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RESUMO

Este trabalho apresenta a fabricacdo e a caracterizacéo de filmes nanoestruturados,
obtidos através da técnica de automontagem camada por camada (do inglés layer-
by-layer, LbL), utilizando a incorporacao de extratos de Aloe Vera em lipossomos, no
desenvolvimento de sistemas de liberacdo modificada de farmacos (drug delivery).
Foram confeccionados lipossomos a partir dos fosfolipidios DPPG (Dipalmitoil
fosfatidil glicerol) e POPG (Palmitoil fosfatidil glicerol) na incorporacdo do extrato
bruto de Aloe Vera, e de um de seus principios ativos a Aloina. A escolha destes
fosfolipidios baseou-se no fato de sua temperaturas de transicdo de fase serem
préximas da temperatura do corpo humano, condi¢cdo necessaria para a construcao
do sistema de drug-delivery, especificamente como adesivo (patch). Filmes dos
lipossomos confeccionados, juntamente com o polieletrdlito poli(etileno imina), PEI,
foram fabricados e caracterizados por espectroscopia Uv-vis. Através de
espectroscopia de fluorescéncia, avaliou-se a eficacia do processo de incorporacao
dos extratos na estrutura do lipossomo, a imobilizacdo destes em forma de filme,
bem como a determinagdo da eficiéncia na liberagdo controlada destes extratos
guando imobilizados.

Os filmes fabricados com os trés sistemas, Aloina, Aloina em lipossomos DPPG e
Aloina em lipossomo POPG apresentaram crescimento. A liberacdo foi avaliada nas
solucdes e nos filmes, onde as solucdes apresentaram uma taxa de decaimento com
tempo menor, enquanto que, quando imobilizados nos filmes a taxa foi maior, o que

justifica o uso de filmes LbL para sistema de liberacdo modificada.

Palavras-chave: Aloe Vera, Aloina, Drug delivery, liberacdo modificada, filmes

nanoestruturados, lipossomos.
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ABSTRACT

Currently, thanks to the high due technological development, a new class of
systems has been explored for drug delivery systems, or controlled release of drugs.
These systems have great importance as a rare drug in an agueous solution or in the
conventional way can achieve the target concentrations appropriate to achieve the
desired therapeutic efficacy, for this reason, in recent years a new pharmacological
concept was developed through the preparation of biologically active systems with
the use of molecular aggregates. Among the delivery systems most studied, we
highlight the liposomes, micelles, polymeric nanoparticles, dendrimers and carbon
nanotubes. In this work we immobilized Aloin (barbaloin), component present in Aloe
vera, which has healing activity, in nanostructured films, using the technique of self-
assembly layer by layer ( LbL). To obtain the ultrathin films for the process Layer-by-
Layer, Aloin (barbaloin) was incorporated into dipalmitoyl phosphatidyl glycerol
(DPPG) liposomes and self-assembled with polyelectrolytes to development of a
drug controlled release system of the adhesive type (patches). The film growth and
its ability to release the Aloin were monitored using UV-visible and fluorescence
spectroscopy. The films showed linear growth, indicating that the same amount of
material was absorbed in each deposition step. Aloin release from the LbL films
made with DPPG liposomes showed constant for 12 hours. This possibility of release
through a long time course is promising for medical applications using patches.

Keywords: drug delivery, liposome, Aloin, Layer-by-Layer film, patches.
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CONSIDERACOES INICIAIS

Atualmente, a nanotecnologia vem sendo amplamente empregada em
diversas areas como meédica, bioldgica e tecnologica. Uma revolugdo vem ocorrendo
na ciéncia e tecnologia, devido ao uso de materiais em escala nanométrica, 0s quais
podem apresentar novos comportamentos e ou propriedades, diferentes daquelas
dos materiais em escala macroscépica’.

A nanotecnologia € uma area da ciéncia multidisciplinar, pois engloba
diferentes materiais como polimeros, ceramicas, semicondutores, compoésitos e
biomateriais, para diferentes fins como em eletrénica, Optica e ainda aplicagcbes em
biotecnologia. Em relacdo a esta Ultima, pode-se citar o desenvolvimento de
biossensores, sistemas de liberacdo modificada de farmacos.

Neste contexto, principalmente no que diz respeito ao uso de farmacos,
despertou-se para a necessidade do desenvolvimento de medicamentos mais
eficazes, ou seja, que atuem exatamente no tecido ou 6rgao lesado, levando a
concepcao do termo de liberacdo controlada. Esse tema ganhou notoriedade nos
Gltimos tempos?, uma vez que pode ser empregado em diversos campos da area
médica.

Ha varias vias de administracdo dos medicamentos por liberacdo controlada,
como oral, transdermal e intravenosa. O uso de cada um desses deve se basear nas
propriedades fisico-quimicas de cada principio ativo, além do local de acéo.

A via de administracdo transdermal utiliza a pele como uma rota alternativa de
distribuicdo de farmacos, agindo de maneira sistémica e/ ou localizada , possuindo
varias vantagens em comparacdo com a administracdo oral de farmacos,
principalmente pelo fato de um medicamento de liberacdo pela via transdérmica
atingir niveis plasmaticos constantes, enquanto que, pela via oral, o nivel é
variavel®.

O uso de sistemas que realizam complexas tarefas em regides restritas e que
possam ser manipulados e controlados é fundamental para o desenvolvimento
destes medicamentos. As células dos organismos vivos exemplificam tais sistemas,
pois elas sdo compostas por estruturas envoltas por uma membrana, que confere
protecdo e € responsavel pelo transporte de substancias entre 0 ambiente extra e

intracelular.
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Os lipidios séo os principais componentes estruturais destas membranas que,
associado a outras moléculas, permitem que efetuem suas fun¢des com eficiéncia.

Os lipossomos sdo formados por uma bicamada lipidica, que delimita um
nacleo aquoso central. A existéncia de regibes aquosas e lipidicas permite a
associacdo de compostos de natureza hidrofilica, hidrofébica e anfifilica, tanto no
interior, como dentro e ao longo da bicamada® °. Os lipossomos mimetizam as
células em protecdo, composicédo e funcionalidade, aumentando assim a eficiéncia
de compostos biologicamente ativos incorporados, em comparacdo com sua forma
livre ® 7. Além disso, possuem biocompatibilidade e biodegradabilidade, condicées
fundamentais em sistemas drug delivery, pois se tratam de estruturas a serem
administradas in vivo.

Com o aumento do interesse por medicamentos fitoterapicos®, optou-se pelo
uso da Aloe vera e de um de seus extratos, a Aloina, como principio ativo a ser
incorporado nos lipossomos, devido a suas propriedades medicinais cicatrizantes,
laxativas, entre outras.

Neste sentido, este trabalho aborda a fabricacdo e caracterizacdo de filmes
nanoestruturados de lipossomos, contendo Aloe vera e Aloina, no desenvolvimento
de um sistema de drug delivery, a fim de avaliar o seu potencial deste para futuras

aplicac6es como adesivos transdérmicos.
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OBJETIVOS

O principal objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de filmes
automontados nanoestruturados, contendo um principio ativo da Aloe vera a Aloina,
como modelo de membrana, visando a aplicacdo em sistemas de liberacao
modificada de farmacos.

Dentre os objetivos especificos destacam-se:

a) Incorporar a Aloe Vera e Aloina em lipossomos, utilizando os fosfolipi-

dios DPPG e POPG;

b) Avaliar a eficiéncia do processo de incorporacao através de espectros-
copia de fluorescéncia.

C) Fabricar filmes nanoestruturados de lipossomos contendo as espécies
incorporadas através da técnica LbL e caracterizar o crescimento
destes por espectroscopia UV-vis.

d) Monitorar a liberacdo controlada das espécies incorporadas em lipos-

somos livres e imobilizadas na forma de filme.

Estrutura do trabalho

Este trabalho esta estruturado em cinco capitulos. O primeiro capitulo envolve
uma revisdo bibliografica da literatura cientifica acerca dos principais conceitos
envolvidos. O segundo descreve as etapas experimentais e materiais utilizados. A
abordagem dos conceitos tedricos envolvidos nas técnicas de caracterizacao
empregadas é exibida no terceiro capitulo. O capitulo 4 apresenta os resultados
obtidos e a discusséo destes. Por fim, as conclusdes sdo apresentadas no quinto

capitulo.
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CAPITULO |

1. INTRODUCAO

O principal objetivo de um farmaco, além da eficacia, € possuir pouco ou
nenhum efeito colateral, porém, nem todos os medicamentos possuem estas
caracteristicas. Além disso, em seu percurso no organismo, o farmaco passa por
diversas barreiras fisiolégicas, como trato gastrointestinal, boca, faringe, estémago,
onde ha acao de diversas enzimas, ocasionando, eventualmente, uma diminuicdo na
dosagem inicial até atingir o alvo especifico® °.

Nas ultimas décadas, varios mecanismos de sistemas transportadores de
farmacos tém sido estudados, com a finalidade de reduzir efeitos colaterais e manter
a concentracdo constante do farmaco no plasma sanguineo, para que o efeito

terapéutico seja ideal™®

. Uma proposta é a transmissdo dos medicamentos atraves
de um sistema de liberacao modificada de farmacos.

Os sistemas de liberacdo modificada consistem, basicamente, de sistemas
capazes de transportar um dado farmaco no interior do organismo até o 0Orgao
lesado, libera-lo de forma controlada e eficaz, aumentando a eficiéncia do
tratamento.

Estudos relacionados a esse tema iniciaram-se em 1906, quando o
bacteriologista Paul Ehrlich prop6s a ideia da “Zauberkungel”, traduzida para o inglés
como magic bullet, ou seja, bala magica' . Neste sistema o farmaco é ligado ao
transportador direcionado e exibira atividade farmacoldgica apenas no tecido alvo,
aumentando a eficacia e reduzindo a dose administrada, bem como os efeitos
colaterais® 3. A liberacdo do farmaco em seu alvo especifico ocorre em resposta a

diversos estimulos, que podem ser biolégicos ou externos. Esses estimulos atuam

4
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como verdadeiros gatilhos que disparam a “bala méagica”; exemplos de estimulos
sao variacoes de pH e temperatura. O pH extracelular e intracelular sdo afetados por
diversas patologias, por exemplo, o pH extracelular de um tumor sélido tende a ser
mais &cido (6,5) que o do sangue (7,4) a 37°C** 4,

Um grande passo nesta area ocorreu em 1965, com a publicacdo de Alec
Bangnham™ sobre a difusdo de ions através de membranas lipidicas artificiais.
Neste trabalho foi feita a caracterizacdo de um sistema de vesiculas fosfolipidicas,
misturando-se diferentes fosfolipidios em &gua, sob agitacdo adequada, onde
ocorria uma conformacdo espontanea na forma de vesiculas, que apos trés anos
recebeu o nome de lipossomos®. Apés esse trabalho, os lipossomos tornaram-se
um modelo simples para o estudo de membranas biolégicas. O sucesso da
incorporacdo de enzimas em lipossomos despertou interesse da comunidade
médica e cientifica'®, sendo que em 1971, Gregoriadis propds pela primeira vez o
uso de lipossomos como um sistema transportador de farmacos e, a partir disso,
houve um grande desenvolvimento desta area'’.

Desde entdo, a mesma finalidade tem sido estudada na aplicacdo de
nanoparticulas, emulsdes, hormoénios, peptideos, dendrimeros e anticorpos. O
objetivo destes carreadores é aumentar o potencial terapéutico de um farmaco,
impedindo a difusdo para outros 6rgdos, a fim de que diminuam os efeitos
indesejados no organismo. Neste ambito, o uso de sistemas que permitem controlar
e estudar propriedades especificas dos materiais em nivel molecular € de grande
interesse™®,

A construcdo de filmes ultrafinos permite a interpretacdo destas interacdes
entre materiais, um nivel nanométrico. Um dos métodos utilizados para a construcéo
de filmes ultrafinos de materiais organicos e biolégicos € a técnica de automontagem
camada por camada (do inglés, Layer-by-Layer, LbL). Esta técnica foi desenvolvida
por Decher’ em 1997 e é baseada na interacéo eletrostatica entre moléculas de
cargas opostas, permitindo o controle das propriedades, como a arquitetura
molecular e espessura do filme, podendo ser explorada para a liberacdo modificada
de farmacos *°.

Portanto, este trabalho apresenta a utilizacdo de filmes nanoestruturados de
lipossomos contendo Aloe vera e Aloina, incorporadas em sua estrutura, na

confeccao de um sistema drug delivery.
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2. ASPECTOS TEORICOS

A seguir, é descrita uma revisao teorica e bibliografica referente aos métodos
empregados no desenvolvimento do trabalho. Destacam-se o desenvolvimento de
um sistema de drug delivery (liberacdo modificada), através da incorporacdo de
principio ativo em lipossomos e a imobilizacdo destes em filmes automontados
nanoestruturados do tipo LbL, sendo que o principio ativo utilizado serd a Aloe vera

e a Aloina, devido as suas caracteristicas terapéuticas.

