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= ABSTRACT

A drug’s mechanism of action is dependent and related to its chemical struc-
ture and, in the bottom line, to the ability of the structure to interact with bio-
logical systems. The phospholipid composed cell membrane is a particularly
important system for the pharmacological action of a drug, hence pharma-
cokinetic parameters are generally related with the drug/membrane interac-
tion. This interaction is dependent on the hydrophilic/lipophilic balance of the
drug, a parameter traditionally assessed by the organic solvent/water partition
coefficient. Liposomes and micelles, due to their composition and physical
organization, can constitute basic structural models for the cell membrane,
being a precious tool in drug/membrane interaction studies. The use of these
simpler models allows for the comprehension of basic processes, from which
a progressive complexity can be added to the system, for a progressive in-
sight of the involved phenomena. In this context, the determination of the
liposome/water, or micelle/water partition coefficients, can constitute an in-
dicative parameter of the drug’s real behaviour in the biological system.

= RESsumo

O mecanismo de ac¢@o de um farmaco esta intimamente dependente e relacio-
nado com a sua estrutura quimica e, em ultima analise, com a capacidade que
essa estrutura lhe confere de interagir com sistemas bioldgicos. A membrana
celular, de composicao fosfolipidica, ¢ um sistema de particular importancia
no contexto da ac¢do farmacoldgica, uma vez que os parametros farmacoci-
néticos estdo, de uma forma geral, dependentes da capacidade de interacgdo
de um farmaco com esta estrutura. Essa capacidade esta dependente do equi-
librio hidrofilo/lipofilo da molécula, parametro tradicionalmente relacionado
com o coeficiente de particdo solvente organico/ agua. Os lipossomas ¢ as
micelas, devido a sua composi¢do e organizagdo, constituem modelos estru-
turais basicos das membranas celulares, sendo um instrumento precioso em
estudos de interac¢do de farmacos com membranas. A utilizacdo destes mo-
delos mais simples permite a compreensdo de processos basicos, a partir da
qual se pode aumentar o grau de complexidade do sistema, numa percepcao
progressiva dos fenomenos envolvidos. Neste contexto, a determinagdo do
coeficiente de particao lipossoma/agua, ou micela/agua, constituira um para-
metro indicativo do comportamento real do farmaco no sistema biologico.



INTRODUCAO

A grande complexidade e a biodiversidade dos organismos vivos dificultam
o seu estudo pormenorizado e sua compreensao acessivel. Qualquer deter-
minag¢do efectuada in vivo envolve um niimero elevado de experiéncias que
estude todas as variaveis do sistema, de forma a tornar o ensaio estatisti-
camente aceitavel. Por esta razdo, acarretam uma morosidade propria, que
desde sempre se procurou diminuir € contornar.

Virios foram os trabalhos anteriormente efectuados que procuraram apontar
as correlagdes entre a actividade biologica e as caracteristicas fisico-quimi-
cas de variadas substancias (Korolkovas e Burckhalter, 1988; Santos, 1994;
Lopes, 1997). Numa tentativa de entender a relagao estrutura/propriedades
quimicas/actividade farmacoldgica de um farmaco, tém sido utilizados di-
versos modelos e equagdes matemadticas que incluem parametros que tra-
duzem as caracteristicas fisico-quimicas desses compostos (Korolkovas e
Burkhalter, 1988). Diferentes parametros t€ém sido utilizados, aparecendo,
desta forma, o conceito de “previsores fisico-quimicos”, os quais podem ser
sistematizados em quatro grandes grupos: os parametros de solubilidade, os
electronicos empiricos, os electronicos semi-empiricos € os parametros este-
reoquimicos. Também chamados de parametros hidrofobicos ou lipofilicos,
os parametros de solubilidade medem o grau de interac¢do entre os farmacos
e as regides hidrofobicas das macromoléculas. Estes estdo relacionadas, por
um lado, com o transporte dos farmacos desde o seu local de administracao
até ao seu local de ac¢do e, por outro lado, com a possibilidade de atracgao e
de interacg¢do entre as regides hidrofobicas das substancias e dos receptores.
Os principais “indicadores” sdo a solubilidade, os coeficientes de particao,
as constante de hidrofobicidade, os parametros cromatograficos, a tensao
superficial, a polarizabilidade e a densidade electronicas.

Os parametros electronicos empiricos sao constantes que quantificam o efei-
to electronico de um substituinte na variagdo de energia livre, AG®, de uma
reac¢do quimica e/ou de uma interac¢ao farmaco/receptor. As mais utiliza-
das sdo as constantes do substituinte o de Hammett, constantes de derivadas
de o e as constantes de acidez. Devido a natureza parcialmente lipidica das
membranas celulares, a passagem dos farmacos através delas ¢ facilitada
aqueles compostos que apresentam uma lipossolubilidade alta. Esta ¢, por
sua vez, influenciada pelas propriedades acido/base dos farmacos e pelo seu
grau de ionizagao.

Os parametros electronicos semi-empiricos relacionam-se com os electrdes
7, as energias correspondentes e varios outros indices electronicos, visto que
os electrodes m, por serem deslocalizados, condicionam a maioria das proprie-
dades fisico-quimicas das moléculas. Os principais parametros traduzem o
caracter dador ou aceitador de electrdes, as energias de transferéncias de
carga, de deslocalizacdo ou de ressonancia e ainda o potencial de ionizagao.

Finalmente, os parametros estereoquimicos medem o efeito estereoquimico
intramolecular, tentando traduzir a contribui¢ao da geometria ¢ do tamanho



de um substituinte introduzido na molécula de um dado composto. Alguns
dos parametros estereoquimicos mais utilizados sdo os seguintes: constantes
estérica, raios de van der Waals e constantes de substituinte de Taft. Estes
parametros sao bastante importantes, na medida que muitas das interac¢des
entre os farmacos e os seus receptores sdo estereoespecificas.

A avaliacdo da actividade bioldgica de um farmaco a partir de simples “pre-
visores fisico-quimicos” torna-se, evidentemente, muito vantajosa, uma vez
que recorre a metodologias mais imediatas e praticas, reduz o nimero de
ensaios in vivo, permite extrapolar os valores entre compostos pertencendo
a mesma familia e fornece informagdes valiosas sobre a direc¢do a tomar na
sintese de novas substancias (Lopes, 1997). Todavia, é necessario que essas
determinagdes sejam efectuadas de uma forma criteriosa e com modelos que
mimetizem eficazmente as estruturas ou os processos biologicos a estudar.
Estes modelos devem, portanto, ter em consideracao as mesmas caracteris-
ticas de micro-heterogeneidade dos sistemas naturais, mas serem suficien-
temente simples, manejaveis e apresentarem, a nivel analitico, condi¢des de
reprodutibilidade aceitaveis.

As micelas, simples ou mistas, de lipidos, as vesiculas e as micro-emul-
soes tém sido propostas, em diferentes areas da Quimica e da Industria, quer
Tecnolodgica, quer Farmacéutica, como sistemas micro-heterogéneos que
correlacionam um certo nimero de propriedades importantes associadas a
um determinado comportamento de um sistema mais complexo, de modo
a que a manipulagdo laboratorial e a utilizagdo de métodos fisico-quimicos
sejam possiveis.

