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RESUMO. Os lipossomas sdo estruturas compostas por fosfolipidios, como fosfatidilcolina de soja (PC) e
fosfatidilcolina de soja hidrogenada (PCH). Dentre os métodos usados para verificacio da estabilidade dos
lipossomas, 0 método turbidimétrico tem sido largamente utilizado. O objetivo deste trabalho foi estudar a
estabilidade de lipossomas contendo PC ou PCH adicionados ou nio de colesterol (CHOL) por método
turbidimétrico. Os lipossomas foram estocados a 30 °C durante 90 dias e periodicamente foram realizadas
leituras de absorbancia por espectrofotometria em 410 nm para verificacdo de possiveis alteracdes na tur-
bidez. Verificou-se aumento da turbidez com o decorrer do tempo para lipossomas de PC. Na presenca de
CHOL maior turbidez foi obtida provavelmente refletindo o0 aumento no tamanho dos lipossomas. Para li-
possomas de PCH a presenca de CHOL néo afetou a turbidez sugerindo maior estabilidade fisica das es-
truturas.

SUMMARY. “Study of Liposomes Stability Containing Soy Phosphatidylcholine and Hydrogenated Soy Phos-
phatydylcholine Adding or Not Cholesterol by Turbidity Method”. Liposomes are structures composed by phos-
pholipids as soy phosphatidylcholine (PC) and hydrogenated soy phosphatydylcholine (PCH). Among the meth-
ods used to prove liposomes stability, turbidity method is widely used. The objective of this work was to study
the liposomes stability containing PC or PCH with and without cholesterol (CHOL) by turbidity method. Lipo-
somes were stored a 30 °C during 90 days and periodically absorbance readings at 410 nm were made to verify
possible turbidity alterations. Increases in the turbidity with time occurred for PC liposomes. In the presence of
CHOL higher turbidity was obtained probably reflecting the increase in the size of liposomes. For PCH lipo-
somes the presence of CHOL did not affect the turbidity suggesting higher physical stability of the structures.

INTRODUCAO

Lipossomas podem ser definidos como estru-
turas esféricas, fechadas, nas quais uma ou va-
rias membranas concéntricas, compostas por
moléculas de fosfolipidios, encapsulam uma fa-
se aquosa em seu interior. As moléculas de fos-
folipidios, quando em contato com excesso de
dgua, geralmente se agregam espontaneamente
para formar bicamadas, que se fecham sobre si
mesmas formando estruturas esféricas onde uma
ou vidrias bicamadas fosfolipidicas englobam
parte do solvente no seu interior. Seu tamanho
pode variar de cerca de 20 nm até algumas de-
zenas de mm e a espessura da membrana € de
aproximadamente 4-5 nm 1.

Segundo Mozafari (2005) 2, os lipossomas
podem ser classificados em trés principais gru-
pos: a) lipossomas multilamelares (MLV), forma-
dos por viarias bicamadas concéntricas, interca-
ladas por compartimentos aquosos, com didme-
tro entre 400 a 3.500 nm, b) lipossomas peque-
nos unilamelares (SUV), que sdo os menores li-
possomas possiveis de serem obtidos, constitui-
dos por apenas uma bicamada como membrana
e um pequeno compartimento aquoso, com dia-
metro variando de 20 a 50 nm e ¢) lipossomas
grandes unilamelares (LUV), constituidos por
apenas uma bicamada, mas com grande cavida-
de aquosa, apresentando didmetro entre 200 a
1.000 nm.
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Na preparagdo de lipossomas, as principais
matérias-primas utilizadas sao os fosfolipidios,
principalmente a fosfatidilcolina, e os esteroides,
entre eles o colesterol.

A estrutura quimica geral dos fosfolipidios
tem como base uma molécula de glicerol, na
qual as hidroxilas das posicoes 1 e 2 estao este-
rificadas por acidos graxos de cadeia longa e a
da posicao 3 pelo acido fosférico (Fig. 1). Um
dos oxigénios presentes no acido fosférico pode
se esterificar com varias moléculas organicas,
como glicerol, colina, etanolamina, serina, etc,
sendo que a regiao do grupamento fosfato re-
presenta a cabeca polar do fosfolipidio 3.
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Figura 1. Estrutura quimica bdasica das lecitinas.