2.1. Sistema de liberacdo controlada de farmaco (drug delivery)

Os sistemas de liberacdo modificada de farmacos possuem grande
importancia, uma vez que raramente um farmaco, numa solucdo aquosa ou na
forma convencional, consegue chegar ao alvo nas concentracfes adequadas, com o
objetivo de atingir a eficicia terapéutica desejada. Isto pode ser atribuido as diversas
barreiras fisiol6gicas de diferentes naturezas (anatdbmica, quimica e bioldgica) entre
o local de administragéio do farmaco e o 6rgdo alvo®®?°,

A maioria dos farmacos possui moléculas pequenas e vasta distribuicdo pelo
organismo, principalmente apos injecao intravenosa. O resultado é um baixo indice

terapéutico e alta toxicidade em tecidos saudaveis®’?*

, OU seja o farmaco deve ser
administrado numa dose adequada para eliminar determinada patologia, porém até
o farmaco atingir o 6rgao especifico, passa por diversos tecidos, dentre eles os
saudaveis. Neste caminho do farmaco até seu objetivo, a concentracao plasmatica
do medicamento diminui consideravelmente, o que ocasiona o0 baixo indice
terapéutico.

De maneira geral, um farmaco ideal deve realizar o efeito desejado e possuir
especificidade de alvo, com a finalidade de diminuir efeitos colaterais, principalmente
guando se trata de farmacos citotoxicos. Tais exigéncias séo dificeis de conseguir
apenas com uma mudanc¢a na estrutura do farmaco. Por essa razdo, nos ultimos
anos um novo conceito farmacologico foi desenvolvido, através da preparagéo de
sistemas biologicamente ativos com o uso de agregados moleculares®. Este é o

6
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principio envolvido em sistemas de liberacdo modificada de farmacos (drug delivery).
A proposta de agregados moleculares que possam liberar o farmaco no local
desejado € baseada na hipotese de que, diferentes funcdes podem ser atribuidas a
diversas substancias quimicas que compdem esse agregado. Com o0 auxilio desses
agregados, as moléculas biologicamente ativas podem ser sintetizadas, tendo em
vista seu potencial farmacol6gico e sem considerar qualquer limitacdo imposta pela
liberagéo incorreta, como os efeitos colaterais indesejados’ %,

Moléculas especificas de agregados assegurariam a liberagdo do composto
dentro do organismo, além disso, moléculas que formam esses agregados podem
proteger o farmaco da degradacdo’. Uma vantagem desses agregados, ao que
podem ser formados por moléculas anfifilicas, € a incorporacdo de farmacos que
sejam dificeis de usa-los como agente terapéutico, uma vez que apresentam baixa
solubilidade em fluidos bioldgicos ou devido a sua degradagdo ‘in vivo’ . Tais
agregados podem ser preparados utilizando compostos naturais e/ou sintéticos.
Com isso, surgem possibilidades de estender o espectro de aplicacbes de farmacos
através do uso de novas modificacdes tecnolégicas™.

A Figura 1 ilustra a diferenca entre um farmaco de liberacdo tradicional e
outro do tipo de liberacdo controlada, onde nota-se que a concentracdo plasmatica
do farmaco de liberacdo controlada se mantém constante por um tempo maior,
enquanto que com um farmaco tradicional ocorrem picos de alta e de baixa
concentracdo, o que compromete a eficacia do tratamento, além de aumentar o risco

de toxicidade.
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Figura 1. Esquema da comparacdo do perfil de farmaco administrado de forma convencional e

através de liberacao controlada.

Dentre os sistemas de liberagdo mais estudados, destacam-se os que utilizam
lipossomos, micelas, nanoparticulas poliméricas, dendrimeros e nanotubos de car-
bono. Além desses materiais, 0 uso de materiais biodegradaveis como peptideos,
15;7

horménios, anti-inflamatérios, agentes fitoterapicos e quimioterapicos também

tém sido estudados.

Para que um material possa ser utilizado na liberagdo modificada, como car-
regador, ele deve ser guimicamente inativo e inerte, além de ser biodegradavel. Uma
grande variedade de farmacos foi incorporada em lipossomos, que apresentam van-
tagens em relacdo a outros sistemas, pois sao biodegradaveis, ndo toxicos e nao
imunogénicos'® #*,como, por exemplo, DOXIL ® (doxorrubicina), Fungizone ® (anfo-
tericina-B), Novasome ® (variola) e nanoparticulas magnéticas para tratamento de
cancer.

Proteinas e peptideos estdo sendo cada vez mais reconhecidos como
candidatos potenciais para o desenvolvimento de novas terapias. Devido ao seus
modos relativamente especificos de agdo, seus usos como medicamentos de
liberacdo modificada e como agente terapéutico, sdo promissores pois podem ser

usados em doses baixas.



Dissertagdo de Mestrado — PPGCM — 2011

Em relacéo ao nivel celular, a liberacdo de proteinas e peptideos grandes in
vivo pode ser dificultada por sua estrutura tridimensional, devido a sua ocupacéo do
espaco e da natureza hidrofilica / hidrofébica. Assim, o transporte de difusdo destas
proteinas grandes é geralmente mais lento e ha poucos transportadores especificos
disponiveis®.

Estas proteinas e peptideos presentes sdo moléculas altamente vulneraveis,
com curto tempo de meia-vida in vivo, devido a degradacdo por enzimas e
proteases, quer no local de administracdo ou na rota para o local da acéo
farmacoldgica, resultando em baixa biodisponibilidade. Em certos casos, a
administracé@o frequente em doses elevadas pode ser necessaria para obter efeitos
terapéuticos, criando o risco de efeitos colaterais indesejados, tais como as
respostas imunes.

Além disso, durante a preparacdo do farmaco de peptideo de proteina,
processos de fabricacdo e os fatores ambientais podem danifica-lo, reduzindo sua
atividade bioldgica, induzindo agregacéo, processando as proteinas imunogénicas e
levando a sua precipitacdo. Esses processos incluem pH, forca iénica, temperatura,
pressdo , solventes ndo aquosos, fons metélicos, detergentes e agitacao®.

Um cenério ideal de proteinas e peptideos administrados seria através do
sistema de liberacdo modificada, o qual deve diminuir a taxa de depuracdo do
farmaco no sistema, refletindo em menores volumes ou concentragdes do farmaco a
ser administrado

Os medicamentos de liberacdo controlada e/ou modificada (drug delivery)
estdo cada vez sendo mais pesquisados, devido aos seus beneficios, como
diminuicdo do risco de toxicidade, maior eficacia e adesdo ao tratamento. Com o
avanco da nanotecnologia, tornaram-se possivel o desenvolvimento desses
sistemas, utilizando diferentes materiais como carregadores. Dentre eles, destacam-
se o0s lipossomos, por serem extremamente versateis, jA que permitem a

incorporacdo de moléculas hidrofilicas, hidrofébicas e anfifilicas™.
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2.2. Lipossomos: bicamada lipidica

As membranas bioldgicas sdo caracterizadas por uma dupla camada lipidica,
gue atua como uma barreira para o transporte de determinadas moléculas, como por
exemplo, farmacos, peptideos e agentes hidrofilicos, além de proteger contra
diversos micro-organismos.

As moléculas da bicamada lipidica ndo estdo ligadas de forma covalente, o
que permite flexibilidade, propiciando uma mudanca na sua forma e movimento™.
Em geral, esta dupla camada € constituida, basicamente, por lipidios, proteinas e
glicoproteinas, sendo que as proporcdes de lipidios e proteinas variam de acordo
com o tipo de membrana e funcdo. Mecanismos de interacdes entre lipidios e
biomoléculas estdo sendo estudados através de modelos simplificados denominados
biomiméticos™™.

Um dos sistemas biomiméticos mais estudados sao os lipossomos, que sao
esferas fosfolipidicas, compostas por uma bicamada lipidica e contendo um nucleo
central aquoso™’. O termo lipossomo foi criado em 1968 e sugestdes de sua
utilizacéio um sistema de liberacdo de farmacos surgiram logo depois®%%*# |

A Figura 2 ilustra estruturas vesiculares coloidais constituidas por bicamada
lipidica. O arranjo esférico é formado em agua através da agregacdo de moléculas
anfifilicas que contém um grupo polar e duas cadeias alifaticas em bicamadas, que

se fecham, formando um compartimento interno aquoso.

Figura 2. llustragdo esquematica de um lipossomo.
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Nos Ultimos anos, os lipossomos estdo tém sido estudados para a
incorporacdo e liberacdo controlada de farmacos (drug delivery), devido a sua
versatilidade, capacidade de protecdo, composicéo, elasticidade e, principalmente,
ao fato de permitrem a incorporacdo de moléculas, independente de sua
solubilidade?®.

Uma representacdo esquematica da incorporacdo de substancias nos

lipossomos esta representada na Figura 3.

— ]
" %

Figura 3. Mecanismo de incorporagéo de diferentes farmacos nos Iipossomoss.

a) farmacos hidrossolUveis aprisionadas no interior aquoso, b) farmacos lipofilicos
incorporadas na membrana lipossomal, c) anticorpo-alvo ligados covalentemente em d) modificagéo
da membrana lipossomal com uma fragao hidrofébica, e) lipossomos revestidos com PEG (polietileno
glicol), que tem como funcdo proteger a superficie da interacdo com proteinas, f) polimero de
protecdo e anticorpos, que podem ser fixados a superficie, g) ou ainda na extremidade distal da

cadeia polimérica.

Os lipossomos podem ser confeccionados através da dispersdo de
fosfolipidios em meio aquoso, podendo ser formados por uma ou mais bicamadas
lipidicas. O numero de bicamadas, assim como o tamanho, pode ser controlado
através do método de preparacdo e composicdo do lipidio. Os lipossomos mais
encontrados na literatura sdo os unilamelares (small unilamelar vesicle, SUV),
multilamelares (multilamelar vesicle, MLV) e vesiculas multilamelares gigantes (large

multilamelar vesicle, LMV), como ilustra a Figura 4.%".
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Figura 4. Representacdo esquematica da bicamada lipidica e dos lipossomos, LMV, SUV,

MLV. Figura obtida da Avanti Polar Lipds, www.avantipolarlipds.com.br.

De acordo com a temperatura em que os lipidios se encontram, eles podem
estar em diferentes estados, como gel ou estado liquido cristalino (fluido), sendo que
a medida que a temperatura aumenta, o ponto desta transi¢cdo € atingido. Ressalta-
se que esse ponto é caracteristico de cada lipidio”. Nesta transicdo, a membrana
passa de uma fase gel ordenada para uma fase liquida cristalina, onde ha uma
maior liberdade de movimentacdo de moléculas. Essa mudanca de fase, causada
pela alteracdo de temperatura, € denominada de mudanca termotropica dos
lipidios’ 8.

A temperatura de transicao de fase e fluidez (TC) é muito importante para a
confeccdo dos lipossomos, pois determina propriedades como permeabilidade,
fusdo, agregacao e ligacdo de proteinas. Na temperatura de transicdo de fase de
uma camada vesicular, observa-se um grande aumento de permeabilidade da
membrana’?’. A TC de cada fosfolipidio aumenta com comprimento da cadeia
alquilica e também com o grau de saturacéo do grupo anfifilico’.

Quando farmacos s&o incorporados em lipossomos, ou ainda, co-
administrados com lipossomos, a permeacdo através da pele é aumentada
consideravelmente?®®, devido & compatibilidade da pele humana com a membrana

lipossomal.
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Com a finalidade da aplicagdo mencionada, € importante que o lipossomo,
como um carreador de farmaco, seja constituido de lipidios que possam interagir
com a pele humana sem maiores danos, como alergia, irritacdo, dentre outros
efeitos adversos®. Outros parametros importantes sdo o grau de penetracdo, bem
como a flexibilidade?®.

Uma grande variedade de lipidios e surfactantes pode ser utilizada para a
preparacdo das vesiculas, como por exemplo, DPPG (Dipalmitoil fosfatidil glicerol),
DPPC (Dipalmitoil fosfadidil colina), POPG (Palmitoil oleil fosfatidil glicerol) e DPPE
(Dipalmitoil fosfatidil etanolamina). Geralmente, utilizam-se fosfolipidios que podem
ser catibnicos ou anibnicos. A composicdo destas vesiculas influencia as
caracteristicas fisico-quimicas dos lipossomos que possuem um efeito significativo
sobre o comportamento destas vesiculas e, consequentemente, a sua eficacia como
transportador de farmacos *.

