necessidade de um tempo de
ultrassom de 15 minutos para promover o desgaste das
camadas externas de lipidios em excesso, levando a
diminui¢ao do tamanho dos lipossomas. Ainda assim, a
filtragdo se fez necessaria para selecionar e uniformizar
a distribui¢do dos tamanhos.

A comparacao entre as analises por FTIR das amostras
do LipoidS75 e da solucdo lipossomal evidenciaram
interagdes entre grupos moleculares, como as ligagdes de
hidrogénio e indicam que os fosfolipidios se mantiveram
integros durante o processo de formagao das particulas,
mas e se reorganizaram em uma estrutura diferente.
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