Lima 4 cita que o fosfolipidio mais abundante
em plantas e animais € a fosfatidilcolina (leciti-
na), a qual representa o principal constituinte
estrutural da maioria das membranas bioldgicas.
Esta pode ser extraida da gema de ovo ou do
oleo de soja, se diferenciando pela proporcio re-
lativa dos acidos graxos esterificantes, o que vai
determinar um maior ndmero de insaturacdes
nas cadeias carbdnicas da lecitina de soja 3.

Com o propdsito de aumentar a estabilidade
das membranas lipidicas, pode-se empregar fos-
fatidilcolina de soja hidrogenada (PCH) ou co-
lesterol as formulacdes lipossomais 5. Pietzyk &
Henschke 5 citam ainda que a PCH é menos
susceptivel a degradacao por oxidacio.

Chou et al. ¢ verificaram o efeito da compo-
sicao na estabilidade de irinotecan veiculado em
lipossomas e concluiram que lipossomas com-
postos de lipidios com alta temperatura de tran-
sicao de fase (acima de 60 °C), como PCH, fo-
ram mais estaveis que aqueles compostos por li-
pidios com baixas temperaturas de transicao de
fase, como a fosfatidilcolina do ovo.

Ja o colesterol, cuja estrutura quimica encon-
tra-se na Fig. 2, € um esterdide encontrado nas
membranas animais, podendo ser utilizado na
preparacdo de lipossomas com o objetivo de
melhorar as caracteristicas da bicamada 7. Fidor-
ra et al. 8 menciona que, como o colesterol
apresenta propriedades lipofilicas, ele orienta-se
na bicamada lipidica entre as moléculas de fos-
folipidio com o grupo hidroxila dirigido para a
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Figura 2. Estrutura quimica do colesterol.

fase aquosa e o anel triciclico ancorado entre os
carbonos das cadeias graxas, resultando num
efeito de empacotamento de moléculas na bica-
mada 9. Além disso, o colesterol modula a flui-
dez da membrana fosfolipidica, reduzindo a
permeabilidade através da bicamada e melho-
rando a estabilidade na presenca de fluidos bio-
logicos 3.

Ao se estudar a estabilidade de lipossomas,
deve-se considerar nio somente o ambiente
biolégico com o qual os lipossomas entram em
contato e a formulacdo a qual o lipossoma serd
veiculado, mas também as caracteristicas estru-
turais dos fosfolipidios 4.

A estabilidade de uma preparaciao de lipos-
somas € determinada, em parte, pelos fosfolipi-
dios. Assim, fosfolipidios que contém duplas li-
gacdes sdo mais sensiveis a peroxidacdo e, por-
tanto, sdo mais instaveis 8.

Brisaert et al. 10 atentam para o fato de que a
decomposicao quimica dos fosfolipidios (hidroli-
se ou oxidacdo) causa instabilidade fisica das dis-
persoes de lipossomas, visto que os fosfolipidios
podem ser hidrolisados a lisofosfolipidios. Os li-
sofosfolipidios, por sua vez, também estdo sujei-
tos a hidrdlise, originando 2-lisofosfolipidio 11.

Diversos autores relatam que a medida de
turbidez e determinaciao do tamanho dos lipos-
somas por espalhamento dinamico de luz (light
scattering) sao técnicas utilizadas para avaliar a
estabilidade de lipossomas 1215, Alguns autores
ao caracterizarem opticamente lipossomas por
espalhamento dindmico de luz e por turbidez
concluiram que, embora a turbidez seja um mé-
todo menos sensivel, é superior ao espalhamen-
to dinamico de luz para o estudo da estabilida-
de de lipossomas 1.

Logo, o objetivo desta pesquisa foi estudar a
estabilidade de lipossomas compostos de fosfati-
dilcolina de soja e fosfatidilcolina de soja hidro-
genada adicionados ou nio de colesterol por
método turbidimétrico.



MATERIAL E METODOS
Obtencdo dos lipossomas

Os lipossomas foram preparados em tampao
acetato de soédio 0,1 M pH 5,5 p = 0,1. Os anfifi-
licos estruturais (fosfatidilcolina de soja (PC) e
fostatidilcolina de soja hidrogenada (PCH)) fo-
ram empregados nas concentracdes de 40 mM e
34 mM e o volume de cada preparacao foi de 5
mL. A composi¢ao da bicamada lipidica dos li-
possomas também incluiu colesterol (CHOL).