EQUILIBRIO HIDROFILO/LIPOFILO E ACCAO
DOS FARMACOS

De uma forma geral, as substancias com actividade farmacoldgica exercem
os seus efeitos por interacgdo com estruturas especificas da célula, os recep-
tores, usualmente localizados a nivel da membrana celular, embora algumas
classes de farmacos, como os anestésicos locais possam evidenciar uma ac-
¢do nao especifica directamente sobre a membrana celular (Korolkovas e
Burkhalter, 1988, Oswald e Guimaraes, 2001). A extensao da ac¢ao farma-
coldgica vai depender da afinidade de ligagdo do farmaco ao receptor e da
concentracdo de farmaco no meio que o rodeia (Kubinyi, 1979).

O ciclo geral de um farmaco no organismo compreende as fases de absor-
¢do, distribui¢ao, metabolismo e excrecdo (Oswald e Guimaraes, 2001). A
absor¢do de um farmaco pode ser definida como a passagem deste do seu
local de aplicagdo até a circulacdo sistémica. Como a via de administra-
cdo mais difundida ¢ a oral, a absor¢do de um farmaco ¢ geralmente usada
como sinénimo da entrada deste no tracto gastro-intestinal. Em adicdo a este
local também a cavidade oral, o célon, os tubulos do rim, a pele e a barrei-
ra hemato-encefalica sdo importantes locais de absor¢do (Kubinyi, 1979).
Enquanto que a afinidade da ligagdo do farmaco ao seu receptor depende de



interacgoes hidrofobicas, idnicas e electronicas, bem como de caracteristicas
topologicas quer do farmaco quer do seu receptor (Korolkovas e Burkhalter,
1988, Kubinyi, 1979), o transporte ¢ a distribuicdo da maioria dos farmacos
sdo considerados, geralmente, resultado da sua difusdo passiva, que depende
fundamentalmente da lipofilia do composto (Schanker, 1959; Houston et
al., 1974; Acquier et al., 1983). A molécula em solu¢do no liquido digestivo
devera dissolver-se nos lipidos da membrana para de seguida penetrar e atra-
vessar as diferentes mucosas, introduzir-se na circulacao geral e, finalmente,
atingir o local do seu receptor (Kubinyi, 1979, Acquier et al., 1983).

Hansch e Fujita propuseram o primeiro modelo para a descricdo matema-
tica das relagdes estrutura/actividade de farmacos, considerando o sistema
bioldgico como sendo multicompartimentado e composto por fases aquosas
alternando com fases lipidicas (Hansh e Fujita, 1964). A representagdo es-
quematica deste sistema de compartimentos pode ser observada na figura 1.

7/
Representagdo esquematica do AO L1 A2 L3
modelo de multicompartimentos. <« > TF> < //
A representa a fase aquosa e L a k1 k2 k3 k4

fase lipidica (adaptado de [5]).

Neste modelo multicompartimentado, a distribui¢do do farmaco ¢ resultado
da parti¢do consecutiva entre fases de caracter hidrofilico e fases de caracter
lipofilico e pode ser simulada por um determinado numero de etapas de li-
gacdo entre as diferentes fases. Moléculas lipofilicas podem penetrar através
da membrana para o compartimento aquoso seguinte, enquanto que molé-
culas hidrofilicas ndo conseguem atravessar a membrana, excepgao feita as
moléculas de baixo peso molecular, como a dgua ou a ureia, que sdo capa-
zes de atravessar as membranas naturais por uma via hidrofilica (Oswald
e Guimardes, 2001). Mas mais importante que a lipofilia do composto ¢ o
seu equilibrio hidrofilo/lipéfilo, uma vez que enquanto que os compostos
altamente hidrofilicos tenderdo a permanecer na primeira fase aquosa, os
compostos muito lipofilicos permanecerdo na primeira fase lipidica, devi-
do a sua baixa solubilidade na fase aquosa. S6 os farmacos com o equili-
brio hidrofilo/lipéfilo adequado possuem a capacidade de atravessar tanto
as barreiras lipidicas como as hidrofilicas e atingir a tltima fase aquosa do
sistema, onde podem actuar com o receptor. Mesmo o Ultimo passo, a li-
gacdo da molécula de fArmaco ao seu receptor, pode ser considerada como
um passo de distribui¢do entre a superficie mais ou menos hidrofobica do
receptor e o meio hidrofilico que o rodeia (Kubinyi, 1979). Depois do mo-
delo de Hansch, outros, matematicamente mais complexos, foram desenvol-
vidos, mas igualmente baseados no equilibrio hidrofilo/lipéfilo dos farmacos
(Kubinyi, 1979).

Um parametro importante no equilibrio hidrofilo/lipofilo dos farmacos € a sua
capacidade de ionizagdo. Se as restantes caracteristicas da molécula o permi-
tirem, a facilidade com que o fAirmaco atravessa as membranas sera maior



para a forma ndo ionizada, mais lipossoluvel, do que para a forma ionizada
(Oswald e Guimaraes, 2001, Schanker, 1959). Como o grau de ionizagdo da
molécula condiciona a propor¢ao desta que sera absorvida, o conhecimento
dos valores de pK, ¢ de pH no local de absor¢do sdo essenciais (Acquier et
al., 1983). Ainda para além da lipofilia, outros factores, como os topoldgicos
ou os estereoelectronicos, apresentam contribuigdes para a globalidade da
distribui¢do e actividade bioldgica de fArmacos (Basak et al., 1984).

Durante a sua permanéncia no organismo, a maioria dos farmacos sofre a
ac¢do de enzimas que modificam mais ou menos acentuadamente a sua es-
trutura e, consequentemente, as suas caracteristicas fisico-quimicas e farma-
cologicas. De uma forma geral, esta metabolizagdo dos farmacos conduz a
obten¢ao de compostos mais hidrossoluveis, mais aptos a serem excretados,
normalmente por via renal ou via biliar e, menos frequentemente, por via
pulmonar, sudoripara, lacrimal ou genital.

COEFICIENTE DE PARTICAO

O coeficiente de particao de um soluto, geralmente expresso na literatura por
K, K, Kp, D ou P, ¢ definido como a razdo, no equilibrio, entre as concen-
tracdes do soluto em duas fases imisciveis por entre as quais o soluto pode
partilhar (Katz e Diamond, 1974a). Leo et al. consideraram que, desde que
os coeficientes de actividade se mantenham constantes, a relagdo de concen-
tragdes de quaisquer espécies moleculares nas duas fases (C, ¢ C,) em equi-
librio uma com a outra, ¢ uma constante definida por (Leo et al., 1971):

C,  Esta defini¢do assume que ndo existem interacgdes soluto/soluto
‘. significativas, bem como interacgdes especificas soluto/solvente

fortes (Leo et al., 1971). Um dos primeiros conceitos estabele-
cidos acerca do coeficiente de parti¢do foi que a razdo de concentragdes de
soluto distribuido pelas duas fases ¢ constante e independente dos volumes
relativos de cada uma das fases (Leo et al., 1971).

K=

Segundo Leo et al., a lei de particdo pode ser considerada uma extensdo da
lei de Henry, em que a massa de gas dissolvido por unidade de volume de
um liquido ¢ proporcional a pressao parcial do gas na fase aquosa, que por
sua vez ¢ proporcional a concentracdo de moléculas na fase gasosa (Leo et
al., 1971). A particao pode ser tratada, em termos de termodindmica clas-
sica, como um processo de equilibrio onde a tendéncia de uma molécula
isolada de soluto para passar de um solvente ao outro ¢ uma medida da sua
actividade nesse solvente e pode ser relacionada da maneira habitual com
outras fung¢des de actividade commumente medidas, como a pressao parcial,
a pressao osmatica e o potencial quimico (Leo et al., 1971).

