FACULDADE DE CIENCIAS E TECNOLOGIA DA UNIVERSIDADE DE COIMBRA
DEPARTAMENTO DE Z0OOLOGIA

CARACTERIZACAQ DE LIPOSSOMAS DE CARBOPLATINA
REVESTIDOS COM O-PALMITOILPULULANO

Jodao Nuno Sereno de Almeida Moreira

COIMBRA
1994



FACULDADE DE CIENCIAS E TECNOLOGIA DA UNIVERSIDADE DE COIMBRA

DEPARTAMENTO DE ZOOLOGIA

CARACTERIZAGAO DE LIPOSSOMAS DE CARBOPLATINA
REVESTIDOS COM O-PALMITOILPULULANO

Joao Nuno Sereno de Almeida Moreira

COIMBRA

1994



Pagina Linha

23
23
31
67
67
67
69
69
69
69
71
71
87

17
23

9
18
20
24

4

5
18
18
15
16
10

ERRATA
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ABREVIATURAS

CF: 5 (6)-carboxifluoresceina.

CF,;/PC;: razdo molar entre a 5 (6)-carboxifluoresceina e a fosfatidilcolina de ovo
determinados na fase de hidratago.

CL: capacidade de ligag@o.

DMSO-dg: dimetilsulféxido deuterado.

DNA: écido desoxirribonucleico.

DPH-PA: 4cido 3-[p-(6-fenil)-1,3,5-hexatrienil]fenilpropiénico.
DPH: 1,6-difenilhexa-1,3,5-trieno.

DSHA: n-hexadecil-5-dimetilamino-1-naftalenosulfonamida.
EE: eficiéncia de encapsulagdo.

OPAP: O-palmitoilamilopectina.

OPP: O-palmitoilpululano.

PC: fosfatidilcolina de ovo.

p.a.: pré-andlise.

RMN-1H: ressonincia magnética nuclear proténica.

RMN: ressondncia magnética nuclear.

r.p.m.: rotagdes por minuto.

TMA-DPH: 1-(4-trimetilaméniofenil)-6-fenil-1,3,5-hexatrieno.
TMS: tetrametilsilano.

Tris: 2-amino-2-hidroximetil-1,3-propanodiol.

u.a.: unidades arbitrdrias.

VE: Volume de encapsulagio.



RESUMO

Um dos campos de aplicagio dos lipossomas como vectores de fdrmacos tem sido a
quimioterapia do cancro, permitindo, por um lado, a diminui¢do de efeitos téxicos
associados A administragdo de citostdticos e, por outro lado, o aumento da eficécia
terapéutica. Este trabalho teve por objectivo a vectorizagdo de um farmaco citostdtico, a
carboplatina, em lipossomas unilamelares grandes de fosfatidilcolina de ovo preparados pela
combinagdo dos métodos de evaporagdo em fase reversa e extrusdo, e revestidos com um
polissacarideo natural modificado, o O-palmitoilpululano. Este sistema foi caracterizado,
fundamentalmente, em termos do efeito quer do O-palmitoilpululano quer da carboplatina na
fluidez membranar, de alguns parAmetros de encapsulagido do farmaco, bem como da sua
estabilidade (tendo para o efeito sido realizados, entre outros, estudos preliminares de

permeabilidade).

A caracterizagdo do O-palmitoilpululano por espectroscopia de infravermelho revelou
a formagio de uma ligagdo éster entre o grupo palmitoilo € o pululano, enquanto que a
caracterizagfio por ressondncia magnética nuclear de protdo permitiu determinar que o grau de

substitui¢do era de 0.4 residuos palmitoilo por 100 unidades de glucose (0.4%).

Os estudos de permeabilidade membranar preliminares realizados por recurso ao
método fluorimétrico da 5 (6)-carboxifluoresceina (substancia hidrossoliivel empregue como
modelo da carboplatina) apontam para uma maior estabilidade dos lipossomas unilamelares
grandes relativamente aos lipossomas unilamelares pequenos. Na sequéncia deste estudo
avaliou-se o efeito do revestimento na permeabilidade membranar de lipossomas
unilamelares grandes para razdes ponderais de O-palmitoilpululano/fosfatidilcolina de ovo de
1 a 4, relativamente a uma amostra controlo (lipossomas unilamelares grandes ndo
revestidos). Concluiu-se que a razdo ponderal O-palmitoilpululano/fosfatidilcolina igual a 3

era aquela que induzia uma menor permeabilidade membranar.
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Os dados de permeabilidade, a par dos valores de polarizagio de fluorescéncia do
dcido 3-[p-(6-fenil)-1,3,5-hexatrienil]fenilpropidénico, apontam para um efeito de
estabilizagdo da membrana lipossomal pelo O-palmitoilpululano (na razio ponderal O-
palmitoilpululano/fosfatidilcolina igual a 3 € com um grau de substitui¢do de 0.4%),

respectivamente, por diminuigio da permeabilidade membranar e por diminuigio da fluidez.

O estudo da influéncia da carboplatina na fluidez membranar, por determinag@o dos
valores de polarizagdo do 1,6-difenilhexa-1,3,5-trieno e do 4cido 3-[p-(6-fenil)-1,3,5-

hexatrienil]fenilpropiénico, apontou para uma auséncia de efeito do farmaco.

Verificou-se também que o contetido em NaCl do meio de hidratagdo influencia a
eficiéncia de encapsulagdo e a capacidade de ligagdo da carboplatina aos lipossomas. Ambos
os pardmetros apresentam a mesma tendéncia de variagio em fung@io do teor de NaCl do
meio de hidratagdo, aumentando a medida que aumenta a concentragdo de NaCl do meio de
hidratagio até 0.6%, apés o que diminuem quando a concentracdo aumenta para 0.9%. O
perfil de variagdo destes pardmetros de encapsulagdo relaciona-se com o didmetro médio dos
lipossomas os quais apresentam a mesma tendéncia de variagdo em fungdo da concentragdo

de NaCl do meio de hidratagdo.

No que respeita a estabilidade dos lipossomas de carboplatina (avaliada em termos da
capacidade de retengdo de platina), observou-se uma tendéncia para uma maior estabilidade
quando preparados num meio de hidratagio sem NaCl (meio de dextrose 5%) relativamente
aqueles preparados em meio de NaCl nas concentragdes de 0.6 € 0.9% (os meios de
hidratagdo foram adicionados de dextrose de forma a constitufrem solugdes isoténicas), facto
atribuido a presenga de ides cloreto nestes dltimos. Em face deste dado, foram realizados
estudos de estabilidade com lipossomas de carboplatina revestidos na proporgio ponderal O-
palmitoilpululano/fosfatidilcolina igual a 3 € preparados em meio de dextrose a 5%, tendo-se

verificado uma maior estabilidade destes relativamente aos lipossomas ndo revestidos. Esta
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maior estabilidade reflectiu-se igualmente numa menor diminui¢do do didmetro médio dos
lipossomas revestidos, em fungdo do tempo, relativamente aos lipossomas nio revestidos.
No ambito dos estudos realizados com lipossomas revestidos, verificou-se que a
utilizag@o de uma razdo ponderal O-palmitoilpululano/fosfatidilcolina igual a 7.5 determinou
uma redugdo acentuada da percentagem de retencdo de platina ao fim de 6 dias,
comparativamente com os ‘lipossomas revestidos na razdo ponderal O-
palmitoilpululano/fosfatidilcolina igual a 3 € mesmo em relagdo aos lipossomas ndo
revestidos. Esta menor estabilidade dos lipossomas revestidos na razdo ponderal O-
palmitoilpululano/fosfatidilcolina igual a 7.5 reflectiu-se também numa maior diminuig@o do

tamanho dos lipossomas em fungio do tempo.



CAPITULO 1

INTRODUCAO
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1.1. VECTORIZAGAO DE FARMACOS
1.1.1. Introducdo ao Conceito de Vectorizacdo de Farmacos

A administragdo extravascular (como por exemplo, as vias oral, cutdnea, rectal, etc.)
de um fdrmaco! é seguida sequencialmente no organismo pelos seguintes processos
farmacocinéticos: absor¢do, que consiste na chegada do formaco ao sangue; distribuigéo,
traduzida pela passagem do farmaco do sangue para diferentes tecidos, entre os quais, 0 ou
os correspondentes ao local de acgdo, e para o ou os orgdos de eliminagio; e eliminagdo, que
se traduz pela depuragio do fdrmaco quimicamente intacto (mais frequentemente por via
urindria) e/ou pela sua metabolizagdo em um ou mais metabolitos (Monteiro, 1986; Roblot-
Treupel e Puisieux, 1986).

Por administragdo intravascular (por exempio, por injecgdo intravenosa) o conjunto
de processos farmacocinéticos descritos aparece simplificado, uma vez que ndo ocorre a fase
de absorgdo e como tal o formaco € apenas sujeito a distribui¢do e a eliminago.

Qualquer dos processos farmacocinéticos depende essencialmente das caracteristicas
fisico-quimicas do formaco, como seja, por exemplo, o pKa (Roblot-Treupel e Puisieux,
1986). Em termos préticos, a administragdo de um férmaco traduz-se pela sua distribui¢do
indiscriminada pelos diversos tecidos, orgdos ou células do organismo e, consequentemente,
por uma auséncia de especificidade para a ou as dreas que necessitam de tratamento,
resultando daf muitas vezes o aparecimento de efeitos secunddrios de toxicidade elevada.

Assim, a tendéncia actual da investigacdo em Tecnologia Farmac€utica € a de
desenvolver novos sistemas susceptiveis, ndo sé, de aumentar a eficdcia terap€utica (por
exemplo, por redugio do nimero das doses e da quantidade de férmaco administrado por
dose) e a seguranga dos fiarmacos administrados pelos métodos ditos convencionais
(caracterizados por uma absorgéo répida), de facilitar, por exemplo, a administragdo de

peptideos e proteinas sem o desenvolvimento acentuado de reacgdes imunogénicas ou a

1 Garret (1986, p. 16) define "farmacos” como sendo "todos os agentes quimicos capazes de modificar as
fungdes dos seres vivos". No presente trabalho utiliza-se indistintamente os termos "substincia activa” e
"principio activo" como sinénimos de "farmaco".
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inactivagdo bioldgica, mas»também, de melhorar a aplicagdo, nomeadamente, das terapias
anticancerigenas através de uma maior especificidade do fadrmaco para o local de ac¢éo (Li,
Robinson ¢ Lee, 1987). Com o intuito de atingir estes objectivos t€ém-se desenvolvido
essencialmente dois tipos de sistemnas, por um lado, as formas farmacéuticas? de libertagdo
prolongada e, por outro lado, os vectores de faormacos.

As formas farmacéuticas de libertag@o prolongada controlam a velocidade de cedéncia
dos fdrmacos a partir das formas farmacéuticas, controlando deste modo a
biodisponibilidade3 dos mesmos. Estes sistemas tém por objectivo prolongar as
concentragdes plasmdticas terapéuticas dos fdrmacos e assim a sua duragdo de acgdo (daf a
necessidade de incorporar uma quantidade superior de foirmaco em relagdo a forma
farmacéutica convencional, que se caracteriza por uma absor¢fo rdpida), reduzir as
flutuagdes dos niveis plasmdticos dos fadrmacos e, desta forma, melhorar a seguranga e
diminuir os seus efeitos laterais, bem como assegurar uma melhor cobertura terapéutica do
paciente (Li, Robinson ¢ Lee, 1987; Veiga, 1988). Refira-se, como exemplo, os sistemas
matriciais poliméricos (Veiga, 1988).

Os vectores de farmacos (ou a vectorizagio de formacos, vulgarmente designada na
linguagem anglo-saxénica por "drug targeting") t€m por finalidade tornar a distribuigdo no
organismo independente das propriedades fisico-quimicas inerentes & molécula a veicular,
submetendo-a aquelas de um agente apropriado (vector), escolhido em fungdo de um
determinado objectivo terapéutico (Benoit et al., 1986; Roblot-Treupel e Puisieux, 1986;
Puisieux e Roblot-Treupel, 1989). Mencione-se a titulo de exemplo destes sistemas os
lipossomas, que sdo objecto de estudo neste trabalho.

Na figura 1 apresenta-se de forma esquemdtica cada um dos processos
farmacocinéticos a que um fdrmaco ¢ submetido no organismo, bem como os niveis de

actuagio dos dois tipos de sistemas terapéuticos anteriormente referidos.

2 De acordo com o Decreto - Lei n? 72/91, de 8 de Fevereiro no seu artigo 22, o termo "forma farmacéutica”
define-se como sendo "o estado final que as substincias activas apresentam depois de submetidas as operagoes
farmacéuticas necessdrias, a fim de facilitar a sua administragdo e obter o maior efeito terap&utico desejado” (in
Pita, 1993, p. 58).

3 A biodisponibilidade ou disponibilidade fisiolégica representa a quantidade relativa de farmaco absorvido a
partir de uma forma farmac@utica que atinge a circulagfio sistémica € a velocidade a qual se processa este
fenémeno (Veiga, 1989).
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Figura 1: Conjunto de processos farmacocinéticos a que um farmaco é
submetido no organismo e niveis de actuacio das formas farmacéuticas de
libertacao controlada e dos vectores de farmacos. Apés administragdo um farmaco é
sujeito aos processos de absorgéo (chegada do farmaco ao sangue), apenas se a administracéo for
extravascular, distribuicdo (passagem do farmaco do sangue para os diferentes tecidos, entre os
quais, 0 ou 0s correspondentes ao local de acgéo, e o ou os orgdos de eliminagao) e eliminacéo
(depuragédo da substancia activa quimicamente intacta, mais frequentemente por via urinéria, e/ou
metabolizacdo daquele em um ou mais metabolitos). As forma farmacéuticas de libertagao
prolongada e os vectores actuam, respectivamente, ao nivel da biodisponibilidade (absorgéo) e da
distribuicéo (adaptado de Roblot-Treupel e Puisieux, 1986).

1.1.2. Objectivos da Vectorizacdo de Farmacos

A associagdo de um farmaco a um vector apropriado tem, pelo menos, trés objectivos
principais que a seguir se descrevem e que se encontram esquematizados na figura 2

(Roblot-Treupel e Puisieux, 1986):

- protecgdo da molécula activa desde o local de administragdo até ao local de acgdo,
propriedade que € inerente ao préprio vector (refira-se como exemplo o caso do ATP,

adenosina trifosfato, cuja administragdo quando encapsulado em lipossomas aumenta de
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forma significativa os seus niveis plasméticos durante a ocorréncia de perfodos de isquémia,
o que determina uma maior afluéncia de ATP ao cérebro, ao contrédrio do que acontece
quando administrado na forma livre pela mesma via, em que € rapidamente eliminado da

corrente circulatéria - Delattre et al., 1989);

- melhoramento da transposi¢do de algumas barreiras fisioldgicas por parte de certas
moléculas activas (por exemplo, a associagdo a um vector apropriado poderd ser tentada no
sentido de melhorar a penetragdo intracelular de formacos como os antibiéticos - Couvreur,

Fattal e Andremont, 1991 - e desta forma alcangar zonas celulares de dificil acesso);

- melhoramento da especificidade dos fidrmacos (por um lado, concentrar um
fdrmaco, caso dos citostéticos, num determinado orgdo, tecido ou célula - Iga et al., 1991 -
e/ou, por outro lado, evitar a sua acumulagdo em tecidos particularmente sensiveis aos seus

efeitos indesejdveis - Losa et al., 1992).

Protecgao contra a inactivagao | Penetragéo celular Especificidade
Farmaco @ © EI
+ i —po il L ocal de acg@o
Vector @ @ ("Alvo’)
[]
Farmaco 9 L] .
. ® ® e B Local de acgdo
livre ("Alve”)
4 ]

Figura 2: Objectivos da vectorizacdo de fadrmacos. A associagdo de um farmaco a um
vector tem essencialmente trés finalidades: protecg¢do do farmaco desde o local de administragéo
do medicamento até ao seu local de acgao; melhoramento da transposigdo de certas barreiras
fisioldgicas por parte de certos farmacos; bem como o melhoramento da especificidade destes. @
farmaco; O - vector; | - local de acgao ("alvo"); O - outros locais (adaptado de Roblot-Treupel e
Puisieux, 1986).

A concretizagio destes objectivos depende necessariamente das caracteristicas do

vector. Segundo diversos autores as caracteristicas de um bom vector dependem do fim a
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que se destina e incluem os seguintes pardmetros (Couvreur, Kante ¢ Roland,1978;

Puisieux, 1978; Jaminet, 1980; Davies e Illum, 1986):

- deve ser biocompativel e biodegraddvel, qualquer que seja a via de administragdo,

ndo devendo induzir a formagdo de metabolitos tdxicos;

- deve possuir uma forma e um tamanho?# convenientes, de modo a, por um lado,
permitir a incorporagdo de uma quantidade de formaco susceptivel de exercer o efeito
terapéutico desejado e, por outro lado, alcangar determinados objectivos em termos de

distribuigdo in vivo;

- deve proteger o principio activo desde o local de administragdo até ao local de

acgao;

- deve possuir poder de fixagdo da substincia medicamentosa de modo a evitar a sua

libertacdo prematura até alcangar o local de acgdo;

- ao nivel do local de acgdo, deve ser susceptivel de libertar a molécula activa o que

implica que a ligagdo vector-formaco seja reversivel,

- deve apresentar uma certa afinidade para um determinado tipo de orgdos, tecidos
ou células, afinidade essa que deve ser susceptivel de ser modificada em fungio do principio

activo administrado e do local de acgdo visado.

1.1.3. Classificacdo dos Vectores de Farmacos

Os numerosos estudos realizados até ao momento conduziram 2 elaboragdo de
vectores de farmacos cada vez mais complexos. Os vectores actualmente propostos, em
fungdo do objectivo terapéutico, podem ser divididos em trés grupos principais: vectores de

12 geragdo, vectores de 2* geragdo e vectores de 3* geragdo que a seguir se passam a

4 Neste trabalho, entenda-se por "tamanho" de lipossomas o seu "diimetro médio".
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descrever (Benoit et al., 1986; Roblot-Treupel € Puisieux, 1986; Puisieux ¢ Roblot-Treupel,

1989).

1.1.3.1. Vectores de 1* Geracao

O vector de 12 geragdo € um suporte simples, de tamanho relativamente elevado (entre
100 e 800 pm), concebido para libertar o principio activo ao nivel de um determinado orgao.
Neste grupo incluem-se as microcdpsulas, que sdo sistemas formados por um reservatério,
delimitado por uma parede polimérica, onde se encontra dissolvido o principio activo, € as
microsferas, as quais sdo formadas por uma matriz polimérica onde se encontra disperso o
principio activo. Os materiais utilizados s3o de natureza varidvel (etilcelulose, dcido
polildctico, copolimeros do 4cido ldctico e glicélico), biodegraddveis ou ndo.

Os vectores de 1? geragdo sdo bastante utilizados na administragdo de algumas
substincias antitumorais (cisplatinio, adriamicina, metotrexato, S5-fluoruracilo),
caracterizando-se por necessitar de um modo de administragdo apropriado que permita a
implantag¢do do sistema medicamentoso o mais préximo possivel do orgdo desejado. Este
sistema de administragdo € designado por embolizagdo. As microsferas ou as microcdpsulas
sdo administradas por via intra-arterial, sendo conduzidas por cateteres ao nivel da artéria
que irriga o tumor visado, onde se liberta e difunde o agente antitumoral. A obliteragdo da
artéria, induzida pelas microsferas e microcdpsulas, determina uma necrose progressiva do
tumor. Assim, através do agente antitumoral que veiculam, as microsferas € as
microcdpsulas, para além de uma acgdo mecénica, exercem também um efeito

quimioterapéutico que tem a vantagem de ser focalizado no orgdo pretendido.

1.1.3.2. Vectores de 22 Geracio

Os vectores de 2° geragdo, também chamados, vectores propriamente ditos, ndo
necessitam de nenhum modo de administrag@o particular. De tamanho coloidal, geralmente

inferior a 1 wm, podem ser administrados por numerosas vias, de que salienta a via
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intravenosa, sendo o local biolégico visado um tecido. Dentro deste grupo distinguem-se

dois tipos de vectorizagdo: passiva e activa.

1.1.3.2.1. Vectorizag@o Passiva

Na vectorizagdo passiva, a distribui¢do do principio activo depende apenas das
caracteristicas fisico-quimicas do vector escolhido (como por exemplo, o tamanho),
ocorrendo preferencialmente para os orgdos ricos em células do sistema monocitico
fagocitdrio (como por exemplo, as células de Kupffer do figado e os macréfagos do bago,
pulmdes e medula). Refiram-se como exemplo deste tipo de sistemas, os vectores
vesiculares (os lipossomas e as nanocépsulas) e os vectores particulares (as nanosferas).

Os lipossomas sdo pequenas vesiculas constituidas por um nticleo aquoso delimitado
por uma ou mais bicamadas fosfolipidicas, consoante o tipo de lipossoma, sendo
susceptiveis de veicular farmacos hidrossoldveis e lipossoliveis. Como ji referido, os
lipossomas s3o objecto de estudo neste trabalho, pelo que serdo abordados em mais
pormenor em secgOes posteriores. As nanocdpsulas sdo formadas por uma cavidade oleosa,
delimitada por uma parede de natureza polimérica, sendo, por esta razdo, indicadas para a
administra¢do de farmacos de carécter lipéfilo.

As nanosferas sdo constituidas por uma rede de natureza polimérica ou proteica, nio
se distinguindo qualquer tipo de cavidade ou parede, destinando-se & administragdo de

farmacos susceptiveis de serem incorporados na matriz polimérica ou proteica.

1.1.3.2.2. Vectorizagdo Activa

Neste tipo de vectorizagdo incluem-se os lipossomas, nanocdpsulas e nanoesferas,
sendo a distribuigdo do principio activo dependente de factores extracorporais, como, por
exemplo, a temperatura e a presenga de particulas magnéticas.

O principio de utilizagdo da temperatura na libertago selectiva de um principio activo

encapsulado em lipossomas, ao nivel de um dado tecido, baseia-se na combinagdo de um
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efeito de hipertermia local ao nivel do tecido lesado e no facto das vesiculas possuirem uma
temperatura de transi¢do que € superior a temperatura fisiolégica (37°C). Assim a passagem
do lipossoma na regido préxima do tecido em causa, determina a transi¢io do estado gele
(em que as cadeias hidrocarbonadas dos constituintes fosfolipidicos da bicamada apresentam
uma estrutura ordenada) para o estado liquido-cristalino (em que as cadeias hidrocarbonadas
dos constituintes fosfolipidicos da bicamada apresentam uma estrutura desordenada) da
membrana lipossomal, com a consequente libertag@o do principio activo no tecido lesado ou
numa regido adjacente. Esta metodologia tem sido testada com sucesso, em termos de
especificidade de acgdo e de reducio de efeitos téxicos secunddrios, na administrag@o do
cisplatinio (Iga et al., 1991).

A utilizag¢do de particulas magnéticas baseia-se na sua incorporagdo no vector, sendo
o sistema vector-firmaco, apés administragdo, guiado por um iman extra-corporal. Desta
forma, Ibrahim et al. (1983) conseguiram triplicar a concentragio, nos rins, de nanosferas de
polialquilcianoacrilato contendo dactinomicina e particulas de magnetite, por colocagio de
um fman extra-corporal ao nivel dos rins. Paralelamente conseguiram reduzir em cerca de um

terco, a concentracdo de nanoparticulas no figado.

1.1.3.3. Vectores de 3? Geracgao

Os vectores de 3? geragdo sdo suportes vesiculares, particulares ou moleculares
acoplados a elementos capazes de reconhecer especificamente o "alvo" bioldgico visado,
celular ou intracelular. Actualmente os elementos de reconhecimento mais utilizados sdo os
anticorpos monoclonais € as glicoprotefnas. Os anticorpos sdo protefnas que sdo formadas
em resposta a determinados agentes (antigénios) e que reagem especificamente com eles,
inactivando-os. Uma condi¢do fundamental para o aparecimento do anticorpo € que o agente
seja reconhecido como estranho (Constantino, 1990). No &mbito da vectorizag@o de
farmacos, a importincia dos anticorpos monoclonais resulta do facto de poderem reconhecer
selectivamente "alvos" moleculares existentes a superficie de algumas células,

nomeadamente, tumorais. As glicoproteinas sdo moléculas que possuem residuos de
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carbohidratos que lhes permitem a ligag@o selectiva a certas células, nomeadamente, aos
hepatécitos.

Neste contexto dos vectores de 32 geragdo, uma das estratégias inicialmente utilizadas
consistiu no acoplamento directo de firmacos a anticorpos monoclonais. No entanto, esta
metodologia é limitada pelo nimero restrito de farmacos susceptivel de se ligar aos
anticorpos monoclonais, pela fraca capacidade destes em acumularem farmaco e pelo facto
da ligagdo poder inactivar, quer o formaco, quer o anticorpo monoclonal. Em consequéncia,
propds-se, alternativamente, o acoplamento dos anticorpos monoclonais a vectores coloidais
contendo o farmaco a veicular.

Este grupo de vectores abriu incontestavelmente novos horizontes no campo da
vectorizagdo, constituindo potencialmente uma forma de aumentar a selectividade de
fdrmacos, especialmente daqueles dotados de uma grande toxicidade como sejam os

citostéticos. Existe ainda, todavia, uma série de questdes importantes a resolver:
- 0 incompleto conhecimento das caracteristicas antigénicas dos tumores;
- a reduzida especificidade dos antigénios das células malignas;

- o risco de neutraliza¢do prematura dos anticorpos monoclonais pelos antigénios

circulantes, libertados a partir da superficie das células malignas.

