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Compostos anfifilicos apresentam em sua estrutura uma
regifio polar (idnica ou ndo) e uma regido apolar, geralmente
representada por uma ou mais cadeias hidrocarbonicas com mais
de oito grupos metilénicos (esquema I). Em concentragio aci-
ma da concentra¢ao micelar critica (CMC) essas moléculas as-
sociam-se em presenga de excesso de dgua, formando diferen-
tes tipos de agregados supramoleculares, tais como micelas,
monocamadas, multicamadas, microemulsdes e vesiculas
(Tanford, 1980; Fendler, 1982: Israelachvili, 1991) (esquema
II). A CMC de anfifilicos que formam bicamadas ¢, em geral,
menor que 10*M (Ringsdorf et al.,1988; Fendler, 1982).

A organizagio de anfifilicos em dgua depende da con-
tribuigéo relativa das regies hidrofébica e hidrofilica da molé-
cula (Israelachvili, 1991; Tanford, 1980; Ringsdorf et al., 1988).

Anfifilicos contendo duas cadeias hidrocarbonicas lon-
gas tendem a formar bicamadas. Entre os compostos capazes

de formar bicamadas estdo os fosfolipidios. A propriedade de
formar bicamadas nao ¢ exclusiva de fosfolipidios, mas uma
caracteristica geral de anfifilicos com estruturas apropriadas
(esquema I e II). Estes compostos podem ser positivamente car-
regados, como o cloreto de dioctadecildimetilaménio (DODAC),
negativos, como o dicetilfosfato de sédio (DCP), zwitteridnicos
como a dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) ou sem carga como
octilglicosideo (Allen, T.M., 1984).

Vesiculas podem ser definidas como agregados geral-
mente esféricos, com diimetros variando de 25 nm até microns,
cuja estrutura consiste de uma bicamada que delimita um com-
partimento aquoso interno central. Agregados contendo mais
de uma bicamada sdo conhecidos como vesiculas multilamelares
ou lipossomas (Fendler, 1982).

O termo lipossoma foi utilizado pela primeira vez por
Alec Bangham, na década de 1960, para descrever estruturas con-
céntricas de bicamadas multilamelares que se formavam ap6s
adi¢iio de dgua a filmes secos de fosfolipidios (Bangham, 1964).
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Esquema I - Estrutura quimica de compostos anfifilicos.

Lipossomas podem ser classificados de acordo com o
nimero de bicamadas (unilamelares ou multilamelares), o ta-
manho (grandes ou pequenos) ou o método de preparagio.

Vesiculas e lipossomas variam de tamanho e
homogeneidade conforme o método de preparagio (Lasic, 1988).
Podem ser preparados por simples dispersdo aquosa de um fil-
me de anfifilico com agitacdo mecinica; sonicagio; injegio, em
meio aquoso de anfifilicos dissolvidos em solvente orgénico;
evaporacio em fase reversa; extrusdo; etc (Lasic, 1988).

Sonicagdo é empregada para obtengio de vesiculas
unilamelares pequenas (small unilamellar vesicles) (SUV’s).
SUV'’s também podem ser obtidas por extrusio, que consiste na

Esquema II — Algumas estruturas formadas por anfifilicos.

passagem da dispersdo, através de uma membrana de poro pe-
queno, sob alta pressio (como revisado em Cuccovia et al., 1997a).

Vesiculas unilamelares grandes (large unilamellar
vesicles) (LUV's) com didmetro hidrodindmico (Dh) maior que
100 nm podem ser preparadas por métodos como evaporagio
em fase reversa, inje¢do de solvente ou extrusio (Cuccovia e
Chaimovich, 1996).

A considerdvel variagio de energia livre, quando a mo-
lécula do anfifilico passa da dgua para um ambiente hidrofébico
(15,3 keal/mol para DPPC e 13,0 kcal/mol para DMPC), expli-
ca a preferéncia dos anfifilicos em organizarem-se na forma de
bicamada, de modo a ndo permitir o contato da dgua com a
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regido hidrofdébica do anfifilico (Weiner et al., 1988). Essa es-
trutura € alcangada pelos anfifilicos em condig¢oes que depen-
dem de interagdes entre as moléculas, de interagdes com a dgua
e da relagdo entre a drea de superficie da regidio polar, e a drea
de superficie da regido hidrofébica apés a hidratagdo (Chapman,
1975, Hayward e Smith, 1990).