A Tabela 1 apresenta as composicoes dos li-
possomas obtidos.

Preparacoes

PC PCH CHOL
de lipossomas
1 40 mM - -
2 34 mM - 6 mM
3 - 40 mM —
4 - 34 mM 6 mM

Tabela 1. Composicoes dos lipossomas obtidos.

Formacdo do filme lipidico

Em tubo de sonicagido foram pesadas quanti-
dades adequadas de PC ou PCH, adicionados
ou ndo de CHOL, dependendo da composicio
do lipossoma, os quais foram dissolvidos em
clorof6rmio. A evaporacao do solvente foi reali-
zada sob uma corrente de gas nitrogénio, pro-
movendo a formaciao de filme lipidico nas pare-
des do tubo. Para assegurar a total remocio do
clorof6rmio, o tubo com o filme lipidico perma-
neceu em dessecador a vicuo por 2 horas.

Hidratacdo e dispersdo do filme lipidico

Ap6s ser retirado do dessecador, o tubo con-
tendo o filme lipidico foi hidratado com 5 mL
de tampao acetato de sédio 0,1 M pH 5,5, p =
0,1 durante 30 min. A dispersiao foi agitada em
vortex por 1 min a cada 10 min, até desprendi-
mento total do filme.

Padronizacdo do monitoramento
espectrofotométrico para avaliagdo da obtengdo
de lipossomas unilamelares pequenos (SUVs)
Ap6s a hidratacio, a dispersao foi sonicada
em sonicador Sonicator — Ultrassonic Liquid Pro-
cessor, Heat Systems — Mod. XL 2020, poténcia
nominal de 400W. O protocolo de obtencio de
SUV foi acompanhado por medidas de espalha-
mento de luz em espectrofotdmetro no compri-
mento de onda de 410 nm com o objetivo de
padronizar o tempo necessirio para a formacao
de SUV. Assim, as amostras foram sonicadas du-
rante um minuto e em seguida lidas em espec-
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trofotdbmetro, repetindo-se tal procedimento até
os valores de absorbancia tornarem-se constan-
tes, obtendo-se assim um patamar, o qual indica
a obtencao de SUV. Devido a presenca de resi-
duos de titanio obtidos pela sonicacido, a dis-
persao de SUV foi submetida a centrifugacdo a
3500 rpm, utilizando rotor H400 com raio de
14,9 cm (2039 x g), 25 °C, durante 10 min para
a remoc¢ao dos mesmos.

Estudo da estabilidade dos lipossomas
Avaliacdo da integridade dos lipossomas através
de método turbidimétrico

Adotou-se como protocolo para o estudo o
teste de prateleira, também conhecido como es-
tudo de estabilidade de longa duracao ou shelf
life. O estudo para avaliacao da integridade dos
lipossomas foi realizado por um periodo de 3
meses, uma vez que os produtos manipulados
em farmdcias de manipulacdo com lipossomas
geralmente tem prazo de validade em torno
deste.

Amostras das diferentes composicoes de li-
possomas foram preparadas por sonicacao e
adequadamente diluidas em tampao acetato de
soédio 0,1 M pH 5,5 p = 0,1. Assim, 200 pL da
dispersiao de lipossomas compostos por PC e 50
pL da dispersao de lipossomas contendo
PC/CHOL foram adicionados a 2 mL de tampao
acetato de sédio 0,1 M pH 5,5 p = 0,1. Para li-
possomas compostos por PCH, as dilui¢des fo-
ram as seguintes: 500 mL de dispersao de lipos-
somas compostos por PCH e 100 pL de dis-
persdao de lipossomas compostos por PCH/
CHOL foram adicionados a 2 mL de tampao
acetato de sodio 0,1 M pH 5,51 = 0,1.

As diferentes composicoes de lipossomas fo-
ram armazenadas em estufa incubadora BOD a
30 °C durante 90 dias, sendo que periodicamen-
te aliquotas eram retiradas e a sua absorbancia
em 410 nm verificada utilizando espectrofoto-
metro UV-VIS, Hewlett Packark, Mod. 8453.