Os lipossomos estdo sendo amplamente utilizados no meio cientifico, como
um modelo de membrana celular, o que originou diversos artigos cientificos
publicados. Estes se mostraram de grande interesse na area fisico-quimica de
lipidios, formacdo de dominios lipidicos em membranas®, no entendimento de
interacdes celulares®® e deformidade em sistemas lipidicos™®. Dentre as aplicacées
na area biomédica, se destacam em testes diagndésticos, desintoxicacdo através de
agentes quelantes, na cosmetologia e aplicacdes como transportador de farmacos
antitumorais, 0s quais S&o0 extremamente citotoxicos 3.

Os lipossomos podem ainda ser imobilizados sobre um substrato solido com a
finalidade de estudar interacdes entre membranas de interesse biol6gico, como
proteinas, farmacos ou peptideos. A imobilizacdo e estabilizacdo de lipossomos
sobre superficies solidas sdo de grande interesse para a aplicacdo em
biossensores!, os quais podem ser baseados nas interacdes entre lipideos
imobilizados e proteinas especificas, e também como protétipo de sistemas de
liberacdo controlada de farmacos como adesivos que necessitam da incorporacao
do farmaco ou proteina nos lipossomos*>*2.

Na literatura sdo descritos varios métodos para a construcdo de modelos de
membrana em substratos sdélidos, como os filmes camada por camada (Layer —by-

Layer) e os filmes de Langmuir-Blodgett (LB)™.

13



Dissertagdo de Mestrado — PPGCM — 2011

2.3. Filmes automontados (Layer- by- Layer)

A necessidade de obtencdo de estruturas com controle de espessura e
propriedades em escala molecular impulsionou o desenvolvimento de técnicas de
montagem de filmes ultrafinos. Os métodos mais utilizados sdo LB e LbL, pois
permitem organizar as moléculas individuais em estruturas organizadas,
favorecendo as propriedades finais desejadas **.

Um meétodo simples e versatil para preparar filmes foi desenvolvido por Sagiv
e, anos mais tarde, aperfeicoado por Decher, com diferentes materiais carregados e/
ou poli-ions®**?3*. Biomoléculas carregadas, como DNA, proteinas, fosfolipidios e
particulas inorganicas podem ser incluidos nestes filmes.

Este método surgiu como uma alternativa mais simples a técnica LB, que é
mais onerosa, embora determinadas caracteristicas, como a organizacdo dos filmes
produzidos pela técnica LB sejam superiores & técnica de automontagem LbL? %,

A técnica LbL permite que o fosfolipidio seja montado com multicamadas de
polieletrolitos que podem servir de matriz para a imobilizacdo de biomoléculas, sem
alterar seu ambiente aquoso nativo e sem contato direto com os polieletrolitos.
Como as camadas internas e externas dos lipossomos sao hidrofilicas, as interacfes
com a superficie sdo basicamente forcas eletrostaticas, hidratacdo e forcas de van
der Waals?.

Outro beneficio obtido por essa técnica reside na capacidade de revestir
pecas de geometrias complexas mantendo, de maneira simples, a mesma
estruturacdo de filmes depositados sobre superficies planas. Os filmes LbL podem
ser montados sobre superficies de diferentes tamanho e forma. A versatilidade da
técnica esta na formacao de novas arquiteturas moleculares, baseadas em ligacdes
nao-covalentes. As interacfes eletrostaticas entre os poli-ions em solucdo e a
superficie sdo fundamentais para a estrutura final do filme. Ressalta-se que a
estruturagcdo do filme automontado também pode ocorrer por outros tipos de
interacdo como quimiossorcdo, ligacbes de hidrogénio, interacdes de van der
Waals, interagdes hidrofébicas, dentre outras. Esta diversidade de interacdes
intermoleculares favorece o uso de diferentes biomoléculas e o efeito cooperativo de

atracdo em multipontos exerce papel fundamental na imobilizagéol&%.
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A aplicagdo da técnica inicia com um pré-tratamento quimico do substrato

(vidro, quartzo) para gerar uma superficie carregada eletricamente. Isso permite ao
substrato adsorve em sua superficie, por atracdo eletrostatica, uma camada de
moléculas com carga positiva (polications) ou negativas (polianions)®3.
A formagéo de uma monocamada molecular ocorre quando o substrato € imerso em
solugdo com moléculas a serem adsorvidas ou depositadas. A maioria das
moléculas adsorvidas permanece depositada mesmo ap0s enxague do substrato,
que é necessario para retirar apenas as moléculas ndo aderidas 3. Apds o enxague
da primeira camada, € possivel depositar uma nova camada pela imersdo do
substrato em outra solucdo com moléculas de cargas opostas. As novas moléculas
vao se aderir sobre as moléculas anteriormente depositadas e com isso, se obtém
uma bicamada. Repetindo esse processo varias vezes obtém-se filmes
multicamadas. Inicialmente, acreditava-se que ndo havia limites para o numero de
bicamadas automontadas que um filme LbL podia conter'. Entretanto, caso a
densidade de cargas seja fraca, o filme pode atingir um limite maximo devido a
dessorcdo das camadas subsequentes. Isso ocorre porqgue ha uma densidade de
cargas critica, abaixo da qual ndo ocorre compensacdo suficiente de cargas na
superficie. Sem uma compensacao exagerada das cargas ndo é possivel reverter o
sinal da carga na superficie e, consequentemente, ndo ha adsor¢cdo de uma nova
camada® *°.

Essa técnica permite também uma variabilidade da arquitetura dos filmes, no
que diz respeito a espessura, composi¢cado, conformacao, grau de ligacdes ibnicas e
molhabilidade. O controle é realizado através de parametros como concentracao

quimica dos constituintes, pH, tempo de deposicdo, forca idnica e temperatura®.
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Figura 5. (a) Representac@o esquematica de deposicdo de filme sobre um substrato sélido,

(b) Representacgéo das interacgdes entre os polieletrélitos 2

A Figura 5 ilustra, de forma esquematica, a fabricacdo de filmes LbL, através
de adsorcao fisica, via atracao eletrostatica. Na etapa 1, o suporte sélido contendo
cargas negativas em uma superficie € imerso numa solugcdo contendo polieletrdlito
com cargas positivas (polication), por um tempo previamente determinado. Apos
esse tempo de imersdo, uma camada de material é adsorvida, através da atracéo
eletrostatica entre cargas do suporte e as cargas do polication.

O uso da técnica de automontagem para a fabricagcdo de filmes contendo
materiais biolégicos é bastante promissor pela possivel aplicacdo em biotecnologia.
A versatilidade permite que proteinas ou outras moléculas biolégicas sejam
imobilizadas neste tipo de filme, preservando a atividade bioldégica, como
demonstrada por Lvov e colaboradores®*.

Alguns estudos sobre incorporacdo de vesiculas de fosfolipidios (lipossomos)
em filmes de multicamadas de polieletrélitos, construidos pela técnica de
automontagem, foram realizados por Michel®’. Nestes estudos utilizaram-se os
polieletralitos poliacido glutamico (PGA) e poli(cloreto de alilamina) PAH. Através de
imagens de microscopia de forca atdmica (AFM), anédlises de microbalanca de cristal

de quartzo e elipsometria, demonstrou-se que 0s lipossomos permaneceram intactos
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na superficie. Este trabalho foi importante para a construcdo de filmes contendo
lipossomos em multicamadas, as quais podem funcionar como reservatorios de
farmacos, como agentes terapéuticos, ou nanorreatores enzimaticos>*>°.

O estudo de filmes automontados para a liberacdo controlada de farmacos
tem sido amplamente explorado. Hammond e colaboradores examinaram a
incorporagao de heparina, um agente anticoagulante, utilizado no tratamento de
doencas como a trombose, em polimero biodegradavel através da técnica de
automontagem?’. Esse trabalho obteve resultados satisfatérios que indicam a
possibilidade de direcionar o local de agcdo do medicamento, além de favorecer o
uso de mais medicamentos liberados pela via transdérmica.

Na area da tecnologia farmacéutica, em especifico na liberagdo controlada de
farmacos, as multicamadas de polieletrélitos revestindo as nanoparticulas de
medicamento, aumentam o tempo de liberacdo do mesmo. A permeabilidade, ou
seja, a taxa de liberacdo do farmaco, pode ser controlada de acordo com o namero
de camadas do filme LbL e com o tipo de polimero a ser utilizado?.

Mais recentemente Makky*! incorporou a coenzima A e imobilizou-a em filmes
multicamadas, com a finalidade de utiliz4-la como agente terapéutico no tratamento
de tumor na retina. A coenzima A tem uma manose especifica para o tumor, com
isso direciona-se o alvo, porém, o problema seria sua solubilidade, jA& que a
coenzima A € pouco soluvel em agua. Com a finalidade de resolver esta questao,
solubilizou-se em lipossomos, e utilizou-se um sistema de liberacdo controlada de
farmacos, sendo uma terapia fotodinamica a especificidade e penetracdo no tumor a
interacdo especifica foi estudada por espectroscopia de fluorescéncia®'.

Ainda com relacao a utilizacao de filmes LbL em sistemas de lipossomos para
a liberacdo controlada, Geraldo e colaboradores’ desenvolveram um sistema de
drug delivery através da incorporacéo do ibuprofeno. O ibuprofeno é um agente anti-
inflamatorio ndo-esteroidal, pertencente a classe do acido propidnico, e usado para
reducéo da febre, dor e inflamacéo, indicado principalmente para alivio dos sintomas
da artrite reumatoide, osteoartrite, reumatismo articular e ainda muito indicado no
alivio da dor ap0s procedimentos cirirgicos em odontologia, ginecologia, ortopedia e
traumatologia.

O ibuprofeno foi incorporado em lipossomos, imobilizados em filmes LbL e o

crescimento dos filmes foi avaliado por espectroscopia de fluorescéncia, enquanto
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que o sistema de liberacdo foi estudado utilizando um sistema de didlise’. Os
resultados mostraram a eficiéncia na liberagcdo do principio ativo de interesse sendo
que o tempo maximo de liberacdo foi atingido em algumas horas. Este trabalho
contribuiu para nortear os estudos relacionados a incorporacédo de principio ativos
em lipossomos, e a imobilizacdo destes em filmes LbL, além do tipo de avaliagdo do
sistema de liberacao controlada in vitro, através do sistema de dialise’.

No que diz respeito a utilizacdo de nanoestruturas para sistemas drug delivery
a partir de fitoterapicos, seu desenvolvimento vem se mostrando cada vez maior.
Na formulagédo de fitoinvestigacdo, o desenvolvimento de nanotecnologia para
formas farmacéuticas como nanoparticulas, nanocapsulas, lipossomos,
nanoemulsdes dentre outras, tem uma ampla vantagem para desenvolvimento
destes incluindo solubilidade, biodisponibilidade, protecdo de toxicidade, estabilidade
e distribuicao®.

Sendo assim, novos medicamentos de tamanho nanométrico, com base em
plantas, possuem um grande potencial para melhora da sua atividade, além de
superar problemas associados as plantas medicinais. Os lipossomos, que séo
biodegradaveis e ndo toxicos, podem encapsular fitoterapicos hidro e lipossolaveis.
Neste contexto, a utilizacdo de filmes nanoestruturados de lipossomos incorporados
com Aloe Vera e Aloina, potenciais substancias fitoterapicas, para o
desenvolvimento de um sistema de liberacdo controlada de farmacos, se mostra

muito interessante.

2.4. Aloe vera

As plantas constituem uma fonte importante de produtos naturais
biologicamente ativos, sendo que muitas delas sdo usadas em semi-sintese de
grande numero de farmacos. Pesquisas na area de produtos naturais mostram-se
promissoras e tém revelado uma gama de estruturas e de propriedades fisico-
quimicas e bioldgicas.

A Aloe vera (Aloe barbarensis Miller), conhecida popularmente como babosa,
€ uma planta que, além de ser reconhecida por seu uso em cosmeéticos, tem efeito

cicatrizante e atividade angiogénica. Devido as diversas propriedades terapéuticas,
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a Aloe vera vem sendo utilizada em diversos produtos comerciais, dentre eles
cosméticos, produtos de limpeza, medicamentos, ge€is cicatrizantes, além de
diversos estudos sobre atividade anticancerigena.