Vesiculas de fosfolipidios sdo metaestdveis e revertem
para estruturas multilamelares com o tempo (Lasic, 1988). A
adi¢do de sais e aditivos orginicos pode causar aumento do
didgmetro hidrodindmico (Dh) médio das vesiculas (Cuccovia e
Chaimovich, 1996).

Os fragmentos formados transientemente, durante a
sonicagdo, agregam-se espontaneamente. Como fragmentos,
suas extremidades, que sdo hidrofébicas, estdo expostas ao meio
aquoso polar. Tal exposi¢io contribui com um termo desfavora-
vel na energia livre de transferéncia dos fragmentos de mem-
brana de um meio apolar para a dgua, ou seja, o fragmento é
instdvel quando seus extremos estdo expostos a um meio aquo-
50 (Cornell et al.,1980).

O termo entrépico desfavordvel é anulado, quando as
extremidades hidrofébicas dos fragmentos se associam, dimi-
nuindo assim a superficie hidrofébica exposta & dgua. Esses
fragmentos ligados podem eventualmente fechar-se, formando
uma esfera, e assumindo uma curvatura minima que favorece o
processo de formagdo da vesicula (Cornell et al., 1980). Os
fosfolipidios situados na face externa da superficie curva, es-
pecialmente em vesiculas pequenas, tém suas cadeias
hidrofébicas mais comprimidas do que numa bicamada plana.
A ordenagio dos lipidios contribui com um termo de entropia
desfavordvel para a formagio de vesiculas. A interagiio desfa-
vordvel dos extremos hidrof6bicos dos fragmentos com dgua
que leva a formagdo da vesicula deve ser contrabalangada pelo

(Anderson et al., 1995: Hammarstrom et al., 1995). Até hoje
nao etd claro se esses agregados sdo muito permedveis ou se as
estruturas sao abertas (Cuccovia e Chaimovich, 1996).

Uma importante caracteristica das bicamadas de lipidios
¢ a existéncia de uma temperatura de transigio de fase, propri-
edade geralmente reversivel, especifica para cada lipidio e es-
trutura, onde a organizagio dos fosfolipidios na membrana muda
bruscamente. Para todas estruturas formadas por fosfolipidios
existe uma temperatura na qual as cadeias hidrocarbonicas so-
frem transformagido (reversivel) passando de um estado mais
ordenado, gel (Lo) para um estado mais fluido e desordenado,
liquido-cristalino (LP) (Sturtevant, 1984; Lee, 1977a; 1977b)
(esquema III). A temperatura na qual ocorre esta transi¢do ¢é
denominada de temperatura de transigio de fase (Tm). Na re-
gido de transi¢do de fase coexistem anfifilicos no estado gel e
no estado liquido-cristalino (Lot + LP).

Abaixo da Tm, as ligacdes simples C-C das cadeias
alifiticas dos lipidios estio em conformagio “trans’ dando ori-
gem a um estado de maior rigidez. Acima da Tm, a bicamada
lipidica passa para um estado mais fluido que o estado gel, deno-
minado estado liquido-cristalino, o qual é decorrente do aumento
da probabilidade de rotactes “gauche” ao redor das ligacdes sim-
ples C-C da cadeia alifética e da formacdio de dobraduras (Lee,
1977a) (esquema IV).

A Tm depende tanto da natureza dos grupos hidrofilicos
como também do comprimento e grau de insaturagio da cadeia
carbénica do anfifilico (Lee, 1977a). Pode ser modulada pela
adigio de esterdides, como o colesterol ou misturas de anfifilicos
(Chapman, 1975; Tyrrcll, 1976; Lee, 1977b).

blemas de empacotamento induzidos pela su-
perficie curva, ou seja, a superficie com um
pequeno raio de curvatura. Quando esses ter-
mos energéticos sdo equilibrados, obtém-se
vesiculas de um tamanho minimo (Cornell
et al., 1980).