COEFICIENTE DE PARTICAO ENTRE SOLVENTES IMISCIVEIS

O compartimento lipidico do organismo ¢ inevitavel, pois as membranas, de
natureza fosfolipidica, constituem parte do trajecto desde o local de admi-



nistragdo até ao compartimento plasmatico. Por esse motivo, desde finais do
século XVIII que se reconhecem as caracteristicas de lipossolubilidade dos
farmacos como fundamentais para a sua accao terapéutica. Pode considerar-
se mesmo que ja desde ha vérios séculos o conceito da distribuicdo de um
soluto entre duas fases nas quais ¢ soluvel ¢ usado em diversas aplicagdes,
como o isolamento de esséncias naturais a partir de flores (Leo et al., 1971).

A questao de como as moléculas atravessam as membranas celulares tem
sido objecto de estudo desde os primeiros trabalhos de Overton, em 1899,
que resultaram na chamada “Regra de Overton”, segundo a qual os coe-
ficientes de permeabilidade estdo correlacionados com os coeficientes de
parti¢do 6leo/agua (cit. em (Walter e Gutknecht, 1986). Diversos estudos
foram posteriormente realizados com as mais variadas fases apolares, in-
cluindo azeite, cloroféormio, benzeno, ciclohexano, n-hexano, alcool olei-
co, heptano, hexadecano e 6leos minerais (Schanker, 1959; Hansch e Dunn,
1972,; Pauletti e Wunderli-Allenspach, 1994). Posteriormente, o coeficiente
de parti¢do do fdrmaco entre duas fases imisciveis foi relacionado com pa-
rametros de “ligacao hidrofobica” em sistemas bioldgicos e farmacologicos.
O uso do coeficiente de particio estendeu-se a determinacao de equilibrios
de dissociagdo, a sua relagao com o balanco hidroéfilo/lipofilo de moléculas,
a estudos com meios de troca i6nica, a medidas da capacidade de estabelecer
ligagdes hidrofobicas, a estudos de estrutura /actividade e a medidas de dis-
solucdo e velocidade de particao de farmacos (Leo ef al., 1971).

Hansch e seus colaboradores, recolhendo e analisando dados entretanto pu-
blicados, sugeriram o uso do coeficiente de particdo entre o 1-octanol e a
agua, K ,, como o indicador mais conveniente para o estudo das relagdes
entre constantes de particdo e a actividade farmacologica de substancias
(Leo et al., 1971; Hansch e Dunn, 1972). Estes autores sugeriram que 0s
resultados dos coeficientes de partigdo de compostos bioactivos entre um
solvente organico, principalmente o octanol, e a 4gua apresentam uma boa
correlagdo com a capacidade destes compostos atravessarem as biomembra-
nas, e, consequentemente, com a sua actividade bioldgica. Este pressupos-
to foi adoptado genericamente em estudos de QSAR - relagdo quantitativa
estrutura-actividade (Scherrer e Howard, 1977; Martin, 1981) e em estudos
sobre biodisponibilidade de farmacos (Houston et al., 1975). Os coeficientes
de parti¢dao solvente organico/agua t€ém sido medidos extensamente desde
os primeiros estudos e os dados obtidos sdo, ainda hoje, aplicados as mais
diversas areas, desde o desenho racional de novos farmacos ao desenvol-
vimento de formulagdes galénicas (Alcorn et al., 1993; Lalor et al., 1994;
Lalor et al., 1995; Lazni€ek e Lazni€kova, 1995).

O principal método para a determinagdo do K, € o método da agitagdo em
frasco, introduzido por Leo et al. (Leo et al., 1971), mas este parametro pode ser
determinado ainda por outras técnicas, como potenciometria (Takacs-Novak e
Avdeef, 1996), e mais recentemente, determinacgoes baseadas em técnicas cro-
matograficas, como a cromatografia liquida micelar (Garcia e Marina, 1994;
Herbert e Dorsey, 1995) e microextragcao em fase solida (Dean et al., 1996).



No entanto, ja desde pouco depois dos primeiros estudos se evidenciaram
falhas no sistema de particao octanol/agua. Hansch e Clayton referiram uma
perda de correlagdo linear com a actividade biologica para valores de K,
relativamente elevados, indicando que niveis demasiado altos de hidrofo-
bicidade da molécula podem inibir a resposta biologica, fendémeno que foi
denominado “resposta parabolica”. Este efeito foi atribuido as caracteristicas
de transporte relativamente lento destes compostos altamente hidrofobicos
(Gobas et al., 1988) e tratamentos matematicos elaborados foram aplicados
para melhorar a correlagdo K, /actividade biologica (Cooper et al., 1981).
E, no entanto, mais razoavel esperar para uma série de compostos com K
elevados, diferencas no seu comportamento de parti¢do nas fases lipidicas do
organismo relacionadas com interacg¢des especificas com determinados com-
ponentes das membranas bioldgicas, que ndo sdo mimetizadas pelo octanol.

Os solventes organicos formam uma fase compacta e isotropica quanto as
suas propriedades fisico-quimicas, observando-se uma continuidade ao lon-
go de toda a fase, enquanto que a bicamada lipidica pode ser considerada
uma fase interfacial de matéria na qual as propriedades fisicas variam com a
distancia a superficie, ao longo do eixo normal da bicamada (De Young ¢ Dill,
1988). As propriedades fisicas das membranas que se podem fornecer como
exemplo de inconstincia com a profundidade s3o inimeras. Por exemplo,
existe um gradiente de desordem nas cadeias carbonadas: as cadeias estao
mais alinhadas perto da interface e essa ordem diminui com a distancia a su-
perficie (Hubbell e McConnell, 1971). A constante dieléctrica também varia
com o local da bicamada lipidica. Adicionalmente, enquanto que os solven-
tes organicos formam duas fases distintas separadas por uma interface, as
membranas lipidicas possuem elevadas relagdes superficie/volume, e as pro-
priedades das interfaces dependem da densidade superficial, enquanto que
nas fases compactas esse fendémeno nao se observa (De Young e Dill, 1988).

Marqusee e Dill desenvolveram uma teoria acerca da parti¢ao de solutos em
bicamadas, cujos principais pressupostos sao os seguintes (Marqusee e Dill,
1986):

- havera um gradiente de concentragao de soluto na bicamada, em contraste
com a distribui¢ao uniforme esperada numa fase compacta;

- a ordem parcial das cadeias devera desfavorecer a retengao do soluto na
bicamada relativamente a fase compacta de natureza amorfa;

- a incorporacdo do soluto deverd diminuir significativamente com o au-
mento da densidade superficial das cadeias.

Existem evidéncias experimentais que apoiam os pressupostos desta teo-
ria. Alguns estudos apontam para um coeficiente de particdo mais elevado
em solventes organicos do que em membranas lipidicas, bem como valores
de entropia de transferéncia de solutos menores para esses solventes (Katz
e Diamond, 1974a). De Young ¢ Dill relataram a exclusao do benzeno de
membranas lipidicas por aumento da densidade superficial das cadeias dos
fosfolipidos, sendo este efeito independente da natureza do agente usado



para alterar a densidade: temperatura, colesterol ou alteragdo do compri-
mento das cadeias carbonadas dos fosfolipidos. Mas o comportamento dos
solutos em membranas ndo ¢ homogéneo. De facto, a sua interac¢do com a
bicamada envolve uma série complexa de eventos que incorporam parame-
tros como efeitos electronicos e estéricos de substituintes, influéncia do vo-
lume e formato da molécula e parametros energéticos inerentes ao processo
de transferéncia (Betageri e Rogers, 1989).

