Meétodos de preparacao de lipossomas

ELAISE GONCALVES PIERRI', MARIA PALMIRA DAFLON GREMIAQ?

I. Mestranda do Programa de Pés-graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — UNESP.
2. Professor Assistente Doutor do Departamento de Fdrmacos e Medicamentos, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas-UNESP,

INTRODUCAO

Lipossomas sdo estruturas em forma de vesiculas micros-
copicas, formadas basicamente por fosfolipideos organizados em
bicamadas concéntricas que circundam compartimentos aquo-
sos (Figura 1). Foram usados inicialmente como modelos de
membrana bioldgica. A partir da década de 70, a utilizagdo de
sistemas como lipossomas tem sido amplamente estudada como
veiculadores de farmacos, com o objetivo de aumentar a eficién-

cia destes.
POCO AQUOSO

BICAMADA
LIPIDICA

Figura 1 - Estrutura de lipossoma unilamelar

Rodovia Araraquara-Jaii Km 01 - 14801-902 — Araraquara, SP, Brasil.

As bicamadas lipidicas dos lipossomas tém estrutura si-
milar aquelas encontradas nas membranas de células vivas, su-
gerindo a analogia entre as bicamadas lipidicas dos lipossomas
(Figura 2).

Devido as propriedades anfifilicas, os lipossomas podem
incorporar substancias ao compartimento aquoso, na bicamada
ou ainda particionar entre esses dois compartimentos (Figura 3).

nfarma, v.11, n° 9710, 1999

60



]
1
Bicamada
e o
B - Farmaces hidrolbbices ™
© -Farmaces hidrafilices
®  Furmaces associsdes 3 '
1 imertares °
ov SOV
MLV
0.1 pm) BERARE='C Ok e

O propésito da utilizacdo dos lipossomas € aumentar o
aporte de farmacos as células ou tecidos especificos, consequen-
temente, aumentando a poténcia e/ou reduzindo a toxicidade do
agente encapsulado.

Os lipossomas sao formados espontaneamente, quando
lipideos anfifilicos sdo dispersos em dgua. Os fosfolipideos,
quando em contato com excesso de dgua, se agregam para for-
mar bicamadas, que se fecham sobre si mesmas, formando estru-
turas esféricas onde uma ou vérias bicamadas fosfolipidicas en-
globam parte do solvente no seu interior. As moléculas lipidicas
se organizam, expondo sua cabega polar em diregdo a fase aquo-
sa, enquanto que as porgdes hidrocarbonadas apolares dispdem-
se juntas na bicamada, formando uma pelicula lipidica, concén-
trica, separada pelos compartimentos aquosos.

Todos os fosfolipideos tém uma T, (Temperatura de tran-
si¢do de fase) caracteristica, a qual depende da natureza do gru-
po polar, além do comprimento e grau de insaturacao das cadei-
as hidrocarbonadas. Acima da T, os fosfolipideos estdo na fase
liquida-cristalina, caracterizada por uma maior mobilidade das
cadeias. Abaixo da T, ocorre a transi¢do para um estado mais
rigido (gel), resultando numa restri¢do da mobilidade. A forma-
¢do de lipossomas estdveis, a partir de fosfolipideos, s € possi-
vel a temperaturas acima da temperatura de transi¢do de fase (gel-
liquido cristalino) (T)).

CLASSIFICACAO

I) Quanto ao tamanho e nimero de bicamadas:

* Lipossomas Multilamelares (MLV): formados pela hi-
dratagiio de fosfolipideos secos em excesso de dgua, originam
vérias bicamadas concéntricas, intercaladas por compartimentos
aquosos. Seu difimetro varia, de acordo com o niimero de lame-
las, podendo ir de 400 a 3.500 nm (capacidade de encapsulagao
de até 4,1 pl/umol de lipideo).

* Lipossomas Unilamelares Pequenos (SUV): Entre ou-
tros métodos, podem ser formados pela ultra-sonicagdo de dis-
persdes de fosfolipideos em dgua constituidos por apenas uma
bicamada e um pequeno compartimento aquoso. Seu didmetro
varia de 20 a 50 nm (capacidade de encapsulagio de apenas 0.5
pl/umol de lipideo).