RESULTADOS
Obtencdo dos lipossomas
Padronizacdo do monitoramento
espectrofotométrico para avaliagdo da obtengdo
de SUVs

A medida espectrofotométrica da absorban-
cia em 410 nm foi utilizada para avaliacdo da
obtencao de SUV apé6s periodo de sonicacio.
Os dados obtidos mostraram diminuicdo da ab-
sorbancia em func¢io do tempo de sonicacao
(Fig. 3), indicando que as estruturas de liposso-
mas formaram-se em aproximadamente 15 min.
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Figura 3. Monitoramento espectrofotométrico em 410
nm para avaliacio da obtenciao de SUV contendo PC
40 mM, PC 34 mM/CHOL 6 mM, PCH 40 mM e PCH
36 mM/CHOL 6 mM ap6s periodo de sonicacdo (so-
nicacao com poténcia nominal de 400W).

Estudo de estabilidade dos lipossomas
Avaliacdo da integridade dos lipossomas por
método turbidimétrico

A Tabela 2 apresenta os valores de ab-
sorbincia em 410 nm das amostras de liposso-
mas constituidos de PC 40 mM; PC 34
mM/CHOL 6 mM; PCH 40 mM e PCH 34
mM/CHOL 6 mM em funcio do tempo (dias),
armazenados a 30 °C durante 90 dias. Ja a Fig. 4
avalia a integridade dos lipossomas de PC e
PCH acrescidos ou nao de CHOL armazenados
a 30 °C durante 90 dias em func¢io do tempo
(dias), A = 410 nm, utilizando método turbidi-
meétrico.
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Figura 4. Integridade dos lipossomas de PC e PCH
acrescidos ou nao de CHOL armazenados a 30 °C du-
rante 90 dias em funcao do tempo (dias), A = 410 nm,
utilizando método turbidimétrico.
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Dias PC PC/CHOL PCH PCH/CHOL
1 0,3684 0,355 0,4286  0,3201
2 0,3601 0,34 0,6079 0,406
3 0,4205 0,4021 0,7203  0,4201
4 0,4211 0,3903 0,8037  0,4527
5 0,4413 0,4137 1,039  0,5202
8 2,7093 0,2732 1,0118  1,0633
10 1,1246 0,1645 1,0873 13767
11 0,1239 0,1846 1,1034  1,9479
12 0,0596 0,1457 12762 22779
15 0,1053 0,2057 1,3865 22972
17 0,0767 0,131 1,4654  2,1865
22 0,1478 0,1946 1,5565  2,0841
25 0,1356 0,1883 1,7443 26706
26 0,1609 0,2657 1,7249 2,521
29 0,1658 0,3391 1,7581 24722
31 0,1336 0,2352 1,6956  2,7003
33 0,1474 0,3743 1,9263  2,6981
36 0,1829 0,4715 2,0193  2,6355

38 0,1702 0,4804 21754 24514
40 0,1784 0,3915 23272 2,5486
43 0,1952 0,5618 2,6381  2,7072
45 0,1734 0,5624 23676 2,4947
47 0,1368 0,4793 22915 2,1554
50 0,1911 0,6437 23106 2,2585
52 0,1885 0,7097 2,4397 2,487
54 0,2603 0,8421 24762 2,1761
59 0,2931 0,9567 2,5815  2,4859
61 0,1828 1,2689 21512 2,158
65 0,2357 1,4868 2,5966  2,6668
66 0,2411 1,4281 22738 2,3858
68 0,1726 1,7452 2,5859  2,4003
71 0,2429 1,7425 23631 2,4997
73 0,236 1,9321 23877 2,0752
78 0,4754 2,1096 3,7769 33,6529
81 0,3939 1,8336 34432 3,3757
82 0,5096 2,0129 37577 3,658
90 0,5035 1,9809 44356 33732

Tabela 2. Valores de absorbiancia em 410 nm das
amostras de lipossomas constituidos de PC 40 mM,;
PC 34 mM/CHOL 6 mM; PCH 40 mM e PCH 34
mM/CHOL 6 mM em func¢io do tempo (dias), arma-
zenados a 30 °C durante 90 dias.

DISCUSSAO

Os lipossomas vém sendo empregados em
terapéutica a mais de 40 anos, apresentando
inimeras vantagens, principalmente relaciona-
das com a biocompatibilidade, ja que os lipos-
somas apresentam os mesmos constituintes es-



truturais presentes nas membranas biologicas,
principalmente os fosfolipidios.