A espécie Aloe vera é uma planta da familia da Lilacea, que possui inUmeras
propriedades, e entre as muitas espécies, a Barbarensis é considerada verdadeira, a
qual cresce em ambientes quentes e climas umidos. A planta possui folhas
ensiformes, carnosas e laceoladas, medindo de 0,5 a 0,9 m de comprimento e 0,05
a 0,1m de largura em sua base e suas margens sdo serrilhadas e com espinhos.
Tais folhas funcionam como reservatérios de 4gua; portanto, o metabolismo acido e
a suculéncia sdo responsaveis pela sua natureza xeréfita®.

Como exemplos do interesse comercial nas espécies da Aloe barbarensis
Miller, destacam-se diversos estudos relacionados aos metabdlitos primarios e
secundarios desta espécie vegetal®.

Ha& muitos estudos relacionados aos metabdlitos primarios da Aloe vera. Os
polissacarideos presentes no parénquima de reserva merecem atencao, pois
possuem os efeitos terapéuticos responsaveis pelo grande uso da Aloe vera como
medicamento. Aproximadamente mais de 60% do parénquima de reserva Sao
constituidos de polissacarideos, sendo a acemanana em maior quantidade®. Outros
compostos incluem enzimas, vitaminas A, C, D, do complexo B, saponinas, acido
salicilico e esterdides™.

Um dos aspectos que despertam grande interesse € o fato de que os
componentes da babosa, por apresentarem atividade regenerativa, podem atuar no
processo de cicatrizagdo como, por exemplo, uma pele bioativa.

Devido a variedade de aplicacdo na area terapéutica, os produtos a base de
babosa tém apresentado forte expansdo nos mercados nacional e internacional.
Estimativas revelam que o mercado mundial de produtos farmacéuticos movimenta
US$ 320 bilhdes/ano, dos quais US$ 20 bilhdes/ano sao originados de substancias
ativas derivadas de plantas®®. Esta demanda motivou estudos interdisciplinares
relacionados a pesquisa técnica, econdmica, financeira e mercadologica do
processo de extracdo de insumo farmacéutico derivado da Aloe barbadensis Miller.

O género Aloe compreende mais de 300 espécies catalogadas, porém, a

espécie Aloe vera € a mais estudada e utilizada na industria cosmética e

farmacéutica*® *°. A origem desta planta é bastante discutida, porém, sua verdadeira
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origem pode ter sido na Africa®. A descricdo mais antiga referente & babosa esta no
papiro egipcio de Ebers, 1500 a.C., na qual estdo detalhados mais de 12
medicamentos com base na Aloe barbadensis Miller. Copias originais deste papiro
encontram-se na Universidade de Leipzig. No século | d.C., Dioscorides descreveu,
em seu herbario grego, a Aloe vera para uso medicinal e cosmético, bem como
algumas de suas propriedades. Neste contexto, outras evidéncias histéricas que
remotem ao ano de 400 a.C. indicam origem africana desta planta, especificamente
no sudeste e leste africano, sendo introduzida no norte da Africa, peninsula Arabica,
China, paises mediterraneos, indias e Américas “°.

A producdo industrial da Aloe vera vem crescendo muito nos ultimos anos
devido aos seus efeitos terapéuticos, pois antes era apenas usada como “receita
caseira” em diversas partes do mundo. As pesquisas cientificas sobre atividades
medicinais do género Aloe iniciaram-se por volta de 1930. Publicacdes de Colins e
Colins® ,em 1935, relataram o uso do gel® em queimaduras severas em pacientes
da Flérida, enquanto que algumas pesquisas anteriores relatavam apenas o efeito
purgativo e ignoravam o efeito do gel. Em pesquisas seguintes, através de analise
com raios-X, relataram o uso do gel em pacientes com cancer.

Dados da literatura sugerem que o extrato do parénquima de reserva da Aloe
vera promove a cura de doencas pela interacao sinergistica de muitas substancias,
incluindo alcaldides, antraquinonas, saponinas, acidos graxos, glicoproteinas,

resinas, minerais, vitaminas (A, C, D), enzimas, dentre outras *%°.

Segundo Chow e colaboradores

, 0 extrato do parénquima de reserva da
Aloe vera tem sido associado a diversos efeitos benéficos para uma variedade de
patologias, como ferimentos, queimaduras, aftas, artrite, gota, acne, dermatites,
Ulceras pépticas e reducdo do risco de infecgdes®’.

O extrato bruto da planta é utilizado como protetor de pele e mucosas, agente
amaciante e suavizante em industrias cosméticas e farmacéuticas, e ainda como
suplemento dietético em muitas bebidas e alimentos. O uso oral do suco atua
positivamente em problemas como Ulcera e doencas renais, porém, poucos estudos

testaram se o uso pela via oral pode influenciar na cicatrizacdo de feridas®’.

% O termo gel refere-se & semelhanca do estado fisico com os géis poliméricos, e nio a sua

estrutura quimica.
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Evidéncias cientificas afirmam que a ingestdo do suco aumenta a forca de
contracao cardiaca, diminui os indices de colesterol e de triglicérides, estimulam a
regeneracdo das células das ilhas de Langerhans contribuindo, assim, para
diminuicdo das taxas de glicose sanguinea **°.

A atividade anti-inflamatéria do extrato da Aloe vera estd associada a
atividade inibitoria das cicloxigenases, com inibicdo da sintese de prostaglandinas,
principal mediador do processo inflamatério “°.

Muitas caracteristicas medicinais sdo atribuidas ao polissacarideo
acemananas presente no gel da planta, tendo resposta positiva em inibir
Pseudomonas aeruginosa do epitélio pulmonar em humanos®, estimulo da
formacdo de macréfagos®®, auséncia de reacdes tdxicas e toxicidade em cobaias?®,
necrose de células tumorais em cées e gatos, atividades antitumorais em cultura de
células, tratamentos terapéuticos contra a AIDS, inducéo de citocinas™, cicatrizacdo
de Ulceras e feridas®? e tratamento de queimaduras devido ao efeito da radiacdo®
sao alguns exemplos de aplicagdes do uso da Aloe vera.

Pesquisas apontam que os principios ativos da planta encontram-se no gel
mucilaginoso da folha e ndo na casca e, dentre os principios ativos, estdo a aloina
(barbaloina), aloe emodin, aloeferon e aloetina. Estes sdo responsaveis pelas
propriedades medicinais da planta que, além de cicatrizante tem propriedades
digestivas, laxativas e emagogas (aumentam o fluxo sanguineo). Entretanto
acredita-se que estes podem também apresentar efeitos antibactericidas,
antinflamatérios e de protecéo a radiacdo UV>.

Além das propriedades citadas até aqui, o gel da planta promove estimulacao
e crescimento de fibroblastos, formacéo de tecido novo e possui substancias que
promovem a angiogénese, formacdo de vasos sanguineos, fator essencial para
reparacéo de tecidos lesados™.

A Aloina, uma das substancias presentes no extrato da Aloe vera, é
constituida por um nucleo antraceno e formada a partir da oxidacao de fendis, tendo
como caracteristica fisico-quimica solubilidade em agua e metanol, cristalina de
coloracdo amarela e sabor amargo; apresenta atividade terapéutica, pois se
converte em hidroquinonas, pois € muito instavel ja que oxidam facilmente. Quando
atinge a flora intestinal a Aloina sofre clivagem, resultando na formacdo da aloe

emodin, o qual possui efeito laxativo®* *>.
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A Figura 6 ilustra a estrutura quimica de uma das substancias puras
presentes na planta, a Aloina. >*.

OH - OH

OH
(@)

Figura 6. a) Estrutura quimica da Aloina (barbaloina), retirada de www.sigmaaldrich.com.

Nos ultimos anos, as antraquinonas tém atraido muita atencdo, devido as
suas atividades biolégicas e aplicagbes na industria farmacéutica. Sdo conhecidas
como uma familia de fotossensibilizadores que tém a capacidade de gerar espécies
reativas *°.

Alves et al **

realizaram estudos nos quais prepararam-se lipossomos
contendo a aloe emodin e a aloina. Através de medidas de fluorescéncia foi possivel
determinar as concentragbes das substancias incorporadas nas vesiculas de
fosfolipidios (lipossomos). Os autores observaram que a hidrofobicidade da aloe
emodin e a Aloina (barbaloina) é importante para explicar a interacdo com as
membranas biolégicas e, consequentemente, suas atividades bioldgicas™. A
habilidade da aloe emodin e da Aloina (barbaloina) em interagir com bicamada
lipidica foi determinada utilizando o coeficiente de particdo (Kp) das substancias,

onde a intensidade de fluorescéncia destas antraquinonas na presenca das
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vesiculas de fosfolipidios e em solucdo aquosa foi usada para quantificar o
coeficiente de particdo. Onde obteve-se como coeficiente de particdo para a aloe
emodim e Aloina os respectivos valores : 13,93x10° e 1,49x10% ,com este estudo,
constatou-se que a Aloina (barbaloina) € menos hidrofébica que a aloe emodin,
relacionando-se a alta afinidade pelas membranas de fosfolipidios, sendo assim, a
aloe emodin possui maior afinidade pela membrana celular®.

Devido as diversas propriedades terapéuticas, a Aloe vera vem sendo
utilizada em diversos produtos comerciais, dentre eles cosméticos, produtos de
limpeza, medicamentos, géis cicatrizantes, além de diversos estudos sobre atividade
anticancerigena. Sendo assim, no presente estudo optou-se por realizar um
protétipo de medicamento com a finalidade de cicatrizacdo de feridas, através da
incorporagao em lipossomos para um sistema de drug delivery, em filmes ultrafinos;

0 medicamento sera do tipo adesivo (patches).

2.5. Via de administracdo transdermal — Patches

A pele humana é considerada o maior 6rgdo do corpo humano. Com isso, 0
desenvolvimento de medicamentos para administracdo pela via transdérmica, torna-
se de grande importancia.

A administracdo de medicamentos pela via transdérmica utiliza a pele como
uma rota eficaz, podendo estes medicamentos agirem de maneira sistémica e/ ou
localizada, além de apresentar varias vantagens em compara¢ao com a administra-
cdo por via oral, que possuem muitas variaveis, como a influéncia da absorcédo do
trato gastrointestinal, pH, consumo de alimentos e metabolismo hepatico. Um medi-
camento de liberacéo através da via transdérmica atinge niveis plasméaticos constan-
tes, pois ndo sofre tantas influéncias quanto um medicamento administrado por via
oral, levando a um nivel plasmético muito variavel >.

Atualmente, diversos medicamentos estdo sendo desenvolvidos para
liberacdo transdermal na forma de adesivos, como nitroglicerina, escopolamina,

nicotina, clonidina estradiol, fentanil, oxibutina, testosterona e, mais recentemente, o
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metilfenidato (tratamento de hiperatividade e déficit de atenc&o), rivastigmina e
rotigotina (ambos para tratamento de Mal de Parkinson)®’. No entanto,
considerando-se as propriedades da barreira cutéanea, propriedades fisico-quimicas
especificas sdo necessarias para um farmaco ser candidato a administracdo
transdermal passiva. Neste sentido, as moléculas devem ser pequenas, possuirem
baixo ponto de fusdo e bom coeficiente de permeabilidade, sendo a andlise
detalhada da farmacocinética do medicamento e sua correlacdo com as
caracteristicas fisico-quimicas da pele, importantes parametros para o0
desenvolvimento do medicamento®”.

A Figura 7 ilustra o esquema da secao transversal da pele. A estrutura do
estrato corneo, camada superior da pele, possui muitas camadas de células
achatadas mortas e atua como uma barreira para proteger os tecidos subjacentes
contra lesbes e infeccbes. A alta organizacdo cristalina das lamelas lipidicas
desempenha um papel essencial nas propriedades da barreira do estrato cérneo; um
dos métodos mais controversos € 0 uso de vesiculas e/ou lipossomos em
formulacbes para liberacdo transdérmica. As vesiculas e/ou lipossomos possuem
agua em seu interior, e suas paredes consistem de moléculas anfifilicas em uma
conformacéo de bicamada®. E importante a baixa permeabilidade do farmaco no
estrato corneo em relacdo as camadas mais internas da pele, atuando assim como
uma barreira, pois permite que o farmaco entre no organismo sem ser danificado *°.

Na camada basal, células da epiderme proliferam-se, e comecam a sofrer di-
ferenciacdo, migrando em direcao a superficie. Na interface entre o estrato corneo
ocorre a diferenciacao final durante a qual células viaveis sdo transformadas em cé-

lulas de queratina (cornedcitos), que estao nas regides lamelares.
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Organizacéo do lipidio
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Figura 7. Esqguema da constitui¢céo da pele.