» Lipossomas Unilamelares Grandes (LUV): Podem ser
produzidos por evaporagio de fase reversa, constituidos por ape-
nas uma bicamada, mas com grande cavidade aquosa. Seu dia-
metro varia de 200 a 1.000 nm (capacidade de encapsulagio che-
gaa 13,7 pul/umol de lipideo).

Os farmacos podem alterar significativamente as propri-
edades dos lipossomas, de maneira que sua composi¢ao necessi-
ta ser otimizada para cada farmaco e indicagdo.

II) Com relacio as caracteristicas de interacdo com sistemas
biolégicos:

* Lipossomas Convencionais (reatividade inespecifica)

» Lipossomas “Stealth” (inertes ou estabilizados esteri-
camente)

» Lipossomas Direcionados ou “Target Liposome™ (com
reatividade especifica devido a presenga de compostos que vao
direcionar os lipossomas para um sitio especifico)

* Lipossomas Polimérficos (reativos devido a mudanga
na sua estrutura) Ex: lipossomas sensiveis ao pH, lipossomas
catibnicos.

Figura 4 — Representacio esquemadtica dos tipos de lipossomas.
CONSTITUINTES ESTRUTURAIS

Os lipossomas podem ser formados, a partir de varios
fosfolipideos: fosfatidilcolina, fosfatidilglicerol, fosfatidilserina,
etc. O mais usado é a fosfatidilcolina, pura ou em combinagao
com colesterol.

FOSFOLIPIDIOS: consiste de uma cadeia principal
de glicerol, os glicerofosfolipideos, com suas fungdes dlcool
esterificadas pelos dcidos graxos que formam a por¢ao
hidrofébica da molécula. A outra extremidade comporta um gru-
po polar, que constitui a “cabega polar” do lipideo (geralmente
um fosfato, no caso de fosfolipideo). Os dcidos graxos sdo prin-
cipalmente aqueles com 16 ou 18 carbonos, e podem possuir
uma ou mais insaturagdes, ndo conjugadas. A fosfatidilcolina
(Figura 5) é a mais comumente utilizada conhecida também como
lecitina de soja ou de ovo.
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Figura 5 — Estrutura quimica da fosfatidilcolina

ESTEROIDES: sio lipideos estruturais presentes nas
membranas da maioria das células. Abundante nos tecidos ani-
mais, localizando-se primariamente nas membranas celulares,
Lipossomas sem colesterol interagem rapidamente com as prote-
fnas plasméticas (albumina, transferrina), que tendem a extrair
os fosfolipideos estruturais dos lipossomas, depletando a mono-
camada externa das vesiculas, levando a uma instabilidade fisica
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da preparacdo. Sua inclusio na parede dos lipossomas exercem
3 efeitos:

*diminui a fluidez e aumenta a microviscosidade da bi-
camada

* diminui a permeabilidade da membrana a moléculas hi-
drossoliveis

* estabiliza a membrana na presenca de fluidos biol6gi-
cos, como o plasma

Todos os métodos empregados na preparagdo dos lipos-
somas envolvem algumas etapas comuns (Figura 6):

1. Dissolugdo dos lipideos em um solvente orgénico;

2. Evaporagdo do solvente orginico;

3. Dispersio dos lipideos secos em uma solugio aquosa;

4. Dissolugio da substincia a encapsular na solugio or-
géinica ou na solug@o aquosa, em fungéio do seu equilibrio hidré-
filo/lipéfilo;

5. Eliminag@o das substincias ndo encapsuladas através
de técnicas de separagio (filtragdio em gel, didlise, centrifuga-
¢ao);

6. Andlise do produto final.
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Figura 6 - Etapas comuns a todos os métodos de
preparagdo de lipossomas.