A correlagdo entre os valores de coeficiente de parti¢ao solvente organico
simples / meio aquoso e a actividade biologica de um farmaco apresenta
bons resultados apenas quando esta ¢é resultado de interacgdes de natureza
apolar com a bicamada (Ong et al., 1995). De facto, a parti¢ao de uma espé-
cie molecular no sistema octanol/agua ¢ devida fundamentalmente a forma
ndo ionizada da molécula (Krimer ef al., 1997; Avdeef et al., 1998), ao con-
trario do que se observa com as membranas naturais, que sdo capazes de es-
tabelecer interacgdes com as moléculas na sua forma ionizada. Claramente,
o sistema octanol/dgua ¢ insuficiente para contabilizar certas caracteristicas
criticas das membranas bioldgicas, que possuem grupos anfipaticos capa-
zes de estabelecerem interacgdes electrostaticas fortes. Pode apresentar-se o
exemplo relatado por Herbette et al. (1994), que determinaram um valor de
K, para o farmaco amlodipina cerca de uma ordem de grandeza mais baixo
que para o farmaco da mesma classe nimodipina. Pelo contrario, o seu valor
de coeficiente de particdo encontrado em membranas biologicas foi cerca de
3 vezes superior ao da nimodipina. Estas diferengas podem ser compreendi-
das a luz da informagao estrutural e de modelos moleculares dos farmacos
na bicamada: enquanto que em octanol o firmaco se encontra disperso ale-
atoriamente pelo solvente, numa bicamada ocupa uma determinada posi¢ao
definida, consoante as interacgdes hidrofébicas ou idnicas que estabelece. O
proprio Hansch sugeriu que o octanol ¢ um modelo racional porque modela
as interacgdes moleculares apolares entre o soluto e a membrana, mas apon-
tou para a necessidade de se procurarem modelos de biomembranas mais
eficazes (Hansch e Dunn, 1972).

DETERMINACAO DOS COEFICIENTES DE PARTICAO AGREGADO
ANFIFILICO/AGUA

Técnicas cromatograficas com compostos como octadecilsilica na fase es-
tacionaria tém vindo a ser desenvolvidas como métodos alternativos para
a determinacdo da lipofilia de substincias (Schmidt ef al., 1994), mas este
sistema, contendo apenas hidrocarbonetos apolares, herda a mais séria limi-
tacdo do sistema octanol/agua, que ¢ a falta de similaridade estrutural com as
membranas bioldgicas. O recurso a sistemas estruturados, constituidos por
moléculas anfipaticas, como as micelas, tornou-se apelativo devido a facili-
dade de obtensdo e manipulagao, estabilidade fisico-quimica e versatilidade
apresentadas por estes sistemas, que tém sido largamente usados como mo-
delos de biomembranas.



As membranas bioldgicas naturais foram um alvo 6bvio para estudos de par-
ticdo de espécies moleculares. Os primeiros estudos foram efectuados com
membranas de eritrocitos como fase lipidica (Seeman et al., 1971). Mas, ime-
diatamente ap6s o desenvolvimento dos lipossomas, Katz e Diamond suge-
riram o seu uso neste tipo de estudos e estabeleceram que os coeficientes de
parti¢do obtidos em suspensdes aquosas de lipossomas eram semelhantes aos
obtidos em membranas naturais (Katz e Diamond, 1974a; Katz e Diamond,
1974b; Diamond e Katz, 1974). Os lipossomas apresentam-se como um mo-
delo mais efectivo de uma membrana celular do que um solvente isotropico
ou uma micela, devido a estrutura em bicamada das suas membranas. Uma
diferenca importante entre lipossomas e solventes organicos ¢ que aqueles
sdo capazes de acomodar moléculas carregadas por vezes numa grande ex-
tensdo (Pauletti e Wunderli-Allenspach, 1994; Austin ef al., 1995).

Virios trabalhos tiveram como principal objectivo a comparagdo dos resul-
tados obtidos com ambos os sistemas (octanol/agua e lipossomas/agua) e a
comparagao destes com os resultados conseguidos com membranas naturais
ou com determinados parametros farmacocinéticos da actividade dos far-
macos “in vivo” (Alcorn et al., 1993, Gobas et al., 1988; Betageri e Rogers,
1989; Betageri e Rogers, 1988; Choi e Rogers, 1990). De uma forma geral,
os coeficientes de particdo obtidos com lipossomas apresentam melhores
correlagdes com a actividade biologica dos farmacos do que os K ,. Como
foi ja referido, para valores de K|, pouco elevados, a correlagdo destes com
parametros bioldgicos e com dados obtidos com lipossomas ¢ satisfatoria,
mas para valores elevados o uso deste sistema torna-se insuficiente. A par
da lipossolubilidade dos compostos, o seu tamanho parece ser um factor im-
portante para a perda de correlagdo entre K, e parti¢do lipossoma/agua.
Estudos com séries homologas de compostos evidenciam uma perda de cor-
relagdo para volumes molares superiores a 230 cm?/mol, que parece ser devi-
da a maior energia por unidade de volume necessaria para acomodar o soluto
na fase membranar. Isto é provavelmente o resultado da natureza estrutural
dos fosfolipidos da membrana, trazendo como consequéncia que moléculas
volumosas e ramificadas possuam menor coeficiente de particao lipossoma/
agua do que os seus analogos de cadeia alongada (Diamond e Katz, 1974).

Para além dos lipossomas (Matos, 2001), outros sistemas heterogéneos t€m
sido usados como modelos das membranas celulares, como micelas (Moutinho,
2000), monocamadas lipidicas (Seelig, 1987) e células (Knaub ef al., 1995).

CARACTERIZACAO DE MODELOS BIOMEMBRANARES
MIiCELAS

Na figura 2 pode observar-se a representacao de uma micela esférica, com os
seus grupos polares voltados para a solugdo aquosa e as cadeias carbonadas
hidrofobicas para o interior.

Uma micela possui um didmetro entre 30 e 60 A (Fendler, 1982) e é com-
posta por um determinado numero de moléculas do mondmero, referido pelo



Representagdo esquematica de uma micela esférica e dos lo-
cais de ligacdo possiveis de solutos em micelas. O significado
dos niimeros 1 a 5 sao referidos no texto.

nimero de agregacdo, Ag#, que ird determinar a forma e o tamanho da estru-
tura organizada final. Esse nimero de agregacdo varia geralmente entre 50 e
100 (Sudholter et al., 1980). Considera-se usualmente que a estrutura mice-
lar tipica abrange (Garcia e Sanz-Medel, 1986; Grieser ¢ Drummond, 1988;
Pramauro e Pelizzetti, 1996):

- um nucleo, constituido pelas cadeias hidrocarbonadas, virtualmente des-
provido de 4gua; as cadeias hidrocarbonadas podem dobrar, permitindo
assim o contacto de alguns grupos CH, terminais com a interface;

- uma camada mais externa, constituida pelos grupos polares e pelos contra-
10es ndo dissociados, denominada camada de Stern; os grupos polares ndo
cobrem completamente o interior lipdfilo, pelo que existe uma grande area
de contacto hidrocarboneto/solucio aquosa;

- uma regido adjacente a camada de Stern, que inclui uma elevada densida-
de de contra-ides, a dupla camada de Gouy-Chapman.