Os sistemas de liberacdo controlada de medicamentos por via transdérmica,
sdo denominados TDDS, patches, ou ainda transdermal drug delivery. Para o prepa-
ro deste tipo de medicamento, ha necessidade de um suporte ou uma plataforma,

onde a droga é adicionada, dissolvida ou dispersa. Essa plataforma deve aderir a

uma determinada regido da pele®® *°.
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CAPITULO II:

3. METODOLOGIA

3.1. Materiais

3.1.1. Fosfolipidios

Utilizaram-se os fosfolipidios, DPPG (Dipalmitoil fosfatidil glicerol) e POPG
(Palmitoil oleil fosfatidil glicerol) adquiridos da Avanti Polar Lipds. Porém realizaram-
se testes com os fosfolipidios DPPC (Dipalmitoil fosfadidil colina), e DPPE
(Dipalmitoil fosfatidil etanolamina). Os fosfolipidios DPPG e POPG possuem carga
negativa, enquanto que o DPPC e DPPE sé&o neutros.

As Figuras 8a a 8d ilustram a estrutura quimica de cada um desses lipidios.

0
b)
0]
/\/\/\/\/\/'\/\)L ;
0] ) O"f"O\V/‘\ N
\/\/\/\/\/\/\/\[(d H 0 |
0
C)

26



Dissertagdo de Mestrado — PPGCM — 2011

d)
Figura 8. Estruturas quimicas (a) DPPG, (b) POPG, (c) DPPC e (d)DPPE

3.1.2. Principios ativos

Foram incorporados a estrutura de lipossomos, o extrato bruto de Aloe vera,

adquirido junto a empresa Synthon (Brasil) na forma de p6 liofilizado, e a Aloina tipo
A (Sigma Aldrich).

3.1.3. Solventes e solucdes

Utilizaram-se os solventes cloroférmio (Merck) e metanol (Qhemis) para a

solubilizac&o da Aloina e fabricacdo dos lipossomos.

A solucao tampao fosfato salino (PBS), usada para hidratacao para formacéo

dos lipossomos, foi preparada utilizando uma mistura do sal fosfato bibasico de

sédio (Na;HPO,4) na concentracdo de 6 mmol/L e cloreto de sédio (NaCl) na

concentracdo 150 mmol/L. O pH foi corrigido para 7,4, utilizando uma solucdo de

fosfato de potassio 150 mmol/L.

3.2. Solubilizagdo do extrato de Aloe vera

A Aloe vera, na forma de po liofilizado, foi solubilizada em agua ultrapura,

fornecida por um sistema Milli-Q, a 0,010 mg/mL e, em seguida, colocada em banho

ultrassonico por duas horas, com a temperatura controlada em 40°C.

Posteriormente, foi realizada uma centrifugacao para retirada das fibras insoluveis,

pois a solugcéo apresentou-se muito viscosa.
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3.3. Lipossomos e incorporacédo do extrato de Aloe vera e Aloina

A preparacao de lipossomos seguiu o procedimento descrito por Lima e
colaboradores®. Foram dissolvidas quantidades suficientes de cada lipideo (DPPG
e POPG) na concentracdo de 1,0 mmol/L em cloroférmio/metanol (2:1 v/v). A Aloe
vera (extrato bruto) e Aloina, foram preparadas em concentragées de 0,010 mg/mL,
e 7,4 .10 mol/L, respectivamente. Posteriormente, cada solucdo foi colocada em
tubo Falcon de 50 mL, sendo o solvente removido com vapor de N, para a obtencao
de filmes lipidicos. Os filmes lipidicos foram hidratados com tampé&o fosfato, pH 7,4,
e colocados em ultrassom por 4 horas para obtencéo das vesiculas.

Os filmes lipidicos preparados com o extrato bruto de Aloe vera foram
hidratados com agua Milli-Q, enquanto que os preparados com a solucdo de Aloina
foram hidratados com tampdo PBS. Todas as etapas foram realizadas a uma
temperatura controlada de 40°C. Esta temperatura foi escolhida devido a
temperatura de transicdo dos lipideos. Nesta temperatura ndo ocorre degradacéo
dos componentes da Aloe vera e, consequentemente, perda de atividade, pois os
componentes da Aloe vera ndo suportam uma temperatura acima de 40°C. A
temperatura de transicdo para os lipideos DPPG e POPG sao 41-60°C e 25-40°C,
respectivamente.

A Figura 9 representa o esquema do preparo dos lipossomos sendo que
numa primeira etapa, ocorre a adicdo de solventes organicos, cloroférmio e metanol
e posteriormente, a adicdo das moléculas a serem incorporadas, bem como

secagem com N, gasoso, seguida da hidratacdo e sonicacgéao.
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Figura 9. Representacé@o esquematica da preparacéo dos lipossomos.

3.4. Limpeza dos substratos

As superficies do substrato foram limpas através da técnica de hidrofilizagéo”
61 a qual se baseia na oxidacdo e dissolucdo de impurezas organicas e
contaminantes metéalicos. Neste método, os substratos de quartzo foram imersos
numa solucdo de 1:1:5 (em volume) de hidroxido de amoénio NH4OH, peroxido de
hidrogénio H,0,, e de agua ultrapura (Milli-Q) aquecida a uma temperatura de 75°C,
permanecendo nesta solucdo por 10 / 15 minutos. Apés este procedimento as
laminas foram retiradas e lavadas em abundancia com agua ultrapura.

Na segunda etapa da limpeza, foi preparada uma solucédo de 1:1:6 de acido
cloridrico HCI, peroxido de hidrogénio H,0O,, e agua ultrapura, Milli-Q,
respectivamente, foi aquecida até 75°C e as laminas foram imergidas durante 10-15
minutos, em seguida foram lavadas em abundancia com agua ultrapura e secas com

nitrogénio gasoso.
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3.5. Preparacéao dos filmes automontados

Os filmes automontados foram confeccionados sobre um substrato de
quartzo, previamente hidrofilizado, como descrito no item 3.4. Inicialmente, um filme
precursor, de duas bicamadas, dos polieletrélitos PEI (polieltieno imina) e PVS
(polivinil sulfonato) foi fabricado, a fim de diminuir os efeitos do substrato de quartzo
na formacao dos filmes de lipossomos. As concentracdes dos polieletrélitos foram 1
mg/mL e os tempos de deposicdo foram de 10 min para o PEI, 30 s em agua Milli-Q
para lavagem, 10 min em PVS e novamente 30 s de lavagem.

ApOs a deposicdo do filme precursor, iniciou-se a deposicdo dos filmes de
PEl/lipossomo contendo o material de interesse incorporado.

A Figura 10 ilustra a interacdo entre os lipossomos e os polieletrélitos para a

formacdo do filme, enfatizando a atracdo entre os lipossomos e a camada de

polieletrdlito a repulsdo entre os lipossomos.
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Figura 10. Representacdo esquematica da interacao eletrostéatica entre o filme e lipossomos.

3.6. Liberacgéao in vitro

A liberacdo dos lipossomos foi feita de duas maneiras. Na primeira delas foi
utilizada uma solu¢do contendo Aloina e o lipossomo DPPG. Na segunda, foi

utilizada Aloina e o lipossomo POPG. O uso de lipossomos permite a incorporagao
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de moléculas hidrofilicas ou hidrofébicas, além de favorecer a imobilizacdo nos
filmes, proteger o farmaco e a biocompatibilidade com a pele.

O processo de liberacao das solucdes de Aloina (extrato) e desta incorporada
aos lipossomos foi feito colocando 2 mL de solucdo de tampdo PBS na membrana
de dilise com porosidade de 25A (que permite a passagem apenas das moléculas
de aloina) e, posteriormente, essa membrana foi imersa num béquer com 50 mL da
solucéo tampédo PBS em pH 7,4 em 36,5 °C sob agitacdo. A intensidade de emisséo
de Aloina foi monitorada nas partes interna e externa da membrana de dialise por
espectroscopia de fluorescéncia, usando como comprimento de onda de excitagcéo
em 270 nm nos tempos de 2, 4, 8, 12, 24 e 48 h, com a finalidade de determinar o
periodo de liberacdo do principio ativo, Aloina e, consequentemente para
determinacdo de uma posologia mais adequada. A solucdo tampéo foi trocada apos

cada medida. A Figura 11 ilustra esse procedimento.

Liberacdo controlada em solucdo

Saco de dialise

Presilhas Lipossomao +

moléculs
inconporada

Figura 11. Aparato para a andlise da liberagéo de Aloina incorporada em lipossomos.

A avaliacdo dos filmes foi feita utilizando-se tubos eppendorf com 2 mL da
solucdo tampédo, de que trocava-se o filme de tubo nos tempos determinados,
utilizando-se as mesmas condicbes em que realizou-se a liberagdo dos lipossomos
e, ao mesmo tempo, a liberacédo do farmaco foi verificada medindo-se a intensidade
de emissao de fluorescéncia das solucdes resultantes da adi¢cao do filme na solucéo
tampdo nos tempos pré determinados, dos tubos eppendorf, através de

espectrofluorimetro. O esquema da liberacdo dos filmes esté ilustrado na figura 12.
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Figura 12. Esquema da liberacdo controlada a partir dos filmes LbL.

A liberagdo de farmaco ‘in vitro’ serve para avaliar o perfil de liberacdo da
quantidade de farmaco por unidade de tempo. Estudos in vitro permitem um
controle qualitativo do material a ser liberado, e fornecem informagbes para
posteriores testes in vivo, como em animais e, consequentemente, estudos clinicos?
. Os estudos in vitro reduzem o nimero de amostras para estudos in vivo; 0s
métodos mais utilizados para estudos in vitro sao:

e Células de difusdo, consistindo de compartimentos de doadores e
receptores separados por membranas artificiais ou biolégicas;

e Difuséo através de membrana de dialise;

e Didlise reversa;

e Ultracentrifugacao;

e Ultrafiltragcéo centrifuga.

Com a finalidade de o método ser bem sucedido, as condi¢cdes experimentais
devem simular ao maximo as condi¢bes in vivo, como temperatura proxima a
temperatura fisiolégica (36,5°C), meio de dissolucdo com pH adequado e
isotonicidade. A metodologia preconiza que o farmaco ndo exceda em 10% a sua
concentracéo de saturacgao’.

4. EQUIPAMENTOS

O crescimento dos filmes foi acompanhado por espectroscopia de UV-visivel
e fluorescéncia. Esses experimentos foram feitos utilizando um espectrofotbmetro
Termo Scientific, modelo Genesys 6, e um espectrofluorimetro da marca Hitachi,
modelo FL 4500.
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Na preparacao dos lipossomos foi usado um ultrassom Unique Maxclean.
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CAPITULO IlI

5. TECNICAS DE CARACTERIZACAO

5.1. Espectroscopia

A espectroscopia € um método analitico o qual se baseia na analise da
interacdo eletromagnética com a matéria, tendo como finalidade a observagdo das
transicbes entre niveis de energia de um determinado material, mediante a
absorcao, emiss&o ou espalhamento de radiag&o®?.

Diferentes interacdes dependem da regido do espectro de frequéncias da
radiacdo incidente. Essa regido utiliza como base os tipos de transi¢cdes envolvidos
gue podem ser: vibracional, eletrénico e rotacional (este ocorre somente no estado
gasoso). Em geral, as transi¢des eletronicas dos elétrons mais distantes do nucleo
sdo encontradas na regido que varia entre o ultravioleta e o visivel, enquanto que o
transicdes vibracionais sdo geralmente registradas na regido do infravermelho e as
rotacionais na regido de micro-ondas e infravermelho longinquo®.

A investigacdo de cada uma dessas transicdes € dependente da técnica
espectroscopica empregada mas, de um modo geral, pode-se dizer que o0s
fenbmenos mais relevantes de interacdo da luz com a matéria sdo a absorcédo e
emissao de fotons. Neste sentido, foca-se especificamente nas técnicas de absorcao

eletrbnica na regido do ultravioleta e visivel (UV-vis) e de fluorescéncia.
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5.2. Espectroscopia de absorcao naregidao Uv-vis

Neste tipo de espectroscopia, a radiacdo eletromagnética incidente pode
chegar a uma variacao no comprimento de onda de 400 nm até 750 nm abrangendo,
assim, toda a regi&o da luz ultravioleta e visivel .