A concentracao de fosfolipidios interfere di-
retamente na encapsulacio de substancias ativas
lipofilicas 7. As concentracdes de fosfatidilcolina
empregadas neste estudo foram de 30 mg/mL
ou de 25,5 mg/mL, sendo utilizadas fosfatidilco-
lina de soja (PC) e fosfatidilcolina de soja hidro-
genada (PCH). Normalmente, utiliza-se concen-
tracdes na faixa de 1 a 100 mg/mL, sendo sufi-
ciente concentracdes entre 10 e 50 mg/mL 18,

Inicialmente, foram realizados ensaios de pa-
dronizacao do monitoramento espectrofotomé-
trico em 410 nm para avaliacdo da obtencao de
SUVs. O comprimento de onda de 410 nm foi
escolhido, pois permite observar o espalhamen-
to de luz. Os fosfolipidios ndo exibem picos de
absorcao especificos, porém devido a presenca
de insaturacoes e de grupos funcionais como
carboxila e fosfato, ha uma absor¢ao razoavel
na regiao de comprimento de onda entre 203-
214 nm. Como esta regido é critica, pois muitas
substancias sdo absorvidas nesta faixa, optou-se
por acompanhar o espalhamento de luz 17.

Desse modo, a Fig. 3 representa o acompa-
nhamento por espectrofotometria da absorban-
cia em 410 nm para avaliacao da obtencao de
SUV constituidos por PC, PC/CHOL, PCH,
PCH/CHOL a medida que a dispersao lipidica
foi submetida ao ultra-som.

Varios trabalhos relatam medidas de turbidez
como uma maneira paralela de obter infor-
macoes sobre o comportamento dos fosfolipi-
dios nas dispersoes 16:17.20,

Pela Fig. 3, observa-se que a adi¢ao de 15%
de CHOL aos lipossomas nao acarretou profun-
das alteracdes no tempo de formacdo dos lipos-
somas. Tal resultado corrobora os de Lima 4,
que nio observou alteracio do perfil de for-
macao dos lipossomas ao adicionar 5 e 15% de
CHOL. Todavia, ao adicionar 25% de CHOL, ob-
servou-se aumento no tempo de formacio dos
lipossomas.

Os fosfolipidios e CHOL siao os principais
componentes das bicamadas lipidicas das mem-
branas celulares, sendo que o CHOL ¢ um dos
principais moduladores das propriedades fisicas
das membranas. A propor¢io entre estes com-
ponentes e o nivel de insaturacdo dos fosfolipi-
dios determina o estado fisico da membrana
com relacdao a sua organizacio e dinamica 4.

Para Lee et al. 21, a incorporacio de CHOL a
bicamada dos lipossomas proporciona uma in-
fluéncia positiva na sua estabilidade, exercendo
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um maior empacotamento das moléculas fosfoli-
pidicas, aumentando significativamente a tempe-
ratura de transicao de fase e induzindo a for-
macao de uma estrutura organizada, mais rigida
e com menor mobilidade.

Assim, uma molécula de CHOL interage com
duas moléculas de fosfolipidios, impedindo que
estas sofram a transicio da fase gel para liquido
cristalino. Além disso, tais autores afirmam que
nas membranas ricas em colesterol, as molécu-
las de CHOL estao distribuidas em ambas as
monocamadas, entre os fosfolipidios, em um
empacotamento bastante fechado, deixando
praticamente nenhum volume livre, sendo que
quando a concentracio de CHOL supera 15 mol
% ocorre uma diminuicao na pemeabilidade da
bicamada a agua 22.

Em relacdo aos estudos de estabilidade, Ga-
briels & Plaizier-Vercammen 23 afirmam que os
lipossomas constituem sistema inerentemente
estavel, desde que niao submetidos a condicdes
extremas. Segundo tais autores, lipossomas
constituidos por PC nao apresentaram degra-
dacio quimica apos 6 meses em pH 7,4 a 22 °C,
ao abrigo do oxigénio e da luz.