Os virios métodos de preparagio de lipossomas diferem
entre si geralmente pelo modo de dispersdo dos fosfolipideos na
fase aquosa. Para uma melhor comparagio entre os métodos de
preparagiio, € importante descrever algumas das caracteristicas
principais na preparagdo de vesiculas. As caracteristicas que mais
refletem as variagoes decorrentes dos diferentes métodos sio
aquelas envolvendo a encapsulag@o das substancias pelas
vesiculas. A eficdcia de encapsulagiio pode ser expressa de viri-
as maneiras:

* A percentagem ou taxa de encapsulagéo corresponde a
proporg¢io de soluto associada aos lipossomas em relagio & quan-
tidade inicialmente encontrada no meio;

* A massa de substincia encapsulada pela unidade de mas-
sa de lipideo corresponde a quantidade de soluto encapsulado
(ng/mol ou pg/mg);

* O volume aquoso encapsulado corresponde ao volume
ou a massa de fase aquosa encapsulada por unidade de massa de
lipideo (ul/umol).

METODOS DE OBTENCAO

Os métodos de preparagio de lipossomas sdo numerosos

e levam a formagdo de vérios tipos de vesiculas que diferem en-
tre si pelo tamanho, estrutura e capacidade de encapsulagio. De
acordo com o método, € possivel obter vesiculas multi ou
unilamelares. Lasic ressalta a influéncia da energia sobre a for-
magao dos vdrios tipos de vesiculas. Por exemplo, as MLV for-
mam-se espontaneamente, quando o filme fosfolipidico é
hidratado em excesso de dgua ou tampio. J4 as LUV e SUV,
possuem maior energia livre e, portanto, deve haver a dissipacio
de alguma forma de energia no sistema para sua obtengo.

Requisitos basicos para um método de preparagio ideal
de lipossomas:

* simples

* padronizado

* reprodutivel

* com boa relacdo custo/eficicia

* 0 produto obtido deve ser estdvel e homogéneo por um
periodo de tempo suficiente

* capaz de produzir lipossomas homogéneos em pequena
e larga escala

* 0 tamanho dos lipossomas deve ser controldvel

1) DISPERSAO MECANICA

1.1) Hidratacdo de filme lipidico

Uma solugiio aquosa é adicionada a um filme de
fosfolipideos obtidos pela evaporag@o de um solvente orgénico
onde os fosfolipideos estavam solubilizados. A dispersdo é fa-
cilitada pela utilizagdo de um vértex e/ou pela introdugio de
pérolas de vidro no baldo. O filme fosfolipidico, em contato com
asolugdo aquosa, engolfa parte dela, até que se desloca das pa-
redes do baldo para formar espontaneamente as vesiculas.

O didmetro das vesiculas obtidas é bastante elevado, da
ordem de alguns micrometros, e a distribuigdo de tamanho é muito
heterogénea. Dependendo da energia empregada (agitacio leve,
vortex, natureza do fosfolipideo, forga iénica, natureza dos fons,
concentragio, pureza), formam-se MLV de diferentes distribui-
¢oes de tamanhos,

No caso de uma leve agitagdo, o didmetro, a lamelaridade,
e distribui¢io de tamanho dos lipossomas variam dentro de uma
ampla faixa (0,1 a vdrias dezenas de um). Uma distribuicdo de
tamanho relativamente bem definida (1 - 4um) pode ser obtida
se a energia adicionada ao sistema (vértex por 10 min) assim
como, a composi¢ao e a concentragio forem rigorosamente con-
troladas.

O volume aquoso encapsulado varia entre 0,5 e 4,1 pl/
pmol de fosfolipideo. As taxas de encapsulagdio obtidas por este
método variam de 2 a 15%. Segundo MAIERHOFER, 1988, 0 indi-
ce de encapsulagdo das vesiculas obtidas por este método é mais
elevado quanto mais lentamente for realizada a hidratagiio. A
adigdo de fosfolipideos carregados origina um aumento na dis-
tincia entre as bicamadas lipidicas, reduzindo a tendéncia 2 agre-
gagdo das MLV ap6s sua formaco.

Figura 7 - Hidratagéo do filme lipidico seco
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1.2) Sonicagiio

Com a finalidade de reduzir o didametro dos lipossomas
MLV obtidos por hidratacdo do filme lipidico. a dispersdo de
lipossomas pode ser submetida 4 acdo de ultra-som. A sonicagio
de dispersoes de fosfolipideos resulta em preparagdes com bai-
xa turbidez, as quais consistem de microvesiculas de bicamads
lipidicas circundando compartimentos aquosos. Por este méto-
do, introduzido por SAUNDERS (1962), obtém-se lipossomas SUV
de didmetros que variam de 20 a 50 nm.