Neste grupo dos vectores de 3% geracdo incluem-se também vectores
macromoleculares como é o caso do dcido desoxirribonucleico (DNA), o qual tem a
propriedade de induzir processos de endocitose ao nivel celular, particularmente ao nivel de
células malignas. H4 j4 registo de estudos em que, por recurso ao acoplamento do DNA com
a daunorubicina ou a adriamicina, se conseguiu aumentar a especificidade de acgdo destes
farmacos e, paralelamente, diminuir os seus efeitos secunddrios (Couvreur, Kante e Roland,
1978; Jaminet, 1980; Poznansky e Juliano, 1984).

Com o objectivo de atribuir alguma capacidade de reconhecimento aos lipossomas €
assim melhorar a sua utilizagio como vectores de formacos, uma das estratégias actualmente

em estudo consiste no seu revestimento com polissacarideos naturais, como por exemplo a
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amilopectina, o manano e o pululano, que serdo abordados na sec¢@o 1.3.2.. No entanto, a
inclusio dos lipossomas revestidos com o pululano no grupo dos vectores de 3* geragio
apenas se justifica se a este polissacarideo for acoplado um anticorpo monoclonal, uma vez
que o pululano, por si s6, é praticamente desprovido de capacidade de reconhecimento

celular.

Na tabela I apresenta-se de forma sistemdtica a classificagdo e algumas das

caracteristicas dos grupos de vectores de farmacos descritos.

Tabela I: Classificacdo dos vectores de farmacos (adaptado de Benoit et al., 1986).

Geracao

Local de acgio

Orgdos

Tecidos

Células

Tamanho

> 1 pum

<1pm

<1um

Vectores

Microsferas

Microcdpsulas

Passivos

Activos

Lipossomas

Nanosferas

Nanocépsulas

Lipossomas

Nanosferas

Nanocépsulas

magnéticas

termossensiveis

Anticorpos
monoclonais

Suporte
molecular
(ex.: DNA)

Suporte vesicular
(ex.: lipossomas)
ou particular
(ex.: nanosferas)

Glicoproteinas

Lipossomas
revestidos com
polissacarideos

Etc.

Mecanismo
condicionante

da distribuicdo

Embolizagdo

Captura pelo
sistema monocitico
fagocitario

Intervengdo
extracorporal

Reconhecimento
celular ou
intracelular
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1.2. OS LIPOSSOMAS COMO VECTORES DE FARMACOS

1.2.1. Vantagens e Potenciais Aplicagdes

O conceito de lipossoma € a sua caracterizag@o surgiu pela primeira vez em 1965 por
Bangham, Standish e Watkins (1965). Estes autores verificaram que as propriedades de
difusdo de catides e anides univalentes através das membranas das vesiculas de lecitina
(lipossomas), formadas espontaneamente por hidratagdo aquosa de um filme lipidico de
lecitina, eram muito semelhantes as verificadas nas membranas biolégicas. Desde entdo, os
lipossomas tém sido utilizados como modelos de estudo das membranas bioldgicas
(Bangham, Hill ¢ Miller, 1974). Em 1976, Gregoriadis (1976 a e b) prop0s a utilizagdo dos
lipossomas na vectorizag@o de formacos.

No ambito da vectorizagdo de formacos, os lipossomas assumem, hoje em dia, uma
posicdo de relevo face as vantagens decorrentes das caracteristicas tinicas destes sistemas,
que os tornam veiculos seguros ¢ eficazes, e de que se salientam (Cruz, 1989; Barenholz ¢

Crommelin, 1994; Crommelin, Herron e Storm, 1994):

- a biocompatibilidade, resultante, por um lado, da sua biodegrabilidade e toxicidade
reduzida e, por outro lado, do facto de n3o determinarem o desenvolvimento de reacgdes

imunogénicas;

- a grande versatilidade estrutural, devida a existéncia do ntcleo interno aquoso ¢ da
bicamada fosfolipidica de cardcter lipéfilo, de que resulta a possibilidade de veicularem

moléculas de diferentes caracteristicas (hidréfilas, anfipdticas e hidréfobas);

- a existéncia do nicleo aquoso, que minimiza a possibilidade de ocorrerem
altera¢des conformacionais dos fodrmacos a eles associados que pudessem levar a diminuigdo

ou perda de actividade (este € um aspecto critico na administragdo de proteinas);

- a possibilidade de manipulagdo das suas caracteristicas fisico-quimicas e,

consequentemente, do seu comportamento in Vitro € in vivo ;
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- e a possibilidade de fusdo com células, que facilita a introdugdo intracelular de

farmacos e de material genético.

Estas caracteristicas tornam os lipossomas potenciais vectores numa vasta drea de
aplicagdo como seja na quimioterapia do cancro (Kim, 1993), na transferéncia de material
genético como o DNA (Smith, Walzem e German, 1993), na terapia antimicrobiana, como
adjuvantes imunolégicos em vacinas, no diagndstico por recurso a imagem (veiculando
agentes de contraste), no tratamento de desordens oculares (Gregoriadis e Florence, 1993),
no aumento da eficdcia terapéutica no tratamento de doengas pulmonares (Taylor e Farr,

1993) e no tratamento de doengas da pele (Skalko, Cajkovac e Jalsenjak, 1992).

A versatilidade demonstrada por um tdo vasto campo de aplica¢do, consequéncia da
capacidade de transporte de uma tdo grande variedade de substincias, necessariamente com
caracterfsticas fisico-quimicas diferentes, resulta precisamente da versatilidade da sua

constitui¢do e estrutura que a seguir se passam a descrever.

1.2.2. Constituintes Quimicos Principais

Os grupos de moléculas utilizados com maior frequéncia na preparagdo de
lipossomas com fins farmacéuticos sdo os lipidos polares € os esterdis (com especial relevo
para o colesterol), os quais se caracterizam por possuir propriedades anfifflicas (ou

anfipdticas).

A parte hidrofilica dos lipidos polares (também designada por "cabega" polar)
consiste num grupo fosfato (por este motivo estas moléculas sdo designadas por
fosfolipidos), enquanto que a parte hidrofébica é formada por duas longas cadeias
hidrocarbonadas (também denominadas por "caudas" apolares). Os grupos polares

constituintes destes tipo de lipidos podem ser carregados positiva ou negativamente, podem
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ter caracteristicas isoeléctricas ou ainda serem desprovidos de qualquer carga. Os grupos
apolares s@o constituidos por uma ou duas cadeias de é4cidos gordos, com um comprimento
varidvel entre 8 e 24 4tomos de carbono, sendo o mais frequente entre 14 e 18 4tomos de
carbono, podendo ser completamente saturadas ou insaturadas com uma a quatro ligagdes
duplas (Lasic, 1993 a).

Dos lipidos polares com maior interesse na preparagio de lipossomas com vista ao
uso com objectivos terapéuticos destacam-se os glicerofosfolipidos, os lisolipidos, os

esfingolipidos e os lipidos semi-sintéticos.

Os glicerofosfolipidos sdo os principais componentes das formulagdes de lipossomas
e representam mais de 50% do peso em lipido existente nas membranas biolégicas (Weiner,
Martin e Riaz, 1989). Dentro deste grupo de moléculas, a fosfatidilcolina € aquela utilizada
com maior frequéncia na formulagdo de lipossomas devido ao seu baixo custo € a sua inércia
quimica (New, 1990 a). Saliente-se também a utilizagdo da fosfatidiletanolamina, por
exemplo, para acoplar polimeros (como o polioxietilenoglicol) a superficie dos lipossomas, €
ainda a fosfatidilserina, o fosfatidilglicerol e o écido‘fosfatl’dico que conferem carga negativa
a bicamada dos lipossomas (Dousset e Douste-Blazy, 1985; Lasic, 1993 a).

No que diz respeito aos lisolipidos, refira-se a utilizag@o da lisofosfatidilcolina que
aumenta a capacidade fusogénica dos lipossomas corﬁ as células (Dousset € Douste-Blazy,
1985).

O composto mais importante do grupo dos esfingolipidos € a esfingomielina a qual €
utilizada para aumentar a estabilidade in vivo dos lipossomas (Dousset € Douste-Blazy,
1985).

Os lipidos semi-sintéticos possuem grupos pblares semelhantes aos referidos para os
grupos de lipidos anteriormente descritos, distinguindo-se destes pelo facto de terem uma
composi¢do em cadeias hidrocarbonadas bem definida. Este facto leva a que algumas das
suas propriedades fisicas, nomeadamente, a temperatura de transigao de fase, sejam melhor
definidas e sujeitas a uma menor variabilidade em fungdo da origem, relativamente ao que

acontece com os lipidos de origem natural (Lasic, 1993 a). Refira-se como exemplo deste
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tipo de lipidos a distearoilfosfatidilcolina e a dipalmitoilfosfatidilcolina, os quais sdo bastante
utilizados no fabrico de lipossomas termossensiveis mencionados na secgdo 1.1.3.2.2..

Ao contrdrio dos lipidos anteriormente referidos, os esterdis sdo moléculas
insaponificdveis, ou seja, na presenga de uma substincia alcalina nfo se hidrolisam nem se
degradam nos sabdes dos seus dcidos gordos, lisocompostos € dlcoois (Lasic, 1993 a). O
esterol mais comum na formulag@o de lipossomas com fins farmac€uticos € o colesterol
(Weiner, Martin e Riaz, 1989).

O colesterol por si s6 ndo forma estruturas em bicamada, podendo, todavia, ser
incorporado na membrana dos lipossomas até uma concentragdo méxima de SO mol%, dado
que valores superiores de colesterol desestabilizam a membrana. O colesterol, quando
incorporado na membrana na fase liquida-cristalina, dispde-se nos espagos vazios entre as
moléculas de lipidos constituintes, interagindo com as cadeias hidrocarbonadas (que nesta
fase possuem alguma mobilidade), aumentando desta forma o grau de ordem da membrana.
Este aumento determina, consequentemente, a diminui¢éo da fluidez e da permeabilidade da
membrana, bem como o aumento da sua estabilidade na presenga de fluidos biolégicos,
como por exemplo, o plasma. De referir, no entanto, que para temperaturas inferiores a
temperatura de transi¢io dos lipidos constituintes da membrana lipossomal, a incorporagdo
de colesterol determina efeitos opostos aos referidos (Weiner, Martin e Riaz, 1989; New,

1990 a; Lasic, 1993 a).

1.2.3. Estrutura Fisica dos Lipossomas

Dadas as propriedades anfifilicas das moléculas constituintes dos lip‘ossomas, na
presenga de um excesso de dgua, uma das estruturas mais simples que se pode formar a
partir de alguns dos lipidos referidos anteriormente € uma bicamada, em que 0s grupos
polares se encontram orientados para a superficie da estrutura, em contacto directo com a
fase aquosa, enquanto que as cadeias hidrofébicas se encontram orientadas para o interior da

bicamada de forma a excluir o seu contacto com a fase aquosa. Nestas condigdes, a forma
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mais estdvel (termodinamicamente mais favordvel) é aquela que corresponde 2 formagdo de
estruturas esféricas incluindo um nicleo aquoso delimitado por uma ou mais bicamadas
fosfolipidicas. O seu tamanho € bastante diverso, podendo variar desde 25 nm a um tamanho
superior a 1000 nm. Estas estruturas esféricas sdo designadas por lipossomas. Caso as
estruturas possuam apenas uma bicamada fosfolipidica designam-se por lipossomas
unilamelares. Caso exista mais de uma bicamada fosfolipidica, as estruturas formadas
tomam o nome de lipossomas multilamelares, sendo o espago entre cada bicamada

preenchido por fase aquosa (Lasic, 1992).

Em face desta estrutura, as moléculas com caracteristicas hidréfilas encapsuladas nos
lipossomas distribuem-se ao nivel do niicleo aquoso ou na fase aquosa intercalada entre as
bicamadas fosfolipidicas (no caso de se tratar de um lipossoma multilamelar), as moléculas
anfifilicas na fronteira entre a fase aquosa e o interior da membrana, enquanto que as
moléculas hidréfobas se distribuem ao nivel dos componentes hidréfobos da bicamada
fosfolipidica (figura 3). Uma vez que o processo de incorporagdo destas substincias € fisico,
ndo se colocam restri¢des em relag@o 2 natureza quimica daquelas (New, 1990 a). Como
referido, a possibilidade de veicular moléculas com propriedades tdo diversas constitui uma
das caracteristicas que tornam os lipossomas sistemas de vectorizagdo de fdrmacos tdo

versateis.

No presente trabalho optou-se pela classificagdo dos lipossomas em fungdo de
pardmetros estruturais como o tamanho ¢ o niimero de bicamadas (tabela II), atendendo a
que, frequentemente, o cumprimento de determinados objectivos terapéuticos € condicionado
pela utilizagdo de lipossomas dentro de uma determinada gama de tamanhos. De referir que,
uma vez que lipossomas de diferentes tamanhos requerem normalmente diferentes métodos
de preparagdo, € igualmente frequente encontrar-se a classificagdo com base no método de

preparagao de lipossomas (New, 1990 a).
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Molécula
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Figura 3: Representacio esquemdtica de um lipossoma multilamelar, de uma
bicamada fosfolipidica, e de possiveis localizacdes das moléculas
susceptiveis de serem incorporadas num lipossoma. A bicamada de um lipossoma é
formada por fosfolipidos, os quais s&o constituidos por uma parte hidrofilica, que esta em contacto
directo com a fase aquosa, e uma parte hidréfoba, que se encontra orientada para o interior da
bicarmada de forma a excluir o contacto com a fase aquosa. As moléculas hidréfilas encapsuladas
nos lipossomas distribuem-se no nicleo aquoso ou na fase aquosa intercalada entre as bicamadas
fosfolipidicas (no caso de se tratar de um lipossoma multilamelar), as moléculas anfifilicas na
fronteira entre a fase aquosa e o interior da membrana, enquanto que as moléculas hidréfobas se
distribuem ao nivel dos componentes hidréfobos da bicamada fosfolipidica (adaptado de Puisieux
e Benita, 1984).

As vesiculas (termo utilizado como sinénimo de lipossomas) ditas grandes sio
diferenciadas das pequenas pelo facto de nas primeiras nfo se verificar qualquer efeito da
curvatura da bicamada nas suas propriedades fisicas, como por exemplo, na temperatura de
transi¢do de fase do estado gele para o estado liquido-cristalino € na distribuigdo dos
fosfblipidos entre os dois folhetos da bicamada. Considera-se como sendo de 100 nm o
valor de tamanho que separa estes dois tipos de vesiculas. Assim, vesiculas com um
tamanho superior a 100 nm sdo consideradas grandes, enquanto que vesiculas com um

tamanho inferior sdo consideradas pequenas (Barenholz e Crommelin, 1994).
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Tabela II: Classificacio dos lipossomas com base em pardmetros estruturais
(tamanho e nimero de bicamadas) (adaptado de Barenholz e Crommelin, 1994; e de New,

1990 a).

|

Tipo de lipossoma Parfmetros estruturais caracteristicos

Lipossomas unilamelares pequenos | Tamanho compreendido entre 20 e 100 nm e constituidos por
uma bicamada fosfolipidica concéntrica

Lipossomas unilamelares grandes Tamanho superior a 100 nm e constituidos por uma bicamada
fosfolipidica concéntrica

Lipossomas oligolamelares Tamanho compreendido entre 100 e 1000 nm e com um
niimero de bicamadas fosfolipidicas concéntricas inferior a cinco

Lipossomas multilamelares grandes | Tamanho superior a 100 nm e constituidos por cinco ou mais
bicamadas fosfolipidicas concéntricas

Lipossomas multivesiculares Normalmente com um tamanho superior a 1000 nm e contendo
um determinado nimero de pequenas vesiculas

Na figura 4 apresenta-se a representa¢dio esquemdtica dos diferentes tipos de

O ©

lipossomas referidos.

Lipossomas Lipossomas Lipossomas oligolemeleres
unilamelares pequenos unilameleres grandes
Lipossomas Lipossomas multivesiculares

multilamelares grandes

Figura 4: Representacdo esquemitica das diferentes estruturas lipossomais.
As linhas concéntricas representam bicamadas fosfolipidicas. De referir que as representagdes nao
estao desenhadas & escala (adaptado de Barenholz e Crommelin, 1994).
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Feita a abordagem dos principais constituintes quimicos e da estrutura dos
lipossomas, passa-se, em seguida, a descri¢gdo da metodologia de obtengdo de lipossomas,

tendo sempre em mente a sua utilizagdo com objectivos terapéuticos.

1.2.4. Metodologia de Preparacdo de Lipossomas

A metodologia de preparagdo de lipossomas como veiculos de farmacos inclui trés
etapas principais, de que se salientam a preparac¢do dos lipossomas, a sua purificagio e

- caracterizagdo (New, 1990 b).
1.2.4.1. Preparacao de Lipossomas

Actualmente, encontra-se ao dispor dos investigadores uma grande variedade de
técnicas de preparacdo de lipossomas (New, 1990 b; Gregoriadis, 1993; Lasic, 1993 b), em
que o critério de escolha depende do fim a que se destinam os lipossomas.

Aos métodos de preparacdo de lipossomas € comum a secagem dos lipidos a partir de
solugdes em solventes organicos e a dispersdo daqueles numa solug¢fio aquosa. Segundo
New (1990 b) os métodos de preparagdo de lipossomas podem ser classificados de acordo
com o modo de dispersdo dos lipidos na fase aquosa, salientando-se a dispersdo fisica, a
dispersdo de duas fases e a solubiliza¢@o de detergentes.

Nos métodos de preparagdo por dispersdo mecéanica, os lipidos sdo secos a partir de
um solvente orginico num suporte sélido (normalmente as paredes do recipiente de
preparagdo), apds o que sdo dispersos em fase aquosa por agitagdo (por exemplo, agitagdo
em vértex, agitacdo manual, etc.). Apds hidratagdo, dd-se a formagdo geralmente de
lipossomas multilamelares. O conjunto de métodos de preparagdo incluidos nesta categoria
sdo especialmente adequados para encapsulagdo de formacos lipossoliveis.

No conjunto de métodos de preparagdo que recorrem a dispersdo do solvente, 0s

lipidos sdo primeiramente dissolvidos num solvente orgdnico, ao qual € posteriormente



Introducéo 24

adicionado o composto a encapsular dissolvido numa solugdo aquosa. Os lipidos dispdem-se
na interface entre as duas fases na forma de uma monocamada. Dentro deste grupo de
métodos de preparagdio € possivel distinguir trés categorias: aqueles que envolvem a
utilizagdo de um solvente orginico miscivel com a fase aquosa; aqueles em que a fase
organica € imiscivel com a fase aquosa, encontrando-se esta dltima em largo excesso
relativamente & primeira; e finalmente, aqueles em que a fase organica € imiscivel e se
encontra em largo excesso em relagdo a fase aquosa.

Na terceira classe de métodos de preparagdo de lipossomas, os fosfolipidos sdo
solubilizados num meio aquoso por recurso & utilizagdo de moléculas de detergente, dando
origem a formagdo de micelas mistas. Segue-se a remogdo do detergente (por exemplo por
didlise) que leva a um cada vez maior enriquecimento das micelas em fosfolipidos o que
determina, consequentemente, a formagdo esponténea de lipossomas unilamelares (New,

1990 b).

Neste trabalho prepararam-se lipossomas unilamelares grandes e lipossomas
unilamelares pequenos. De acordo com a classificagdo anteriormente apresentada, € ainda
segundo New (1990 b), os primeiros foram obtidos por combinagdo de um método de
dispersdo de duas fases (a evaporagdo em fase reversa), em que a fase orgénica era imiscivel
€ existia em excesso relativamente & fase aquosa, com um método de dispersdo fisica (a
extrusdo). Os lipossomas unilamelares pequenos foram obtidos apenas por recurso a um
método de dispersio fisica, a sonicagdo de lipossomas multilamelares grandes, formados

espontaneamente aquando da hidrata¢@o do filme lipidico com uma solugdo aquosa.

1.2.4.2. Purificacdo de Lipossomas

Uma vez preparados os lipossomas, segue-se a sua purificagdo que corresponde a

separagdo do material ndo encapsulado e/ou a separagio de uma dada populagdo de

lipossomas de uma outra existente no mesmo meio.
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Na maior parte dos casos verifica-se que a encapsulagio de formacos em lipossomas
ndo € completa, tornando-se essencial a remogdo do material ndo encapsulado, uma vez que,
ao farmaco livre pode estar associado um grande potencial téxico, como acontece, por
exemplo, com muitos antibiéticos (caso dos aminoglicésidos), ou interferir com a
estabilidade do lipossoma. A doxorubicina ndo encapsulada, por exemplo, € susceptivel de
induzir a agregagdo e depois a fusio de vesiculas carregadas negativamente (Barenholz e
Crommelin, 1994).

Acontece também frequentemente que, na sequéncia da preparagao de um dado tipo
de lipossomas, coexistam no mesmo meio vérias populagdes de lipossomas, para além do
material ndo encapsulado. Eo que acontece, por exemplo, quando se preparam, por
sonicagdo, lipossomas unilamelares pequenos a partir de lipossomas multilamelares grandes.
Neste caso, se se pretender a utilizagdo apenas de uma populagdo, € necessdrio efectuar-se a
sua purificagao.

Como exemplo de técnicas de purificag@o de lipossomas refira-se a cromatografia de
exclusdo molecular e a ultracentrifugaco, cuja utiljzégﬁo depende de factores como o volume

de amostra a tratar.

1.2.4.3. Caracterizacdo de Lipossomas

Apés a purificagdo dos lipossomas, segue-se a sua caracterizagdo. O uso potencial
dos lipossomas como vectores de farmacos, determina que a caracterizag@o de lipossomas
constitua um passo fundamental em todo um protocolo que deve ser seguido com o intuito
de alcangar os objectivos pretendidos e obter resultados tdo reprodutiveis quanto possivel.

De entre os vérios pardmetros de caracterizagio destaque-se o tamanho, o volume € a
eficiéncia de encapsulagdo e a capacidade de ligagdo. A caracterizagdo de lipossomas serd

abordada em mais pormenor na sec¢do 2.1.4..
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Seguidamente apresentam-se alguns aspectos gerais relativos aos polissacarideos
potencialmente susceptiveis de revestirem a superficie dos lipossomas e ao principio do

revestimento.

1.3. OS LIPOSSOMAS REVESTIDOS COM POLISSACARiDEOS NA

VECTORIZAGAO DE FARMACOS

1.3.1. Objectivos do Revestimento

As células vegetais e bacterianas, para além de serem constituidas por uma membrana
celular, possuem igualmente uma parede celular, que € externa em relagdo a8 membrana, e
que € essencialmente formada por polissacarideos. Assim, por exemplo, a parede celular das
bactérias gram-positivas € constituida principalmente por peptidoglicano, enquanto que a
parede celular das células vegetais € normalmente formada por celulose. A parede celular tem
pois por fung@o manter a forma e a rigidez das células, bem como proteger a membrana
celular contra alteragdes quimicas e fisicas, como por exemplo, altera¢des de pressdo
osmética e de temperatura. Assim sendo, os polissacarideos naturais poderdo exercer um
papel importante no melhoramento da estabilidade lipossomal, concretamente, por
revestimento da superficie externa dos lipossomas.

Em termos de reconhecimento celular ou de especificidade de acgfo, o papel dos
polissacarideos naturais ainda ndo se encontra totalmente esclarecido. No entanto, atendendo
ao facto de que alguns glicolipidos e glicoprotefnas associadas a superficie celular
desempenham um importante papel em vérios processos de reconhecimento biolégico, € pois
possivel que aos polissacarideos naturais esteja associada alguma capacidade de
reconhecimento celular (Sato, 1990; Sato e Sunamoto, 1992).

No ambito da utilizagdo dos lipossomas na vectorizagfo de firmacos, € importante a
escolha de uma estratégia que privilegie a estabilidade fisica e quimica do lipossoma, in vitro

e in vivo, que garanta a inocuidade da preparagdo quando administrada de forma repetida



Introducéo 27

durante, por exemplo, vdrios meses, € que de acordo com o objectivo terap€utico
proporcione uma especificidade do sistema para o local de acgdo. Nesta perspectiva,
Sunamoto e seus colaboradores desenvolveram uma metodologia que pretendeu satisfazer
aqueles requisitos € que consiste no revestimento dos lipossomas com polissacarideos

naturais biodegraddveis e ndo imunogénicos (Sunamoto e Iwamoto, 1986).

1.3.2. Tipos de Polissacarideos

De entre os polissacarideos naturais disponiveis, € dos mais intensamente estudados
em termos das suas potencialidades no revestimento de lipossomas, destacam-se o pululano,
a amilopectina e o manano. Na figura 5 apresenta-se a férmula de estrutura do polimero
utilizado neste trabalho, o pululano.

O pululano é um polissacarideo linear produzido pelo fungo da levedura Pullularia
pullulans constituido por cerca de 480 unidades de maltotriose ligadas por ligagdes
glicosidicas o-1,6 (Bender e Wallenfels, 1966).