As transicdes eletrbnicas ocorrem devido a absorcdo da radiacdo incidente,
através da excitacao de elétrons encontrados no estado fundamental da camada de
valéncia para estados de maior nivel energético. Todavia, esse estagio de maior
nivel energético (estado excitado) € relativamente instavel, e o elétron acaba
liberando a energia absorvida em forma de fotons de luz retomando, assim, o seu
estado fundamental °%3,

A ocorréncia da absorbancia nesse tipo de espectroscopia pode ser descrita
pela lei de Beer — Lambert a qual propde que a intensidade da luz incidente (lo) é
constante em cada comprimento de onda caracteristico e, com isso, a intensidade
da radiacdo transmitida diminui gradativamente com a deposicdo do material
medido, aumentando, assim, a intensidade da luz absorvida pelo material (la).Essa
lei pode ser representada pela seguinte equacdo, na qual a grandeza absorbancia é
representada pela letra A ®;

A= LOglo (|0/ It)

Devido ao fato de os materiais serem formados por diferentes arranjos e/ou
elementos quimicos, estes podem apresentar bandas de absorbancia diferentes,
pois estas diferencas citadas influenciam diretamente no comprimento de onda da
radiacdo absorvida. Sendo assim, o método de espectroscopia de UV-vis mostra-se

bastante (til na caracterizagéo dos diferentes tipos de materiais ®.

5.3. Espectroscopia de fluorescéncia

A espectroscopia de fluorescéncia é uma técnica amplamente utilizada para o
estudo estrutural de macromoléculas como proteinas e polimeros. Esta técnica se
baseia na propriedade de determinadas moléculas, chamadas fluoréforos, emitirem

luz devido as transicdes eletrénicas de um estado excitado (alta energia) para um
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estado de menor energia. A fluorescéncia é um processo relaxativo radiante muito
rapido (10° a 10° s), a partir de moléculas no estado excitado. O tempo de vida
relativamente pequeno, em torno de menos de 10° s, de uma molécula no estado
excitado singlete se deve ao fato de o pareamento de spins ser favoravel a sua
desativacdo para o estado singlete fundamental. A transicdo de energias do estado
excitado singlete para o fundamental € mostrada na forma do espectro de
fluorescéncia®®.

As mudancas na conformacdo desses fluéroforos induzem resultados
especificos no espectro de fluorescéncia, no deslocamento rapido de emissdo ou no
rendimento quantico. Além da mudanca conformacional, outros fatores também
interferem no espectro de fluorescéncia como concentracéo, pH, e solvente.

A linearidade e/ou nao linearidade da intensidade de fluorescéncia podenser

relacionada com a concentracédo, e explicada de acordo com a equagéo abaixo:
F=K'(lo-1)

Onde a intensidade de emisséo fluorescente F € proporcional a intensidade
do feixe de excitacdo que é absorvido pelo sistema, sendo lp e | as intensidades do
feixe incidente , e apds atravessar uma distancia x do meio, respectivamente. O
termo K é uma constante dependente da eficiéncia quantica do processo de
fluorescéncia. Relacionando-se F com a concentracdo da espécie fluorescente c

tem-se aplicando a Lei de Beer:

| = 10%¢

lo

Onde ¢ é a absortividade molar das moléculas fluorescentes e exc € a
absorbéancia.

Sendo assim, o espectro de emissdo de fluorescéncia em funcédo da
concentracdo deveria ser linear para concentracbes baixas e, quando a
concentracdo torna-se maior suficiente para uma absorbancia maior que 0,05, a

linearidade é perdida. Outros fatores responsaveis pelo desvio da linearidade de
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intensidade fluorescente com a concentracéo do fluoréforo sdo a autoabsorcdo e a
autossupressao.

A autoabsorcdo ocorre quando o comprimento de onda de emissao se
sobrepfe a um pico de absorcédo, em que a fluorescéncia diminui a medida que a
emissao atravessa a solucdo e é reabsorvida por outras moléculas fluorescentes. A
autosupressao, por sua vez é originada pelas colisbes entre as moléculas excitadas,
com transferéncia de energia, a qual pode ser aumentada com o aumento da
concentracéo, devido & maior probabilidade de ocorréncia de colisdes ’.

A fluorescéncia de um composto depende de sua estrutura molecular e esta
quase sempre associada ao sistema eletrbnico m. Os elétrons envolvidos numa
ligacdo o estdo fortemente ligados a molécula, sendo necessario fornecer mais
energia para levar os elétrons a ocuparem um orbital vazio. Os elétrons 1 estdo mais
disponiveis que os elétrons o.

Alguns fatores externos passiveis de influenciar a emissdo de fluorescéncia
sdo: a temperatura, efeitos dos substituintes e o solvente. Um aumento de
temperatura se traduz num aumento da probabilidade de colisbes no estado
excitado aumentando as conversdes internas e, consequentemente levando a uma
diminuigdo na fluorescéncia.

Em relacdo aos substituintes, os grupos doadores de elétrons aumentam a
eficacia de emissdo de fluorescéncia, enquanto que os retiradores de elétrons
reduzem a intensidade de fluorescéncia.

As interacfes soluto-solvente podem também afetar a intensidade de
fluorescéncia, sendo que o grau de perturbacdo depende do pH, solvatacéo,
possibilidade de formar ligagbes de hidrogénio, viscosidade, forca ibnica e

polaridade dos solventes.
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CAPITULO IV

O capitulo IV apresenta o0s resultados e discussao referentes ao

desenvolvimento do trabalho.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Caracterizacdo da Aloe vera e Aloina

A Figura 13 mostra os espectros de absorcdo UV e de emissdo de
fluorescéncia para a solugcdo aquosa do extrato bruto de Aloe vera em pH 5,8 na
concentracdo de 0,010 mg/mL. No espectro de absorcdo, € observada uma banda
larga com méaximo em 280 nm, que pode ser atribuida aos residuos de triptofano e
fenilalanina presentes nas proteinas constituintes do extrato bruto da Aloe vera %

Gu e colaboradores® observaram que o perfil caracteristico das bandas
obtidas por espectroscopia de UV da Aloe vera é variavel de acordo com a
temperatura, pH e concentracdo dos componentes do extrato. Os autores
constataram que a banda de absor¢cdo em pH neutro e em temperatura ambiente é
bem definida e com 0 maximo em torno de 290 nm. Com a varia¢do de pH na faixa
entre 3,8-5,0 e em solucBes tampdo PBS, a banda de absorcdo tem o maximo ao
redor de 420 nm, enquanto que, com o aumento do pH para 5,4, a banda tem o
maximo em 530nm. Esse resultado pode ser explicado pela ionizagdo de prétons
existentes na formula quimica do principio ativo da planta.

O espectro obtido para o extrato de Aloe vera com a banda alargada e com o
maximo deslocado para 280 nm mostra que ele nao se refere a uma substancia pura
e sim é caracteristica de uma somatoria de componentes presentes na planta. O
extrato de Aloe vera possui muitos componentes como glicoproteinas, barbaloina ou

aloina, emodim, acemanam, além de polissacarideos. Sendo assim, devido a
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diversidade de componentes, observam-se diversas variacbes em relacdo as
bandas de absorbéancia que provocam esse deslocamento e alargamento da
mesma.

O espectro de emissao de fluorescéncia para o extrato, também mostrado na
Figura 13 fornece uma banda intensa com comprimento de onda caracteristico em
345 nm, correspondente a transicdo do estado excitado para o estado fundamental.
Outras bandas com menor intensidade podem ser observadas acima de 400 nm e
foram atribuidas as demais substancias presentes no extrato. A solucéo foi excitada
em 280 nm, no mesmo comprimento de onda do maximo de absorgdo. De acordo
com a literatura, os comprimentos de onda de emissdo podem variar em torno de
312, 340, 380 e 440 nm ®. Essa variacdo pode ser explicada pela mistura de

diversos compostos existentes no extrato de Aloe vera.
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Figura 13. a) Espectro de absorcdo de UV da solucdo aquosa de Aloe vera na concentracdo de

0,010mg/mL; b) espectro de emissdo de fluorescéncia da solucdo aquosa de Aloe vera na

concentracdo de 0,010 mg/mL, Aeyx. = 280 nm.
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Um estudo sistematico também foi feito com a finalidade de determinar o
lipidio mais adequado para a confecgéo dos lipossomos e posterior incorporagédo do
farmaco (Aloe vera). Para isso foram utilizados quatro tipos de lipidios que diferem
nas suas estruturas, pela posicdo das duplas ligacbes e pela carga, conforme
ilustrado nas Figuras 8a a 8d ( pagina 26). Os lipidios testados foram DPPC e DPPE
(neutros) e DPPG e o POPG (carregados negativamente). Os estudos foram feitos
através da incorporacado da Aloe vera, na presenca e auséncia dos lipidios e a
caracterizacao foi feita através das medidas de espectroscopia de absorbéancia e
fluorescéncia.

A Figura 14 mostra os espectros de absorcdo da solucdo aquosa de Aloe vera
e dela incorporada nos lipossomos fabricados a partir de DPPG e POPG.

Os espectros obtidos com os lipossomos fabricados com DPPE e DPPC néo
mostraram resultados satisfatérios, uma vez que nado foram observadas as bandas
de absorcdo da Aloe vera e, por esse motivo, ndo estdo apresentados aqui.
Acredita-se que esses resultados negativos sejam devido a grande variedade de
compostos presentes no extrato bruto, como aminoéacidos, vitaminas, saponinas,
resinas e antraguinonas, dentre outras substancias. Outro fator relevante é a carga
dos lipidios, uma vez que o DPPG e POPG possuem carga negativa, o que pode
facilitar a interacdo da solucdo aquosa do extrato de Aloe vera.>> .

Na figura 14 observa-se um aumento da intensidade de absorbéancia da Aloe
vera na presenca dos lipossomos, devido ao espalhamento da luz ocasionado pelos
lipidios. A presenca dos lipidios ndo ocasionou um deslocamento da banda de Aloe
vera em relacdo a solucdo aquosa pura, sendo que a banda caracteristica para a
solucéo pura e na presenca dos lipossomos esta em 280 nm. Ressalta-se ainda que
a solucao contendo Aloe vera e o lipossomo fabricado com POPG foi diluida na

proporcao 1:2 v/v para que houvesse uma visualizagdo mais adequada.
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Figura 14. Espectro de absor¢cdo da solugdo aquosa de Aloe vera a 0,01 mg/mL, Aloe vera

na presenga do lipidio POPG 0,005 mg/mL e Aloe vera na presenga do lipidio DPPG 0,01 mg/mL.

A Figura 15 mostra os espectros de emissao de fluorescéncia da solucéo
aquosa de Aloe vera e dela incorporada nos lipossomos fabricados com os lipidios
DPPG e POPG. A banda larga de emissdo vista nos espectros é atribuida aos
componentes do extrato de Aloe vera citados anteriormente. Apds a incorporacao do
extrato nos lipossomos, ocorreu um aumento consideravel na intensidade da banda
de emissdo em relacdo ao extrato bruto. Esse aumento pode ser explicado porque
os lipossomos oferecem um microambiente mais protegido para o extrato, ou seja,
desativam o processo de transferéncia de energia ndo radiativa entre as moléculas
do extrato de Aloe vera por deixarem-nas mais distantes umas das outras. Com
perda de energia, aumenta-se a probabilidade de o elétron decair de um estado
excitado para o estado fundamental o que é refletido no aumento da intensidade de

fluorescéncia ’.
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Figura 15. Espectro de fluorescéncia dos lipossomos confeccionados com os lipidios DPPG e
POPG Aexc=280 nm.

Relacionado com a incorporacdo do extrato aquoso de Aloe vera em
lipossomos. ApOs esse estudo, a fase seguinte consistiu em preparar os filmes
automontados do extrato, bem como da inclusdo dele nos lipossomos. Porém, os
resultados ndo foram satisfatérios uma vez que 0s espectros mostraram um
crescimento desordenado das bicamadas e, por esse motivo, ndo seréao
apresentados. Esse fato pode ser explicado uma vez que o extrato de bruto contém
muitas substancias diferentes, como mencionado na pagina 39. As diferentes
substancias presentes dificultam o crescimento do filme devido as diferentes
interacdes que podem ocorrer simultaneamente. Assim, optou-se por utilizar uma
substancia pura existente no extrato, a Aloina, obtida comercialmente e de alta
pureza. A partir daqui, todos os resultados séo referentes a esse composto.

A Figura 16 mostra o espectro de absor¢cédo da solucdo aquosa de Aloina na
concentracdo de 7,5.10% M e também da Aloina, nesta mesma concentracgao,
incorporada nos lipossomos fabricados com DPPG e POPG. O espectro fornece

bandas com comprimentos de onda maximos em 270 nm, 300 nm e 370 nm. As
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bandas foram atribuidas da seguinte maneira: 269 nm referentes aos grupos OH
(hidroxilas) e C= O (cetonas), 296nm grupos CH,OH (metanol), enquanto que em
354nm devido & presenca de glicose. ®* ®°.