O processo de irradiagio de ultra-som pode ser feito por
sonicadores de banho ou por sonda (Figura 8). Este tltimo ¢
mais eficiente que o de banho para reduzir o tamanho dos lipos-
somas. Entretanto. os aparelhos do tipo TIP, que possuem son-
das metélicas de titanio de onde partem as ondas de ultra-som,
podem liberar residuos do metal, promovendo a degradagio do
lipideo estrutural da vesicula.

Os sonicadores de banho evitam este problema, mas os
detalhes experimentais requerem maior aten¢do, como o tempo
de sonicacdo, a forma do recipiente usado para conter os lipide-
0s, volume da solucgdo e a posicao do recipiente no banho para
obter vesiculas com menor didmetro possiveis e reprodutiveis.

Na preparag¢ao de SUV por esta técnica, € essencial que a
sonicagdo seja efetuada numa temperatura superior a T, do lipi-
deo de mais alto ponto de fusdo na mistura e que as vesiculas
permanegam acima da T, por pelo menos 30 min. para formar
uma preparagdo estivel. Abaixo da T ; formam-se estruturas se-
melhantes a agregados de SUV com defeitos na bicamada.

O alto raio de curvatura destas vesiculas proporciona uma
maior percentagem de fosfolipideos na monocamada externa (60-
70%) comparado a monocamada interna, levando a uma distri-
bui¢io assimétrica dos componentes lipidicos nas bicamadas
quando sdo utilizadas misturas.

Em relacdo ao volume de encapsulagdo no espaco aquo-
so, as SUV sdo limitadas com valores na faixade 0.2 a 1,5 pl/
umol de lipideo, variando com a composicdo lipidica da vesicu-
la e o tempo de sonicagfio. Apresenta taxa de encapsulagio bai-
xaentre 0,1 e 1%. A inclusdo de colesterol aumenta o volume de
captura. O pequeno espaco aquoso limita o tamanho das macro-
moléculas que podem ser encapsuladas (até 40.000 daltons).

Figura 8 — Método de obtengéo de lipossomas por sonicagio.

1.3) Extrusao
Estas técnicas baseiam-se na utiliza¢do de uma prensa ou
de membranas de policarbonato.

a) “French pressure cell”

Neste processo uma pressio da ordem de 20.000 psi (li-
bras/pol®) é exercida sobre um pistdo que penetra em um reser-
vatério cilindrico através de um orificio (Figura 9). A fragmenta-
¢do dos lipossomas ocorre devido as forgas de cisalhamento que
atuam sobre as membranas das MLV. Apés 4 a 5 passagens, 95%
das vesiculas sao SUV, com didgmetro variando de 30 a 50 nm.
Os volumes encapsulados séo pequenos, mas a possibilidade de
utilizar altas concentracdes de lipideos permite obter uma taxa
de encapsulagiio da ordem de 5 a 25%. E um método simples e
reprodutivel, ndo havendo limita¢oes quanto ao volume a utili-
zar permitindo o emprego para escala industrial.

— corpo da cébda de pressic
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Figura 9 - “French Pressure Cell”

b) Extrusdao de membrana

Esse método consiste em calibrar o tamanho dos liposso-
mas for¢ando-os a passar através de uma membrana de policar-
bonato, cujo didmetro dos poros é bem definido (Figura 10).

Os lipossomas sdo filtrados em membranas com poros
decrescentes (1/0,8/0,6/0,4/0,2 um), e sdo do tipo MLV com di-
ametro médio de 0,27 um. O volume aquoso encapsulado estd
entre 1 e 3 ul/umol de lipideos e taxa de encapsulagio de 5 a

30%.
Nitrogéneo

Figura 10 - Extrus@o por membrana de policarbonato.