Por sua vez, a amilopectina € um dos constituintes do amido, sendo formada por
unidades de glucose-D, ligadas entre si por ligagdes ¢-1,4. A sua estrutura €, no entanto,
altamente ramificada sendo formada por centenas de pequenas cadeias, cada uma com 20-25
unidades de glucose-D. Uma das extremidades de cada uma destas cadeias liga-se com a
cadeia seguinte por ligagdes a-1,6 (Morrison € Boyd, 1973).

O manano € um tipo de polissacarideo que aparece na parede celular de muitas
leveduras, sendo constituido por uma cadeia principal formada por unidades de manose
ligadas por ligagdes o-1,6, & qual se ligam por ligagdes -1,2 € a-1,3 pequenas cadeias de

uma a trés unidades de manose (Metzler, 1977).
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Figura 5: Féormula de estrutura do pululano. O pululano é constituido por cerca de
480 unidades de maltotriose ligadas entre si por ligagdes o-1,6 (adaptado de Akiyoshi et al., 1993).

A aplicagdo destes polissacarideos no revestimento dos lipossomas tem sido jd
objecto de diversos estudos.

Entre outros trabalhos realizados, Sato (1990) estudou a capacidade de
reconhecimento celular dos lipossomas revestidos com polissacarideos. Este estudo
consistiu na determinagéo in vitro da eficiéncia endocitica por células fagocitdrias do sistema
monocitico fagocitdrio (mondcitos sanguineos humanos) dos lipossomas marcados
radioactivamente e revestidos com polissacarideos. Os resultados demonstraram que a
eficiéncia endocitica é aumentada de forma significativa para os lipossomas revestidos com a
amilopectina e 0 manano, relativamente aos lipossomas nfo revestidos (ditos convencionais)
e aos revestidos com o pululano. Foi considerado neste estudo que a endocitose dos
lipossomas € mediado por um receptor.

A administragdo intravenosa dos lipossomas € seguida pela sua captura rdpida pelas
células do sistema monocitico fagocitdrio, por exemplo os macréfagos, as quais sdo células
com capacidade fagocitica e que sio susceptiveis de participar na destrui¢do de elementos
estranhos ao organismo, como sejam microrganismos e células tumorais (Sato, 1990). Esta
captura constitui um obstéculo a ultrapassar quando se pretende, por exemplo, o tratamento
de um tumor, todavia, poderd ser bastante vantajosa quando se trate da administragdo de

substincias que visem aquelas células, como sejam, os imunomoduladores (exemplo:
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polimeros polianiénicos). Os imunomoduladores sdo substincias que activam os macréfagos
na sua fung¢do de protec¢do do organismo, por estimulagio da produgdo de metabolitos de
oxigénio, como por exemplo, o anido superéxido. De referir que os imunomoduladores, por
si s6, ndo t€m nenhuma afinidade especifica para os macréfagos, mesmo quando
administrados por via intravenosa. Neste contexto, um dos trabalhos realizados por Sato
consistiu no estudo da activagdo de macréfagos peritoneais de rato (quantificada pela
produgdo de anifo superdxido) por polimeros polianiénicos encapsulados em lipossomas
revestidos com um polissacarideo especifico para os macréfagos, o manano. Verificou-se,
por um lado, que a activagdo dos macréfagos pelos polimeros polianiénicos encapsulados
em lipossomas, revestidos ou ndo, era mais rdpida do que no caso da administragido dos
polimeros polianiénicos ndo encapsulados em lipossomas €, por outro lado, o aumento de
produgdo de anido superéxido induzido pelos polimeros aniénicos encapsulados nos
lipossomas revestidos com o manano era 3.2 vezes superior relativamente ao aumento
induzido pelés polfrheros aniénicos encapsulados em lipossomas ndo revestidos. Estes
dados revelam que o acesso dos polimeros polianidnicos aos macréfagos € mais rdpido
quando encapsulados em lipossomas revestidos com manano do que quando administrados
na forma livre ou encapsulados em lipossomas néo revestidos (Sato et al., 1986; Sato 1990).

Ainda no 4mbito da vectorizag¢do de formacos para macréfagos, foi possivel observar
que a administra¢do de 36% de sisomicina encapsulada em lipossomas revestidos com a
amilopectina (a par da administragdo de 64% de antibidtico livre) a cobaias com a doenga do
legiondrio, permitiu a sobrevivéncia de 100% das cobaias submetidas ao tratamento,
enquanto que as cobaias submetidas & administragdo do antibiético ndo encapsulado em
lipossomas morreram ao fim de 6 dias, apés o inicio do tratamento (Sunamoto e Iwamoto,
1986).

Ao contrdrio dos exemplos anteriores em que a especificidade de ac¢@o € mediada por
um receptor especifico do tipo sacaridico existente & superficie das células, € possivel, no
caso de algumas células cancerigenas, que a especificidade seja mediada por um antigénio
existente na superficie daquelas. Neste caso, a estratégia de vectorizagdo envolve o

revestimento da superficie do lipossoma com um polissacarideo (o pululano) ao qual €
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acoplado covalentemente um anticorpo monoclonal (este tipo de lipossomas sdo
normalmente designados por imunolipossomas). Dos polissacarfdéos referidos o pululano
apresenta-se como o mais adequado, uma vez que apresenta uma eficiéncia de revestimento
da superficie do lipossoma que € superior a dos restantes polissacarideos, bem como uma
capacidade de especificidade de ac¢do bastante reduzida (quando comparada, por exemplo,
com o manano), ndo interferindo assim com a capacidade de ligagdo especifica do anticorpo
monoclonal com que se encontra associado (Sato, 1990). Desta forma consegue-se
ultrapassar um dos principais problemas associados aos lipossomas convencionais aos quais
se encontram associados anticorpos monoclonais € que se relacionam com a instabilidade
mecénica e/ou bioquimica do sistema apdés administragio in vivo (Sato e Sunamoto, 1992).
Num dos trabalhos realizados por Sato (1990), a administragdo de adriamicina encapsulada
em imunolipossomas (revestidos com o pululano ¢ munidos de um anticorpo monoclonal
especifico) revelou uma eficiéncia de tratamento bastante superior, em termos de inibigdo do
crescimento de células tumorais do pulmdo implantadas por via subcutinea em ratos, a
verificada com a administragdo da adriamicina livre ou encapsulada em lipossomas

revestidos com o pululano mas desprovidos do anticorpo monoclonal especifico.

Uma vez que no presente trabalho se visou a vectorizagido de um farmaco citostdtico e
se adoptou a estratégia de revestir a superficie dos lipossomas com um polissacarideo
natural, a escolha recafu no pululano, de acordo com o referido no pardgrafo anterior. Este
polimero permite o posterior acoplamento de um anticorpo monoclonal e, desta forma,

aumentar a especificidade de ac¢@o do sistema coloidal.
1.3.3. Modificagcdo Quimica do Pululano
Os polissacarideos naturais referidos sdo susceptiveis de serem adsorvidos a

superficie dos lipossomas, no entanto sdo facilmente removidos por dilui¢do. Assim sendo,

torna-se necessério realizar uma modificagdo quimica do polimero que consiste na introdugdo
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de um grupo hidrofébico, o qual é o responsdvel pela ligagdo ndo covalente do
polissacarideo & membrana lipossomal.

Esta modificagio quimica foi j4 realizada por Sato (1990), tendo consistido, no caso
do pululano, na reac¢do deste com o cloreto de palmitoilo (haleto de dcido contendo 16

dtomos de carbono, C;JH30OCl), em presenga de piridina, com formagdo do O-

palmitoilpululano (figura 6).

O 0] 0
OH OH OH
HO o ° 0
HO HO HO
CH, CH,0H  CH,OH
<- o) O O
OH OH OH
HO HO HO
» Jdn
R=C(O)(CHy1,CHg

Figura 6: Féormula de estrutura do O-palmitoilpululano. O grupo palmitoilo,
formado por 16 &tomos de carbono, liga-se através de uma ligagdo éster ao pululano,
polissacarideo formado unidades de maltotriose ligadas por ligagdes a-1,6 (adaptado de AkKiyoshi
et al., 1993).

Segundo Kirk, Hartshorn e Phil (1968), a formagdo do O-palmitoilpululano poderéd
ocorrer através de duas vias reaccionais diferentes.

Um dos mecanismos poder4 envolver a formagio de um complexo entre a piridina e
o cloreto de palmitoilo, seguido pelo ataque nucleofilico do oxigénio do hidroxilo do

pululano ao carbono do grupo carbonilo do complexo formado anteriormente (figura D.
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Figura 7: Passo intermédio, envolvendo a formacdo de um complexo entre a
piridina e o cloreto de palmitoilo, de um possivel mecanismo para a
formacdo do O-palmitoilpululano. O mecanismo de reacgio de formagio do O-
palmitoilpululano podera envolver, primeiramente, a formagao de um complexo entre a piridina e o
cloreto de palmitoilo, seguido do ataque nucleofilico do oxigénio do hidroxilo do pululano ao
carbono do grupo carbonilo do complexo formado anteriormente (adaptado de Kirk, Hartshorn e
Phil, 1968).

A outra hipétese de mecanismo, consiste na formagdo de um estado de transigdo
termolecular no qual a remogao do protdo hidroxilico do pululano pela piridina € o ataque
nucleofilico do oxigénio do grupo hidroxilo ao carbono do grupo carbonilo do cloreto de

palmitoilo ocorrem simultaneamente (figura 8).
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Figura 8: Outro possivel mecanismo de formacao do O-palmitoilpululano,
este via formacao de um estado de transicdo termolecular entre a piridina, o
cloreto de palmitoilo e o pululano. Este mecanismo envolve a remogao do protdo do
grupo hidroxilo do pululano pela piridina e o ataque nucleofilico simultdneo do oxigénio do grupo _
hidroxilo ao carbono do grupo carbonilo do cloreto de palmitoilo (adaptado de Kirk, Hartshorn e
Phil, 1968).

O revestimento dos lipossomas pelo O-palmitoilpululano baseia-se precisamente no
facto deste polimero ficar adsorvido a superficie do lipossoma por intermédio do seu grupo

hidrofébico (o grupo palmitoilo), o que determina, consequentemente, que as unidades de
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glucose vizinhas sejam preferencialmente adsorvidas a superficie dos lipossomas
comparativamente com outras unidades de glucose do polimero (figura 9) (Kobayashi,

Sumitomo e Ichikawa, 1986).
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Figura 9: Modelo conformacional proposto para a adsorcao de
polissacarideos a superficie dos lipossomas. O polissacarideo é adsorvido a
superticie do lipossoma de acordo com o esquema da figura, através do grupo hidrofébico
introduzido (adaptado de Kobayashi, Sumitomo e Ichikawa, 1986).

1.4. VECTORIZAGAO DE CARBOPLATINA EM LIPOSSOMAS

Uma vez abordados alguns aspectos relacionados com o revestimento da superficie
de lipossomas com o O-palmitoilpululano, passam-se a referir algumas caracteristicas da
carboplatina, nomeadamente, no que diz respeito aos seus efeitos secunddrios, que

justifiquem a utilizagdo terapéutica de lipossomas de carboplatina.

A carboplatina é um composto de platina estruturalmente relacionado com o
cisplatinio (ambos compostos de coordenagdo do ido Pt (II)) que, ao contrédrio deste, possui
um ligando dicarboxilado bidentado em vez dos dois dtomos de cloro (figura 10) (Wagstaff
et al., 1989; Arnaud, 1990).

Como andlogo estrutural do cisplatinio (figura 10), a carboplatina apresenta um

espectro de acgdo semelhante, de que se destaca o tratamento do cancro dos orgdos genitais



Infroducdo 34

(ovdrio e testiculos), carcinoma das células escamosas da cabega e do pescogo € o cancro das
células pequenas do pulmio, no entanto, € desprovido dos efeitos téxicos associados ao
cisplatinio como sejam a nefrotoxicidade, a ototoxicidade, a neuropatia periférica e a
toxicidade gastro-intestinal (Koch, 1986; Wagstaff et al., 1989). O efeito secunddrio mais
importante associado a carboplatina (e que limita a dose administrada) € a mielossupressio,
com trombicitopenia severa e menos frequentemente leucopenia e anemia, que pode ser
grave em pacientes idosos, em insuficientes renais ou em pacientes que j4 tenham sido
submetidos a quirhioterapia. Hoje em dia pouco se sabe acerca do efeito da administragio
repetida de carboplatina sobre a mielossupressdo, embora tudo indique que a trombicitopenia
e a leucopenia possam ser cumulativas. Um outro efeito secundério bastante comum € a
alopecia, sobretudo quando a terapia € continuada por mais de trés ciclos e quando
combinada com outros citostdticos. Com alguma frequéncia é também associada 3
administra¢@o de carboplatina a toxicidade gastro-intestinal, bem como néduseas e vémitos,
no entanto, estes efeitos sdo menos severos comparativamente com o que acontece com o
cisplatinio, ocorrem 6 a 12 horas apés a administragdo do firmaco e raramente continuam

por mais de 24 horas (Wagstaff et al., 1989).
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Figura 10: Féormulas de estrutura da carboplatina e do cisplatinio. A carboplatina
e o cisplatinio sdo compostos de coordenagao do ido Pt (l1), diferindo entre si pelo facto do primeiro
possuir um ligando dicarboxilado e 0 segundo dois dtomos de cloro (adaptado de Wagstaff, 1989).
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A actividade antitumoral inerente a carboplatina, bem como a generalidade dos
complexos do tipo PtX,A, (em que X corresponde a dois ligandos monodentados ou a um
ligando aniénico bidentado, e A corresponde aos dois ligandos amina), estd associada ao seu
isémero cis, dado que as moléculas trans correspondentes sfo inertes em termos de
actividade antitumoral, émbora, paradoxalmente, retenham a toxicidade geral dos isémeros
cis (Koch, 1986).

A actividade terap€utica da carboplatina resulta da sua activagdo intracelular, em que
um ou os dois ligandos de ciclobutano dicarboxilados sdo substituidos por moléculas de
dgua, apés‘o ciué reégem. com os locais nucieofﬂicos do DNA, ihterpondo—sc entre as suas
cadeias complementares (Koch, 1986; Wagstaff et al., 1989; Allsopp et al., 1991; Kim,
1993).

A carboplatina é um farmaco normalmente administrado por via intravenosa e cujas
concentragdes plasmdticas aumentam proporcionalmente com a dose. Apés distribuigio, as
concentragdes mais elevadas observam-se ao nivel do figado, rins, pele e tumores. Verifica-
se também que as concentragdes de carboplatina sdo superiores nos tumores dos pulmdes e
do figado, relativamente as concentragdes nos orgdos dos tecidos circundantes. A extensdo
de ligagdo as proteinas plasmdticas € relativamente reduzida (em comparag@o, por exemplo,
com o cisplatinio), pelo menos nas horas que se seguem & administragdo (cerca de 4 horas),
todavia tende a aumentar com o tempo. Grande parte da frac¢@o de carboplatina ligada as
proteinas plasmdticas perde a sua capacidade antitumoral. A principal via de eliminagdo da
carboplatina € a via renal, verificando-se que cerca de 50 a 75% da carboplatina administrada

¢ eliminada na urina nas primeiras 24 horas (Wagstaff et al., 1989).

Com o objectivo de prevenir a mielossupressdo induzida pela carboplatina, um dos
processos actualmente em estudo consiste na administragdo prévia (1 a 2 dias antes) de
ciclofosfamida. Com o intuito de diminuir a leucopenia e a anemia devidas a utilizagdo de
carboplatina, estd também actualmente em fase de estudo o efeito da administragio
concomitante de dietilditiocarbamato, o qual & partida nfo influencia a actividade antitumoral

da carboplatina (Wagstaff et al., 1989).
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Estas estratégias utilizadas no &mbito da clinica tém pois como objectivo a prevengdo
ou a diminuigdo dos efeitos secunddrios mais importantes associados a administragdo de
carboplatina. Contudo, envolvem a administragdo de substdncias quimicas as quais o
organismo poderd ser sensivel e que poderdo, elas préprias, induzir algum tipo de efeito
indesejdvel.

Neste contexto, a encapsula¢do de carboplatina em lipossomas revestidos constitui
uma estratégia alternativa bastante vélida, na medida em que, além de prevenir ou diminuir
alguns dos efeitos secunddrios associados, tem a capacidade potencial de proporcionar a
especificidade de acgdo do formaco, com a consequente redugdo das doses administradas e

aumento da eficécia terap€utica.

No que diz respeito aos estudos realizados até ao momento, Fichtner ef al. (1993)
referem o papel desempenhado pelos lipossomas de carboplatina (constituidos por
fosfatidilcolina de ovo e colesterol) na estimulagdo da hematopoiese, apds administragdo
intraperitoneal em ratos. Com base neste facto, estes autores referem a possibilidade, por
tratamento combinado, de prevengdo da leucopenia em consequéncia da administra¢@o de
certos citostaticos, como por exemplo a ciclofosfamida.

H4 registo de um outro estudo em que a administragdo intraperitoneal em ratos, aos
quais foram inoculados hepatomas tipo ascitico de yoshida (AH 130), de lipossomas
contendo carboplatina (e constituidos por fosfatidilcolina de ovo € colesterol), prolongou a
esperanga de vida dos animais e evitou o aparecimento de efeitos secunddrios associados a
administragdo daquele farmaco, de acordo com o verificado com estudos bioquimicos e
histolégicos do figado, rim e bago (Yasui et al., 1992).

Estes estudos sdo reveladores das potencialidades terap€uticas deste sistema e
bastante motivadores para a realiza¢@o deste trabalho, no sentido em que a introdugdo do
revestimento com um polissacarideo poderd aumentar a estabilidade e a especificidade de

acgdo dos lipossomas de carboplatina.
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1.5. OBJECTIVOS E BREVE DESCRIGAO DO TRABALHO

Com este trabalho pretendeu-se, numa primeira fase, avaliar a influéncia do
revestimento com o O-palmitoilpululano na permeabilidade e fluidez membranar de
lipossomas unilamelares grandes.

Uma vez atingido aquele objectivo preliminar pretendia-se enveredar por um projecto
que visasse a encapsulagdo de carboplatina nesses lipossomas revestidos, fazendo
fundamentalmente a avaliagdo da estabilidade destes, do efeito da carboplatina na fluidez

membranar, bem como de alguns pardmetros de encapsulagio do farmaco.

N 2

Numa primeira fase, procedeu-se a sintese do O-palmitoilpululano e a sua
caracterizagdo por espectroscopia de infravermelho, com o objectivo de confirmar a
formagdo do O—palmitoilpdlulano através da identificag@o da formagao da ligagdo éster, e por
ressondncia magnética nuclear proténica (RMN-!H), com o intuito de determinar o grau de

substituigdo de grupos palmitoilo por 100 unidades de glucose.

Seguidamente avaliaram-se as diferengas de estabilidade, em termos de
permeabilidade membranar, entre lipossomas unilamelares pequenos e lipossomas
unilamelares grandes, por recurso a um método fluorimétrico com utilizagdo de 5 (6)-
carboxifluoresceina (CF).

Atendendo as suas caracteristicas de hidrossolubilidade, a CF foi utilizada como
substincia modelo da carboplatina, farmaco também hidrossoliivel, nos estudos preliminares
de permeabilidade.

A utiliza¢do dos lipossomas unilamelares pequenos, prendeu-se com o facto de Sato
(1990) e Sunamoto et al. (1992) terem utilizado este tipo de lipossomas no estudo do efeito
do O-palmitoilpululano na permeabilidade da membrana lipossomal. A utilizagdo de
lipossomas unilamelares grandes preconiza-se a partida neste trabalho, devido ao facto do

farmaco que se pretende encapsular (a carboplatina) ser hidrossoldvel. Neste tipo de
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lipossomas a frac¢do de volume aquoso encapsulada € superior a fracgdo de volume aquoso
encapsulada, por exemplo, em lipossomas unilamelares pequenos, para a mesma
concentragdo de lipido (Lasic, 1993 b), para além de que, proporcionam velocidades de
libertacio dos compostos encapsulados reprodutiveis (Weiner, Martin e Riaz, 1989). A
preparagdo deste tipo de lipossomas pela combinag@o dos métodos de evaporagido em fase
reversa e extrusdo € de f4cil execugdo e proporciona a obtengdo de uma populagdo
homogénea de vesiculas unilamelares grandes, o que garante uma maior reprodutibilidade
das suas propriedades (Szoka et al., 1980).

Desde logo, e em consequéncia dos resultados obtidos, avaliou-se também o efeito
do revestimento com o O-palmitoilpululano sintetizado na permeabilidade membranar de
lipossomas unilamelares grandes (na razdo ponderal O-palmitoilpululano/fosfatidilcolina de
ovo - OPP/PC - igual a 3, correspondente ao valor que, nas condi¢des experimentais
utilizadas por aqueles autores, induzia uma menor permeabilidade membranar).

No seguimento deste estudo, e ainda por recurso a CF, avéliou-se o efeito de
diferentes razdes ponderais OPP/PC (de O a 4) na permeabilidade membranar de lipossomas
unilamelares grandes, com o objectivo de determinar qual o valor da razdo ponderal OPP/PC
que induzia uma menor permeabilidade da membrana lipossomal. O valor determinado neste
ensaio foi depois utilizado nos estudos de estabilidade realizados com lipossomas revestidos
contendo carboplatina.

Na sequéncia dos resultados do estudo anterior, e como complemento dos estudos de
permeabilidade realizados com o polimero, avaliou-se o seu efeito na biofisica da membrana
lipossomal em termos de fluidez membranar por determinagio dos valores de polarizagdo de
fluorescéncia das moléculas fluorescentes (sondas), 1,6-difenilhexa-1,3,5-trieno (DPH) e

dcido 3-[p-(6-fenil)-1,3,5-hexatrienil]fenilpropiénico (DPH-PA), previamente incorporadas.

No que se refere aos estudos realizados com o firmaco, primeiramente foram
estudadas as potenciais alteragdes na organizagdo dos lipidos da membrana lipossomal
induzidas pela carboplatina encapsulada nos lipossomas e traduzidas pela determinagéo dos

valores de polarizagéio de fluorescéncia das sondas j4 referidas.
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Este estudo foi complementado com outros visando a andlise da influéncia do teor em
NaCl do meio de hidratag@o no didmetro médio dos lipossomas ndo revestidos € em alguns
pardmetros de encapsulagdo da carboplatina, designadamente, a efici€ncia de encapsulagéo e
a capacidade de ligagdo aos lipossomas igualmente ndo revestidos.

Avaliou-se também a estabilidade dos lipossomas de carboplatina em fungdo da
concentragdo em NaCl do meio de hidratagdo, bem como a estabilidade dos lipossomas de

carboplatina revestidos com diferentes razdes OPP/PC (3 € 7.5).
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2.1. METODOLOGIA DE PREPARACAO DE LIPOSSOMAS

2.1.1. Preparagdo de Lipossomas

2.1.1.1. Preparacao de Lipossomas Unilamelares Grandes

A preparagdo de lipossomas unilamelares grandes por combinagio dos métodos de
evaporagdo em fase reversa e extrusdo foi realizada de acordo com o descrito por Szoka et al.
(1980).

O processo de preparagdo de lipossomas por evaporagdo em fase reversa foi
originalmente estabelecido por Szoka e Papahadjopoulos (1978). Este método consiste na
mistura, em atmosfera de azoto, de fosfolipidos dissolvidos num solvente orgédnico (figura
11, painel 1) com uma solugdo aquosa (figura 11, painel 2). Forma-se um sistema de duas
fases, o qual é submetido a perfodos de sonicag@o, que podem perfazer um total de 2 a 5
min, até a obtengdo de uma dispersdo limpida monofésica ou de uma dispersdo homogénea
opalescente que ndo se separe durante, pelo menos, os primeiros 30 min apds a sonicagio.
Este perfodo de sonicag@o determina a formag@o de pequenas gotas de dgua estabilizadas por
uma monocamada fosfolipidica (também designadas por micelas invertidas) (figura 11,
painel 3) que colapsam num gele viscoso, quando a fase orginica € removida por evaporagdo
sob pressdo reduzida (figura 11, painel 4). Este gele € submetido a uma agitagdo mecéinica
vigorosa que leva a desagregagio de uma certa frac¢do de micelas invertidas e & consequente
libertagdo do material encapsulado (figura 11, painel 5). O excesso de lipido contribui para a
formagdo de uma bicamada completa & volta das micelas remanescentes, resultando a
formagdo de vesiculas unilamelares grandes (figura 11, painel 6).

Os lipossomas unilamelares grandes obtidos segundo a metodologia anterior sdo
submetidos a um processo de extrusdo através de membranas de policarbonato o qual
determina a formagio de uma populagdo homogénea de vesiculas unilamelares. Segundo
Olson et al. (1979), as vesiculas neste processo deformam-se até certa extensdo, ocorrendo a

sua ruptura a partir de um certo valor de pressdo. Formam-se assim lipossomas mais
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pequenos, por rearranjo das vesiculas anteriormente desagregadas, os quais sdo susceptiveis

de atravessar os poros da membrana.
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Figura 11: Diagrama de formacdo de lipossomas por evaporacio em fase
reversa. O lipido dissolvido em solvente organico (painel 1) é adicionado a uma solugao aquosa
contendo a substancia a encapsular (painel 2). Forma-se um sistema de duas fases que é
submetido a periodos de sonicagdo, que podem perfazer um total de 2 a 5 min, levando a formagao
de pequenas gotas de dgua estabilizadas por uma monocamada fosfolipidica (micelas invertidas)
(painel 3). A evaporagéo sob pressao reduzida do solvente organico determina a formagao de um
gele viscoso a partir das micelas invertidas (painel 4). Mediante agitagdo mecanica vigorosa do gele,
ocorre desagregacao de algumas micelas invertidas libertando-se o material ndo encapsulado
(painel 5). O excesso de lipido contribui para a formag8o de uma bicamada completa a volta das
micelas remanescentes, resultando a formacéo de vesiculas unilamelares grandes (painel 6). As
estruturas em cauda representam os lipidos dissolvidos no solvente orgénico apropriado; os
pontos a negro representam o farmaco a ser encapsulado e que se encontra dissolvido na fase
aquosa (adaptado de Szoka e Papahadjopoulos, 1978).