Esta organizacdo estrutural traz como consequéncia as propriedades apre-
sentadas por estes agregados, bem como a capacidade de solubilizarem
moléculas pouco soltiveis em determinado solvente. O tipo de interac¢des
que os solutos vao estabelecer com a micela depende das propriedades do
detergente e do proprio soluto. A localizagdo das moléculas solubilizadas
nas micelas pode ser evidenciada por técnicas como difrac¢do de raios-X,
absorc¢ao de ultra-violeta/visivel (UV/Vis), fluorescéncia, ressonancia mag-
nética nuclear (RMN) ou ressonancia electromagnética (ESR) (Pramauro e
Pelizzetti, 1996). Os principais locais de interac¢ao de solutos numa micela
podem ser esquematicamente observados na figura 1.4 e descritos resumida-
mente como (Pramauro e Pelizzetti, 1996):

1- moléculas com caracteristicas polares podem sofrer adsor¢ao a superficie
micelar;

2- moléculas com caracteristicas polares podem ainda situar-se entre as “ca-
begas” hidrofilicas;

3- moléculas com caracteristicas anfifilicas podem interagir com os grupos cons-
tituintes da “cabeca” e intercalarem-se na zona apolar entre as “caudas”;

4- moléculas com maior proporg¢ao lipédfila podem inserir-se mais profunda-
mente;

5- moléculas nao-polares podem situar-se no nicleo da micela.



Devido ao caracter dindmico apresentado pelas estruturas micelares, deter-
minada localizagao exibida por um soluto corresponde a uma posi¢ao média
ao longo do tempo.

VESicuLAS

As vesiculas compostas de fosfolipidos sdo usualmente denominadas lipos-
somas, enquanto que o termo vesicula ¢ geralmente atribuido as estruturas
formadas por outros agentes anfifilicos (Pramauro e Pelizzetti, 1996). Os
lipossomas (do grego /ipos (gordura) e soma (corpo)) foram inicialmente
referidos por Alec Bangham e seus colaboradores, em 1965, que descreve-
ram pela primeira vez como a dispersao de fosfolipidos em agua produzia
espontaneamente estruturas membranares fechadas, que concluiram serem
formadas por diversas camadas de fosfolipidos concéntricas, separadas por
compartimentos aquosos. Os lipossomas constituem modelos valiosos das
membranas bioldgicas pois, sendo compostos pelos mesmos constituintes
das membranas naturais, formam uma estrutura idéntica a estas.

ESTRUTURA GERAL DAS VESICULAS

Os lipidos constituintes das membranas naturais distribuem-se por quatro
principais grupos: fosfolipidos, esfingolipidos, glicolipidos e esterois (Jones
e Chapman, 1995). Deste tltimo grupo, o colesterol € o representante mais
importante. A estrutura basica destes lipidos pode ser observada na figura 3.
Os fosfolipidos sdo derivados do glicerol e os esfingolipidos da esfingosina.
As cadeias alquilo (R, € R)) podem ser saturadas ou insaturadas e geralmen-
te situam-se entre C, a C.

Os lipidos naturais exibem, de maneira geral, uma grande diversidade na
composi¢do das cadeias carbonadas, ao contrario dos lipidos sintéticos, que
podem apresentar uma constituicdo muito homogénea. Devido a sintese me-
tabolica dos acidos gordos no organismo, estes apresentam um nimero par
de carbonos na sua cadeia, enquanto que os acidos gordos de sintese podem
possuir um nimero impar destes atomos (Lasic, 1993). Os acidos gordos sa-
turados mais frequentes nas membranas naturais sdo o miristico, o palmitico
e o estedrico, com 12, 14 e 16 grupos metilénicos, respectivamente. Dos in-
saturados, o mais importante € o acido oleico, com 18 carbonos e uma dupla
ligagdo no meio da cadeia. Os acidos gordos saturados sdo muito flexiveis,
possuindo cada ligagdo simples a possibilidade de rotagdo, ao contrario dos
insaturados que sao moléculas mais rigidas. A ligagao dupla cis, muito mais
comum, provoca uma conformacdo em angulo de cerca de 30°, o que dificul-
ta 0 empacotamento destas moléculas na bicamada.

Muitas das propriedades fisicas dos lipossomas, como a sua estabilidade,
permeabilidade ou temperatura de transi¢do de fase, dependem do com-
primento e grau de saturacdo dos fosfolipidos que os constituem. Os fos-
folipidos naturais geralmente possuem uma cadeia mais longa e /ou mais
insaturada na posi¢do 2 do esqueleto do glicerol, enquanto a outra ocupa a
posi¢ao 1 (Lasic, 1993; New, 1990).



Os grupos assinalados na figura 3. com o simbolo X constituem os grupos
polares dos lipidos. Os principais substituintes que podem ser encontrados
nas membranas bioldgicas estdo esquematizados na figura 4.

R,— OCH,
R,— OCH
| ﬁ’ Fosfolipido
CH;—0—P—0—X
0O-
R;—CH=—CH— CH—OH
Rz_CO_HN_TH ﬁ Esfingolipido
CH;—0—P—0—X
O-
R;7—CO—HN—CH,
R;—CO—HN—CH CH,OH Glicolipido
CH—0 0O OH
OH
Colesterol

Estrutura quimica dos principais
grupos de lipidos que constituem a H
membrana celular.

Os fosfolipidos contendo colina, geralmente denominados lecitinas, sdo os
mais abundantes na natureza. Sdo moléculas zwitterionicas a pH fisiolégico,
pois o grupo amoOnio quaterndrio apresenta carga positiva e o grupo fosfato
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estd desprotonado a esse valor de pH. Com a excepg¢do da fosfatidilcolina
e da fosfatidiletanolamina, todos os restantes fosfolipidos sdo carregados
negativamente (New, 1990), razao pela qual as membranas biologicas apre-
sentam geralmente uma carga superficial negativa, importante para muitos
dos processos fisiologicos.

Cada classe mencionada, como a fosfatidilcolina ou lecitina (do grego leki-
thos (gema do ovo)), compreende uma grande variedade de moléculas, con-
forme o tipo de acidos gordos ligados ao esqueleto do glicerol. A lecitina de
origem natural, como a extraida da gema do ovo ou da soja, ¢ uma mistura
de varias moléculas, com cadeias carbonadas de diversos comprimentos e
diferentes graus de insaturagdo. O acido gordo mais abundante na lecitina
da gema do ovo ¢ o 4cido palmitico (35,3 %), situado preferencialmente na
posicao 1, seguido do acido oleico, encontrado principalmente na posi¢ao 2
(New, 1990). Por técnicas de sintese e purificagdo ¢ possivel obter-se molé-
culas compostas apenas por determinadas cadeias lipidicas, como DPPC (di-
palmitoilfosfatidilcolina) ou DMPC (dimiristoilfosfatidilcolina). Este tipo
de fosfolipidos semi-sintéticos € usualmente usado em pesquisa, pois apre-
senta um comportamento muito mais facilmente caracterizdvel em termos
da temperatura de transicdo de fase e de parametros termodinamicos, em
comparagdo com as populagdes heterogéneas que constituem os fosfolipidos
naturais (Lasic, 1993).