Logo, a avaliagdo da integridade dos liposso-
mas ¢ importante e dentre os métodos utilizados
tem-se o turbidimétrico. Assim, lipossomas fo-
ram mantidos em estufa incubadora BOD a 30
°C durante 90 dias e periodicamente a ab-
sorbancia foi verificada. Viarios trabalhos utili-
zando os valores de absorbancia para verificar a
estabilidade de lipossomas sio citados, acom-
panhando as mudangas na preparacio de lipos-
somas também por medidas de absorbancia ao
espectrofotdmetro 24,

Segundo a literatura, dentre os parametros
mais importantes na caracterizacdo de liposso-
mas tem-se a aparéncia visual e a turbidez 2.
Diversos autores relatam que a medida da turbi-
dez e a determinacdo do tamanho dos liposso-
mas por espalhamento dinimico de luz (light
scattering) sao técnicas utilizadas para avaliar a
estabilidade de lipossomas 12-15. Para Matsuza-
ki et al. 16, a turbidez, embora seja um método
menos sensivel, € superior ao espalhamento
dindmico de luz para o estudo de estabilidade
dos lipossomas.

Logo, alteracoes na turbidez das preparacoes
de lipossomas podem ser devidas a alteracoes
no tamanho (didmetro) dos mesmos 2627, Tam-
bém, o aumento de turbidez pode estar relacio-
nado a agregacio e/ou fusio de vesiculas pe-
quenas sonicadas. Isto nos permite correlacionar
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diretamente a turdidez com o didmetro dos li-
possomas na dispersio, independente do feno-
meno envolvido 28,

A Tabela 2 apresenta os valores de ab-
sorbincia em 410 nm das amostras de liposso-
mas constituidos de PC 40 mM e PC 34
mM/CHOL 6 mM em funcio do tempo (dias),
armazenados a 30 °C durante 90 dias. Ja a figura
4 apresenta a avaliacio da integridade das
amostras de lipossomas de PC armazenados a
30 °C durante 90 dias em func¢do do tempo
(dias) por método turbidimétrico em A = 410
nm.

Observou-se pela Fig. 4, inicialmente, um
aumento da turbidez para os lipossomas consti-
tuidos por PC. Com o passar dos dias, verificou-
se diminuicao da absorbancia até se atingir pra-
ticamente um patamar. Tal perfil de turbidez
praticamente indica ruptura dos lipossomas. Ha
de se salientar que os lipossomas constituidos
por PC, por conterem duplas ligacdes, sio mais
sensiveis a peroxidacio e, portanto, mais insta-
veis 8.

Para os lipossomas constituidos por
PC/CHOL, nao se observou aumento inicial da
turbidez, mas um aumento gradual da mesma
(Tabela 2). Tal resultado pode estar relacionado
a presenca do CHOL. Lee et al. 21 verificaram
que a incorporacao de CHOL a bicamada dos li-
possomas proporciona uma influéncia positiva
na sua estabilidade, exercendo um maior empa-
cotamento das moléculas fosfolipidicas e indu-
zindo a formacao de uma estrutura organizada,
mais rigida e com menor mobilidade. Isso pare-
ce indicar que lipossomas acrescidos de CHOL
540 mais estaveis 2. O aumento da turbidez po-
de estar relacionado, entido, a agregacio e/ou
fusao de vesiculas pequenas sonicadas como ci-
tado anteriormente.

A Tabela 2 apresenta também os valores de
absorbiancia em 410 nm das amostras de lipos-
somas constituidos de PCH 40 mM e PCH 34
mM/CHOL 6 mM em funcio do tempo (dias),
armazenados a 30 °C durante 90 dias. A Figura
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posterior queda como para os lipossomas com-
postos por PC. Isso indica, provavelmente,
maior estabilidade deste fosfolipidio. Pietzyk &
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vel a degradacio por oxidacao. Além disso,
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CONCLUSOES

Diante das condi¢des experimentais, pode-se
concluir que: a padronizacio do monitoramento
espectrofotométrico em 410 nm mostrou-se um
método eficaz para avaliacio da obtencio de
SUVs; a presenca de CHOL na concentraciao de
15% nao alterou o perfil de formaciao dos lipos-
somas; o método turbidimétrico mostrou ade-
quado para avaliacdo da estabilidade dos lipos-
somas; lipossomas constituidos por PCH apre-
sentaram-se mais estidveis que lipossomas cons-
tituidos por PC; a adicdo de CHOL em liposso-
mas compostos por PC e PCH aumentou a esta-
bilidade dos mesmos.
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