Vesiculas de fosfatidilcolina (PC) ob-
tidas por dispersdo ultra-sénica foram estu-
dadas e caracterizadas (Huang, 1969; Huang
e Mason, 1978). Estas vesiculas sdo relati-
vamente estdveis, frente a forga iénica, po- ﬁ
dendo ser preparadas em 0.3 M de KCI. As
vesiculas obtidas por sonicagdio de
fosfatidilcolina (PC) de ovo sdo pequenas,
com forma predominantemente esférica, di- J
dmetro externo de 250 A, compartimento
aquoso interno com didmetro de 150 A, es-
pessura da bicamada de 50 A (Huang, 1969;
Huang e Mason, 1978) e cerca de 3.000
monomeros (Cornell et al. 1980; Hauser et
al., 1973).

Entre as vesiculas de dialquilaménio, as produzidas a
partir de DODAC tém sido as mais investigadas e melhor ca-
racterizadas (Carmona-Ribeiro e Chaimovich, 1983; Carmona-
Ribeiro et al., 1984; Cuccovia et al., 1990a; 1990b). Entretan-
to, ainda existem diividas se de fato obtem-se vesiculas ou frag-
mentos quando se usa o método de sonicagio com este anfifflico
(Cuccovia e Chaimovich, 1996). A formagio de estruturas aber-
tas que, lenta e espontaneamente, formam vesiculas grandes
fechadas tem sido sugerida para vesiculas de DODAC
(Carmona-Ribeiro, 1992; Cuccovia e Chaimovich, 1996) e DCP

termo entrépico desfavordvel devido a pro-
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Acima da Tm, as cadeias carbbnicas estdo mais desorde-
nadas, ocorrendo maior liberdade de movimento e, consequente-
mente uma modificagdo da fluidez ou microviscosidade da
bicamada. Esta transicio de fase tem sido observada através de
diversos métodos como espectroscopia Raman, difragdo de raio-
X, ressonéincia magnética nuclear, calorimetria diferencial de
varredura, determinagio da viscosidade, espalhamento de luz e
medidas de indices de refragdo (Lee 1977a; 1977b; Kunitake e
Okahata, 1980; New, 1990).

Em lipossomas compostos por misturas de fosfolipidios

5

nferma, v.7,n° 1/2, 1998

Esquema IV - Rotagdo das cadeias aliféticas dos lipidios
abaixo da Tm (“trans”) e acima da Tm (*gauche”).
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também se observa mudanga de fase com a temperatura. A Tm
de misturas de fosfolipidios depende da fragdo molar de cada
lipidio na mistura assim como do tamanho da cadeia hidrofébica,
da presenca de duplas ligagdes na cadeia, da estrutura e da
carga da porcio polar da molécula (Lee, 1977a: 1977b,
Chapman, 1975; Nagle, 1980: Mc Elhaney. 1986: Blume, 1991).

Lipossomas preparados pela mistura de dois fosfo-
lipidios exibem uma tnica transigiio quando a diferenga na ca-
deia hidrocarbonica dos componentes nido é maior que dois gru-
pos CH, (Verkleij e Ververgaert,1975).

Quando a diferenga no comprimento das cadeias
carbOnicas € maior que os dois grupos CH,. ou quando uma
espécie é completamente saturada e a outra contém cadeias
hidrocarbnicas insaturadas, duas transi¢cdes podem ser obser-
vadas durante o aquecimento por Calorimetria de Varredura
Diferencial (Differential Scanning Calorimetry) (DSC). Isto
sugere que durante o aquecimento do sistema ocorre uma mi-
gragfio no plano lateral do lipideo. Na bicamada podem ocorrer
regides cristalinas correspondendo aos dois componentes. Esse
processo ¢ chamado de cristalizagdo monotética ou separagio
de fase (Nagle, 1980; Gennis, 1989; Ladbrooke e Chapman,
1969; Phillips et al., 1970; Blume, 1991).

Os lipidios organizam-se espontaneamente em domini-

os separados com diferentes propriedades e essa segregagio
(“clustering™) ou separagio lateral de fase em bicamadas tem
sido demostrada diretamente em diversos estudos de mistura
de lipidios (Gennis, 1989; Wu e McConnell, 1975; Shimshick
e McConnell, 1973; Marsh e Watts, 1981).
Separagio de fase em misturas de fosfolipidios carregados e
fosfolipidios neutros pode ser induzida por cdtions divalentes,
como o Ca**(Gennis, 1989; Jacobson e Papahadjopoulos, 1975;
Chapmam et al., 1977).