Em cada preparacdo de lipossomas foram utilizados 30 mg (3.9 x 102 mmol) de L-o.
fosfatidilcolina de ovo em solugdo de cloroférmio (Sigma Chemical Co.), os quais, apds
evaporagio do solvente, sob pressio reduzida, a cerca de 5 mm de Hg, em atmosfera de gds

inerte, & temperatura ambiente ¢ em evaporador rotativo (Heidolph VV 2000) com banho
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termostatizado (Heidolph OB 2000), foram dissolvidos em 4 ml de éter dietilico (Merck,
pré-andlise - p.a.). O éter (fase orgénica) foi previamente lavado com dgua com o objectivo
de eliminar eventuais produtos de peroxida¢do que se tenham formado. Seguidamente,
procedeu-se 2 adigdo de 2 ml de uma solugdo aquosa da substincia a encapsular (Sato,
1990).

Consoante o objectivo do estudo a realizar, a fase aquosa foi constituida por uma
solucdo aquosa de 2-amino-2-hidroximetil-1,3-propanodiol (Tris) - HCl (Merck, p.a.) 20
mM e de NaCl (BDH) 200 mM, a pH 8.6 contendo CF 50 mM (Sigma Chemical Co.), ou
solugdes aquosas fisioldgicas a pH entre 6 € 7 de NaCl a 0.9%, dextrose (Merck, p.a.) a 5%
ou ainda por solugdes de NaCl a 0.3 e 0.6% adicionadas de dextrose de forma a perfazer,
respectivamente, as concentragdes de 3.33% e 1.67% (e assim constituirem solugdes
isot6nicas), contendo carboplatina 0.027 mM (Sigma Chemical Co.), por ser este o valor
que corresponde a sua concentragfo terapéutica (Pharmachemie, 1990).

Depois da adi¢do da fase aquosa, formou-se o j4 referido sistema de duas fases, que
foi submetido & ac¢do de ultra-sons (Heat Systems Ultrasonics, Inc.) sob atmosfera de
azoto, durante 10 ciclos de 20 s alternados com periodos de 10 s sem sonicagfo € a uma
temperatura de cerca de 5°C. O éter foi depois lentamente evaporado mediante pressdo
reduzida em evaporador rotativo (por recurso a uma trompa de dgua) a um valor de
temperatura compreendido entre 20 e 25°C e a cerca de 200 rotagdes por minuto (r.p.m.).
Durante esta fase manteve-se a pressio reduzida a cerca de 380 mm de Hg até & formagdo do
gele. A destruigdo deste efectuou-se pela aplicago alternada de breves periodos de agitagdo
em vortex e de evaporagdo, procedimento que foi repetido até a obtengdo de uma suspensio
aquosa opalescente. A esta foram adicionados 2 ml da solugdio aquosa anteriormente
utilizada, mas agora sem a substdncia a encapsular, tendo-se prolongado a evaporagéo, a
pressdo de cerca de 5 mm de Hg, de modo a eliminar o éter residual que pudesse existir. De
salientar que, atendendo ao facto de se estar a trabalhar com um lipido insaturado, o
restabelecimento da pressdo do sistema de evaporagdo rotativo foi sempre realizado com

azoto.
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Os lipossomas unilamelares grandes obtidos foram submetidos a duas extrusdes
através de uma membrana de policarbonato (Nucleopore Polycarbonate Costar) com um
didmetro de poro de 0.4 pum, por aplicagio de um fluxo de azoto com um valor de pressio

compreendido entre 2 e 3 bar.

2.1.1.2. Preparacgdao de Lipossomas Unilamelares Pequenos

Os lipossomas unilamelares pequenos foram preparados por sonicagio de lipossomas
multilamelares grandes.

A aplicagdo de um elevado nivel de energia a lipossomas multilamelares grandes por
aplicacdo de ultra-sons durante um periodo de tempo adequado, por recurso a um banho de
ultra-sons (Papahadjopoulos e Watkins, 1967) ou a uma sonda de sonicagdo (Huang, 1969),

determina a formag@o de lipossomas unilamelares pequenos.

Em cada preparacdo de lipossomas, 30 mg de L-o fosfatidilcolina de ovo foram
dissolvidos em 4 ml de cloroférmio (Merck, p.a.) num baldo piriforme de 50 ml. Na
sequéncia da evaporagdo do solvente organico, de forma andloga a referida na seccéo
2.1.1.1,, o lipido depositou-se sob a forma de um filme delgado nas paredes do baldo. Este
filme lipidico foi depois submetido a um vécuo intenso (a cerca de 5 mm de Hg) durante 1 h,
de forma a garantir a completa remogdo do cloroférmio, apés o que se procedeu a sua
hidratagdo por adigdo de 4 ml de solugdo aquosa de Tris-HCl 20 mM e de NaCl 200 mM a
pH 8.6 contendo CF 50 mM, saturada com azoto. Tal como referido na secgio anterior, o
restabelecimento da pressdo do sistema de evaporagdo rotativo foi sempre efectuado com
azoto. A dispersdo dos lipidos foi realizada alternando periodos de agitagdo em vértex e de
ultra-sons em banho de 4gua, respectivamente, de 20 e 10 s de forma a perfazer um total de
10 ciclos.

Os lipossomas multilamelares assim obtidos foram submetidos a uma sonicagido

(Sonifier B-12, Branson Sonic Power Company) com uma sonda de titinio a 80 W (Heat
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Systems Ultrasonics, Inc.) durante perfodos de 1 min de forma a perfazer um total de 10 min
(Sato, 1990). Entre cada perfodo de sonicagdo, a suspensdo de lipossomas foi arrefecida em
gelo, de forma a prevenir o sobreaquecimento da amostra e assim evitar tanto quanto
possivel a degradagdo lipidica e a degradag@o da substincia encapsulada. Apesar da reduzida
temperatura utilizada, a sonicagfo foi sempre realizada a uma temperatura superior a
temperatura de transi¢cdo da fosfatidilcolina de ovo, facto importante na prevengdo da
formagdo de vesiculas com defeitos estruturais (Dousset e Douste-Blazy, 1985). Com o
objectivo de eliminar as particulas de titdnio formadas durante o processo de sonicagdo, a
dispersdo de lipossomas obtida foi sujeita a uma centrifugagdo em rotor Beckman (tipo 70
ITI, série 92E426) durante 1 h a 113000 g (valor referente a forga no fundo do tubo) e a

temperatura de 4°C (em ultracentrifuga Beckman L 80).

2.1.2. Purificagdo de Lipossomas

Consoante o volume de amostra a tratar, a purificagdo dos lipossomas foi realizada

por cromatografia de exclusdo molecular ou por ultracentrifugagdo.

O principio de separagdo por cromatografia de exclusio molecular baseia-se nos
diferentes tamanhos moleculares dos constituintes a separar, sendo aqueles de menores
dimensdes retardados relativamente aos de maiores dimensdes no seu deslocamento ao longo
da coluna de gele (Pinto, 1972; Scopes, 1982). Através de uma escolha adequada do gele,
esta técnica permite uma separagao eficiente.

Na purifica¢@o dos lipossomas por cromatografia de exclusdo molecular, utilizou-se
uma coluna de sephadex G-25 medium (Pharmacia, 37 x 1 cm) para a separagdo do material
nio encapsulado dos lipossomas unilamelares grandes, e uma de sepharose 4B (Sigma
Chemical Co., 45 x 1.5 cm) para a separagdo dos lipossomas unilamelares pequenos obtidos

por sonicagio dos lipossomas multilamelares e do material ndo encapsulado (Sato, 1990).
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Antes do processo de separagio, as colunas foram equilibradas numa solugéo aquosa
de Tris-HC1 20 mM e NaCl 200 mM a pH 8.6 ou numa solugdo aquosa fisiolégica a pH
entre 6 e 7 de NaCl a 0.9%, de dextrose a 5% ou ainda de NaCl a 0.6 ou 0.3%, adicionadas
de dextrose de forma a perfazer, respectivamente, as concentragdes de 1.67 e 3.33%,
consoante o meio de hidratagfo dos lipossomas.

Independentemente do tipo de gele utilizado, procedeu-se ao registo continuo da
varia¢do da densidade 6ptica a 280 nm (detector Gilson, modelo 111 B) num registador

Kipp & Zonen com uma velocidade do papel de 1 mm/min.

Na ultracentrifugac@o a amostra € sujeita a forgas centrifugas que determinam, em
fungdo da sua intensidade, a sedimentagdo dos constituintes de maior densidade,
permanecendo os restantes no liquido sobrenadante. Assim a ultracentrifugagdo, além de
separar os componentes de uma mistura, tem também a vantagem de concentrar a amostra.

Esta técnica foi empregue aquando da preparagdo das amostras de lipossomas de
carboplatina para os estudos de estabilidade, devendo-se a sua utilizag@o ao facto do volume
de amostra a tratar ser suficientemente elevado para tornar pouco exequivel, por exemplo, a
utilizagdo da cromatografia de exclusdo molecular. No presente caso, o material ndo
encapsulado foi removido através da realizagdo de duas lavagens com a solugio utilizada
como meio de hidratagdo na preparagdo dos lipossomas, por ultracentrifugagdo em rotor
Beckman (tipo TLA 100.3, SN 1600) a 135000 g (valor referente a for¢a no fundo do tubo)

durante 30 min 2 temperatura de 4°C (em ultracentrifuga Beckman TL-100).

2.1.3. Determinagdo Quantitativa de Fosfolipido

A quantificagfo de fosfolipido foi realizada segundo o método descrito por Barttlet
(1959), que se baseia na andlise colorimétrica de um complexo de fosfomolibdato que,
depois de reduzido, apresenta uma coloragdo azul de intensidade proporcional a quantidade

de fosfato inorginico existente na amostra e resultante da hidrélise acidica dos fosfolipidos.
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Em cada anélise, as amostras de lipossomas previamente evaporadas & secura em
bico de Bunsen foram sujeitas a hidrélise 4cida com 4cido perclérico a 70% (0.5 ml) (Merck,
p.a.) em banho de areia a temperatura de 180°C durante 1 a 2 h, com refluxo do 4cido
(Bottcher, van Gent e Pries, 1961). Os tubos foram tapados com esferas de vidro,
constituindo tanto a parte do tubo exposta ao ar como a esfera de vidro superficies frias de
condensagdo dos vapores de 4cido perclérico, mantendo-se assim um refluxo continuo.
Ap6s arrefecimento dos tubos, o fosfato inorganico foi convertido em 4cido fosfomolibdico,
de acordo com Bartlett (1959), por adi¢@o de 7.5 ml de molibdato de aménio a 0.22% em
dcido sulfiirico a 2%. O 4cido fosfomolibdico foi quantitativamente reduzido a azul de
molibdénio por adi¢@o de 0.3 ml de reagente de Fiske e Subbarow (bissulfito de sédio a
15%, sulfito de sédio a 0.5% e 4cido 1-amino-2-naftol-4-sulfénico a 0.25%) e depois de
aquecimento em banho fervente durante 15 min. Apés arrefecimento, as absorvéncias foram
lidas a 830 nm num espectrofotémetro Perkin-Elmer, modelo Lambda 3, tendo a
quantificag@o de fosfato sido feita com base numa curva de calibragfo obtida a partir de
solugdes padrdo contendo quantidades de fosfato até 130 nmol.

As solugdes padrido foram preparadas a partir de uma solu¢io méie de fosfato de
potdssio monobdésico equivalente a 20 pg de fésforo inorgénico por ml (0.65 mM) em HCI
0.05 N, tendo sido submetidas a0 mesmo tratamento referido para as amostras. Foi
calculada assim a concentragdo molar em fosfolipido considerando que para a maioria das
classes de fosfolipidos, incluindo a fosfatidilcolina, a razdo molar fosfato:fosfolipido € de
1:1. A concentragdo ponderal de fosfolipido foi calculada tomando 775 dalton como peso

molecular médio da fosfatidilcolina.

2.1.4. Caracterizacdo de Lipossomas

Seguidamente apresentam-se os pardmetros de caracterizagdo de lipossomas

utilizados neste trabalho e que se revelam fundamentais para a selecgdo de condigdes
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experimentais conducentes 2 obtengdo de lipossomas com caracteristicas adequadas aos

objectivos pretendidos.

2.1.4.1. Capacidade de Ligacao

A capacidade de ligagdo (CL) corresponde & massa de composto a encapsular

(expressa em g) por quantidade de lipido na preparagdo final (expressa em pmol) e traduz-

se pela expressdo (Steerenberg et al., 1987):

(massa de composto enc‘apsulado)na preparacio final W
(quantidade de lipido),, preparazo final

CL (ug/umol) =
Entenda-se por preparagdo final a amostra obtida apés as fases de extrusdo ou
sonicagdo (consoante o tipo de lipossomas) e filtragdo por cromatografia de exclusio

molecular.

2.1.4.2. Eficiéncia de Encapsulacao

A eficiéncia de encapsulag@o (EE) € traduzida pelo quociente entre a razdo molar do
composto a encapsular e do lipido na preparagfo final e a razio molar desse composto e do
lipido na fase inicial de hidratagdo (antes da realiza¢@o da extrusdo ou da sonicagdo e da
cromatografia de exclusdo molecular), expresso em percentagem:

[composto encapsulado]/[lipido],,, preparacio final

EE (%) = [composto a encapsular]/[lipido], , f1ce de hidratag#o x 100 2

A utilizagdo na expressdo anterior dos termos concentragdo de lipido determinados na

preparagdo final e na fase de hidratagdo elimina a influéncia, na efici€ncia de encapsulagfo,
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das perdas de lipido que ocorrem, nomeadamente, durante os processos de extrusdo e de

cromatografia de exclusdo molecular (Constantino e Cruz, 1989; Cruz et al., 1993).

2.1.4.3. Tamanho

A determinagdo de tamanho (didmetro médio) dos lipossomas foi realizada por
espectroscopia de autocorrelag@o fotdnica. Esta técnica consiste na andlise das variagdes de
intensidade resultantes da dispersdo de um raio laser por particulas em suspens@o (que neste
caso sdo lipossomas) animadas de movimentos Brownianos. A andlise das flutuagdes da
intensidade da luz difractada ao longo do tempo por um autocorrelacionador permite a
determinagdo do coeficiente de difusdo das particulas e deste modo, do seu tamanho, a partir

da equagdo de Stokes-Einstein:

kT
D= ——— 3
3nnd )

em que D € o coeficiente de difusdo das particulas em suspensdo, k € a constante de

Boltzmann, T € a temperatura absoluta e 1 a viscosidade do meio no qual as particulas de

didmetro médio d estdo em suspensdo (New, 1990 c; Barber, 1993).

As amostras utilizadas para a andlise de tamanho dos lipossomas foram as obtidas
ap6s a filtragdo por cromatografia de exclusio molecular.

Estas andlises foram realizadas a temperatura de 20 + 1°C num aparelho Malvern
Autosizer II C (Malvern Instruments, U. K.), utilizando como fonte de luz incidente um raio
laser de neon-hélio, a um valor de comprimento de onda de 633 nm e operando a 5 mW. A
luz difractada foi detectada a 90° por um sistema de detecg@o de fotdes que transmite o sinal a
um autocorrelacionador (Malvern Multi-8, tipo 7032 CE). Todo o sistema encontra-se
integrado com um computador Olivetti. Os valores de viscosidade e de indice de refracgdo

utilizados nas determinagdes, e correspondentes aos meios de dispersdo dos lipossomas,
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basearam-se nos descritos na literatura (Weast, 1980) e variaram consoante o meio de

hidratagdo dos lipossomas (tabela III).

Tabela III: Valores de viscosidade e de indice de refraccio dos meios de
dispersao dos lipossomas.

Meio de dispersdo dos lipossomas Viscosidade Indice de refracgiio
p)

Solugio aquosa de Tris-HC1 20 mM e NaCl 200 mM

1.0020 1.3330
a pH 8.6 contendo CF 50 mM
luga 1a0. H 6-
Solugdo aquosa de NaCl a 0.9% a pH 6-7 contendo 1.0187 1.3346
carboplatina 0.027 mM
10. 1.
Solugdo aquosa de NaCl 0.6% e dextrose 1.67% a pH 1.0360 13351
6-7 contendo carboplatina 0.027 mM
Solug¢dio aquosa de NaCl 0.3% e dextrose 3.33% a pH 1.1087 1.3380
6-7 contendo carboplatina 0.027 mM
a H
Solugdo aquosa de dextrose a 5% a pH 6-7 contendo 11457 13400

carboplatina 0.027 mM

2.1.4.4. Volume de Encapsulacao

O volume de encapsulagido (VE) corresponde ao volume de fase aquosa encapsulado
(expresso em pl) por quantidade de lipido (expressa em pimol), sendo calculado a partir da
razdo molar do material a encapsular existente na preparagdo final e aquele existente na fase
de hidratag¢do, multiplicado pelo inverso da concentrag@o de lipido existente na preparagdo

final:

[composto encapsulado], . preparacio final < 1 @
[composto a encapsular ]m fase de hidratagdo [lip ldo]na preparagio final

VE (ul/pmol) =
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Este pardmetro depende do tamanho dos lipossomas e do niimero de bicamadas que

os constituem (Benita et al., 1984).

i

2.1.4.5. Recuperacao

A recuperagdo corresponde a razdo molar do composto a encapsular existente na

preparagdo final e aquele existente na fase de hidratag@o, expressa em percentagem:

[composto encapsulado] .
Recuperagio (%) = p p na preparacio final , 100 )
[composto a encapsular], , face de hidratagdio

Este pardmetro reflecte o rendimento da metodologia de preparac@o no que se refere a

substincia a encapsular (Cruz et al., 1993).

2.2. REVESTIMENTO DE LIPOSSOMAS COM O-PALMITOILPULULANO
2.2.1. Sintese e Caracterizagdo do O-palmitoilpululano

A sintese do O-palmitoilpululano foi realizada de acordo com a técnica descrita por
Sato (1990). Dissolveu-se 1 g de pululano (Sigma Chemical Co.) em 11 ml de
dimetilformamida anidra (Merck, p.a.) a 60°C. A solugdo resultante, adicionou-se 1 ml de
piridina anidra (Merck, p.a.) € 0.1 g de cloreto de palmitoilo (Sigma Chemical Co.)
dissolvidos em 0.24 ml de dimetilformamida anidra. Esta mistura foi agitada durante 2h a
temperatura de 60°C e depois durante 1 h & temperatura ambiente. A mistura reaccional
obtida foi vertida lentamente sobre etanol absoluto gelado (70 ml) (Merck, p.a.) e sob forte
agitagdo magnética. O precipitado obtido foi recolhido por filtragdo e lavado,

sucessivamente, em etanol absoluto (80 ml) e em éter dietilico (60 ml). O material branco
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obtido foi seco no védcuo a 50°C durante 2 h. No final obtiveram-se 828 mg de O-

palmitoilpululano.

O O-palmitoilpululano foi caracterizado por espectroscopia de infravermelho, com o
objectivo de identificar a formagdo da ligag@o éster, € por RMN-H, com o intuito de

determinar o grau de substitui¢do do residuo palmitoilo por 100 unidades de glucose.

A espectroscopia de infravermelho baseia-se na absorg@o de radiagido na gama do
infravermelho com um determinado valor de frequéncia, por uma amostra colocada numa
célula adequada. Em consequéncia desta absorg@o, ocorre a emissdo de radiagdo com
diferentes componentes de frequéncia, os quais sdo dispersos por um monocromador €
seleccionados por uma fenda, obtendo-se assim, radia¢gdo monocromdtica. Esta € dirigida
para um sistema de detec¢do e medida que determina, a cada frequéncia, a intensidade da
radia¢@o emitida pela amostra (Gongalves, 1983 a; Teixeira Dias, 1986).

Os ensaios de infravermelho foram realizados num espectrémetro Nicolet 740 FTIR -
Spectrometer de feixe tinico, acoplado a um computador 680 Spectral Workstation Nicolet, a

partir de uma pastilha de KBra 1 %.

A ressonincia magnética nuclear (RMN) € uma técnica que se baseia na absorgdo
selectiva de ondas de rddio por amostras colocadas num campo magnético, com a
consequente emissdo de energia radiante no dominio das radiofrequéncias (Gil e Geraldes,
1987).

As andlises de RMN foram efectuadas num espectrémetro Varian-Unity 500
sintonizado para a frequéncia de 499.843 MHz, tendo-se utilizado um volume de 600 pl de
amostra em tubos de RMN de 5 mm de didmetro externo. Os espectros foram adquiridos a
temperatura ambiente com rotagdo livre do tubo. Procedeu-se a andlise do O-
palmitoilpululano (50 mg/ml) dissolvido em dimetilsulféxido deuterado (DMSO-dy) ¢
utilizando-se como referéncia o tetrametilsilano (TMS), bem como do 4cido palmitico (2.56

mg/ml) dissolvido no mesmo solvente € com a mesma referéncia.
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2.2.2. Preparacdo de Lipossomas Revestidos

Os lipossomas uma vez preparados, purificados e determinado o seu contetido em
fosfato, estdo prontos para serem revestidos com o pululano.

O revestimento dos lipossomas pelo O-palmitoilpululano foi realizado por adi¢éo do
polimero, solubilizado em 1 ml de solug@o aquosa de Tris-HCI 20 mM e de NaCl 200 mM a
pH 8.6 ou de solugdo aquosa de dextrose a 5% (a2 um valorde pHentre 6 ¢ 7),a 1 ou 1.5 ml
de suspensdo de lipossomas preparada no mesmo meio de solubilizagdo do polimero e
previamente separada do material ndo encapsulado por filtragdo em coluna de sephadex G-25
ou por ultracentrifugagdo (consoante se trate, respectivamente, dos ensaios relativos a CF ou
a carboplatina). A mistura foi sujeita a agitagdo magnética durante 1 h & temperatura de 20°C
(Sunamoto et al., 1987). A concentragio final de fosfatidilcolina de ovo foi de 1.5 x 1073
mM e as quantidades de O-palmitoilpululano utilizadas relacionaram-se com o objectivo de

perfazer razdes ponderais OPP/PCentre 1 e 4 e de 7.5.

2.3. ESTUDO DO EFEITO DO REVESTIMENTO NA MEMBRANA LIPOSSOMAL

2.3.1. Estudo de Permeabilidade

Os estudos de permeabilidade da membrana lipossomal foram realizados por recurso
a CF (figura 12), a qual € um derivado da fluoresceina bastante hidrossolivel e com menor
tendéncia do que esta para se associar as membranas fosfolipidicas € que, como tal, se
localiza no nicleo aquoso dos lipossomas (New, 1990 c¢). A forma mais hidrossolivel e
mais fluorescente da CF € o seu anido trivalente, o qual € predominante em meios com pH
neutro e alcalino (Weinstein et al., 1984).

O principio de utilizagdo da CF em estudos de permeabilidade membranar baseia-se
numa perda de eficiéncia da sua fluorescéncia para concentragdes elevadas do fluoréforo (a

partir de 10 mM), resultante das interacgdes entre as suas moléculas. Este fendmeno €
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conhecido por efeito de filtro interno (sinénimo do termo "self-quenching" da lingnagem
anglo-saxénica). Contudo, em solugdes diluidas de CF, a sua fluorescéncia € proporcional
ao niimero de moléculas presentes. Assim com base nesta propriedade, € possivel distinguir
a CF existente no interior dos lipossomas encapsulada numa concentrag@o elevada, daquela
que foi libertada para o meio exterior onde € diluida e, consequentemente, estudar a
permeabilidade da membrana dos lipossomas através do registo do aumento da intensidade
de fluorescéncia com o tempo, a qual, de acordo com o que foi referido, € directamente
proporcional ao niimero de moléculas de CF que se libertaram (Weinstein et al., 1977,

Weinstein et al., 1984).

(A | (B)

Figura 12: Férmula de estrutura da carboxifluoresceina. Em (A) representa-se a

lactona e em (B} a estrutura aberta da carboxifluoresceina (adaptado de Weinstein et al., 1984).

A CF é uma molécula fluorescente que apresenta um maximo de excitagdo a 494 nme

um mdaximo de emissao a 515 nm (figura 13).