1.4) Microfluidizagio

Essa técnica usa a for¢a de duas correntes de dispersoes de
lipossomas que colidem entre si sob alta pressdo, reduzindo o tama-
nho das vesiculas, permitindo homogeneizar dispersoes de liposso-

mas MLV (Figura 11).

No microfluidizador, a dispersao de vesiculas passa, por in-
termédio de uma bomba, sob forte pressdo (10.000 psi), através de
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um filtro com poros de 5 um de didmetro, chegando a uma cima-
ra de interagdo. O fluido € separado em dois canais que se reen-
contram no alto da cdmara, a uma velocidade superior a 500 m/s.

A colisdo de vesiculas que se produz é acompanhada por
uma transferéncia de energia elevada. O choque das particulas
entre si provoca a ruptura das vesiculas grandes que se reorgani-
zam em vesiculas pequenas e de tamanho homogéneo. Desta
maneira, apds cerca de duas passagens, os lipossomas obtidos
sdo SUV, com didmetro inferior a 0,1 um. Esse método permite
produzir grandes quantidades de lipossomas na presenca de con-
centragoes elevadas de fosfolipideos (20%). A taxa de encapsu-
lagdo chega a 70%.
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Figura 11 — Microfluidizagao

1.5) Desidratacao-reidratagiio

Consiste em dispersar, numa solugéio aquosa, os liposso-
mas previamente liofilizado. Compreende varias etapas:

* prepara-se lipossomas por uma das técnicas descritas
anteriormente;

* a solugdo aquosa contendo o soluto a encapsular é adi-
cionada aos lipossomas e liofilizada;

* ap6s reconstitui¢do em solugio aquosa, sdo obtidos li-
possomas com didmetro inferior a 1 pm e com 40% de encapsu-
lagdo;

As vesiculas sonicadas sio misturadas a uma solugéo
aquosa contendo o soluto que se deseja encapsular, e a mistura é
seca sob corrente de N, (ouliofilizada). Com a desidratagdo da
amostra, as vesiculas pequenas fundem-se para formar um filme
multilamelar que intercala as moléculas do soluto entre sucessi-
vas camadas. Na reidratacio, sdo formadas vesiculas maiores, as
quais encapsulam uma porgio significante do soluto (Figura 12).

Adigho da
solugho tampho
— ———

Lipossomas SUV Liofirzaghs
+
Soluto & encapsular

Liposnornas MLV

Figura 12 - Deidratacdo-Reidratagao

1.6) Congelamento-descongelamento
Nesta preparagio, os lipossomas SUV e o soluto a en-
capsular sdo congelados em nitrogénio liquido e depois deixa-

dos & temperatura ambiente, por 15 min. E, entdo, sonicados.
Formam-se LUV, com um volume de encapsulagdo de 10 ul/umol
de lipideos, e taxa de encapsulagdo de 30%. Por esta técnica, é
praticamente impossivel preparar lipossomas com fosfatidilcoli-
na pura, pois a presenca de uma carga é fundamental. Crioprote-
tores como sacarose ou cdtions divalentes ou solucdes de eleva-
da forga i6nica inibe o processo de fusio das vesiculas que pode
ocorrer.

Este método leva a obten¢io de uma preparagio hetero-
génea de vesiculas, a maioria unilamelares, com tamanho que
varia de 50 a 500 nm. A formaco de lipossomas maiores resulta
da fusdo das pequenas vesiculas, durante o congelamento e/ ou
descongelamento da dispersdo de SUV.

1.7) Vesiculagio induzida por ajuste de pH

Pode-se induzir a reorganizag@o de MLV em vesiculas
unilamelares, sem a necessidade de sonicagdo ou alta pressio,
simplesmente alterando o pH. Este processo denominado vesi-
culagdo induzida por pH é um fendmeno eletrostdtico. A altera-
¢do de pH provoca um aumento nas cargas superficiais da bica-
mada lipidica, causando uma vesiculacéo espontanea.