Apos a inclusdo da Aloina nos lipossomos, ocorreu um aumento consideravel
na banda de absorcdo em relagdo a Aloina em solugédo aquosa. Esse aumento pode
ser explicado pelo fato de os lipossomos oferecem um microambiente mais
protegido para o farmaco, ou seja, desativam o processo de transferéncia de energia
nao radiativa entre as moléculas da Aloina por deixarem-nas mais distantes umas

das outras.
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Figura 16. Espectros de UV-vis da solu¢cdo aquosa de Aloina 7,4.10" M e Aloina em

lipossomos DPPG e POPG .

Os espectros de fluorescéncia para a Aloina pura em solucdo tampao e
incorporada nos lipossomos estdo mostrados nas Figuras 17 a, b e c. As solugbes
foram excitadas nos comprimentos de onda de 270, 300 e 370 nm. Esses valores

foram escolhidos por serem os maximos de absor¢éo (ver Figura 16).

43



Dissertagdo de Mestrado — PPGCM — 2011

O espectro de emissdo, com excitagdo em 270 nm, para a Aloina pura
fornece uma banda pouco intensa com maximo comprimento de onda em 300 nm,
correspondente a transicdo do estado excitado para o estado fundamental. Quando
a excitacao foi feita em 300 nm o espectro de emisséo para a Aloina pura apresenta
um banda mais intensa e definida em 337 nm, também devido a transi¢cao do estado
excitado para o fundamental. Duas bandas também aparecem quando as solu¢des
foram excitadas em 370 nm.

Os estudos de fluorescéncia para observar a inclusdo da Aloina nos
lipossomos DPPG e POPG mostraram uma alteracdo significativa na emissao do
farmaco apds sua incorporacdo. Os espectros do farmaco incorporado nos
lipossomos, em solucdo tampao, no comprimento de onda de excitacdo de 270 nm
mostram para o0 espectro de Aloina pura em solucdo uma banda com pouca
intensidade quando comparada as bandas na presenca do lipossomo. Isso pode ser
explicado pelo fato de a Aloina, quando incorporada em lipossomos, estar menos
agregada e, por isso, emitir com maior intensidade. Quando livre em solucéo ela
pode estar agregada, ou seja, 0 ambiente aquoso ndo é um ambiente favoravel para
a Aloina livre, sendo que os lipossomos favorecem um ambiente melhor. Na
presenca dos lipossomos, aparece uma nova banda em 362 nm que € atribuida a
emissdo dos lipidios puros, de acordo com os estudos de Geraldo’. Ressalta-se que
os fosfolipidios ndo emitem, pois ndo apresentam grupos cromoéforos; porém, essa
emissao observada deve estar associada a algum material fluorescente que provém
da silica usada para purificar os fosfolipidios. Os espectros obtidos com a excitacédo
em 300 nm e em 370 nm também mostram o aumento da emissao na presenca dos
lipidios. Os espectros de emissdo, com excitacdo em 370 nm, também mostram a
presenca de uma nova banda, porém, nenhum estudo foi feito para saber se ela é
devida a presenca dos lipidios, como discutido para os espectros excitados em 270

nm.
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Figura 17. Espectros de emissdo de fluorescéncia das solugdes contendo Aloina, com Aexc de:
270nm (a), 300 nm (b) e 370 nm (c).

Efeito similar foi observado por Alves e colaboradores® que analisaram o
comportamento da Aloina e Aloe emodim em vesiculas de fosfolipidios. Eles
utilizaram a fluorescéncia para avaliar a inclusdo destes analitos nas vesiculas. A
intensidade de emissédo de fluorescéncia apds a incorporacdo da Aloina também
aumentou, mostrando que essas estruturas, as vesiculas e 0s lipossomos,
desativam o processo de transferéncia de energia entre as moléculas da Aloina™.
Geraldo observou efeito semelhante, em que a incorporacdo de ibuprofeno nos
lipossomos favoreceu o aumento da intensidade de fluorescéncia de maneira
significativa’.

A Figura 18 mostra uma tabela em que se relaciona a intensidade de emisséo
das solugdes nos diferentes comprimentos de onda de excitagéo, 270, 300 e 370
nm. As intensidades méaximas foram utilizadas para calcular a liberacdo controlada
das solucdes e filmes, para determinar o tempo de decaimento de cada experimento
realizado para a liberagcéo, as quais seréo discutidas nos itens 6.3.1 e 6.3.2, com a

finalidade de utiliza-las
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Intensidade Excitacdo 270nm | Excitagdo 300nm | Excitacdo 370nm
Intensidade Intensidade Intensidade
Solucéo Aloina 33063 49988 27020
DPPG + Aloina 28681 95397 15917
POPG + Aloina 46011 190909 22179

Figura 18. Tabela 1. Relacédo da emisséo das solu¢des de Aloina, DPPG + Aloina e POPG +

Aloina nos comprimentos de onda de 270, 300 e 370 nm.

6.2. Crescimento dos filmes de Aloina , DPPG + Aloina, POPG + Aloina

As Figuras 19 a e 19 b ilustram o crescimento do filme de Aloina, juntamente
com o polieletrolito PEI sobre o substrato de quartzo, utilizando tampdo PBS em pH
de 7,4. O tampdao neste pH foi utilizado para simular a membrana celular. Da figura,
pode-se concluir que as bandas de absorcdo para a Aloina no filme ndo estdo bem
definidas, como para o espectro de solucdo. Isso se deve a baixa absorcdo das
bicamadas em virtude da espessura. Cada bicamada tem uma espessura da ordem
de 1 nm . As bandas sdo alargadas e com maximo de absorcdo em 260 nm, 310
nm e 460 nm. Esses valores estao deslocados em relagdo ao espectro da Aloina em
solucéo apresentado na Figura 16, fato que ocorre devido a presenca de agregados
nos filmes LbL *.

A Figura 19 b mostra o crescimento do filme, monitorado por UV-vis, fixando o
comprimento de onda em 260 nm. Observa-se grande dispersdo nos pontos
referentes ao crescimento, que pode ser justificada pelas propriedades da molécula
de Aloina, ou seja, possui trés anéis aromaticos, o que Ihe confere carater instavel e
propriedades anfifilicas. Estas propriedades favorecem o crescimento desordenado,
pois o crescimento de filmes LbL se baseia, principalmente, em interacfes
eletrostaticas entre polieletrélito e molécula a ser imobilizada. Sendo assim, a
Aloina, por ser anfifilica, pode interagir eletrostaticamente com o polieletrélito ou
nao, ou seja, pode ocorrer ou nao adsorcao nas camadas, o que implica crescimento

irregular.
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Figura 19. a) Espectros de absorcdo UV-vis para diferentes nimeros de bicamadas para o
filme (PEl/Aloina),o b) Absorbancia versus nimero de bicamadas para o filme (PEI/Aloina);o em A=
260 nm.
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As Figuras 20 a, b e ¢ mostram os espectros de fluorescéncia para o
crescimento do filme LbL, cujas camadas sdo formadas por PEl e Aloina. O
crescimento foi acompanhado nos comprimentos de onda de excitacdo em 270, 300
e 370 nm.

O crescimento observado, utilizando a excitacdo em 270 nm mostrou a banda
referente a Aloina com um deslocamento de 362 para 365 nm. A intensidade de
emissao € praticamente constante apos a adicdo de mais bicamadas, enquanto que
guando se usou excitacdo em 300 nm ocorreu um deslocamento de 337,2 para 334
nm e apareceu uma banda em 362 nm a qual é referente a emissao da Aloina.

O crescimento analisado usando excitagdo em 370 nm mostrou bandas alargadas e
nao tao intensas, ocorrendo um deslocamento de 425 para 426; e a banda em 444
nm, que aparece na solucédo da figura 17 c, ndo foi observada.

De modo geral, os espectros de fluorescéncia nas diferentes excitacdes
mostraram o crescimento do filme de Aloina e PEI, a partir dos quais se observou
gue a intensidade de emissdo é constante, mesmo com a adicdo de mais

bicamadas, mostrando que ocorreu imobilizacdo da Aloina no filme LbL.
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Figura 20. Espectros de emissao de fluorescéncia do crescimento do filme PEI + Aloina, usando Aexc

270 (a), 300 (b)

e 370 (c) nm.
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As Figuras 21 a e 21 b ilustram o crescimento do filme através de
espectroscopia de fluorescéncia usando o sistema PEI/DPPG + Aloina. Na figura 21
b, observa-se que houve um crescimento linear, satisfatorio para filmes do tipo LbL.
O coeficiente de correlacdo foi de 0,963, indicando que os lipossomos foram
imobilizados com sucesso no filme na presenca da Aloina. A banda observada para
Aloina incorporada nos lipossomos foi em torno de 245 nm, visivel apenas nas
bicamadas iniciais, enquanto que a banda observada no filme apenas com a
substancia pura foi em torno de 266 nm. Esse fato pode ser explicado pelo
espalhamento de luz que ocorre quando a Aloina esta incorporada nos lipossomos,
fato que favorece a diminuicéo da absorcéo ’.
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Figura 21. a) Espectros de absor¢cao UV-vis para diferentes nUmeros de bicamadas para o
filme LbL (PEI/ Aloina + DPPG ),bic. b) Absorbéancia versus nimero de bicamadas para o filme PEI/
Aloina + DPPG );gbic em A =245 nm.

As Figuras 22 a, b e c ilustram os espectros de emissao de fluorescéncia para
o crescimento dos filmes cujas bicamadas foram formadas por PElI e DPPG +
Aloina, nas excitacdes de 270, 300 e 370 nm respectivamente. Comparando-se a
solucéo de lipossomo DPPG + Aloina com os filmes, houve para excitacdo em 270
nm, um deslocamento da banda de 367 nm para 371 nm, enquanto que para
excitagdo em 300 nm houve um deslocamento de 337 para 383 nm. Finalmente,
para a excitagdo em 370 nm observou-se um deslocamento de 444 para 514 nm,

guando comparam-se 0s espectros da solugcdo em relacao aos filmes.

52



Intensidade

Intensidade

Dissertagdo de Mestrado — PPGCM — 2011

12000
11000 -
10000 -
9000 -
8000 4
7000 -
6000 -
5000 -
4000 4
3000 -
2000 4
1000 -

Cresciment(f) do filme (PEI/DPPG + Aloina), bic
Excitag&o 270nm

371nm A

— 3° bicamada
—— 6° bicamada
9° bicamada

340

T T T T T T T T T
360 380 400 420 440
Comprimento de onda(nm)

22000
20000 —
18000 —
16000 —
14000 —
12000 —
10000 —
8000 —
6000 —
4000 —
2000 —

Crescimento do filme (PEV/DPPG + Aloina), bic
Excitagdo 300nm

383 nm
B

— 3° bicamada
— 6° bicamada
9° bicamada

T T T T T T T T T T
340 360 380 400 420 440
Comprimento de onda(nm)

53



Dissertagdo de Mestrado — PPGCM — 2011

20000 . - _
Crescimento do filme (PEI/DPPG + Aloina), bic
Excitag&o 370nm
| 514
15000 H nm C
(0]
©
3
210000 -
[
[0]
IS
5000 -~
—— 3° bicamaday|
—_—B° bicamada_
0 9° bicamada
T T T T T T T
500 510 520 530 540

Comprimento de onda(nm)

Figura 22. Espectros de emissao de fluorescéncia para crescimento do filme PEI /DPPG + Aloina,

usando o comprimento de excita¢do de: 270 (a), 300 (b) e 370 (c) nm.