Neste estudo, os lipossomas unilamelares grandes, ndo revestidos e revestidos, € os
lipossomas unilamelares pequenos foram preparados numa solugdo aquosa de Tris-HCI 20
mM e NaCl 200 mM a pH 8.6 contendo de CF 50 mM, segundo as metodologias referidas
(respectivamente, nas sec¢des 2.1.1.1,, 2.2.2. e 2.1.1.2.). Relativamente aos lipossomas
unilamelares grandes, os estudos de permeabilidade da membrana lipossomal foram
realizados para diferentes razdes ponderais OPP/PC (0 a 4) e para uma concentragio de

fosfatidilcolina de ovo de 1.5 x 1073 mM. Nos estudos de permeabilidade com lipossomas
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unilamelares pequenos a concentragdo de fosfatidilcolina de ovo foi de 27 x 103 mM. A
libertagdo de CF foi seguida pela variago do sinal de fluorescéncia a S0C (a temperatura da
amostra no interior da célula que a contém foi verificada com uma precisdo de % 0.1°C por
recurso a uma sonda de temperatura Crison Thermometer 637), num fluorimetro Perkin-
Elmer LS-50 B equipado com um porta-células termostatizado, a 515 nm (o comprimento de
onda de excitagdo foi de 494 nm) e usando fendas de excitagdo e de emissdo de 2.5 nm.
Estes ensaios foram realizados mantendo a amostra sob agitacdo magnética suave de forma a

garantir a homogeneidade do meio.
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Figura 13: Espectros de excitacdo (A) e de emissao (B) da CF. Espectros de
excitagao (comprimento de onda de emissdo de 515 nm) e de emissao (comprimento de onda de
excitagido de 494 nm) de uma solugdo aquosa de Tris-HCI 20 mM e de NaCl 200 mM a pH 8.6
contendo CF 0.31 uM, obtidos & temperatura de 25°C.

A percentagem de libertagdo da CF foi calculada, de acordo com o referido por
diversos autores (Au, Weiner e Schacht, 1987; Reig et al., 1992), a partir da seguinte

expressio:

Libertagdo da CF (%) =, Ifo x 100 (6)
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em que F; € a intensidade de fluorescéncia registada ao fim de um determinado perfodo de
tempo, Fy € a intensidade de fluorescéncia inicial e F; € a intensidade de fluorescéncia
correspondente a CF total (ndo encapsulada e encapsulada nos lipossomas), registada apés a
adi¢éo de 100 pl de triton x-100 a 20% (BDH) e a homogeneizagdo do conteido da célula
que contém a suspensdo de lipossomas (este valor de F; foi corrigido para a dilui¢do
introduzida pela adigdo de triton x-100).

De referir que a realizag@o deste estudo & temperatura de 50°C teve como tinico
objectivo acelerar a libertagdo do contetido dos lipossomas e desta forma obter resultados no

mais curto intervalo de tempo possivel.

2.3.2. Estudo de Fluidez

Para além da permeabilidade, foi igualmente estudado o efeito do revestimento na
fluidez da membrana lipossomal.

As membranas fosfolipidicas & inerente um certo grau de mobilidade molecular e de
desordem, sobretudo, quando no estado liquido-cristalino. Esta mobilidade (vulgarmente
associada ao termo fluidez) resulta, por um lado, dos movimentos de flexdo das cadeias
hidrocarbonadas, por rotagdo das ligagdes carbono-carbono e, por outro lado, dos
movimentos oscilantes e deslocamentos laterais das moléculas (Jones e Cossins, 1990).
Uma das técnicas mais utilizadas na obteng@o de informagdo acerca da fluidez de membrana é
a polarizagdo de fluorescéncia (Engel e Prendergast, 1981; Jones e Cossins, 1990).

Na figura 14 representa-se um esquema da determinag@o experimental da polarizagdo
de fluorescéncia. A amostra colocada em O € excitada na direcgdo XO com um feixe de luz
monocromatico e polarizado (através, respectivamente, de um monocromador de excitagio e
de um polarizador de excitagdo) num plano paralelo a OZ (de direc¢do vertical). A
fluorescéncia emitida € observada ao longo do eixo OY, sendo determinada a intensidade de
dois componentes polarizados, com um angulo de 90° entre eles. Estes componentes sdo

representados por I e I,, e correspondem as intensidades de luz emitida através de um
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monocromador € de um polarizador de emissdo orientado, respectivamente, paralela e
perpendicularmente em relagdo ao plano de luz polarizada de excitagdo na direcgio vertical

(paralelo a OZ) (Gennis, 1989).

Excitaggo
—P 0

L

gs ervagao

Y

Figura 14: Representacdo da determinacdo experimental da polarizacio de
fluorescéncia. A amostra colocada em O é excitada na direccdo XO com um feixe de luz
monocromatico e polarizado num plano paralelo a OZ (de direcgio vertical). A fluorescéncia emitida
é observada ao longo do eixo OY, sendo determinada a intensidade de dois componentes
polarizados, com um angulo de 90° entre eles. Estes componentes s&o representados por lyel,, e
correspondem as intensidades de luz emitida através de um monocromador e de um polarizador de
emiss&o orientado, respectivamente, paralela e perpendicularmente em relacdo ao plano de luz
polarizada de excitagdo na direcgéo vertical (paralelo a OZ) (adaptado de Gennis, 1989).

O grau de polarizagdo (p) € entdo calculado de acordo com a seguinte expressdo

(Andrich e Vanderkooi, 1976; Antunes-Madeira, Almeida e Madeira, 1991):

_h-L G
P=1,+1, G M

sendo G o factor de correcgdo para o artefacto de polarizagdo introduzido pelo

monocromador de emissdo, resultante da possibilidade de transmitir luz fluorescente
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polarizada de diferentes orienta¢des e com diferentes eficiéncias (Jones e Cossins, 1990). O
factor G € dado pela razdo dos componentes de emissdo polarizados verticalmente, I _L*, e
horizontalmente, I,,*, quando a luz de excitagdo € polarizada na direcg@o horizontal OY
(Antunes-Madeira € Madeira, 1989).

A aplicag@o da polarizag@o de fluorescéncia ao estudo de moléculas fluorescentes
susceptiveis de serem incorporadas e localizadas em diversas regides da bicamada
fosfolipidica, permite a avaliag@o da fluidez ao longo da espessura da bicamada (Shinitzky e
Inbar, 1974).

As sondas fluorescentes utilizadas neste estudo foram o DPH e o DPH-PA (figura
15), as quais se incorporam espontaneamente em regioes bem definidas das membranas e
cujas caracteristicas de polarizagdo se relacionam directamente com caracteristicas de fluidez

das regides em que se localizam (Shinitzky e Barenholz, 1978).

@CH=CH —CH=CH~— CH=CH©

DPH

@ CH=CH—CH=CH~—CH=CH —Q CH,—CH,— COO~

DPH-PA

Figura 15: Férmulas de estrutura da forma neutra do DPH e da forma
aniénica do DPH-PA (adaptado de Trotter e Storch, 1989).

O DPH ¢ uma das sondas fluorescentes de fluidez mais usadas ao nivel das cadeias
hidrocarbonadas dos lipidos membranares (Shinitzky e Barenholz, 1974; Shinitzky e
Barenholz, 1978). E um polieno hidrocarbonado com 3 ligagdes duplas em conformagio
trans estdvel, sendo esta conformagdo a responsdvel pelo fendmeno de fluorescéncia.
Quando misturado com sistemas lipidicos incorpora-se de forma eficiente no dominio

hidrofébico daqueles (entre as cadeias hidrocarbonadas dos fosfolipidos de uma
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monocamada ou entre duas monocamadas de fosfolipidos - Jones e Cossins, 1990),
independentemente do estado (gele ou liquido-cristalino) e da composig¢do do sistema. Os
espectros de excitagao e de emissao do DPH incorporado em sistemas membranares obtidos
a temperaturas superiores e inferiores a temperatura de transi¢do dos lipidos sdo bastante
andlogos aos obtidos em benzeno, o que reforca a ideia de que o DPH se distribui quase
exclusivamente no interior hidrofébico da bicamada lipidica (Shinitzky e Barenholz, 1978).
O DPH-PA ¢ um derivado do DPH, que se diferencia deste por possuir o dcido
propidénico como grupo substituinte ligado a um grupo fenilo. De referir que a introdugéo
deste grupo ndo altera as propriedades fluorescentes da cadeia fluorescente do DPH. Tal
como o DPH, apresenta desvios espectrais minimos com a varia¢do da polaridade dos
solventes e a partilha dos lipidos membranares € independente da fase do sistema (gele ou
liquido-cristalino). O DPH-PA dispde-se na interface aquosa da membrana devido a
polaridade do 4cido propidénico carregado negativamente, encontrando-se a cadeia
fluorescente intercalada entre as cadeias acilo fosfolipidicas, todavia, numa posi¢do mais

externa do que a verificada para a cadeia fluorescente do DPH (Trotter e Storch, 1989).

Os espectros de fluorescéncia do DPH e do DPH-PA obtidos em solug@o isotrépica
(figura 16) sdo tipicos e semelhantes aos referidos na literatura (respectivamente, Shinitzky e
Barenholz, 1974; Trotter € Storch, 1989), demonstrando que as sondas usadas neste estudo
sdo adequadas.

Nestes estudos utilizaram-se duas amostras diferentes de lipossomas unilamelares
grandes, qualquer uma delas preparadas em solugdo aquosa de NaCl 0.6% e dextrose
1.67%, a pH entre 6 € 7: lipossomas ndo revestidos (amostra controlo); e lipossomas que,
ap6s a incubagdo com as sondas, foram revestidos com o O-palmitoilpululano.

A incorporagio das sondas foi realizada por adigdo, sob agitagdo em vértex, de uma
aliquota de uma solu¢do de DPH 2 mM em tetrahidrofurano (Sigma Chemical Co.) ou de
DPH-PA 2 mM em dimetilformamida (Molecular Probes, Junction City) & respectiva
suspensdo de lipossomas, com uma concentrag@o em lipido de 345 UM, de forma a obter

uma razdo molar lipido/sonda fluorescente de 400. A agitagdo em vértex foi mantida durante
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10 s apds o que se procedeu 2 incubagdo ao abrigo da luz durante uma noite, & temperatura
de 4°C (este valor de temperatura é superior ao valor da temperatura de transigdo da

fosfatidilcolina de ovo o que facilita a incorporagdo das sondas).
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Figura 16: Espectros de excitacdo (A) e de emissdo (B) do DPH e do DPH-
PA. Espectros de excitagdo (comprimento de onda de emissdo de 428 nm) e de emissdo
(comprimento de onda de excitagdo de 357 nm) de uma solugao de DPH (0.67 uM) em benzeno e
de uma solugao de DPH-PA (0.67 uM) em dimetilformamida, obtidos a temperatura de 25°C.
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A determinagdo dos valores de polarizagdo de fluorescéncia (p) foi realizada a
temperatura de 37 € 50°C num fluorimetro Perkin-Elmer LS-50 B equipado com um porta-
células termostatizado, tendo a temperatura da amostra sidoiveriﬁcada com uma precisio de
+ 0.1°C por recurso a uma sonda de temperatura. O fluorimetro encontra-se ligado a um
computador (Everex Tempo, 386/25) que permite calcular directamente os valores de
polarizag@o de fluorescéncia de acordo com a equagdo (7), para comprimentos de onda de
emissdo e de excitagdo, respectivamente, de 428 e de 357 nm. As fendas de excitagdo e de
emissdo foram, respectivamente, de 3 nm e de 4 nm.

Foram realizadas experiénéias controlo nas mesmas Condigées do énsaio, sefn a
adicdo das sondas, de forma a corrigir a difrac¢do da luz e/ou a fluorescéncia devida as
amostras e/ou aos solventes, tendo-se verificado que nem os solventes da carboplatina, da
CF, do DPH e do DPH-PA, nem a prdpria carboplatina ou os lipossomas utilizados,
apresentam qualquer sinal de fluorescéncia mensurdvel nas condi¢des experimentais

utilizadas.

2.4. ESTUDOS REALIZADOS EM LIPOSSOMAS CONTENDO CARBOPLATINA

2.4.1. Analise do Efeito da Carboplatina na Fluidez da

Membrana Lipossomal

Tal como mencionado para o O-palmitoilpululano, o estudo do efeito da carboplatina
na fluidez da membrana lipossomal foi realizado por determinag@o dos valores de polarizagdo
de fluorescéncia das moléculas fluorescentes, DPH e DPH-PA, as temperaturas de 37 €
50°C.

Foram utilizadas duas amostras de lipossomas unilamelares grandes nao revestidos,
ambas preparadas em solugdo aquosa de NaCl 0.6% e dextrose 1.67%, a pH entre 6 € 7:

uma amostra de lipossomas sem carboplatina, € outra de lipossomas contendo carboplatina
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(cuja concentra¢@o no meio de hidratagdo era de 0.027 mM) e previamente filtrada por coluna
de sephadex G-25 com o intuito de remover o formaco ndo encapsulado.

A incorporagio das sondas e as determinagdes dos valores de polarizagdo de
fluorescéncia foram realizadas da mesma forma descrita para o estudo do efeito do O-

palmitoilpululano na fluidez da membrana lipossomal (secgdo 2.3.2.).

2.4.2. Doseamento da Carboplatina

A concentragdo de carboplatina nos lipossomas foi determinada por quantificagdo da
platina por espectroscopia de absor¢do atémica num aparelho Perkin-Elmer 305 AAS a
265.9 nm (com uma fenda de 0.7 nm) com uma chama de ar-acetileno.

O principio de funcionamento desta técnica baseia-se na absorgdo de energia radiante
de frequéncia apropriada nas zonas do visivel e do ultravioleta por 4tomos neutros no estado
gasoso, o que determina a sua passagem para o estado excitado de mais baixa energia e

consequente emissao de energia 8 mesma frequéncia (Gongalves, 1983 b).

Preparou-se uma solug@o mae de platina 10 mM para o que se dissolveram 195 mg
de platina num volume minimo de dgua régia (mistura dos dcidos concentrados, nitrico e
cloridrico, na propor¢do de uma molécula-grama de HNO; para trés de HCI, Magalhdes e
Tomds, 1957) que se evaporou a secura. Seguidamente, adicionaram-se 5 ml de HClI
fumante a 37% (Merck, p.a.) € 0.1 g de NaCl, apds o que se evaporou a nova mistura a
secura. O residuo obtido foi dissolvido em 20 ml de uma mistura constituida por HCl
concentrado e 4gua na proporg¢do de 1:1, tendo esta solugdo sido diluida com 4gua para um
volume de 100 ml (Slavin, 1978). A partir desta solug@o mae prepararam-se solugdes padrao
de platina de 0, 50 e 100 uM de platina (gama de valores de concentragfio de platina em que
existe uma relagdo linear com a intensidade de luz absorvida) em HCl a 1%, contendo triton

x-100 e La(NO3); 6H,O (Merck, p.a.) nas mesmas concentragOes presentes nas amostras

para andlise (respectivamente, 0.66% e 4.8 mg/ml).
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As amostras prepararam-se por adigdo de 100 pl de triton x-100 a 20% em dgua e de
1000 pl de uma solugdo aquosa de nitrato de lantinio hexahidratado, com uma concentragéo
de 14.4 mg/ml, a 600 pl de suspensdo de lipossomas. O volume final foi ajustado para 3000
pl com HCl a 1% (Steerenberg et al., 1987).

2.4.3. Analise do Efeito do Teor em NaCl do Meio de

Hidratacdo na Encapsulacdo de Carboplatina

Prepararam-se lipossomas unilamelares grandes, utilizando como meio de hidratagio
solugdes de carboplatina (numa concentragio de 0.027 mM) a um valor de pH entre 6 € 7,
contendo diferentes percentagens de NaCl: 0, 0.3, 0.6 e 0.9%. Com excepgdo da solugdo
aquosa de carboplatina contendo 0.9% de NaCl, todas as outras foram adicionadas de
dextrose de forma a constitufrem solugdes isot6nicas. Assim, as solugdes contendo 0, 0.3 e
0.6% de NaCl adicionou-se dextrose de modo a obter, respectivamente, concentragdes de 5,
3.33 e 1.67%. O intervalo de valores de pH escolhidos corresponde & gama de valores de
maior estabilidade para solugbes aquosas de carboplatina (Allsopp et al., 1991). Apés
preparagdo dos lipossomas, procedeu-se & separa¢do da carboplatina ndo encapsulada por
sephadex G-25, de acordo com o referido em 2.1.2., e doseou-se a carboplatina em cada
uma das preparagdes através do método descrito em 2.4.2..

Os parimetros de encapsulagdo avaliados neste ensaio foram a capacidade de ligagéo
da carboplatina aos lipossomas e a eficiéncia de encapsulagdo da carboplatina, determinados

de acordo com o referido, respectivamente, nas secgdes 2.1.4.1. € 2.1.4.2..

2.4.4. Estudo Acelerado de Estabilidade de Lipossomas de

Carboplatina

Os lipossomas unilamelares grandes, preparados em solugdes de carboplatina (0.027

mM) a pH entre 6 ¢ 7 e contendo 0, 0.6 € 0.9% de NaCl, foram submetidos a estudos de
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estabilidade a 50°C (daf a designagdo de estudo acelerado de estabilidade). Tal como
mencionado em 2.4.3., estas solugdes foram adicionadas das referidas percentagens de
dextrose de modo a constituirem solug¢des isoténicas. Nestes estudos de estabilidade foi
ainda utilizada uma preparagéo de lipossomas revestidos com o O-palmitoilpululano (para
uma razio ponderal OPP/PC igual a 3 e a 7.5) contendo uma solugio de carboplatina em
dextrose 5%.

Apés preparagdo, as vdrias amostras de lipossomas foram submetidas a duas
lavagens, com a solugdo utilizada como meio de hidratagdo na preparacdo dos lipossomas,
por ultracentrifugagdo em rotor Beckman (tipo TLA 100.3, SN 1600) a 135000 g (valor
referente 2 forga no fundo do tubo) durante 30 min a temperatura de 4°C (em ultracentrifuga
Beckman TL-100), para remogdo da carboplatina ndo encapsulada. O sedimento de
lipossomas obtido foi ressuspenso em 2.5 ml da solug#o utilizada como meio de hidratagdo
na preparagdo dos lipossomas. De referir que, no caso da amostra de lipossomas revestidos,
o revestimento foi realizado apds a ressuspensdo do sedimento anteriormente obtido por
ultracentrifugacao.

Os estudos de estabilidade dos lipossomas foram efectuados durante 6 dias, tendo-se
mantido a suspensdo num banho de dgua a 50°C, sob agitagdo magnética suave (agitador
Variomag Telemodul) com o objectivo de assegurar a homogeneidade do meio. Retiraram-se
aliquotas de 175 pl ao longo do tempo, que foram depois filtradas por uma coluna de
sephadex G-25 (equilibrada com a solugfo utilizada na preparagido dos lipossomas) com o
objectivo de remover a carboplatina libertada. Posteriormente, determinou-se o teor em
platina encapsulado nos lipossomas € o seu teor em fosfato (segundo, respectivamente, o
que foi descrito nas secgdes 2.4.2. e 2.1.3.). Foram obtidas amostras antes do inicio do
ensaio e decorridas 4 h, 1, 2, 4 ¢ 6 dias.

Tal como referido nos estudos de permeabilidade, a realizagio destes ensaios de
estabilidade a temperatura de 50°C teve como intuito acelerar a libertagdo do contetido
lipossomal e assim obter resultados num intervalo de tempo tio curto quanto possivel.

A estabilidade dos lipossomas exprimiu-se em termos da percentagem de retengdo de

platina de acordo com a seguinte expressdo:
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_ . ([platina]/[lipido])
Retenc¢do de platina (%) = (Tplatinal/[Tpid O]);x 100 8)

sendo ([platina]/[lipido]); e ([platina]/[lipido]);, respectivamente, a razdo molar platina/lipido
determinada ao fim de um determinado tempo t € a razdo molar platina/lipido determinada
antes do inicio do ensaio e apds filtragdo por cromatografia de exclusdo molecular em coluna
de sephadex G-25 (t=0). Tal como referido anteriormente para a eficiéncia de encapsulagéo,
a utilizag@o de razdes molares platina/lipido em vez de razdes molares de platina elimina a
influéncia na determinag@o da percentagem da retengdo de platina das possiveis perdas de
lipido durante, por exemplo, o processo de separagdo por cromatografia de exclusdo

molecular.
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3.1. CARACTERIZAGAO DO O-PALMITOILPULULANO

Como referido anteriormente, o pululano € um polissacarideo linear constituido por
cerca de 480 unidades de maltotriose ligadas por ligagdes glicosidicas ¢-1,6, cuja estrutura é
apresentada na secgdo 1.3.2. (Bender e Wallenfels, 1966). O pululano por si s6 ndo é
susceptivel de revestir a superficie dos lipossomas (tal como os restantes polissacarideos
referidos como exemplo na secgdo 1.3.2.), na medida em que € facilmente removido por
diluigdo. Torna-se pois necessdrio realizar uma modificagdo quimica deste polimero, através
da introdug¢@o de um grupo hidrofébico, o qual é responsével pela ligagdo nio covalente do
polissacarideo & membrana lipossomal.

No presente trabalho, o grupo hidrofébico introduzido foi o grupo palmitoilo, dando
origem ao O-palmitoilpululano (e cuja estrutura se apresenta na secgo 1.3.3.), o qual foi
sintetizado por reac¢do do pululano com o cloreto de palmitoilo, na presenga de piridina, de

acordo com o descrito por Sato (1990).

3.1.1. Espectroscopia de Infravermelho

Com o objectivo de caracterizar o O-palmitoilpululano, primeiramente, procedeu-se a
identificagdo da formagao da ligagfo éster por espectroscopia de infravermelho (figura 17).

Com base nos valores descritos na bibliografia (Pavia, Lampman e Kriz, 1979), o
valor de frequéncia mais comum correspondente & absor¢do por elongagdo da ligagdo C=0 é
da ordem dos 1735 cm!. No que se refere a ligagio C-O simples do éster, a frequéncia de
absorg¢do por elongagdo traduz-se por uma banda larga que se situa no intervalo de valores
compreendidos entre 1300 e 1000 cm™!.

Por observagdo da figura 17 € possivel identificar para valores de frequéncia de cerca
de 1664 cm™1, a absor¢io correspondente 2 ligagdo C=0. A cerca de 1024 cml, aparece uma
banda larga e de grande intensidade que, com estas caracteristicas, corresponde a absor¢éo

por elongagio da ligagao C-O simples do éster.
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Figura 17: Espectro de infravermelho do O-palmitoilpululano. Espectro obtido
num espectrémetro de feixe Gnico, a partir de uma pastilha de KBr a 1 %.

Os valores experimentais determinados relativos a estas ligagdes encontram-se
deslocados para valores de frequéncias de absor¢fo mais baixas, em relagdo aos valores
descritos, devido, provavelmente, a formagao de ligagdes de hidrogénio intermoleculares no
O-palmitoilpululano. O estabelecimento destas ligagdes diminui a constante de forga das
ligagtes C=0 e C-O do éster, cuja raiz quadrada € directamente proporcional a frequéncia de

absor¢do das mesmas e que se relacionam através da seguinte expressio:

)

cl
i
[3®]
[au—y
:ﬁ,

e

1 ¢ a velocidade da luz (3 x 1010 cry/s), k é a constante de

mjp X myp
HH'FIHZ

em que V € a frequéncia em cm’

forga da ligagdo em dyn/cm e |1 a massa dos dtomos em g (dada por , €m que mj X
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my correspondem as massas, em gramas, dos 4tomos que participam numa dada ligagz?lo)5
(Pavia, Lampman e Kriz, 1979).

A partir da figura 17 € ainda possivel identificar uma banda larga a um valor de
frequéncia de cerca de 3456 cm’l, correspondente 2 absorgdo por elongagdo da ligagdo O-H
dos grupos hidroxilos, € uma banda a cerca de 2928 cm’!, que corresponde 2 absorgdo por
elongagdo da ligagdo C-H. O valor de frequéncia e a forma da banda relativa 2 ligagdo O-H
traduz, precisamente, a existéncia de ligagdes de hidrogénio intermoleculares (Pavia,

Lampman e Kriz, 1979).

3.1.2. Ressonancia Magnética Nuclear Protdnica

A caracterizag@o do O-palmitoilpululano foi complementada com a determinagédo do
grau de substituigio do resfduo palmitoilo naquele polimero por RMN-1H.

Na figura 18 apresenta-se o espectro de RMN-!H do O-palmitoilpululano, onde é
possivel identificar o pico correspondente aos protdes do grupo metilo terminal do radical
palmitoilo introduzido no pululano, que aparece para um valor de desvio quimico de 0.858
ppm. Os picos que aparecem a valores de desvio quimico de 1.062, 1.234 e 2.380 ppm,
correspondem, respectivamente, aos protdes dos 12 grupos metilénicos situados
imediatamente a seguir ao grupo metilo terminal (e que sdo equivalentes entre si sob o ponto
de vista de RMN-1H), aos protdes do grupo metilo B e aos protdes do grupo metilo . O
facto dos protdes de cada um destes grupos apresentar valores de desvio quimico diferentes,
resulta de experimentarem campos magnéticos também diferentes, em virtude de uma cada
vez maior proximidade ao 4tomo de oxigénio (bastante electronegativo) do grupo carbonilo,
formado na sequéncia da reacgdo de sintese. Esta proximidade determina uma sucessiva
diminuic¢do da protec¢cdo magnética a que cada um daqueles grupos de protdes estd sujeito
por parte dos electrdes respectivos. Em termos préticos, isto significa que os grupos de

protdes sucessivamente mais préximos do grupo carbonilo entram em ressonancia para

5 Os valores das grandezas referidas s3o expressos em unidades do sistema CGS.
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valores de radiofrequéncias sucessivamente maiores (por experimentarem campos
magnéticos exteriores também sucessivamente maiores) e, consequentemente, apresentam
valores de desvio quimico também sucessivamente maiores (Gil e Geraldes, 1987).