1.8) Fusio induzida por célcio

Procedimento baseado na observacdo de que a adigiio do
cdlcio a SUVs apropriadas induz a fusdo e resulta na formagdo
de grandes estruturas cilindricas, multilamelares em uma confi-
guragdo espiral (cilindros de coquelatos). A adi¢do de dcido eti-
lenodiaminotetracético (EDTA) a estas preparagdes produz gran-
des vesiculas esféricas unilamelares. Uma variedade de fosfoli-
pideos édcidos pode ser usada nesta preparagio, incluindo o éci-
do fosfatidico, o fosfatidilglicerol e a fosfatidilserina, com ou
sem colesterol.

A preparagio de LUVs comega com SUVs pré-formadas,
que sdo entido misturadas por didlise com uma solugiio contendo
célcio, ou recebem diretamente a adicéo de cloreto de cdlcio.
Nos dois casos, as SUVs se fundem em estruturas coqueladas,
formando um precipitado branco floculante, a qual pode ser re-
movido e coletado por centrifugagio. Este precipitado € ressus-
pendido em um volume minimo de solugio contendo o material
a encapsular, e entdo adiciona-se uma solugdo 0,1M de EDTA
até que a suspensio se torne clara, como resultado do rearranjo
dos cilindrosem LUV,

A maior vantagem desse método é a habilidade de encap-
sular macromoléculas sob condig¢des excepcionalmente brandas.
As vesiculas sdo em sua maioria unilamelares, com grande dis-
tribui¢do de tamanho. A desvantagem é que requer fosfolipideos
de cardter dcido ou misturas, contendo uma predominincia de-
les.

2) DISPERSAO SOLVENTE

2.1) Injeciio de etanol

A inje¢iio de uma solugio etandlica de fosfolipideos em
uma solugdo aquosa leva i formagéo espontinea de lipossomas
unilamelares de tamanho reduzido (Figura 13). Os lipideos se-
cos sdo dissolvidos em etanol e injetados, por meio de uma se-
ringa de vidro ou bomba peristdltica, em uma solugiio aquosa
sob agitagdo. O didmetro dos lipossomas depende da volume de
injecdo, da velocidade de agitagdo e da concentragiio de fosfoli-
pideos no etanol. Uma injeg@o répida permite obter vesiculas
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com didmetro meédio de 27 nm, enquanto que uma injec¢iio lenta
leva a formagdo de vesiculas com didmetro superior a 120 nm.
A concentracdo final de etanol ndo pode exceder de 10%
em volume, neste caso as SUV ndo se formam. O etanol residual
¢ de dificil remocdo, pois forma uma mistura azeotrépica com a

dgua.

- 1__ Fosfolipideos em
i solugao etandlica

Fase aquosa

agitador magnético

Figura 13 - Injecdo de Etanol

2.2) Infuséao de éter

Neste método os fosfolipideos sdo dissolvidos em éter
ou uma mistura éter/metanol (Figura 14). A solugio € entdo inje-
tada por meio de uma seringa, a uma velocidade de 0,2 ml/min,
numa solugdo aquosa aquecida a 55-65°C (acima do ponto de
ebuli¢do do éter) ou a 30°C sob pressio reduzida. A concentra-
¢do de lipideo empregada € de 2 mg/ml, e 2 ml desta solugdo sdo
injetados a 4 ml de solugdo aquosa. A eliminac¢do do éter por
evaporagdo leva a obtengio de lipossomas unilamelares cujo di-
ametro varia entre 150 e 200 nm.

Figura 14 — Infusdo de Eter.

2.3) Evaporacio de fase reversa

Este método desenvolvido por Szoka E PAPAHADIOPOU-
Los, permite preparar lipossomas LUV com um grande compar-
timento aquoso. Os fosfolipideos sdo dissolvidos em solvente
organico, como éter etilico, propilico ou uma mistura de solven-

tes (éter propilico/cloroférmio 1:1, V/V), ou ainda em fluorcar-
bonetos abaixo do ponto de fusdo. A fase aquosa (tampao) é
adicionada a fase orgénica a uma razio de 1/3 (fase aquosa/fase
orgénica) se o solvente for o éter etilico, ou de 1/6 no caso da
mistura éter propilico/cloroférmio.