Sendo a lecitina o maior componente das membranas naturais, ¢ a principal
molécula usada na preparagao de lipossomas para as mais variadas aplica-
¢des. E electricamente neutra, relativamente inerte quimicamente e passivel
de ser obtida a baixo custo (New, 1990). A lecitina d& origem a lipossomas
electricamente neutros, mas a sua carga pode ser modificada pela incorpo-
racdo de moléculas anfipaticas carregadas, como o fosfatidilglicerol ou o
fosfatidilinositol para a obtengdo de lipossomas carregados negativamente,
ou a estearilamina para a obtengao de lipossomas com carga positiva.

Além de fosfolipidos, os lipossomas podem incluir também outras molé-
culas lipidicas. O colesterol, por exemplo, ¢ usado para reduzir a difusdo
dos farmacos hidrossoluveis para o exterior das vesiculas, bem como para
aumentar a estabilidade destas na corrente circulatoria.

Para além dos lipidos naturais ou semi-sintéticos referidos, existem também
moléculas de origem sintética, que tém vindo a ser desenvolvidas mais recen-
temente, com capacidade de formarem vesiculas, como o di-hexadecilfosfa-
to de sodio (DHP) ou o cloreto de dioctadeciltrimetilamonio (DODAC).

Uma caracteristica importante das bicamadas lipidicas € a existéncia de uma
temperatura, especifica para cada lipido, onde a organizacao dos fosfolipidos
sofre uma alteracdo brusca. As bicamadas fosfolipidicas podem apresentar-se
em duas fases termodinamicamente distintas, uma fase de grande ordenacao,
designada por estado de gel-sélido e, para temperaturas mais elevadas, uma
fase mais fluida denominada cristal -liquido (Jones e Chapman, 1995; Lasic,



1993; New, 1990). A alteragdo no arranjo das cadeias carbonadas em cada
estado pode ser observada na figura 5. A temperatura de passagem de uma
fase a outra € denominada temperatura de transi¢do de fase, T, caracteristica
para cada lipido, e que compreende um intervalo de temperaturas para lipi-
dos de composi¢ao heterogénea. A amplitude do intervalo de temperaturas,
que pode abranger mais de 10 °C, depende fortemente da composigao lipidi-
ca da amostra, podendo estar ausente para misturas de lipidos (Lasic, 1993).
Antes da T, muitos dos lipidos sintéticos puros exibem uma pré-transigao,
a temperatura da qual (T’ ) as cadeias torcidas se orientam paralelamente ao
eixo da bicamada.

A temperatura de transi¢ao de fase dos fosfolipidos depende da natureza do
grupo polar, bem como do comprimento e do grau de insaturag¢ao das cadeias

gg Estado de
J 'Y & gel-sdlido

Representacdo esquematica da organizacao estrutural apre- ﬁ ] !  Estado de
sentada pelas cadeia carbonadas de fosfolipidos no estado - cristal-liquido

de cristal-liquido e de gel-solido.

acilicas. Em geral, aumenta com o comprimento das cadeias dos acidos gor-
dos esterificantes e diminui com o grau de insaturagdo. A T_descrita para a
dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) ¢ de 23,5 °C e para a dipalmitoilfosfa-
tidilcolina (DPPC) de 41.4 °C (Lasic, 1993). A lecitina de origem natural
ndo se pode atribuir uma temperatura definida de transi¢do de fase devido a
sua composicdo heterogénea. Em relagdo a fosfatidilcolina da gema do ovo
(EPC), por exemplo, enquanto certos autores ndo lhe atribuem uma transi-
¢do de fase (Lasic, 1993), outros referem a T, de -15 °C a -7 °C (New, 1990;
Tyrrell et al., 1976). A temperatura de transicdo de fase pode ser determi-
nada por calorimetria de varrimento diferencial (DSC-Differential scanning
calorimetry) (Jones e Chapman, 1995).

A formacao da estrutura do lipossoma s6 ¢ possivel quando os lipidos cons-
tituintes sdo manipulados a uma temperatura superior a respectiva T . Este
valor determina a temperatura minima requerida para a 4gua penetrar entre
as camadas lipidicas e os lipossomas se formarem (Jones e Chapman, 1995).
Apo6s a formagdo da estrutura, a temperatura pode descer abaixo da T, sem
destruicao das vesiculas formadas.

PREPARACAO DAS VESICULAS

O processo classico de preparacgao de lipossomas, iniciado por Bangham em
1965, denomina-se método da hidratacdo do filme lipidico (Lasic, 1993).
Neste método, uma solucdo de lipido num solvente organico ¢ evaporada a
secura nas paredes de um baldo de vidro, por evaporagdo em vacuo ou con-
vecgdo, formando-se um filme fino e o mais homogéneo possivel. O filme ¢é
entdo hidratado com uma solu¢ao aquosa, ocorrendo o inchamento do lipido



e a formagdo espontanea de bicamadas e vesiculas (Lasic, 1993; New, 1990;
Hope et al., 1986).

Este processo de preparagdo pode sofrer algumas variagdes, nomeadamente
quanto ao solvente organico utilizado, a possivel adi¢ao de contas de vidro,
a forma de secagem do lipido e aos parametros de agitagdo, como o tempo,
a intensidade, o modo ¢ a temperatura de agitagdo (Lasic, 1993). No entanto,
a maioria destas variagdes origina MLV, com uma grande heterogeneidade
de tamanhos e formas, com uma pequena percentagem de SUV e LUV, bem
como de lipossomas multicompartimentados e lipossomas gigantes, até varias
dezenas de pum de diametro (Hope et al., 1986). A composi¢ao lipidica e a con-
centragdo, bem como o modo de hidratacdo, a fase aquosa usada e o tempo de
hidratagao afectam a preparagao obtida (Woodle e Papahadjopoulos, 1997).

ESTABILIDADE FiSICO-QUIMICA DAS VESICULAS

Em armazenamento prolongado, os lipossomas podem sofrer diversos tipos
de alteragdes ao longo do tempo, dividindo-se essas alteragdes em fisicas,
quimicas e biologicas (Lasic, 1993). Fisicamente, ¢ dependendo grande-
mente da sua constituigdo bem como do meio envolvente, os lipossomas
podem sofrer agregacdo, fusdo, deposicao, ruptura membranar ou, no caso
de encapsularem solutos, perda do seu contetido (Lasic, 1993; New, 1990).
Quimicamente, os fosfolipidos que constituem os lipossomas podem sofrer
dois grandes processos degenerativos: hidrolise e oxidacdo (Lasic, 1993;
New, 1990; Grit e Crommelin, 1993; Grit et al., 1993a). A oxidagdo dos
fosfolipidos acontece preferencialmente com os fosfolipidos poli-insatura-
dos, como ¢ o caso da EPC. Essa oxidacao da-se, na auséncia de oxidantes
especificos, via um mecanismo de radicais livres (Grit e Crommelin, 1993).
A presenga de oxigénio, luz e elevadas temperaturas intensifica o processo,
pelo que € importante a protec¢ao dos lipossomas contra estes factores. A hi-
drolise dos fosfolipidos origina lisofosfolipidos e dcidos gordos livres como
produtos iniciais, que se pensa possuirem a capacidade de interagir com a
membrana, contribuindo para a sua instabilidade fisica (Grit et al., 1989). A
hidrolise ¢ fortemente afectada pelo pH do meio, verificando-se um efeito
minimo para o valor de pH proximo de 6,5, havendo aumento de hidrolise,
catalizada por 4cido ou por base, para valores de pH inferiores e superiores
(Grit e Crommelin, 1993; Grit et al., 1993b). Apos cerca de 50 h a pH 4,0,
alguns autores observaram uma hidrolise de cerca de 25% da lecitina (Grit et
al., 1993b; Zuidam e Crommelin, 1995). A temperatura ¢ também um factor
promotor da hidrdélise (Grit e Crommelin, 1992) enquanto que a forga idnica
parece nao ter influéncia neste processo (Grit et al., 1993b).