O pico que aparece para um valor de desvio quimico de 2.560 corresponde ao

DMSO-d¢ (Gil e Geraldes, 1987).

OH
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Figura 18: Espectro de RMN-1H do O-palmitoilpululano. Espectro de RMN-'H de
uma amostra de 600 pl de O-palmitoilpululano (50 mg/mi) em DMSO-dg, utilizando como referéncia

o TMS, obtido a temperatura ambiente com rotagao livre do tubo num espectrometro sintonizado a
499.843 MHz.

Por analogia com o referido por Akiyoshi et al. (1993), os picos compreendidos
entre os valores de desvio quimico de 2.60 e de 4.20 ppm correspondem aos protdes nas
posigdes 2, 3, 4, 5, 6 e 6° de cada um dos residuos de glucose constituintes do O-

palmitoilpululano. Ainda segundo os mesmos autores, os picos que aparecem a 4.545¢ a
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5.048 ppm correspondem aos protdes na posigdo 1, respectivamente, das ligagdes o-1,6 e
o-1,4.

Finalmente, com base nos valores de desvio quimico dos grupos hidroxilo relativos a
uma molécula de maltotriose em DMSO-dg (Casu et al., 1966), é possivel deduzir para o
presente caso, que os protdes dos grupos hidroxilo constituintes dos residuos de glucose do
O-palmitoilpululano se encontram no intervalo de valores de desvio quimico entre 4.20 ¢

5.80 ppm.

Ao contrério do referido por Sato (1990), o pico que aparece para um valor de desvio
quimico de 1.062 ppm na figura 18 parece corresponder aos protdes de 12 e nfo de 13
grupos metilénicos. Com o intuito de confirmar esta suposi¢io foi realizado o espectro de
RMN-H do 4cido palmitico. A molécula daquele 4cido é formada por 16 dtomos de carbono
e, como tal, bastante semelhante ao cloreto de palmitoilo.

Por observagdo do espectro relativo ao 4cido palmitico (figura 19) € possivel
distinguir sucessivamente, entre 0.80 e 0.90 ppm o tripleto relativo aos protdes do grupo
metilo terminal, entre 1.40 e 1.50 ppm o multipleto relativo aos protdes do grupo metilo B e
entre 2.10 € 2.20 ppm o tripleto correspondente aos protdes do grupo metilo a. A 3.344
ppm aparece o protdo referente ao grupo carboxilico. Atendendo ao facto ja referido de que o
dcido palmitico € constituido por 16 4tomos de carbono (tal como o cloreto de palmitoilo) e
as atribuigdes j4 realizadas, conclui-se que o pico que aparece a um valor de desvio quimico
de 1.237 ppm corresponde aos protdes de 12 grupos metilénicos situados entre o grupo
metilo terminal e o grupo metilénico B. Estas conclusdes estdo de acordo com os valores

relativos dos integrais daqueles picos.
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Figura 19: Espectro de RMN-1H do 4cido palmitico. Espectro de RMN-'H de uma
amostra de 600 pl de 4cido palmitico (2.56 mg/ml) em DMSO-dg, utilizando como referéncia o TMS,

obtido a temperatura ambiente com rotagdo livre do tubo num espectrémetro sintonizado a
499.843 MHz.

Para calcular o grau de substitui¢do do grupo palmitoilo no O-palmitoilpululano,
considera-se na figura 18 o valor do integral do pico que aparece a um valor de desvio
quimico de 1.062 ppm (designado por A) e o valor do integral do conjunto de picos
compreendidos entre 4.20 e 5.80 ppm (designado por B). O valor do integral designado por
A é resultado dos 24 protdes de 12 grupos metilénicos do grupo palmitoilo ligado a unidades
de maltotriose substituidas (cujo o nimero é designado por Y). O valor do integral
designado por B € resultado de 12 protdes (9 relativos aos grupos hidroxilo, 2
correspondentes aos protdes na posi¢do 1 das ligagdes a-1,4 e 1 protdo na posigdo 1 da

ligagdo a-1,6) existentes em unidades de maltotriose ndo substituidas (cujo o nimero é
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designado por X) e de 11 protdes (8 relativos aos grupos hidroxilo, 2 correspondentes aos
protdes na posigdo 1 das ligagdes 0-1,4 e 1 protdo na posi¢do 1 da ligagdo o-1,6) existentes

nas unidades de maltotriose substituidas. Simbolicamente tem-se:

A
A=24Y<=>Y=75; (10)
B=12X+11Y<=>X= 24];8'81” 11

Assim o grau de substitui¢do do grupo palmitoilo no O-palmitoilpululano é dado pela
razdo entre o nimero de unidades de maltotriose substituidas (Y) € o nimero total de

unidades de maltotriose, ndo substituidas (X) e substituidas (Y):

e Y
Grau de substitui¢ao = X3V (12)

Substituindo em (12) as expressdes de Y e de X deduzidas, respectivamente, nas

equagdes (10) e (11), vem que o grau de substituigdo é dado por:

A
Grau de substituigio = 52+ 13
rau de substituigdo = 557 & x (13)
T 288 "2

Por simplificagdo da expressdo (13) vem:

Grau de substituigio = ﬁ%—% (14)

Substituindo na expressio (14), A e B pelos respectivos valores de integrais, obtém-
se o valor do grau de substituigio do grupo palmitoilo no O-palmitoilpululano por unidade

de maltotriose:

e 12 x 2.361
Grau de substituigdo = 57——767 018 + 3 361 (15)

=(.012 / unidade de maltotriose
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Atendendo a que cada unidade de maltotriose é constituida por 3 unidades de
glucose, o grau de substituigdo do grupo palmitoilo no O-palmitoilpululano por 100

unidades de glucose € dado por:

Grau de substituicdo = 0.012 x % x 100 (16)

=04

Em face do exposto, verifica-se que o O-palmitoilpululano sintetizado apresenta um
grau de substitui¢do de 0.4 residuos de palmitoilo por 100 unidades de glucose (0.4%),
valor inferior ao obtido por Sato (1990) e Sunamoto et al. (1992), que foi de 1.8 residuos de
palmitoilo por 100 unidades de glucose, apesar de se ter procurado reproduzir a metodologia
descrita por aqueles autores. Esta diferenga poderd dever-se ao facto do tempo de reacgdo (2
h a 60°C e depois 1 h a temperatura ambiente), para as condigdes de agitagio magnética

utilizadas, ter sido insuficiente.

O O-palmitoilpululano sintetizado e caracterizado desta forma, foi utilizado
posteriormente nos estudos de permeabilidade e fluidez da membrana lipossomal e ainda nos

estudos acelerados de estabilidade de lipossomas contendo carboplatina.
3.2. EFEITO DO O-PALMITOILPULULANO NA MEMBRANA LIPOSSOMAL
3.2.1. Efeito na Permeabilidade
3.2.1.1. Andlise Comparativa entre Lipossomas Unilamelares
Pequenos e Grandes Nao Revestidos e Lipossomas Unilamelares

Grandes Revestidos

Até a década de 70, as técnicas enzimadticas e de radiomarcadores constituiam as

metodologias de eleigdo no estudo de estabilidade de lipossomas (Lelkes, 1984). Em 1977,
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Weinstein et al. desenvolveram um método fluorimétrico simples para avaliar a estabilidade
de um determinado sistema lipossomal utilizando a CF. Actualmente, esta metodologia tem
um vasto campo de aplicagdo, como seja por exemplo, no estudo da interacgdo de farmacos
com membranas (Au, Weiner e Schacht, 1987; Aranda e Kruijff, 1988) e no estudo da
interacgdo de lipossomas com componentes do soro (Lelkes e Friedmann, 1984), com o
sangue (Lelkes e Tandeter, 1982), com células (Weinstein et al., 1977), e ainda nos estudos
de permeabilidade de membranas lipossomais (Sunamoto et al., 1984 a; Sunamoto et al.,
1984 b; Sato, 1990; Sunamoto et al., 1992) e de estabilidade de lipossomas (Talsma, 1991).
Esta foi a metodologia adoptada neste trabalho para efectuar o estudo comparativo das
propriedades de permeabilidade membranar entre lipossomas unilamelares pequenos e
lipossomas unilamelares grandes, bem como para avaliar o efeito do revestimento com o O-

palmitoilpululano na permeabilidade de lipossomas unilamelares grandes.

O estudo da influéncia do O-palmitoilpululano na permeabilidade da membrana
lipossomal foi jd realizado por Sato (1990) e Sunamoto et al. (1992) com lipossomas
unilamelares pequenos obtidos por sonicagdo. Assim, numa fase preliminar, efectuou-se um
estudo comparativo da permeabilidade da membrana lipossomal entre lipossomas
unilamelares pequenos obtidos por sonicagdo (de acordo com o descrito na secgdo 2.1.1.2.)
e lipossomas unilamelares grandes, obtidos por combinag¢do dos métodos de evaporagdo em
fase reversa e extrusdo (de acordo com o descrito na secgdo 2.1.1.1.). Neste trabalho
preconiza-se a utilizag@o de lipossomas unilamelares grandes devido ao facto de um dos
objectivos consistir na encapsulagdo de um fdrmaco hidrossoldvel. Estes lipossomas
apresentam uma frac¢do de volume aquoso encapsulado que € superior, por exemplo, a dos
lipossomas unilamelares pequenos, para a mesma concentragao de lipido (Lasic, 1993 b) e,
por esta razdo, sdo especialmente indicados para a encapsulagio de compostos

hidrossoliveis (New, 1990 b).

Apés preparagdo, os lipossomas unilamelares grandes e contendo CF foram

separados da CF ndo encapsulada por cromatografia de exclusdo molecular em coluna de
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sephadex G-25. Na figura 20 apresenta-se um cromatograma tipico de uma separagio entre
lipossomas contendo CF e CF ndo encapsulada em coluna de sephadex G-25. Os
lipossomas foram eluidos num volume entre 7 ¢ 14 ml, enquanto que a CF livre foi eluida
num volume compreendido entre 23 e 53 ml. Estes dados, a par da observagio do
cromatograma respectivo (figura 20), sdo reveladores de uma separagdo completa entre

lipossomas e CF livre.
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Figura 20: Perfil de eluicdo tipico de uma separacdo entre lipossomas
unilamelares grandes contendo CF e CF livre em coluna de sephadex G-25.
Este cromatograma reporta-se a separagao, a temperatura ambiente, entre lipossomas unilamelares
grandes contendo CF e CF livre. O fluxo foi de 0.78 mi/min, tendo a elui¢&o sido realizada com uma
solugao aquosa de Tris-HCI 20 mM e NaCl 200 mM a pH 8.6. A variagdo da densidade dptica foi
registada continuamente a 280 nm. Os lipossomas foram eluidos num volume entre 7 e 14 ml,
enquanto que a CF livre foi eluida num volume compreendido entre 23 e 53 ml. u.a.: unidades

arbitrarias.

Os lipossomas unilamelares pequenos foram separados dos lipossomas
multilamelares (ambos contendo CF) e da CF ndo encapsulada por cromatografia de
exclusdo molecular em coluna de sepharose 4B. Na figura 21 apresenta-se um cromatograma

tipico de uma separagdo em coluna de sepharose 4B entre lipossomas multilamelares,
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lipossomas unilamelares pequenos € CF nio encapsulada (Sato, 1990; Sunamoto et al.,

1992). Estes componentes foram eluidos, respectivamente, entre 23 € 27 ml, 43 € 51 ml € 62

e 113 mlL
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Figura 21: Perfil de eluicdo tipico de uma separacdo entre lipossomas
multilamelares, lipossomas unilamelares pequenos (ambos contendo CF) e
CF nao encapsulada em coluna de sepharose 4B. Este cromatograma reporta-se a
separagdo, a temperatura ambiente, entre lipossomas multilamelares, lipossomas unilamelares
pequenos (ambos contendo CF) e CF livre. O fluxo foi de 0.39 ml/min, tendo a eluigdo sido
realizada com uma solugdo aquosa de Tris-HCI 20 mM e NaCl 200 mM a pH 8.6. A variagao da
densidade éptica foi registada continuamente a 280 nm. Os lipossomas multilamelares e os
lipossomas unilamelares pequenos foram eluidos, respectivamente, entre 23 e 27 ml e 43 e 51 ml,
enquanto que a CF livre foi eluida num volume compreendido entre 62 ¢ 113 ml. u.a.: unidades

arbitrarias.

Antes da realiza¢do dos estudos de permeabilidade propriamente ditos, procedeu-se a
caracterizagfio dos lipossomas utilizados neste estudo. Os lipossomas ndo revestidos foram
caracterizados em termos da razdo molar de CF e fosfatidilcolina de ovo determinados na
fase de hidratagdo (CFy/PC;), da capacidade de ligacdo, da eficiéncia de encapsulagéo, do
tamanho, do volume de encapsulagdo e da recuperagdo. Nos lipossomas revestidos apenas

foi determinado o tamanho (tabela IV).
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Tabela IV: Pardmetros de caracterizagdo de lipossomas unilamelares grandes
revestidos e lipossomas unilamelares grandes e unilamelares pequenos nio

revestidos.
Amostra CF/PC; CL EE  Tamanho VE  Recuperagio
(ng/umol)  (ug/umol) (%) (nm)  (ul/umol) (%)
Lipossomas unilamelares i i _ 242.8 ) _
grandes revestidos & 3.1
Lipossomas unilamelares
1047.6 46.6 4.4 247.3 4.0 0.3

grandes nfo revestidos *22) 01 (002 (45 (£ 0.02) (+ 0.001)

Lipossomas unilamelares o 4 76 04 539 04 0.02

pequenos ndo revestidos (* 1.6) #0.01) (00D (*+09) (£0.001) (£0.00005)

Lipossomas unilamelares grandes e unilamelares pequenos de fosfatidilcolina de ovo preparados

em solugdo aquosa de Tris-HCI1 20 mM e de NaCl 200 mM a pH 8.6 contendo CF 50 mM. Os valores
apresentados sao a média de 3 determinagdes; o desvio padrdo é dado entre paréntesis. CFy/PC;:

razdo molar entre a 5 (6)-carboxifluoresceina e a fosfatidilcolina de ovo determinados na fase de
hidratagdo; CL: capacidade de ligacdo; EE: eficiéncia de encapsulacido; VE: volume de
encapsulagio.

Os valores de tamanho apresentados na tabela IV, certificam que os lipossomas
preparados por combinag@o dos métodos de evaporagdo em fase reversa e extrusdo sio de
facto, e de acordo com a classificagdo adoptada neste trabalho, lipossomas grandes, por
terem um tamanho superior a 100 nm (247.3 nm), e aqueles preparados por sonicagio sdo
lipossomas pequenos por possuirem um tamanho inferior a 100 nm (53.9 nm). Assim, os
lipossomas unilamelares grandes apresentam valores de capacidade de ligagdo de CF aos
lipossomas, efici€ncia e volume de encapsulagio e recuperagdo de CF superiores em relagdo
aos lipossomas unilamelares pequenos. De notar que ndo existem diferengas significativas de
tamanho entre os lipossomas unilamelares grandes, revestidos (242.8 nm) e ndo revestidos
(247.3 nm).

Designadamente, os valores de volume de encapsulagdo apresentados na tabela IV

comprovam os dados da literatura (Lasic 1993 b) que referem que a fracgdo de volume
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aquoso encapsulada em lipossomas unilamelares grandes é superior & dos lipossomas
unilamelares pequenos, tornando por isso os primeiros especialmente adequados para a
encapsulagdo de farmacos hidrossoldveis como € o caso da carboplatina.

Estes pardmetros (com excepg¢do do tamanho) foram determinados numa gama de
valores de concentragdes de carboxifluorescefna (de 0 a 0.4 UM) com os quais as

intensidades de fluorescéncia determinadas se relacionam linearmente (figura 22).
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Figura 22: Curva de calibracao da CF. Correlagdo entre a intensidade de fluorescéncia

da CF e a sua concentragdo em solugao aquosa de Tris-HCI 20 mM e NaCl 200 mM, pH 8.6, a
temperatura de 25°C e na presenga de 2.9% de triton X-100, para um comprimentos de onda de
515 nm (o0 comprimentos de onda de excitagao correspondente foi de 494 nm) e com fendas de

excitagao e de emisséo de 2.5 nm.

As amostras assim obtidas e caracterizadas foram submetidas ao estudo de
permeabilidade membranar por detecgiio da libertagdo espontinea de CF encapsulada nos
lipossomas, através da variacdo do seu sinal de fluorescéncia, em fung@o do tempo € a
temperatura de 50°C.

A observagdo da figura 23 indica desde logo que os lipossomas unilamelares

pequenos ndo revestidos apresentam uma permeabilidade membranar superior a dos
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lipossomas unilamelares grandes e ndo revestidos. Estes, decorridas 3 h de ensaio libertaram
cerca de 26% do seu contetido em CF, enquanto que os lipossomas unilamelares pequenos,
ao fim do mesmo periodo de tempo, libertaram mais do dobro daquele valor (cerca de 61%).
Ao fim de 42 h, os lipossomas unilamelares grandes ndo revestidos libertaram cerca de 67%
do seu conteddo, enquanto que os unilamelares pequenos, ao fim de apenas 5 h, tinham j4

libertado cerca de 80% do seu conteddo em CF.

100
80+
® t
6 60‘-_—
e [
el =
@ 40 |
] i
<

a X
] 20—_—
0-L

Illllllll[lllIVI'IIllllIII'

0 10 20 30 40 50

Tempo (hores)

Figura 23: Libertacdo espontinea de CF encapsulada em lipossomas em
funcdo do tempo e a temperatura de 50°C. Libertagdo, em fungdo do tempo e a
temperatura de 50°C, de CF 50 mM em solugio aquosa de Tris-HCI 20 mM e NaCl 200 mM a pH
8.6, encapsulada-em lipossomas unilamelares grandes de fosfatidilcolina de ovo (1.5 x 1073 mM),
revestidos com o O-palmitoilpululano (—®&—; razio ponderal OPP/PC = 3) e nao revestidos
(—O—), e em lipossomas unilamelares pequenos nao revestidos, obtidos por sonicacgio e
constituidos pelo mesmo lipido (27 x 1073 mM) (—=&—). A libertagao foi registada a 515 nm (o
comprimento de onda de excitagado foi de 494 nm) e com fendas de excitacio e de emissao de 2.5
nm. A percentagem da libertagdo de CF foi determinada de acordo com o descrito na secgéo
2.3.1..

Estes resultados apontam, a partida, para uma menor permeabilidade dos lipossomas
de maiores dimensdes em relagdo aos mais pequenos o que se deve, provavelmente, ao facto

da diminuigfo de tamanho determinar um aumento da curvatura da bicamada, o que torna os
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lipossomas unilamelares pequenos termodinamicamente mais instdveis do que os lipossomas
unilamelares grandes (Sheetz e Chan, 1972).

Estes dados rcvélam que a utilizagdo dos lipossomas unilamelares grandes, além de
ser preconizada neste trabalho, como j4 referido, tem a vantagem de proporcionar uma maior
estabilidade em relagdo aos lipossomas unilamelares pequenos e que € traduzida por uma

menor permeabilidade membranar daqueles.

Sato (1990) e Sunamoto et al. (1992) realizaram estudos de permeabilidade em
lipossomas unilamelares pequenos revestidos com o O-palmitoilpululano, variando a razdo
ponderal OPP/PC entre O e 3, tendo constatado que a razdo ponderal OPP/PC igual a 3 era
aquela que induzia uma menor permeabilidade da membrana desses lipossomas. Assim
sendo, a fase seguinte do presente estudo de permeabilidade consistiu em avaliar o efeito do
revestimento da superficie dos lipossomas unilamelares grandes com o O~palnﬁ£oilpululano
sintetizado neste trabalho, numa razdo ponderal OPP/PC igual a 3.

Os lipossomas contendo CF e previamente separados de CF livre por passagem em
coluna de sephadex G-25, foram revestidos, por incubagfo com uma solugdo de O-
palmitoilpululano (solubilizado no mesmo meio de preparag@o dos lipossomas) a temperatura
de 20°C durante 1 h e mediante agitagdo magnética, de forma a perfazer, neste caso, a razdo
ponderal OPP/PC igual a 3.

| A amostra assim preparada foi submetida ao estudo de permeabilidade de forma
andloga a referida anteriormente. Assim, e ainda segundo a figura 23, pode constatar-se que
ao fim de 42 h de ensaio, os lipossomas unilamelares grandes revestidos libertaram cerca de
30% do contetido inicial em CF, enquanto que os nfio revestidos libertaram mais do dobro
daquele valor (cerca de 67%). Estes resultados apontam para um acentuado retardamento da
libertagdo de CF em consequéncia do revestimento da superficie dos lipossomas,
comparativamente com a libertagdo no mesmo tipo de lipossomas mas ndo revestidos.

De salientar que por andlise da figura 23 verifica-se que as curvas de libertagdo de CF
relativas aos lipossomas unilamelarés grandes, revestidos € ndo revestidos, revelam uma

diminuigdo acentuada da velocidade de libertagdo a partir das 6 h, apés o inicio do ensaio.
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3.2.1.2. Andlise de Diferentes Razdes Ponderais OPP/PC

Uma vez comprovado o efeito de diminui¢do da permeabilidade da membrana
lipossomal pelo O-palmitoilpululano, seguiu-se o estudo do efeito do revestimento de
diversas razdes ponderais OPP/PC na permeabilidade da membrana, por analogia com o
realizado por Sato (1990) e Sunamoto ez al. (1992) com lipossomas unilamelares pequenos.

No presente trabalho, para além das razdes ponderais OPP/PC entre 0 e 3, utilizou-se
também a razdo ponderal OPP/PC igual a 4, com o objectivo de verificar se o aumento da
razdo para um valor superior a 3 acentuava a diminui¢@o da permeabilidade membranar ou
se, pelo contrdrio, induzia algum tipo de desestabilizagdo da membrana, aumentando,

consequentemente, a permeabilidade da membrana lipossomal.

O revestimento dos lipossomas € o estudo de permeabilidade foram realizados de
forma andloga a j4 descrita, com a diferenga de que, neste caso, o ensaio de permeabilidade
teve a duragdo apenas de 120 min, por este intervalo de tempo se situar naquele
correspondente s velocidades de libertagdo de CF mais acentuadas (figura 23), abreviando-
se, deste modo, a duragdo do ensaio.

De referir que, neste trabalho, ndo se procedeu a separag@o do polissacarideo livre,
uma vez que se constatou, tal como jé referido por Takada et al. (1984), que este ndo exercia
um efeito significativo no comportamento das vesiculas, nomeadamente, no que se refere a
fenémenos de fusdo, agregagio e/ou lise. Os dados apresentados na tabela V comprovam
este facto dado que se verifica que ndo existem diferencgas significativas entre os valores de
tamanho dos lipossomas revestidos (correspondentes aos valores de razdo ponderal OPP/PC
de 1 a 4) relativamente aos lipossomas ndo revestidos (correspondente ao valor de razio

ponderal OPP/PC igual a 0).
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Tabela V: Valores de tamanho de lipossomas unilamelares grandes para
diferentes razdes ponderais OPP/PC.

OPP/PC Tamanho
(nm)
0 2420 (£ 2.2)
1 2419 (+ 4.4)
2 254.7 ( 2.5)
3 226.0 (+ 5.7)
4 254.8 (+ 4.2)

Determinagbes de tamanho de lipossomas unilamelares grandes de fosfatidilcolina de ovo
preparados em solug&o aquosa de Tris-HCI 20 mM e de NaCl 200 mM a pH 8.6 e contendo CF 50
mM, realizadas num aparelho Autosizer Il C, & temperatura de 209C, para um angulo de difracgao de
90° e utilizando como fonte de luz incidente um raio laser de neon-hélio, a um valor de
comprimento de onda de 633 nm e operando a 5 mW. Os valores de viscosidade e de indice de
refracgéo utilizados foram, respectivamente, 1.0020 cp e 1.33299. Os valores apresentados sio a
média de 3 determinagdes; o desvio padrao é dado entre paréntesis.

A partir dos dados representados na figura 24 € possivel verificar que, 2 medida que
aumenta a razdo ponderal OPP/PC, diminui sucessivamente a velocidade de libertagdo de CF

encapsulada nos lipossomas.




Resuttados e Discussio 84

OPPIPC

8 — —— 0

- = el

61 e— 2

& i —>¢— 3

3) - —— 4
s a4
o B
13~ o
3 B
% L
2 27
- Z
0L

0 20 40 60 80 100 120
Tempo(minutos)

Figura 24: Efeito de diferentes quocientes ponderais OPP/PC na libertagao
espontdnea de CF encapsulada em lipossomas unilamelares grandes, em
funcio do tempo e a temperatura de 50°C. Libertagdo, em fungéo do tempo, de CF 50
mM em solugao aquosa de Tris-HCI 20 mM e NaCl 200 mM a pH 8.6, encapsulada em lipossomas
unilamelares grandes de fosfatidilcolina de ovo (1.5 x 103 mM), ndo revestidos (raz&o ponderal
OPP/PC = 0) e revestidos (razé@o ponderal OPP/PC = 1 a 4). A libertagao foi registada a 515 nm (o
comprimento de onda de excitag&o foi de 494 nm) e com fendas de excitagcio e de emisséo de 2.5
nm. A percentagem da libertagdo de CF foi determinada de acordo com o descrito na secgéo
2.3.1..