Neste momento, os fosfolipideos se dirigem para a inter-
face das duas fases imisciveis. Apés 5 min de sonicagéo, forma-
se uma emulsio A/O, na qual os fosfolipideos se organizam na
forma de micelas inversas, circundando os compartimentos aquo-
s0s. A eliminacdo do solvente por evaporagao sob pressio redu-
zida (200-400 mmHg) leva 4 aproximagdo dessas micelas inver-
sas, seguida da formagdo de um gel.

Ao longo dessa etapa, as micelas inversas, formadas por
monocamadas de fosfolipideos circundando compartimentos
aquosos, agregam-se para formar uma estrutura geleificada com-
pacta. Na etapa seguinte, a pressio € reduzida ainda mais a fim
de favorecer a evaporacio total do éter. No momento da ruptura
da fase gel, as monocamadas se aproximam para formar as bica-
madas dos lipossomas. O éter € eliminado por evaporacio total
do solvente.

As vesiculas obtidas sdo unilamelares, com didmetro
médio de 0,5 pm. Uma encapsulacgiio maxima (65%) da fase aquo-
sa € obtida em presenga de uma solugio de fraca forga i6nica
(0,01M NaCl).

Ap6s obter uma dispersido homogénea, é recomenddvel
remover os tragos finais do solvente, por didlise ou cromatogra-
fia, em coluna de exclusdo. Isto eliminar4 a tendéncia das vesi-
culas recentemente preparadas de se agregarem.

SO CAD LIPINICEA KM

SOLVENTE SINTEMA BIFASICO MU A0 ACUA KM 00K

Fav Ongioen | . ¢

Figura 15 — Evaporacio de Fase Reversa.

2.4) Remocio de detergente

Os fosfolipideos sio solubilizados em meio aquoso, atra-
vés da adi¢@o de um detergente, formam-se as micelas mistas e,
em seguida, o detergente é eliminado, deixando as micelas ricas
em fosfolipideos, as quais coalescem para formar vesiculas uni-
lamelares do tipo SUV ou LUV. As vesiculas resultantes contém
menos que | molécula de detergente/1.000 moléculas de fosfoli-
pideos.

3) OUTROS METODOS

KaNEko E Sacirani (1992) desenvolveram um método para
a preparacao de lipossomas fundamentado na “fase lamelar li-
quido-cristalina” que se forma numa mistura de lecitina de ovo,
propilenoglicol, glicerol e 4gua. A adi¢do de dgua a esta fase
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lamelar levou a obteng¢ao de lipossomas de cercade 116 nm e
com uma eficiéncia de encapsulagao de 19,5%.

BranoL et al (1990) preparam lipossomas, empregando
um aparelho homgeneizador de escala laboratorial. De forma
semelhante a microfluidizacio, este aparelho produz uma hidra-
tacdo forgada da lecitina e uma subsequente formagéo de lipos-
somas, através da expansdo de dispersoes lipidicas sob alta pres-
sdo.

BacHAMNN et al (1993), segundo o mesmo principio, des-
creveram a preparacdo de lipossomas através de outro homoge-
neizador constitufdo por uma bomba peristaltica que alimenta o
material para dentro de uma bomba resfriada com dgua, a qual
contém dois pistdes a alta pressdo. Um tnico ciclo mostrou-se
capaz de transformar uma dispersdo bruta de vesiculas em uma
dispersdao homogénea, opalescente e levemente tirbida. Suces-
sivas recirculagoes levaram a reducio de tamanho das vesiculas
até os limites desejados.

CARACTERISTICAS DOS PRINCIPAIS
METODOS DE PREPARACAO DOS LIPOSSOMAS

As caracteristicas dos principais métodos de preparacgio
dos lipossomas estdo resumidos na tabela I. De acordo com esta
tabela, vdrios critérios devem ser considerados para a formula-
¢do de lipossomas. Sua composi¢io, estrutura (uni ou multila-
melares) e tamanho sao determinados em func¢ao de critérios de
estabilidade e de suas aplicagdes. O volume de encapsulagio deve
ser elevado caso se pretenda encapsular macromoléculas. Além
do que, o método de preparagio nio deve ser agressivo a subs-
tancia a encapsular. Por outro lado, a caracteristica da vesicula
obtida depende da técnica utilizada, e disso depende sua aplica-
bilidade em terapéutica
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