CONFIGURACAO E PROPRIEDADES MOLECULARES DOS
FOSFOLIPIDOS

A estrutura e a dindmica da bicamadas t€ém um papel fundamental na fun-
cionalidade das membranas biologicas. A compreensao dos fendmenos fi-
siologicos e da ac¢do dos farmacos requer a descricdo pormenorizada da



estrutura da bicamada e das consequéncias dessa estrutura para a ac¢ao de
moléculas endogenas e exdgenas.
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Nas bicamadas lipidicas, as moléculas da lecitina encontram-se dispostas
com o esqueleto do glicerol alinhado de forma aproximadamente perpen-
dicular ao plano da membrana (Seelig et al., 1987; Noy, 1992), conforme
se pode observar na figura 6. O grupo fosfocolina, por seu lado, dispde-se
numa linha grosseiramente paralela (~30°) a superficie da membrana (Seelig
et al., 1987). E de prever que esta conformacdo diminua a distdncia entre as
cargas positivas e negativas na molécula e parece ser a conformagao adopta-
da também pela PC, PE e PG nas membranas biologicas. O grupo polar que
constitui a “cabeca” dos fosfolipidos nao parece ser dotado de grande liber-
dade de rotagdo a custa das ligacdes de hidrogénio que estabelece (Seelig et
al., 1987). Devido aos trés grupos metilénicos ligados ao azoto quaternario,
a colina forma um grupo muito compacto, ocupando uma area da membrana
(42 A?) maior do que a 4rea das duas cadeias acidicas (~39 A?). Para com-
pensar este facto, as cadeias hidrocarbonadas deverao dispor-se numa con-
formacgao inclinada num angulo de 58° relativamente ao plano da membrana,
por forma a preencher o espacgo livre criado pelos grupos de “cabeca” e para
aumentar a proximidade entre cadeias adjacentes, maximizando interacgdes
do tipo forcas de Van der Waals (New, 1990).

Devido ao pequeno angulo que o grupo fosfatidilcolina forma com a su-
perficie da membrana, existe um momento dipolar estimado em 19 D, que
corresponde a um potencial dipolar de aproximadamente 90 mV (Seelig et
al., 1987).

A parte da molécula fosfolipidica cujo movimento ¢ mais restrito ¢ o gru-
po glicerol. Os grupos metilénicos acidicos mais proximos do grupo polar
apresentam um elevado grau de rigidez, até a proximidade do carbono 9, e a
medida que se vai percorrendo a cadeia a liberdade destes grupos vai aumen-
tando (New, 1990). A viscosidade do meio vai, entdo, diminuindo a medida
que se penetra na cadeia carbonada (Fendler, 1982), bem como a constante
dieléctrica do meio, que diminui de cerca de 80 em solug@o aquosa para cerca



de 30 perto dos grupos polares e 2,5 no interior da cadeia hidrocarbonada, va-
lores semelhantes aos encontrados nas membranas bioldgicas (Cevc, 1990).

Nas cadeias hidrocarbonadas ¢ possivel encontrar uma certa quantidade de
agua, na forma ligada (Phillips, 1972). Cada molécula de fosfatidilcolina pa-
rece estar associada a 23 moléculas de agua, estando 11 situadas no interior
da bicamada e 12 a hidratar o grupo polar, distribuidas por cinco classes de
ligagdo a membrana: ocupando a concha de hidratacdo mais interna e mais
fortemente ligada, ocupando a concha de hidratacdo principal, aprisionadas,
ligadas fracamente ou livres (Fendler, 1982).

O elevado grau de curvatura encontrado nas vesiculas esféricas requer que
a superficie externa seja maior do que a superficie interna (Fendler, 1982).
O folheto externo da bicamada parece ter uma espessura de 21 A e o inter-
no cerca de 16 A. Cada molécula de EPC ocupa um volume de 1 253 A’ e
uma area de 74 A? no folheto externo e 61 A2 no interno (Huang e Mason,
1978). Os fosfolipidos situados na face interna, especialmente em vesiculas
pequenas, tém as suas cadeias hidrofobicas mais comprimidas do que numa
bicamada plana (Cornell et al., 1980).

As bicamadas sdo estruturas mais rigidas que as micelas, embora existam
trocas de mondmeros entre os agregados e a solu¢do, que ¢ da ordem de mi-
lissegundos para as micelas e de varias horas para as bicamadas de fosfoli-
pidos (Fendler, 1982). Assim, a escala das medidas habitualmente realizadas
a vesicula ¢ essencialmente uma entidade estatica (Grieser ¢ Drummond,
1988). O interior das vesiculas apresenta uma viscosidade muito superior a
das micelas, chegando a atingir 200 cP (Fendler, 1982).

Embora a estrutura da bicamada seja estavel, as moléculas dos fosfolipidos
tém uma grande liberdade dentro da membrana, estando as cadeias carbona-
das em constante movimento produzido pela rotagdo sobre as ligacdes C-C.
As moléculas de PC que compdem a bicamada apresentam movimentos mo-
leculares variados: movimentos de rotacdo em torno do seu eixo, movimen-
tacdo segmentar das caudas, movimentos de “flip-flop”, em que ha troca de
moléculas entre os dois folhetos, difusdo lateral e trocas intervesiculares de
fosfolipidos (ver figura 7) (Fendler, 1982).

a *b
d O N O Movimentos possiveis dos fosfolipidos na bicamada: a)
O O rotagdo; b) movimentacdo segmentar; ¢) movimentos
Y\E/" N~ de “flip-flop”; difusdo lateral; e) troca intervesicular
€ (adaptado de [49]).

Estudos computacionais demonstraram que a bicamada possui uma estra-
tificagdo elevada (Mouritsen e Jorgensen, 1998). Partindo do meio aquoso
externo para a superficie das membranas, encontra-se uma camada de dgua
associada 2 membrana, situada a cerca de 20-30 A do centro da bicama-
da, e que possui propriedades diferentes da dgua de uma solucdo aquosa,
nomeadamente uma ordenagdo maior ¢ uma constante dieléctrica menor,
possuindo uma menor capacidade de estabelecer pontes de hidrogénio. A



camada seguinte, situada a 20-15 A do centro, tem caracteristicas hidrofili-
cas/hidrofobicas e inclui agua de ligagdo, os grupos polares e parte do inicio
das cadeias hidrocarbonadas. Nesta camada podem estabelecer-se ligagdes
ndo covalentes com moléculas anfipaticas. Estas duas camadas constituem a
interface e formam a barreira de desidratagdo critica para ides e solutos que
se dissolvem e atravessam a membrana (Mouritsen e Jorgensen, 1998). Mais
interiormente encontra-se o ntcleo hidrocarbonado, constituido por uma ca-
mada mais ordenada de segmentos de cadeias e uma outra, mais interna, a
5 A do centro, conformacionalmente mais desordenada e estruturalmente
semelhante ao decano liquido. As diferengas estruturais encontradas nestas
camadas possuem um importante papel nas caracteristicas de difusdo de so-
lutos e na orientagdo de moléculas anisotropicas apds a sua penetragao nas
cadeias hidrocarbonadas (Mouritsen e Jorgensen, 1998).