As Figuras 23 a e 23 b mostram o crescimento do filme por meio de
espectroscopia de UV-vis, usando o sistema PEI/POPG + Aloina. Como de observa
crescimento do filme, neste caso, foi muito irregular. Tal irregularidade pode ser
explicada pelos efeitos viscolelasticos dos lipossomos, pois sao estruturas maiores e
menos compactas e, portanto, sujeitas a maiores deformacées’. Nota-se que a
quantidade adsorvida de material aumenta nas primeiras camadas e, apés a 52
camada, o filme praticamente néo cresce mais. Essa variacdo sugere um possivel
rearranjo estrutural nas camadas e relaxacdo dos lipossomos apoOs adsorcgéo.
Embora seja dificil definir todas as mudancas que estdo acontecendo, a adicao de
uma camada sobre lipossomos ja aderidos provoca deformacdes de lipossomos

previamente depositados, ou seja, as camadas externas influenciam as internas® ’.
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Figura 23. a) Espectros de absorcdo UV-vis para diferentes nimeros de bicamadas para o

filme LbL (PEI/ Aloina + POPG ),o. b) Absorbancia versus nimero de bicamadas para o filme PEI/

Aloina + POPG );0 em A = 266 nm.
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As Figuras 24 a, b e ¢ mostram os espectros de emisséo para 0 crescimento
do filme PEI/POPG + Aloina. Observa-se, na Figura 24 a, que as bandas de emissao
ocorreram em 361 e 364 nm; em relacdo a solucdo, essa banda foi em 362 nm, o
gue representa uma pequena variacdo nas bandas de emissdo de uma bicamada
para outra. Na Figura 24 b, observa-se o deslocamento de 337 nm para 335 nm, e
na Figura 24 c, o deslocamento ocorreu de 444 para 513 nm. Esses deslocamentos
sdo atribuidos a incorporacdo da Aloina nos lipossomos e sua imobilizacdo no
substrato de quartzo. Mesmo ocorrendo os deslocamentos, verificou-se que houve o
crescimento dos filmes, pois a intensidade de emissdo aumenta com a adicdo de

mais bicamadas.
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Figura 24. Espectros de emissao de fluorescéncia para o crescimento do filme PEI /POPG + Aloina,

usando Aexc 270 (a), 300 (b) e 370 (c) nm.
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6.3.1. Liberacado das solucdes

Para o estudo da liberac&o de principios ativos in vitro, 0 método de dialise
€ 0 mais utilizado. As variacfes nesse método estdo associadas ao meio para o qual
o farmaco é liberada, podendo ser desde uma simples solucdo tampéao até solucdes
mais complexas que possuem aminoacidos, vitaminas e diversos tipos de sais, como
por exemplo, o RPMI, que € um meio de cultura muito usado para crescimento de
células; recebe este nome, pois foi desenvolvido pelo Instituto Roswell Park
Memorial, a fim de tentar simular as liberac¢des in vivo. Também se costuma diminuir
ou aumentar o pH dessas solu¢des simulando o ambiente gastrico ou intestinal,
respectivamente, 0s quais sao responsaveis pela absor¢cdo da maioria dos principios
ativos.

Conforme descrito no item 3.6, para os testes de liberagdo in vitro foram
realizados experimentos com os sistemas: Aloina , DPPG + Aloina e POPG + Aloina
monitorando-se a alteracdo da intensidade na excitagdo em 270 nm. Realizou-se
comparacao do farmaco livre com os sistemas DPPG + Aloina e POPG + Aloina.

A concentracdo de Aloina dentro da membrana de dialise seguiu um

decaimento exponencial de segunda ordem segundo a equacéao:

y = y0 + Al*exp(-(x-x0)/t1) + A2*exp(-(x-x0)/t2)

onde Al é a amplitude e t1 € o tempo de decaimento.

Excitacdo em 270 nm

Os resultados foram comparados com o perfil do farmaco livre, como
mostram as Figuras 25 e 26. Nas figuras 26, 28 e 30 observa-se um pequeno
decréscimo na liberacdo do farmaco quando incorporado em lipossomos DPPG,
enquanto que quando incorporado em lipossomos POPG, pois o tempo de

decaimento foi muito menor.
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A liberacdo da Aloina obteve um tempo de decaimento de 8,50 hs, enquanto
que a Aloina encapsulada em lipossomos DPPG o tempo observado foi de 7,44 hs,
muito proximo a Aloina livre, indicando que o lipossomo DPPG foi pouco eficaz na
liberacdo controlada, em comparacdo com a Aloina livre. Isso ocorre porque 0
DPPG € um lipidio que tem uma temperatura de transi¢cao por volta de 41 °C, assim
na temperatura em que foram feitas as medidas o lipidio estava em sua forma crista-
lina (rigido) dificultando a liberacdo da Aloina. Isso faz com que o tempo de libera-
cao esteja proximo ao da Aloina livre que é instavel em solucéo e agrega facilmente.
O POPG tem uma dupla ligagdo na cadeia carbbnica e, consequentemente, uma
temperatura de transi¢cdo baixa 25 °C. Assim, o lipidio estava abaixo da transicdo

vitrea facilitando a liberacdo, uma vez que o tempo de decaimento foi de 0,60 hs.
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Figura 25. Espectros de emissdo para a solugcdo de Aloina livre interna a membrana de

dialise conforme liberagéo da Aloina em tampé&o fosfato, pH 7,4 e 36,5°C Aexc 270nm.
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Figura 26. Decréscimo da concentracao de Aloina livre dentro da membrana de didlise.
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Figura 27. Espectros de emisséo para a solugao de DPPG + Aloina interna a membrana de

dialise conforme liberagéo da Aloina em tampéao fosfato, pH 7,4 e 36,5°C. Aexc 270nm.
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Figura 28. Decréscimo da concentracdo da solugdo DPPG + Aloina dentro da membrana de

dialise.
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Figura 29. Espectros de emisséo para a solucdo de POPG + Aloina interna a membrana de

didlise conforme liberacdo da Aloina em tampao fosfato, pH 7,4 e 36,5°C Aexc 270nm.
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Figura 30. Decréscimo da concentragdo da solu¢do POPG + Aloina dentro da membrana de

dialise.

6.3.2. Liberagao controlada dos filmes

Para investigar a liberacdo da Aloina dos filmes automontados, repetiram-se
os procedimentos empregados para as solucdes, porém colocando-se os filmes em
tubos eppendorf com a solucdo tampédo e trocando-se a solugdo nos tempos pré
determinados para o experimento, monitorando-se a alteracdo na intensidade de
fluorescéncia para 270 nm no decorrer do tempo. Os resultados foram comparados

com o perfil do farmaco livre, como mostram as Figuras 31 e 32.

Excitacdo 270nm

O perfil de decaimento para o farmaco livre foi de 16,2 h, para os filmes de

DPPG+ Aloina e POPG + Aloina foram 16,64h e 9,58 h, respectivamente, de acordo
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com as Figuras 32, 34 e 36. Esses valores mostram que também é possivel a

liberacdo do farmaco nos filmes, porém o tempo € maior do que em solugéo.
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Figura 31. Espectros de emissdo para a solucdo do filme de Aloina interna & membrana do

tubo eppendorf, conforme liberagdo da Aloina em tampao fosfato, pH 7,4 e 36,5°C. Aexc 270nm.
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Figura 32. Decréscimo da concentragdo da solucdo do filme de PEI + Aloina dentro do tubo

eppendorf Aexc 270nm.
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Figura 33. Espectros de emissdo para a solugdo do filme de PEI/ DPPG +Aloina interna ao

tubo eppendorf, conforme liberagdo da Aloina em tampé&o fosfato, pH 7,4 e 36,5°C Aexc 270nm.
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Figura 34. Decréscimo da concentragdo da solugéo do filme de PEI/ DPPG + Aloina dentro

do tubo eppendorf Aexc 270nm.
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Figura 35. Espectros de emissdo para a solugdo do filme de PEI/ POPG + Aloina interna ao

tubo eppendorf conforme liberagédo da Aloina em tampéao fosfato, pH 7,4 e 36,5°C. Aexc 270nm.
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Figura 36. Decréscimo da concentracédo da solugéo do filme de PEI/ POPG + Aloina dentro

do tubo eppendorf Aexc 270nm.

Para todos os sistemas testados, flme DPPG + Aloina, filme POPG + Aloina
e filme de Aloina, observou-se que o decréscimo da fluorescéncia ndo é constante
com o tempo, provavelmente porgue a quantidade de Aloina liberada € pequena e
as medidas eram feitas em partes diferentes do filme. Porém fica claro que a
liberacdo da Aloina leva de 10 min a até 24hs, mas ndo € possivel determinar
precisamente a taxa de liberacdo. Nao se observou um decréscimo na velocidade de
liberacdo da Aloina ligada aos lipossomos em relacdo ao farmaco livre, indicando
que o uso de lipossomos neste caso ndo alterou a cinética de liberacdo do farmaco
através da membrana de dialise.

O tempo de decaimento do farmaco livre foi muito proximo ao farmaco
encapsulado. Esta dificuldade pode ser otimizada utilizando diferentes arquiteturas

para os filmes, e também diferentes fosfolipidios para a confec¢éo dos lipossomos.
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Os lipossomos com a Aloina incorporada e mesmo a Aloina livre quando
imobilizadas em filme, apresentaram um aumento na taxa de decaimento, alterando
este tempo para 8,50 h, 7,44 h e 0,60 h, para 16,2 h, 16,64 h e 9,58 h, para os filmes
de Aloina, Aloina+ DPPG e Aloina + POPG respectivamente, 0 que comprova a
viabilidade da construcao de filmes automontados com a finalidade de fabricacdo de
medicamentos de liberacdo modificada.

Sendo assim é possivel utilizar a Aloina com um adesivo para cicatrizacao de
feridas, onde havera uma liberacéo localizada e prolongada.

De acordo com Alves >* a aloe emodin possui maior afinidade pela membrana
lipidica, sendo assim pode-se utiliza-la com o intuito de aperfeicoar o experimento.O
uso da aloe emodin estava previsto, porém, por razdes de tempo ndo foi possivel

testa-la para estabelecer uma comparagdo com a Aloina.
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CAPITULO V

7. CONCLUSAO

A incorporagdo do extrato bruto de Aloe vera e imobilizagdo em filmes LbL
tornou-se inviavel, uma vez que possui inUmeras substancias, dentre as quais
acemanam, vitaminas, polissacarideos, saponinas, antraquinonas, aminoacidos.

Os filmes usados sé@o de escala nanométrica e com iSSO € necessario o uso
de substancias puras para o sucesso dos experimentos. Diante deste problema,
optou-se pelo uso de uma substancia pura, no caso, a Aloina, presente no extrato
bruto da planta.

Apos a inclusdo da Aloina nos lipossomos observou-se um aumento na
intensidade de fluorescéncia em 270, 300 e 370 nm, mostrando que essas
estruturas atuam como espacadores, desativando o processo de transferéncia de
energia entre as moléculas de Aloina. Quanto menor a perda de energia, maior a
probabilidade de o elétron decair de um estado excitado para o estado fundamental,
fato que é refletido no aumento da intensidade de fluorescéncia.

Os lipossomos de DPPG e POPG contendo Aloina foram imobilizados em
filmes automontados, usando PEI, observou-se um crescimento linear, porém, sem
regularidade.

As medidas de espectroscopia de fluorescéncia para a liberacéo das solucdes
mostraram que houve liberacdo, comparando-se com a liberacdo do farmaco livre,
ou seja, as vesiculas favorecem a liberacdo do farmaco, mas nédo tdo prolongada
guanto nos filmes.

Comparando-se a liberacdo dos filmes nos quais as vesiculas foram
imobilizadas contendo o principio ativo, a diferenca no tempo de decaimento em
solucéo de lipossomos foi em torno de 8h (Aloina livre e incorporada em lipossomos
DPPG), enquanto que quando imobilizadas em filme o tempo aumenta para mais de
13h.

A liberacdo do farmaco a partir de filmes nanoestruturados do tipo LbL foi
possivel. Portanto, a fabricacdo de patches se torna viavel, pois a liberacéo pela via

transdémica é vantajosa, ja que nao ha efeitos colaterais.
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O objetivo do trabalho foi atingido, pois a proposta era realizar a liberacdo de
um farmaco a partir de filme LbL, o que foi verificado pela espectroscopia de

fluorescéncia das solu¢des usadas para a liberagéo do farmaco.

8. PERSPECTIVAS

Esta pesquisa mostrou a eficacia da técnica de automontagem por adsorcao
fisica para a obtencédo de biomembranas suportadas para a liberacéo da Aloina.

Foram preparados lipossomos de DPPG e POPG nas quais se incorporou o
farmaco.

N&o foi possivel acompanhar o crescimento dos filmes automontados por
medidas de absorcao 6ptica, devido ao espalhamento de luz causado pelos lipidios.
Quando se utilizou espectroscopia de fluorescéncia, a intensidade de emissédo da
Aloina aumentava exponencialmente, de acordo com o numero de camadas
depositadas. Isto pode indicar um aumento na quantidade de Aloina, a medida que o
filme ficava mais espesso, ou seja, aumentava-se o numero de camadas.

Observou-se a liberacao espontanea do farmaco a partir dos filmes contendo
lipossomos DPPG e POPG, que aparentemente seguiu uma cinética de primeira
ordem.

Medidas de fluorescéncia revelaram que, tanto os lipossomos de DPPG como
os de POPG foram liberados a partir dos filmes LbL.

As perspectivas para um trabalho futuro serdo imobilizar os lipossomos com
Aloina e também a aloe emodin, j4 que esta possui maior afinidade pela bicamada
lipidica, em filmes biocompativeis como, por exemplo, filmes de quitosana, além de
realizar um teste de toxicidade usando cultura celular, pois seria possivel assim
avaliar a aplicacdo dos patches na area farmacéutica.

Pretende-se estudar a interacdo do farmaco com modelos de membrana
utilizando-se as técnicas de Langmuir e Langmuir-Blodgett e verificar uma possivel

liberacdo da Aloina e aloe emodin a partir de filmes LB.
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