Para além da diminuigfo da velocidade de libertagdo de CF com o aumento da razdo
ponderal OPP/PC, verifica-se, paralelamente, uma tendéncia cada vez maior para a
diminuig@o da permeabilidade membranar e que se traduz numa cada vez menor percentagem
total de CF libertada ao fim de 120 min. Este facto € alids bem ilustrado na figura 25.

Nos lipossomas ndo revestidos, decorridos 120 min de ensaio registou-se uma
libertagdo de CF de 8.0% relativamente ao teor inicial. O revestimento da superficie dos
lipossomas com quantidades de polimero perfazendo razdes ponderais OPP/PCde 1,2 ¢ 3
determinou diminui¢gdes sucessivamente mais acentuadas da percentagem total de CF

libertada ao fim de 120 min, e que se traduziram, respectivamente, nos valores 4.5, 2.2 €
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1.6%. Para a razdo ponderal OPP/PC igual a 4, a percentagem total de CF libertada ao fim

de 120 min assumiu o valor de 1.4%.
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Figura 25: Libertacao total de CF encapsulada em lipossomas unilamelares
grandes ao fim de 120 min, em funcao de diferentes razdes ponderais
OPP/PC a temperatura de 50°C. Para mais pormenores ver legenda da figura 24.

Estes resultados sdo qualitativamente concordantes com os obtidos por Sato (1990) e
Sunamoto et al. (1992) em lipossomas unilamelares pequenos, uma vez que também se
verifica uma tendéncia para a diminuig¢do da permeabilidade da membrana lipossomal 2
medida que se aumenta a razdo ponderal OPP/PC desde 0 a 3. Pode constatar-se que para as
razdes ponderais OPP/PC iguais a 3 e 4, ndo existem diferengas substanciais em termos da
diminuig¢@o da permeabilidade membranar de CF. Assim sendo, o valor da razio ponderal
OPP/PC igual a 3 foi considerado como sendo aquele que determinava uma menor
permeabilidade membranar, dado que € o valor que implica um menor gasto de
polissacarfdeo. Neste caso o papel do diferente grau de substitui¢cdo do polimero deve ser
apreciado apenas de um ponto de vista qualitativo, uma vez que os sistemas coloidais em

causa diferem no seu tamanho e na sua estabilidade relativa, como alids foi j4 comprovado.
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Uma vez que se comprovou a maior estabilidade dos lipossomas unilamelares
grandes relativamente aos pequenos € se considerou que o valor da razdo ponderal OPP/PC
igual a 3 era aquele que induzia uma menor permeabilidade da membrana dos lipossomas,
optou-se pela utilizagdo em estudos posteriores de lipossomas unilamelares grandes
revestidos naquela razdo ponderal OPP/PC (quando se justifica a utiliza¢@o de lipossomas
revestidos), nomeadamente, no que se refere ao estudo do efeito do O-palmitoilpululano na

fluidez da membrana lipossomal e na estabilidade de lipossomas de carboplatina.

3.2.2. Efeito na Fluidez

Com o objectivo de obter dados adicionais sobre o efeito do revestimento da
superficie dos lipossomas com o O-palmitoilpululano, foram realizados estudos de fluidez da
membrana lipossomal por recurso a técnica de polarizagdo de fluorescéncia, utilizando as
moléculas fluorescentes, DPH e DPH-PA.

A polarizagdo de fluorescéncia consiste na excitagdo, com um feixe monocromatico
de luz polarizada, de um fluoréforo previamente incorporado na membrana cujo eixo
molecular estd orientado numa determinada direc¢@o em relagdo ao plano de polarizagdo da
luz de excitagdo. Se o fluoréforo permanecer imobilizado (o que acontece, por exemplo,
num meio de grande viscosidade) durante a fase de excitagio (cerca de 108 s), e se o seu
eixo molecular for paralelo (ou quase paralelo) ao plano de polarizagdo da luz de excitag@o, a
fluorescéncia emitida € também polarizada no mesmo plano relativamente ao de excitagdo. Se
pelo contrdrio, o fluoréforo estiver imbuido de um movimento rotacional (por exemplo,
devido a uma diminuig@o da viscosidade do meio), a polarizagdo da fluorescéncia emitida
diminui. A luz polarizada emitida € utilizada como uma medida do movimento oscilante do
fluoréforo durante a fase de excitagio, o qual € limitado pela mobilidade e grau de ordem do
meio circundante (Jones € Cossins, 1990). O termo fluidez é normalmente associado 2

mobilidade e grau de ordem das membranas fosfolipidicas.
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A fluidez do dominio hidrofébico da bicamada ¢ dada pelo valor de polarizagdo de
fluorescéncia do DPH, enquanto que o valor de polarizagdo de fluorescéncia do DPH-PA
traduz a fluidez da regido correspondente as cadeias acilo fosfolipidicas localizadas numa
zona mais préxima da superficie da membrana relativamente ao que se verifica para o DPH

(Trotter e Storch, 1989).

Duas amostras de lipossomas foram incubadas, uma com o DPH e outra com o
DPH-PA, ao abrigo da luz durante uma noite, & temperatura de 4°C, apés o que se
revestiram com o O-palmitoilpululano na razdo ponderal OPP/PC igual a 3. Paralelamente
duas amostras de lipossomas foram incubadas de forma idéntica, ndo tendo sido, todavia,
revestidas, servindo, nestas condi¢des, como amostra controlo. Os valores de polarizagdo de
fluorescéncia foram determinados de acordo com o referido na secgdo 2.3.2. Os resultados

sdo apresentados na tabela VI.

Os dados relativos ao efeito do revestimento da superficie dos lipossomas com o O-
palmitoilpululano na fluidez do dominio hidrofébico da membrana lipossomal, € obtidos por
determinagdo do valor de polarizag¢do de fluorescéncia do DPH, sdo pouco conclusivos. Isto
porque, quer a 37°C quer a 50°C, os valores de polarizagdo de fluorescéncia do controlo €
das amostras sd@o muito préximos, ndo se registando assim, uma tendéncia de variagdo
acentuada da fluidez.

Pelo contrdrio, o aumento dos valores de polarizagdo de fluorescéncia do DPH-PA
referentes aos lipossomas revestidos, relativamente aos lipossomas nio revestidos (amostra
controlo), indicam uma tendéncia para uma diminui¢do da fluidez em consequéncia do
revestimento com o O-palmitoilpululano. Esta tendéncia € mais acentuada para a temperatura
de 50°C, sendo da ordem dos 17%. De registar que este efeito é idéntico ao verificado
aquando da diminui¢do de temperatura na amostra controlo, de 50 para 37°C. O facto deste
efeito ser mais marcado a temperatura de 50°C relativamente a de 379C, poderd dever-se a
uma maior fluidificagdo da membrana & temperatura de 50°C o que torna mais saliente o

efeito do polimero.
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Tabela VI: Valores de polarizacdo de fluorescéncia do DPH e do DPH-PA
em lipossomas revestidos com o O-palmitoilpululano.

Polarizagio de fluorescéncia (p)

Amostra DPH DPH-PA

37°C 50°C 37°C 50°C

Lipossomas nio revestidos (controlo) 0.119 0.085 0.186 0.159
(£ 0.003) (* 0.009) (* 0.002) (* 0.006)

Lipossomas revestidos 0.108 0.092 0.190 0.186

Determinagbes de polarizagao de fluorescéncia com o DPH e DPH-PA, a 37 e a 50°C, incorporados
na membrana de lipossomas unilamelares grandes de fosfatidilcolina de ovo (0.345 mM),
preparados em solug@o aquosa contendo NaCl a 0.6% e dextrose a 1.67% apHentre 6 e 7, e
revestidos com o O-palmitoilpululano. As leituras foram realizadas a 357 e 428 nm
(respectivamente, os comprimentos de onda de excitagdo e de emissédo) e com fendas de
excitagao de 3 nm e de emissdo de 4 nm. O valor das razdes molares PC/DPH e PC/DPH-PA foi de
400; o valor da razdo ponderal OPP/PC foi de 3. Os valores apresentados sdo a média de 3
determinagbes; o desvio padrdo é dado entre paréntesis. As determinacbes de polarizagdo de
fluorescéncia foram realizadas de acordo com o descrito na secgdo 2.3.2..

De acordo com o referido por Sato (1990) e Sunamoto et al. (1992), o O-
palmitoilpululano (neste caso, com um grau de substitui¢do de 1.8 e para um valor de razéo
ponderal OPP/PC igual a 2) diminui ligeiramente a fluidez no dominio hidrofébico da
membrana lipossomal. A observagdo dos valores publicados por estes autores revela que o
efeito do polimero nesta zona da membrana € pouco acentuado, pelo que € de alguma forma
discutivel afirmar-se que o O-palmitoilpululano exerce algum tipo de efeito na fluidez ao
nivel da regifo hidrofébica da membrana.

Ainda segundo os mesmos autores, 0 mesmo polimero ndo induz qualquer altera¢do
de fluidez ao nivel da regido préxima da superficie da bicamada. De referir todavia, que este
tltimo resultado ndo foi obtido com o DPH-PA, mas sim por recurso a outra sonda
fluorescente: n-hexadecil-5-dimetilamino-1-naftalenosulfonamida (DSHA). Assim, a

disparidade de resultados poderd ser devida ao facto de se terem utilizado sondas diferentes
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nos dois estudos as quais possuem fluoréforos que se localizam em regides diferentes na
bicamada: o fluoréforo do DPH-PA encontra-se intercalado entre as cadeias acilo das
moléculas fosfolipidicas, na parte mais préxima do grupo glicerol (Trotter e Storch, 1989),
enquanto que o fluoréforo do DSHA se localiza na regido polar das moléculas fosfolipidicas
€, como tal, mais préximo ainda da superficie da bicamada fosfolipidica comparativamente
com a localizag@o do fluoréforo do DPH-PA (Iwamoto e Sunamoto, 1981). De facto o O-
palmitoilpululano, numa e noutra zona da bicamada, poder4 induzir efeitos diferentes em
termos de fluidez, daf eventualmente o registo de resultados diferentes quando os ensaios

sdo realizados com DPH-PA e DSHA.

Em suma, os dados obtidos a partir do valor de polarizagdo de fluorescéncia do
DPH-PA, a par dos de permeabilidade membranar obtidos com a CF, colocam em evidéncia
o potencial efeito de estabilizagdo da membrana lipossomal pelo O-palmitoilpululano (na
proporgdo ponderal testada de OPP/PC igual a 3 e com um grau de substitui¢do de 0.4%),

respectivamente, por diminuigdo da fluidez e por diminui¢do da permeabilidade membranar.

3.3. ESTUDOS REALIZADOS EM LIPOSSOMAS CONTENDO CARBOPLATINA

Entre outros aspectos, a utilizag’éo’ dos lipossomas como vectores de formacos requer
a realizac@o de uma adequada caracterizagdo destes sistemas, no sentido de apurar os factores
(como por exemplo, a capacidade de ligag@o e a efici€ncia de encapsulagio do farmaco, bem
como a estabilidade da preparag¢@o) que regem o seu comportamento in vitro e que traduzem
a sua aptiddo para a vectorizag@o de um dado fdrmaco.

Assim para além do estudo do efeito da carboplatina na fluidez da membrana
lipossomal, os lipossomas unilamelares grandes ndo revestidos, contendo carboplatina e
preparados em meios de hidratagdo com diferentes teores de NaCl, foram caracterizados
preliminarmente em termos de eficiéncia de encapsulagdo e de capacidade de ligacdo do
farmaco. Foi realizado também o estudo de estabilidade dos mesmos lipossomas, avaliada

em termos da percentagem de retengdo de platina, que permitiu optimizar o meio de
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hidratagdo a usar na preparagio dos lipossomas de carboplatina revestidos com O-

palmitoilpululano.

3.3.1. Efeito da Carboplatina na Fluidez da Membrana

Lipossomal

Nos estudos realizados com lipossomas contendo carBoplatina avaliou-se, numa
primeira fase, a influéncia do firmaco na fluidez da membrana lipossomal por recurso s
sondas fluorescentes, DPH e DPH-PA, utilizadas nos estudos com o O-palmitoilpululano.

Duas amostras distintas de lipossomas contendo carboplatina, e previamente filtradas
por coluna de sephadex G-25, foram incubadas, uma com DPH e outra com DPH-PA, ao
abrigo da luz durante uma noite, 3 temperatura de 4°C. Paralelamente, duas amostras de
lipossomas, sem farmaco, foram incubadas de forma idéntica, tendo sido usadas como
referéncia (amostra controlo que foi a mesma que foi utilizada nos estudos de fluidez
membranar realizados com o O-palmitoilpululano). Os resultados deste estudo apresentam-se

na tabela VIIL

Tabela VII: Valores de polarizacio de fluorescéncia do DPH e do DPH-PA
em lipossomas contendo carboplatina.

Polarizagio de fluorescéncia (p)

Amostra DPH DPH-PA
37°C 50°C 37°C 50°C
Lipossomas sem carboplatina e nio 0.119 0.085 0.186 0.159
revestidos (controlo) (= 0.003) (£ 0.009) (% 0.002) (= 0.006)
Lipossomas contendo carboplatina 0.101 0.084 0.190 0.163
e ndo revestidos (£ 0.004) (£ 0.004) (% 0.005) (£ 0.002)

A concentragdo de carboplatina no meio de hidratagao foi de 0.027 mM. Para mais pormenores ver
legenda da tabela VI.
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A semelhanga dos valores de polarizagio de fluorescéncia do DPH e do DPH-PA
determinados a 37 e a 50°C, entre os lipossomas contendo carboplatina e as amostras
controlo indicam, aparentemente, que a carboplatina ndo exerce qualquer efeito ao nivel da

fluidez membranar, pelo menos, na concentragdo utilizada. -

De momento ndo se dispdem de outros estudos sobre a influéncia da carboplatina na
fluidez da membrana de lipossomas, envolvendo o DPH. Todavia, é de assinalar que
Simpkins e Pearlman (1986) estudaram o efeito da carboplatina (para concentragdes de 0.05
€ 0.2 mM) na fluidez da membrana de timécitos de ratos a 37°C, por recurso ao DPH, tendo
observado igualmente uma auséncia de alterag@o da fluidez membranar. E de assinalar que
este resultado € idéntico ao registado no presente trabalho, o qual, no entanto, se reporta 4
fluidez da membrana de lipossomas de fosfatidilcolina de ovo e para concentragdes dé
carboplatina no meio de hidratagio de 0.027 mM.

A auséncia de efeito da carboplatina na fluidez em zonas mais préximas da superficie
membranar, traduzido pelos valores de polarizagio de fluorescéncia do DPH-PA, coincide
com o obtido por aqueles autores, mas por recurso & determinagdo dos valores de
polarizagdo de fluorescéncia do 1-(4-trimetilamoniofenil)-6-fenil-1,3,5-hexatrieno (TMA-
DPH) em lipossomas com uma composi¢do fosfolipidica semelhante & membrana de
timdcitos de rato e com e sem colesterol. De referir, contudo, que segundo Trotter e Storch
(1989), tanto o0 DPH-PA como o TMA-DPH se dispdem ao nivel da interface aquosa da
membrana, encontrando-se em ambos os casos a cadeia fluorescente (que é igual nas duas
moléculas) intercalada entre as cadeias acilo fosfolipidicas. A tnica diferenga reside no facto
de, no DPH-PA, devido 2 existéncia do 4cido propiénico como grupo substituinte ligado a
um grupo fenilo, a cadeia fluorescente possuir uma localizagdo ligeiramente mais profunda
no seio da bicamada do que no caso do TMA-DPH, o que, todavia, ndo parece ser relevante
na avalia¢do do fenémeno de fluidez membranar para este caso concreto.

Os estudos de fluidez realizados por Simpkins e Pearlman (1986) com o TMA-DPH
revelaram que a carboplatina aumenta a fluidez (este efeito € directamente proporcional &

concentragdo do formaco) apenas quando os estudos se desenrolam na presenga integral das
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células de timdcitos de rato (e ndo nas membranas isoladas). Segundo ainda estes autores,
este facto poderd indicar que a interacgdo da carboplatina com a membrana envolve nio

apenas interacgdes lipido-lipido mas também interacges lipido-proteinas.

3.3.2. Efeito do Teor em NaCl do Meio de Hidratacdo na

Encapsulacdo de Carboplatina

O meio de hidratag@o dos lipossomas constitui um parimetro de estudo importante na
optimizagio da preparagfio de lipossomas contendo firmacos. Crommelin, Slats e van Bloois
(1983) demonstraram a influéncia do pH do meio de hidratagdo na encapsulagdo da
doxorubicina, enquanto que Steerenberg et al. (1987) demonstraram a influéncia do teor em
NaCl do meio de hidratagfio na capacidade de ligagdo do cisplatinio.

Sabe-se que a estabilidade de uma solugdo aquosa de carboplatina em meio de
dextrose a 5% € superior a estabilidade de uma solugio aquosa do mesmo farmaco num meio
de NaCl a 0.9% (Wenfu, Zhenhuan e Yiku, 1993). Em face do exposto, no presente
trabalho estudou-se a influéncia do teor em NaCl do meio de hidratagdo em alguns
pardmetros de encapsulagdo da carboplatina, nomeadamente, a eficiéncia de encapsulagio € a
capacidade de ligacdo, em lipossomas unilamelares grandes de fosfatidilcolina de ovo ndo

revestidos.

Os lipossomas unilamelares grandes empregues neste estudo foram preparados em
solugdo aquosa de carboplatina (0.027 mM) a pH entre 6 e 7, contendo diferentes
percentagens de NaCl: 0, 0.3, 0.6 € 0.9%. Como j4 referido anteriormente, com excepgido
da solugdo de carboplatina contendo 0.9% de NaCl, todas as outras foram adicionadas de
dextrose de forma a constituirem solugdes isoténicas. Apds preparagdo, separaram-se 0s
lipossomas contendo carboplatina do farmaco livre em coluna de sephadex G-25. Na figura
26 apresenta-se um cromatograma tipico de uma separagfo em coluna de sephadex G-25

entre lipossomas contendo carboplatina, eluidos num volume entre 7 € 13 ml, e o formaco
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nio encapsulado, eluido num volume compreendido entre 22 ¢ 36 ml, o que garante uma

separa¢do completa entre lipossomas e carboplatina livre.
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Figura 26: Perfil de eluicao tipico de uma separacdo entre lipossomas
unilamelares grandes contendo carboplatina e o firmaco nio encapsulado,
em coluna de sephadex G-25. Este cromatograma reporta-se & separagao, & temperatura
ambiente, de lipossomas unilamelares grandes contendo carboplatina do farmaco livre. O fluxo foi
de 0.36 ml/min, tendo a eluigdo sido realizada com uma solugdo de NaCl 0.6% e de dextrose
1.67%, a pH entre 6 e 7. A variagao da densidade dptica foi registada continuamente a 280 nm. Os
lipossomas foram eluidos num volume entre 7 e 13 ml, enquanto que a carboplatina nio
encapsulada foi eluida num volume compreendido entre 22 e 36 ml. u.a.: unidades arbitrérias.

As amostras assim preparadas foram caracterizadas em termos da razio molar de
platina/fosfatidilcolina de ovo determinados na fase de hidratagdo, da capacidade de ligagdo
da carboplatina aos lipossomas, da eficiéncia de encapsulagdo da carboplatina, do tamanho

médio dos lipossomas, e da recuperagdo do farmaco a encapsular (tabela VIII).
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Tabela VIII: Pardmetros de caracterizacido de lipossomas unilamelares
grandes contendo carboplatina e preparados em meios de hidratacio com
diferentes concentracdes de NaCl.

Amostra Pt;/PC; CL EE Tamanho Recuperagio
(mg/umol)  (ugiumol) (%) (nm) (%)
Lipossomas preparados em solugo de 547.6 7 5"9 14.4 244.8 0.9
dextrose a 5% a pH 6-7 (= 151.5) *9.9) *28 (=14 (£ 0.2)
Lipossomas preparados em solugéo de 448.1 108.3 24.5 251.9 1.2
NaC10.3% e dextrose 3.33% a pH 6-7 (£ 84.5) #112) +3.0 *3.2) *0.1)
Lipossomas preparados em solugdo de 572.9 187.7 (*) 12.8 2747 1.3
NaCl 0.6% ¢ dextrose 1.67% a pH 6-7 *223) @00 @13 @22 (005
Lipossomas preparados em solugfio de 544.2 89.4 16.5 256.5 1.3
NaCl a 0.9% a pH 6-7 (£ 27.6) *6.1) *20) (4.1 *0.2)

(*) Este valor € a média de duas determinagées.

Usaram-se lipossomas unilamelares grandes de fosfatidilcolina de ovo, ndo revestidos, preparados
em solugdo aquosa de carboplatina (0.027 mM) a pH entre 6 e 7 e contendo diferentes
percentagens de NaCl: 0, 0.3, 0.6 e 0.9%. Com excepgéo desta Gltima solugéo, as restantes foram
adicionadas de dextrose de forma a perfazerem, respectivamente, as concentragées de 5, 3.33 e
1.67%, constituindo assim solugdes isoténicas. As determinagcbes de tamanho foram realizadas de

acordo com o descrito na secglo 2.1.4.3.. Os valores apresentados sdo a média de 3
determinagbes; o desvio padrao € dado entre paréntesis. PtyPC;: quociente molar entre a platina e

a fosfatidilcolina de ovo determinados na fase de hidratagao; CL: capacidade de ligagdo; EE:

eficiéncia de encapsulagao.

A andlise da tabela VIII evidencia um comportamento semelhante dos pardmetros
eficiéncia de encapsulagdo, capacidade de ligac@o da carboplatina e tamanho dos lipossomas
em fungfo da concentragdo de NaCl do meio de hidratagdo. Assim para valores de
concentragdo de NaCl até 0.6% verifica-se uma tendéncia para o aumento daqueles
parﬁrhetros, 0s quais, no entanto, diminuem quando se atinge a concentrag¢do de 0.9% de

NaCl.
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As representagdes graficas da variagdo da eficiéncia de encapsulagio e da capacidade
de ligagdo relativamente & variagdo de tamanho dos lipossomas e em fung@o da concentragdo
de NaCl do meio de hidratag@o (respectivamente, figuras 27 e 28), colocam em destaque a
existéncia de uma possivel dependéncia daqueles pardmetros com o tamanho dos
lipossomas. Serd natural pensar-se que a variagdo de tamanho dos lipossomas determine
variagdes da frac¢do de volume aquoso encapsulado e, consequentemente, serd de esperar
que a eficiéncia de encapsulagdo e a capacidade de ligag@o da carboplatina aos lipossomas

varie em conformidade com aquelas variagdes.
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Figura 27: Efeito da concentracao de NaCl do meio de hidratacao, na
eficiéncia de encapsulacdo de carboplatina e no tamanho de lipossomas. Para

mais pormenores ver legenda da tabela VIil.
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Figura 28: Efeito da concentracio de NaCl do meio de hidratacdo, na
capacidade de ligacdo da carboplatina e no tamanho dos lipossomas. Para mais
pormenores ver legenda da tabela VIII.

E de salientar que apesar da CF ter sido utilizada como uma substincia modelo de um
farmaco hidrossolivel nos estudos de permeabilidade, os resultados relativos,
designadamente, a efici€ncia de encapsulagdo e a recuperag¢do obtidos com a sonda nfo sdo
compardveis com aqueles obtidos com a carboplatina, uma vez que as concentragdes iniciais

de partida num e noutro caso sdo muito diferentes, respectivamente, 50 e 0.027 mM.

3.3.3. Estudo Acelerado de Estabilidade de Lipossomas de

Carboplatina

3.3.3.1. Efeito do Teor em NaCl do Meio de Hidratag¢io e do

Revestimento com O-palmitoilpululano

A estabilidade de lipossomas no que se refere a capacidade de reten¢do de uma dada

substincia encapsulada constitui um dos principais problemas que se colocam na elaboragio
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de um sistema lipossomal com fins terap€uticos. A maior ou menor capacidade de retengio
de uma substéncia depende, de entre outros factores, da composigdo do meio de hidratagio
em que os lipossomas sdo preparados.

Na sequéncia do estudo realizado na secg@o 3.3.2., procedeu-se, primeiramente, 2
andlise da influéncia da variagfo da concentragdo de NaCl do meio de hidratagdo na
estabilidade de lipossomas ndo revestidos contendo carboplatina, a qual foi avaliada em

termos da capacidade de retengdo de platina (figura 29).
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Figura 29: Estabilidade de lipossomas em termos da retengido de platina,
preparados em diferentes meios de hidratacio (dextrose 5% e NaCl 0.6 e
0.9%), revestidos (razao ponderai OPP/PC igual a 3 e em dextrose 5%) e
niao revestidos (razao ponderal OPP/PC igual a 0), em func¢do do tempo e a
temperatura de 50°C. Estudo de estabilidade, & temperatura de 50°C e durante 6 dias, de
lipossomas unilamelares grandes de fosfatidilcolina de ovo preparados em solugdo aquosa de
carboplatina (0.027 mM) a pH entre 6 e 7 e contendo, no caso dos lipossomas nio revestidos
(razdo ponderal OPP/PC igual a 0), diferentes percentagens de NaCl: 0 (—<0—), 0.6 (—>¢—} e
0.9% (—O—). Com excepgao desta Ultima solugdo, as restantes foram adicionadas de dextrose
de forma a perfazerem, respectivamente, as concentrages de 5 e 1.67%, tornando-as isotdnicas.
Os lipossomas revestidos (na razdo ponderal OPP/PC iguai a 3) foram preparados em meio de
dextrose a 5% (——). As amostragens e as determinagdes foram realizadas de acordo com o

descrito na secgéo 2.4.4..
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Neste estudo prepararam-se lipossomas unilamelares grandes em solugio de dextrose
a 5% e em solugdes de NaCl a 0.3 e 0.6%, estas dltimas adicionadas de quantidades de
dextrose de modo a perfazer, respectivamente, as concentragdes de 3.33 € 1.67%. Os
lipossomas preparados e purificados por ultracentrifugaggo, foram incubados & temperatura
de 50°C, durante 6 dias, de acordo com o referido na secgdo 2.4.4..