Uma caracteristica interessante conferida por esta estrutura da membrana ¢ a
sua permeabilidade. As bicamadas sdo permeaveis ndo s6 a moléculas com
hidrofobicidade suficiente para entrarem na fase ndo polar, mas também a
moléculas pequenas com elevada polaridade. A corrente osmotica de agua
através das bicamadas estd bem estudada e, dependendo da composi¢ao li-
pidica, o coeficiente de permeabilidade osmdtico nestas estruturas situa-se
entre 0,2 ¢ 100 um/s (Gier, 1987).

A estrutura da membrana descrita parece ser importante nao s6 para as ca-
racteristicas de permeabilidade da membrana e interaccdo de moléculas
exdgenas como também para a accdo de moléculas endogenas acopladas
a membrana (proteinas, receptores, canais) € nos mecanismos moleculares
envolvidos nos efeitos farmacologicos exibidos por uma variedade de far-
macos, sendo uma questao fundamental em farmacologia molecular.

UTILIZACAO DOS MODELOS BIOMEMBRANARES

O conhecimento dos fenémenos envolvidos no transporte das substancias
com interesse farmacologico através das membranas e dos fluidos biologi-
cos, bem como das propriedades fisico-quimicas das suas moléculas, sdo de
extrema importancia na actividade e na biodisponibilidade dos farmacos, na
interac¢do com outros compostos e na possibilidade de diminuir possiveis
efeitos secundarios indesejaveis. Farmacos muito hidrossoluveis tendem a
dissolver-se rapidamente, sendo a difusdo passiva e/ou o transporte activo
do composto o passo limitante da absor¢do. Contrariamente, a velocidade
de absorcdo de farmacos lipossoluveis vai ser limitada pela sua velocidade
de dissolucdo em meio aquoso, estando a difusdo passiva destes compostos
estreitamente relacionada com a respectiva afinidade que apresentam para os
lipidos constituintes das biomembranas. Esta afinidade é, em geral, quantifi-
cada pelo seu coeficiente de particdo.

Estruturas organizadas, como micelas e lipossomas tem a capacidade de
simular muitas das propriedades das membranas celulares, constituindo
modelos estruturais simples para o estudo da interac¢cao de moléculas farma-



cologicamente activas com as biomembranas, e respectivas consequéncias
sobre o seu mecanismo de ac¢do. Para além disso, a sua preparagdo, carac-
terizacdo e manuseamento ¢ mais facil e reprodutivel do que a utilizagdo de
células ou tecidos animais.

Para além da sua utilizagdo como modelos celulares, diversas outras aplica-
¢oes t€m sido encontradas para as estruturas aqui caracterizadas. A capaci-
dade que as micelas apresentam para dissolver as mais variadas substancias
tém importantes e aplicaveis implicagdes a nivel biologico e farmacéutico.
Os detergentes naturais, como os sais biliares, fosfolipidos e glicosideos es-
terdis, sdo importantes componentes de estruturas bioldgicas e apresentam
papéis fundamentais a nivel da absor¢do e transporte de substancias exo-
genas (Pramauro e Pelizzetti, 1996). Nomeadamente, os sais biliares sdo
capazes de facilitar a absor¢do de determinados nutrientes, bem como de
farmacos, por alterarem a sua solubilidade e por interagirem com as mem-
branas bioldgicas, fluidificando a sua estrutura e modificando a sua permea-
bilidade (Moutinho, 2000).

A adigdo de agentes tensioactivos, de origem natural ou sintética, a formulas
farmacéuticas administradas por via oral tém evidenciado alguma ac¢ao na
biodisponibilidade e caracteristicas farmacocinéticas dos farmacos. Na pre-
senca destes adjuvantes, o incremento, bem como a diminui¢do da absor¢ao
e da actividade farmacoldgica podem ser observados. Os principais efeitos
destas estruturas na biodisponibilidade dos farmacos situam-se a nivel da
sua solubilidade, da velocidade de esvaziamento gastrico e da alteragdao da
permeabilidade das membranas (Gibaldi e Feldman, 1970). De facto, o passo
limitante na absor¢do de farmacos muito lipossoluveis € a sua solubilidade
nos fluidos do tracto gastrointestinal, que ¢ facilitada pela presenca de mice-
las. Farmacos muito hidrossoluveis tendem a dissolver-se rapidamente, mas
a difusdo através da membrana ¢ limitada, sendo adjuvada pela presenca das
micelas. A ac¢do destas estruturas na alteragdo do transito gastro-intestinal
pode ter um efeito facilitador da absorg¢ao para substancias que, como exem-
plo, sejam sensiveis ao pH estomacal (Gibaldi e Feldman, 1970), ou dificul-
tar a absor¢ao de farmacos que sejam absorvidos mais lentamente.

Os lipossomas constituem também interessantes vectores para farmacos,
pois podem promover a manutencao da sua concentracdo plasmatica, au-
mentando a biodisponibilidade e diminuindo os efeitos toéxicos do farmaco.
Podem ainda aumentar a solubilizacao de farmacos lipossoluveis, veicular
as substancias que transportam para determinadas células-alvo ou proteger
os farmacos de enzimas degradativas (Lasic, 1993).

Um campo de estudo em que micelas e vesiculas t€ém apresentado um cres-
cente interesse ¢ a analise quimica. Estas estruturas apresentam a capacida-
de de solubilizarem, concentrarem e compartimentarem espécies quimicas,
alterarem as suas propriedades espectroscopicas, alterarem constantes de
dissociacdo, oxidagdo ou redu¢do e comporem um meio reaccional onde a
velocidade e o mecanismo das reac¢des quimicas pode encontrar-se modi-



ficado (Pramauro e Pelizzetti, 1996). Por essas razdes, técnicas analiticas
que englobam o uso destas estruturas tém vindo a ser desenvolvidas, em
que as micelas sdo usadas para aumentar a sensibilidade das metodologias
analiticas ou modificar as condigdes reaccionais (Chen et al., 1994; Medina-
Hernandez e Sagrado, 1995). Sdo usadas em técnicas espectroscopicas, pois
podem alterar ou evidenciar as propriedades espectroscopicas de determina-
dos solutos, em técnicas electroanaliticas, como potenciometria ou voltame-
tria e ainda em técnicas cromatograficas (Pramauro e Pelizzetti, 1996).

O conjunto crescente de interessantes resultados e conclusdes que tém vindo,
ao longo dos anos, a ser desenvolvidos e publicados, incrementa o renovado
interesse nas estruturas organizadas mencionadas. Paralelamente, novos e
vantajosos campos de aplicagdo destas estruturas tém vindo a ser revelados,
aumentando a amplitude das metodologias analiticas baseadas nestes sis-
temas, que requerem o conhecimento aprofundado das suas caracteristicas
estruturais e fisico-quimicas e da sua interacgdo com moléculas bioactivas.
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