Fosfolipidios nem sempre se misturam idealmente
(Gennis, 1989; Lee, 1978: Lee, 1983). Na fase gel dois lipidios
podem niio se empacotar de forma miscivel podendo-se obser-
var separaciio de fase. Da mesma forma, dois lipidios podem
ser misciveis na fase liquido cristalina mas a mistura pode ser
niio-ideal (Gennis, 1989, Dérfler et al., 1990). As interagoes
ndo-ideais entre dois lipidios ndo sdo uma propriedade ineren-
te do lipidio, mas dependem da forma na qual os lipidios estdo
empacotados em cada fase (Von Dreele, 1978).

O comportamento ndo ideal pode ser caracterizado pelo
diagrama de fase determinado experimentalmente. A partir
desse diagrama pode-se calcular a fragio de lipidio que se en-
contra em cada estado (esquema V) utilizando para isso o dia-
grama calculado teoricamente para misturas ideais (Gennis,
1989; Lee, 1977b; Von Dreele, 1978).

e % i

O esquema V apresenta um diagrama de fase tipico de
uma mistura ideal de dois lipidios, A e B, misciveis em ambas
as fases, gel (S) e liquido-cristalina (L).

o
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Numa determinada temperatura (t) a proporgio de
lipidio nas fase gel e liquido-cristalina pode ser obtida do dia-
grama de fase. A mistura de composigiio X, na temperatura t, &
composta de misturas de duas fases. Na transigdo de fase, na
temperatura t essa mistura de composi¢do X possui uma por-
centagem de X, de lipidios na fase liquido-cristalina e X na
fase gel.

A proporgio relativa de gel e liquido-cristalina presen-
te numa temperatura t € dada por:
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na qual n .. en .. sdo, respectivamente, o nimero total de
moléculas nas fases liquida-cristalina e gel para uma mistura de
composi¢io X (esquema V).

A permeabilidade da bicamada de lipossomas forma-
dos por fosfolipidios ou misturas de fosfolipidios em dgua, em
presenca fons ou carboidratos, tem um aumento significativo a
partir da temperatura de transi¢io de fase (Crowe et al.,1985;
1986), podendo provocar a perda da dgua compartimentalizada
dos lipossomas. A perda do contetido aquoso interno a partir da
Tm é um problema crucial para algumas aplicagOes dos
lipossomas, como o transporte de farmacos hidrofilicos.

Processos que envolvem congelamento de lipossomas,
tais como, a caracterizag¢iio por microscopia eletrénica de
criofratura e liofilizagdo, podem provocar danos a bicamada
lipidica, com extravazamento da fase aquosa interna,

A integridade fisica da estrutura dos lipossomas pode
ser preservada durante o congelamento, desde que o processo
seja efetuado na presenga de crioprotetores adequados. Intime-
ros trabalhos tem sido realizados para testar a efetividade de
carboidratos, para impedir a fusdo e a ruptura da bicamada do
lipossoma durante o congelamento-descongelamento e
liofilizagdo-reidratagiio (Madden et al., 1985; Crowe e Crowe,
1984; Crowe et al., 1985; Crowe et al., 1986; Vemuri et al.,
1991). E conhecido que a trealose, carboidrato presente am al-
tas concentragdes em organismos capazes de sobrevier a desi-
dratagdo, proporciona excelente protegio aos lipossomas. A pre-
servacdo da estrutura de membrana no estado anidro, por
trealose, parece estar relacionada com sua habilidade em con-
servar as moléculas de dgua que normalmente fazem pontes de
hidrogénio com a cabega polar do lipidio estrutural (Madden et
al., 1985). Crowe e Crowe (1984) examinaram uma série de
carboidratos quanto a sua efetividade em manter as proprieda-
des estruturais e funcionais das membranas em baixa atividade
de dgua. A trealose mostrou-se a mais efetiva quando compara-
da com sorbitol e inositol, que parecem ser fusogénicos. Madden
et al. (1985) demonstraram que a sacarose, em altas concentra-
¢oes, tem efetividade equivalente a da trealose.
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