A partir dos dados representados na figura 29, verifica-se uma tendéncia para os
lipossomas nio revestidos, preparados em meio de dextrose a 5%, apresentarem uma maior
estabilidade relativamente aos lipossomas ndo revestidos, preparados em meio de NaCl. De
facto, verifica-se que ao fim de 6 dias os lipossomas preparados em meio de dextrose a 5%
permanecem ainda com cerca de 50% do contetido inicial de platina, enquanto que os
lipossomas preparados em meios de NaCl a 0.9% e a 0.6%, ao fim do mesmo periodo de

tempo, contém, respectivamente, cerca de 42 € 25% do teor inicial de platina.

De acordo com o referido por vérios autores (Cheung et al., 1987; Allsopp et al.,
1991), a carboplatina € susceptivel de se transformar no cisplatinio quando dissolvida num
meio que contenha ides cloreto, para além de se hidrolisar numa espécie iénica, um
complexo diaminodiaquoplatina (II) (figura 30; Allsopp et al., 1991). Na auséncia de ides
cloreto no meio (como por exemplo, em meio de dextrose), a carboplatina hidrolisa-se
apenas na espécie iénica jd referida (figura 30; Allsopp et al., 1991). Para se ter uma ideia do
grau de degradagado da carboplatina, Allsopp et al. (1991) referem que o tempo necessdrio
para que ocorra 5% de degradagdo de carboplatina em meio aquoso sem ides cloreto ou em
meio de NaCl a 0.9% a temperatura de 25°C € de, respectivamente, 52.7 € 29.2 h. Este facto
poderd justificar de alguma maneira os resultados aprésentados na figura 29. Assim, quando
os lipossomas sdo preparados em meio de dextrose a 5%, forma-se apenas uma espécie
iénica, que apresenta mais dificuldades do que o cisplatinio em se difundir através da
membrana lipossomal, j4 que o cisplatinio € uma molécula pequena, com caracteristicas
hidrofilicas e lipofilicas e, como tal, atravessa com bastante facilidade a membrana
lipossomal (Freise et al., 1982; Steerenberg et al., 1987). Esta facilidade com que o

cisplatinio atravessa a membrana lipossomal poderd contribuir para a tendéncia de uma
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diminui¢do mais acentuada do conteddo lipossomal em platina nos lipossomas preparados

em meio de NaCl relativamente aos preparados em meio de dextrose.
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Figura 30: Degradacao da carboplatina em solugido aquosa contendo ides
cloreto. Numa solugao aquosa contendo ies cloreto a carboplatina degrada-se no cisplatinio e

hidrolisa-se no complexo diaminodiaquoplatina (1) (adaptado de Allsopp et al., 1991).

Os dados obtidos até ao momento no que se refere a influéncia do teor em NaCl do
meio de hidratagdo nos pardmetros de encapsulagdo e na estabilidade de lipossomas de
carboplatina, poderdo dar importantes indica¢des no que diz respeito & optimizagdo,
simultaneamente, daqueles dois pardmetros. Foi determinado, por um lado, que a eficiéncia
de encapsulagdo e a capacidade de ligagdo da carboplatina a lipossomas unilamelares grandes

de fosfatidilcolina de ovo € médxima para um teor de NaCl no meio de hidratag¢@o de 0.6% e,
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por outro lado, que a estabilidade dos lipossomas é tendencialmente superior num meio sem
ides cloreto. Assim a optimizagdo simultinea dos pardmetros de encapsulagdo de
carboplatina e da estabilidade dos respectivos lipossomas poderd eventualmente ser
conseguida através da utilizagdo de um meio de hidratagdo que possua uma forga iénica
semelhante & que possui uma solugdo de NaCl 0.6%, adicionada de uma concentragio de
dextrose de 1.67%, mas que, no entanto, ndo envolva a utilizagdo de iées cloreto de forma a

preservar a estabilidade dos lipossomas de carboplatina.

Uma vez que os lipossomas preparados em meio de dextrose apresentam uma
estabilidade tendencialmente superior & daqueles preparados num meio com ides cloreto,
procedeu-se ao revestimento dos primeiros com o O-palmitoilpululano na razdo ponderal
OPP/PC igual a 3, valor que se concluiu ser aquele que induz menor permeabilidade
membranar com base nos resultados da CF e, como tal susceptivel de, neste caso, melhorar
a estabilidade dos lipossomas em termos da capacidade de retengdo de platina.

De acordo com os resultados apresentados na figura 29, os lipossomas revestidos
com o O-palmitoilpululano, e preparados em meio de dextrose 5%, revelam uma estabilidade
superior relativamente aos lipossomas ndo revestidos (preparados igualmente em meio de
dextrose 5%). De facto, verifica-se que os lipossomas revestidos ao fim de 6 dias
apresentam ainda cerca de 70% do contetido inicial de platina, enquanto que os lipossomas
ndo revestidos, preparados no mesmo meio de hidratagdo, como j4 referido, conservam
apenas cerca de 50% do contetido inicial de platina, ao fim do mesmo perfodo de tempo.

De acordo com o verificado anteriormente a partir dos ensaios de permeabilidade com
a CF e da determinagdo dos valores de polarizagdo de fluorescéncia do DPH-PA em
lipossomas revestidos (respectivamente, secgdes 3.2.1.2. e 3.2.2.), este resultado é -
consequéncia do efeito de estabilizagdo induzido pelo O-palmitoilpululano (na razdo ponderal
OPP/PC igual a 3) na membrana lipossomal, designadamente, por diminui¢do da

permeabilidade membranar e por diminui¢@o da fluidez.
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De referir que durante o perfodo de 6 dias em que decorreu o estudo de estabilidade
registaram-se variagdes (em qualquer dos casos diminuigdes) no tamanho dos lipossomas
(figura 31). Assim, os lipossomas preparados em meio de NaCl a 0.9% e 0.6%
apresentaram uma variagdo de tamanho de cerca de, respectivamente, 25 € 27%. Nos
lipossomas preparados em dextrose 5% registou-se uma variagdo superior, cerca de 38%,

enquanto que nos lipossomas revestidos a variagio foi apenas da ordem dos 8§%.

100 Ed OPPIPC =0 (Dext. 5%)

[J OPP{PC =0 (NaCl 0.65)
B OPPIPC =0 (NaCl 0.955)
OPPIPC = 3 (Dext. 5%)

80

60

40

Variagao do
digmetro médio (%)

20

%,

Tempo(deconidos 6 dias)

Figura 31: Variacao de tamanho de lipossomas contendo carboplatina,
preparados em diferentes meios de hidratacdo (dextrose 5% e NaCl 0.6 e
0.9%), revestidos (razao ponderal OPP/PC igual a 3 ¢ em dextrose 5%) e
nao revestidos (razao ponderal OPP/PC igual a 0), decorridos 6 dias e a
temperatura de 50°C. Variagéo de tamanho (diminuig&o) de lipossomas unilamelares grandes
calculada a partir de valores de tamanho obtidos num aparelho Autosizer Il C & temperatura de
20°C, para um angulo de difracgéo de 90° e utilizando como fonte de luz incidente um raio laser de
neon-hélio, a um valor de comprimento de onda de 633 nm e operando a 5 mW. As amostras
analisadas foram recolhidas durante o estudo de estabilidade apresentado na figura 29.
Decorrentes do contetddo em NaCl do meio de hidratag&o, respectivamente 0, 0.6 e 0.9% (0s dois |
primeiros contendo concentragbes em dextrose, respectivamente, de 5 e 1.67%), assim os
valores de viscosidade e de indice de refracgdo foram, respectivamente, para cada um deles, de
1.1457 cp e 1.340, 1.03602 cp e 1.3351 e 1.0187 cp e 1.3346.

Destes dados saliente-se a variagdo de tamanho menos acentuada observada nos

lipossomas revestidos relativamente aos ndo revestidos preparados em meio de dextrose 5%.
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A menor variagdo observada nos lipossomas revestidos aponta para um possivel efeito de
estabilizagio do O-palmitoilpululano no que se refere a variagdo de tamanho dos lipossomas
em fun¢do do tempo. Este dado adquire especial importincia quando se efectua a
conservagio dos lipossomas sob a forma de uma suspensio (como forma farmacéutica), em
que existe a possibilidade real de variagdo de tamanho, j4 que se sabe que o tamanho é um

factor determinante na distribui¢@o in vivo dos sistemas coloidais (Miiller, 1991).

3.3.3.2. Efeito de Diferentes Razoes Ponderais OPP/PC

Nos ensaios de permeabilidade realizados com CF estudou-se o efeito de diferentes
razdes ponderais OPP/PC na estabilidade de lipossomas unilamelares grandes, tendo-se
verificado que os valores iguais a 3 € a 4 eram aqueles que correspondiam a uma maior
estabilidade lipossomal (traduzido numa menor permeabilidade membranar). Como referido,
uma vez que ndo existiram diferengas relevantes na diminui¢do de permeabilidade
membranar induzida pelas razdes ponderais OPP/PC iguais a 3 ¢ a 4, nos estudos
subsequentes optou-se pela razdo ponderal OPP/PC que implicava um menor gasto de
polimero, precisamente aquela igual a 3. Como mencionado, estes resultados sido
qualitativamente semelhantes aos obtidos por Sato (1990) com lipossomas unilamelares
pequenos.

De entre outros polissacarideos, Sato (1990) estudou também o efeito do O-
palmitoilamilopectina (com um grau de substitui¢8o de 4.9%) na permeabilidade membranar
de lipossomas unilamelares pequenos, por recurso ao método fluorimétrico da CF.
Curiosamente, verificou que para o valor de razdo ponderal O-
palmitoilamilopectina/fosfatidilcolina de ovo (OPAP/PC) igual a 3 e especificamente para o
polimero com o grau de substitui¢do igual a 4.9%, a permeabilidade da membrana
lipossomal aumentava relativamente aos lipossomas ndo revestidos. Segundo aquele autor,

este resultado deve-se a penetragdo no seio da membrana lipossomal de uma grande
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quantidade de grupos palmitoilo, com consequente desestabiliza¢do daquela e aumento da
permeabilidade membranar.

No seguimento da ideia anterior, procurou-se avaliar, relativamente ao O-
palmitoilpululano com um grau de substituicdo de 0.4%, a possivel existéncia de razdes
ponderais OPP/PC que pudessem determinar a desestabilizagdo da’ membrana de lipossomas
unilamelares grandes de carboplatina com o consequente aumento da permeabilidade
membranar a carboplatina. Para este efeito, revestiram-se lipossomas de carboplatina com
um valor de razio ponderal OPP/PC igual a 7.5 (e preparados em meio de dextrose 5%), por
se ter considerado que este seria um valor suficientemente elevado relativamente ao utilizado
nos ensaios anteriores, podendo revelar por isso se o referido efeito se verificava ou ndo.

Apés decurso de um estudo de estabilidade de 6 dias (figura 32), nas mesmas
condi¢des que os anteriores, verificou-se que nos lipossomas de carboplatina revestidos com
a razo ponderal OPP/PC igual a 7.5 o contetido em platina tende a diminuir rapidamente
desde o inicio do ensaio, conservando, decorridos 6 dias, apenas cerca de 21% do conteddo
irﬁcial em platina. Este valor € bastante inferior ao verificado nos lipossomas revestidos com
a razdo ponderal OPP/PC igual a 3, cuja percentagem do contetido inicial de platina ao fim de
6 dias foi de cerca de 70%, bem como em relagdo aos lipossomas ndo revestidos e
preparados no mesmo meio de hidratagdo nos quais a percentagem do contetido inicial de
platina e ao fim do mesmo perfodo de tempo foi de cerca de 50%.

Este resultado aponta para a eventual ocorréncia de um efeito semelhante ao
verificado por Sato (1990) com o O-palmitoilamilopectina. E possivel que para razdes
ponderais OPP/PC iguais a 7.5 a quantidade de grupos palmitoilo inseridos no seio da
membrana lipossomal seja de tal forma elevada que determine a desestabilizagdo da
membrana com o consequente aumento da permeabilidade a carboplatina.

Por analogia com as experiéncias realizadas com o O-palmitoilpululano no inicio
deste trabalho, seria importante complementar este ensaio com o estudo do efeito do O-
palmitoilpululano (na razdo ponderal OPP/PC igual a 7.5) na fluidez membranar, por
determinagdo dos valores de polarizagdo de fluorescéncia do DPH ¢ DPH-PA, de forma a

verificar se a possivel desestabiliza¢do referida se reflecte numa diminuigfo daqueles valores
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e, consequentemente, num aumento de fluidez. Para além deste aspecto, seria igualmente
interessante avaliar o efeito de razdes ponderais OPP/PC intermédias entre 4 € 7.5 na
estabilidade de lipossomas de carboplatina com o intuito de determinar o valor da raziio

ponderal OPP/PC a partir do qual se observa o aumento de permeabilidade.
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Figura 32: Efeito de diferentes razdes ponderais OPP/PC (0, 3 e 7.5) na
estabilidade de lipossomas em termos da retencido de platina, em funcao do
tempo e a temperatura de 50°C. Estudo de estabilidade, & temperatura de 50°C e durante
6 dias, de lipossomas unilamelares grandes de fosfatidilcolina de ovo preparados em solugao de
dextrose 5% a pH entre 6 e 7 e contendo carboplatina 0.027 mM. Foram utilizados lipossomas néo
revestidos (raz&o ponderal OPP/PC igual a 0) (—<0—) e lipossomas revestidos nas razées
ponderais OPP/PC iguais a 3 (—#—) e a 7.5 (—#&—). As amostragens e as determinagdes
foram realizadas de acordo com o descrito na secgdo 2.4.4..

Durante o perfodo de 6 dias em que decorreu o ensaio de estabilidade dos lipossomas
revestidos com uma razdo ponderal OPP/PC igual a 7.5 avaliaram-se também variagdes no
tamanho dos lipossomas. Como se pode observar a partir do grafico da figura 33, a razdo
ponderal OPP/PC igual a 7.5 induz uma varia¢@o de tamanho (diminui¢do), decorridos 6
dias, que € da ordem dos 65%, valor este que € bastante superior as variagdes que se
observaram para os lipossomas ndo revestidos (diminui¢cdo da ordem dos 38%) e dos

lipossomas revestidos com a razdo ponderal OPP/PC igual 3 (diminui¢do da ordem dos 8%).



Resultados e Discussio 105

100 B OPPIPC =0 (Dext. 5%)

OPPIPC =3 (Dext. 5%)
80 [7] OPPIPC =7.5 (Dext.55)

3

W20 5e fa S Sa
<5 60 RN
s'e RS
g £ s
g o R
8% 40 CRERERI R
> Ry
& CEEE
© fadiiadidsl
Sagatitadi]
20 s
CRA Lo L LR L
XEOn
ey

st ul el al o
W TRELEAYR L]

Tempo(deconidos 6 dias)

Figura 33: Variacao de tamanho de lipossomas contendo carboplatina e
revestidos com diferentes razoes ponderais OPP/PC (0, 3 e 7.5), decorridos
6 dias e a temperatura de 50°C. Variagdo de tamanho (diminuigdo) de lipossomas
unilamelares grandes (preparados em meio de dextrose 5%) calculada a partir de valores de
tamanho obtidos num aparelho Autosizer Il C & temperatura de 20°C, para um angulo de difracgéo
de 90° e utilizando como fonte de luz incidente um raio laser de neon-hélio, a um valor de
comprimento de onda de 633 nm e operando a 5§ mW. As amostras analisadas foram recolhidas
durante o estudo de estabilidade apresentado na figura 32. Os valores de viscosidade e de indice
de refrac¢ao utilizados foram, respectivamente, para cada um deles, de 1.1457 cp e 1.340.

Deste estudo verificou-se que a razdo ponderal OPP/PC igual a 7.5, além de diminuir
a estabilidade dos lipossomas, no sentido em que diminui a capacidade de retencgdo de

platina, determina igualmente variagdes acentuadas do tamanho.

Ficou deste modo demonstrado que o revestimento dos lipossomas com
polissacarideos, neste caso concreto com o O-palmitoilpululano, pode constituir uma -
estratégia importante no melhoramento da estabilidade de lipossomas. No entanto,
pardmetros como a razdo ponderal polissacarideo/lipido devem ser criteriosamente

determinados sob risco de ocorrerem efeitos contrdrios aos desejados.
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Do trabalho realizado hd a destacar os seguintes resultados e conclusdes.

Na sequéncia da reacgfo de sintese realizada comprovou-se, por espectroscopia de
infravermelho, a formagdo de O-palmitoilpululano através da identificagdo da ligagio éster
entre o grupo palmitoilo e o pululano; o grau de substituigdo foi determinado por
espectroscopia de RMN-1H sendo o valor encontrado de 0.4 residuos de palmitoilo por 100

unidades de glucose.

Os estudos de permeabilidade membranar preliminares realizados, por recurso ao
método fluorimétrico da CF, apontam para uma menor permeabilidade dos lipossomas
unilamelares grandes (sinénimo de maior estabilidade) relativamente aos lipossomas
unilamelares pequenos. Estes dados indicam que a utiliza¢do dos lipossomas unilamelares
grandes, além de ser preconizada neste trabalho devido a capacidade de encapsulagio de
maiores frac¢des de volume aquoso (em conformidade com as caracteristicas de
hidrossolubilidade do fdrmaco a encapsular) relativamente aos lipossomas unilamelares
pequenos, € para a mesma concentragdo de lipido (Lasic, 1993 b), tem a vantagem de
proporcionar uma maior estabilidade em relagdo a estes tltimos.

Na sequéncia do estudo anterior, observou-se que o aumento da razdo ponderal
OPP/PC de 0 a 4 diminui a permeabilidade da membrana lipossomal, tendo-se considerado o
valor 6ptimo da razio igual a 3, atendendo a que implica, em relagdo a razdo OPP/PC igual a
4, um menor gasto de polimero. Estes resultados sd3o qualitativamente semelhantes aos
registados por Sato (1990) e Sunamoto ef al. (1992) com lipossomas unilamelares pequenos

e revestidos com um O-palmitoilpululano com um grau de substitui¢do de 1.8%.

Os dados relativos ao efeito do O-palmitoilpululano (na propor¢do ponderal OPP/PC
igual a 3) na fluidez do dominio hidrofébico da membrana lipossomal, obtidos por
determinagdo do valor de polarizagdo de fluorescéncia do DPH, sdo pouco conclusivos. De
facto, ndo se verificou uma tendéncia de variagdo marcada daquele pardmetro, apesar de Sato

(1990) e de Sunamoto et al. (1992) registarem uma ligeira diminuigdo da fluidez com a
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mesma sonda. De referir, no entanto, que o efeito registado por estes autores foi verificado
com um O-palmitoilpululano com um grau de substitui¢do de 1.8 e numa razdo ponderal
OPP/PC igual a 2.

Numa zona mais externa da membrana, o O-palmitoilpululano induz uma diminuigio
da fluidez, como revelam os valores de polarizagio de fluorescéncia do DPH-PA. Este efeito
difere do obtido por Sato (1990) e por Sunamoto et al. (1992), os quais ndo registaram
qualquer alteragdo da fluidez. Todavia, a sonda utilizada por estes autores foi o DSHA cujo
fluoréforo possui uma localizagdo diferente (regido polar das moléculas fosfolipidicas) do

fluoréforo do DPH-PA e que portanto, poderd justificar as diferengas de resultados.

Em face do exposto, os dados de fluidez obtidos por determinagdo da polarizagio de
fluorescéncia do DPH-PA, a par dos de permeabilidade membranar obtidos com a CF,
colocam em evidéncia o efeito de estabilizagdo da membrana lipossomal pelo O-
palmitoilpululano (na razdo ponderal OPP/PC igual a 3 e com um grau de substitui¢do de
0.4%), respectivamente, por diminuigdo da fluidez e por diminui¢do da permeabilidade

membranar.

Uma vez recolhida alguma informagfo acerca das potencialidades do revestimento em
lipossomas unilamelares grandes, procedeu-se aos estudos de caracterizagdo de lipossomas

de carboplatina visando a optimizagdo deste sistema.

Os resultados do estudo do efeito da carboplatina na fluidez membranar, realizado
por recurso @ mesma metodologia referida para o O-palmitoilpululano, indicam ndo haver

qualquer efeito significativo.

Verificou-se também que o teor de NaCl do meio de hidratagdo dos lipossomas nio
revestidos tem influéncia em pardmetros de encapsulagdo da carboplatina, designadamente,
na efici€ncia de encapsulagdo e na capacidade de ligagdo da carboplatina aos lipossomas.

Observou-se que ambos os pardmetros apresentam valores mdximos para um meio de
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hidratag@o com um teor de NaCl de 0.6%, facto relacionado com o maior tamanho que os

lipossomas apresentam neste meio de hidratagio relativamente aos outros meios testados.

Os ensaios de estabilidade realizados com lipossomas de carboplatina apontaram para
a existéncia de uma dependéncia deste parimetro em fungdo da concentragio de NaCl do
meio de hidratagdo. Os resultados obtidos revelaram uma tendéncia para uma maior
estabilidade dos lipossomas de carboplatina (expressa em termos de capacidade de retengio
de platina) preparados num meio de hidratagdo sem ides cloreto (meio de dextrose a 5%)

relativamente aqueles preparados em meio de NaCl (nas concentragdes de 0.6 € 0.9%).

Estes dados, a par daqueles relativos ao efeito da concentra¢do de NaCl do meio de
hidrata¢do na encapsulagdo do farmaco, poderdo indicar que a optimizagdo simultinea dos
pardmetros de encapsulag@o da carboplatina e da estabilidade dos respectivos lipossomas
pode ser alcancada através da utilizagdo de um meio de hidratagdo com uma forga idnica
semelhante a de uma solu¢@o de NaCl 0.6%,, mas que ndo envolva, todavia, a utilizagio de

ides cloreto de forma a preservar a estabilidade dos lipossomas.

Na sequéncia dos ensaios de estabilidade, os estudos realizados com os lipossomas
revestidos preparados em meio de dextrose 5% revelaram que o O-palmitoilpululano, na
razdo ponderal OPP/PC igual a 3, melhora de forma acentuada a estabilidade dos lipossomas
de carboplatina, a qual se reflecte também na menor varia¢do de tamanho dos lipossomas
revestidos relativamente aos ndo revestidos. O melhoramento da estabilidade dos lipossomas
de carboplatina em consequéncia do revestimento € resultado do efeito de estabilizagio
induzido pelo O-palmitoilpululano na membrana lipossomal, nomeadamente, por diminui¢do
da sua permeabilidade (concluido a partir dos dados obtidos com a CF) e da fluidez

membranar (verificado a partir dos valores de polarizagio de fluorescéncia do DPH-PA).

Do presente trabalho conclui-se também que para certos valores de razdo ponderal

OPP/PC poder4, provavelmente, ocorrer a inser¢do de uma quantidade excessiva de grupos
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palmitoilo no seio da membrana lipossomal, que determina um aumento da permeabilidade
carboplatina com a consequente diminuig@o de estabilidade dos lipossomas. Este efeito foi

verificado para uma razdo ponderal OPP/PC igual a 7.5.

Neste trabalho estudaram-se factores susceptiveis de afectar alguns pardmetros de
encapsulagdo de carboplatina, bem como a estabilidade de lipossomas revestidos e nio
revestidos.

O estudo destes pardmetros revela-se fundamental quando se pretende o uso
terap€utico destes sistemas. Contudo, parece importante dar continuidade a este trabalho,
nomeadamente, pela realizagio de ensaios de estabilidade in vitro com lipossomas de
carboplatina, revestidos e ndo revestidos, na presenga de fluidos biol6gicos (como por
exemplo, o soro € o plasma), de forma a ter uma ideia prévia acerca dos factores que
poderio afectar a integridade destes sistemas in vivo.

Ainda com o objectivo de complementar os estudos de caracterizagdo realizados, e
tendo em vista a optimizacdo da eficdcia terap&utica e uma eventual aplicagdo industrial dos
lipossomas de carboplatina, serd importante a andlise do efeito do pH e da osmolaridade do
meio de hidratagfo na encapsulagfo da carboplatina. Interessard também avaliar a influéncia
da variagdo da razdo molar [carboplatina]/[lipido] inicial (existente no meio de hidratagdo) na
eficiéncia de encapsulagio e na capacidade de ligagio da carboplatina aos lipossomas.

No ambito dos estudos in vitro, serd ainda conveniente testar a acgdo citostdtica do
sistema lipossomal perante uma linha celular adequada, de forma a verificar se a actividade

da carboplatina € alterada pela sua encapsula¢@o, bem como a sua citotoxicidade.
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