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= ABSTRACT

The ability for self-organization of amphiphilic molecules (lipids), forming
structurally more complex systems, from micelles to liposomes, constitutes
the basic foundation for many biological phenomena. Lipids, for presenting
important physiological roles, correlated with their particular structure and
self-aggregation properties, are an interesting field of research and develop-
ment. A detailed study of the micellar and membranar environment is fun-
damental to the knowledge of micelle’s and liposome’s capacity of acting
as solubilization enhancers, what would allow the gathering of valuable in-
formation about drug’s mechanisms of transportation throw biomembranes.
Assessment of the multiple amphiphilic molecule’s characteristics, together
with the evaluation of the organized structures formed, is of the best interest
for the comprehension of certain physiological functions, namely absorption,
distribution and dynamics of certain compounds in the human organism.

= RESsumo

A capacidade das moléculas anfifilicas (lipidos) de se auto-organizarem em
sistemas estruturalmente mais complexos, desde micelas a bicamadas, cons-
titui um pilar basico de muitos fenémenos bioldgicos, como a membrana
celular, ou a solubilizagdo de compostos lipossoluveis, endogenos ou exo-
genos. Os lipidos, por apresentarem fungdes fisiologicas importantes, corre-
laciondveis com a sua estrutura e com a sua capacidade de auto-agregagdo,
constituem um interessante campo de investigacdo e desenvolvimento. Um
estudo detalhado dos ambientes micelares e membranares ¢ fundamental
para o conhecimento da capacidade das micelas e lipossomas actuarem como
indutores de solubilizagdo, o que permitira obter informagdes valiosas dos
mecanismos de transporte de farmacos através das biomembranas. A com-
paracdo das propriedades das diversas moléculas anfifilicas, bem como das
diferentes estruturas organizadas formadas, ¢ do maior interesse para a com-
preensdo de certas fungdes fisiologicas, designadamente, a absorcdo, distri-
buicdo e dindmica de certos compostos no organismo humano.

1. INTRODUCAO

Moléculas anfipaticas ou anfifilicas sdo moléculas em que entidades quimicas
possuidoras de afinidade ou repulsa pela 4gua coexistem. Apresentam assim,
em areas moleculares diferenciadas, um grupo polar habitualmente designa-
do por “cabega” e um grupo apolar designado por “cauda”. Em termos da



sua estrutura quimica, as moléculas anfipaticas possuem grupos hidrofobicos
alquil, acil ou aromaticos, geralmente uma ou mais cadeias de hidrocarbo-
netos lineares ou ramificados com mais de 8 grupos metilénicos, em combi-
nagdo com grupos polares e/ou ionizaveis com caracter hidrofilico (Atwood
e Florence, 1983; Jones e Chapman, 1995; Pramauro e Pelizzetti, 1996). E
a necessidade de satisfazer estas caracteristicas antagdnicas € minimizar a
energia do sistema que origina a jun¢do dos residuos hidrofobicos, formando
agregados estruturais como micelas, e que leva ao fenomeno interfacial que
¢ a formacao de monocamadas, bicamadas e estruturas vesiculares, e ainda a
existéncia da membrana biologica (Jones e Chapman, 1995).

A par desta capacidade de auto-agregagdo, uma outra caracteristica especifica
destas moléculas anfifilicas ¢ a capacidade de baixarem a tensdo superficial
da superficie de contacto entre dois meios, sendo por esse facto geralmente
denominados agentes tensioactivos ou surfactantes (do anglo-saxdnico “sur-
face active agents”). Em presenca de excesso de agua (ou outro solvente), os
compostos anfifilicos, numa concentracao acima da sua concentragdo micelar
critica (cmc), auto-agregam-se formando diferentes tipos de estruturas or-
ganizadas: micelas, monocamadas, vesiculas (lipossomas). Estas estruturas
apresentam uma regido externa com caracteristicas idénticas a do solvente e
uma regido interna de propriedades inversas da anterior. As suas interessantes
propriedades estruturais e fisico-quimicas fomentam o seu interesse em va-
riados campos de aplicagdo, desde o seu uso como modelos celulares, como
solventes em metodologias analiticas, ou ainda como componentes de formu-
lagdes farmacéuticas, para aumentar a biodisponibilidade de farmacos.

TIPOS DE MOLECULAS ANFIPATICAS

A carga da “cabega” das moléculas anfipaticas determina grande parte das
suas propriedades fisico-quimicas, pelo que ¢ base da classificagdo mais
usual dos agentes anfifilicos, que se dividem em anionicos, cationicos, nao
16nicos e zwitterionicos (Atwood e Florence, 1983; Jones e Chapman, 1995;
Pramauro e Pelizzetti, 1996). A auto-agregagdo dos agentes anfifilicos em
agua leva a formagdo de estruturas que dependem da contribuicdo relati-
va das regides hidrofébicas e hidrofilicas da molécula. Agentes anfifilicos
contendo duas cadeias hidrocarbonadas longas tendem a formar bicamadas,
enquanto que moléculas com uma sé cadeia, ou duas cadeias curtas (< 8
C) formam micelas em solugdo aquosa. Esta capacidade de formar micelas
ou bicamadas pode ser genericamente relacionada com a ocupagdo espa-
cial relativa dos grupos de "cabega" ou "caudas" das moléculas anfifilicas.
Assim, quando a molécula de tensioactivo exibe uma configuragdo conica,
possuindo uma area de "cabeca" elevada e uma "cauda" unica, tende a for-
mar micelas esféricas. Se a area da cabega diminuir em relagdo a cauda, o
agregado formado assumira a forma de micelas globulares ou cilindricas. A
existéncia de duas caudas longas e fluidas leva a formagao de vesiculas de
bicamadas flexiveis, enquanto que moléculas anfifilicas com duas cadeias
menos fluidas e configuragao cilindrica formam bicamadas planas. Agentes
anfifilicos com dupla cauda e valores baixos de drea por cabeca tendem a
formar micelas invertidas (Lopes, 1997).



O termo “lipido” € um conceito geral que compreende um grupo heterogéneo
de compostos organicos, cujas moléculas possuem um componente volumo-
so, de natureza aromatica ou alifatica, que pode estar, ou nao, associado a um
grupo soluvel em solugdo aquosa. A por¢ao da molécula soluvel em agua ¢
denominada por grupo ou cabeca polar, ou ainda, por grupo hidrofilico, em
oposi¢ao com o grupo hidrofobico da parte da molécula insolivel no meio
aquoso (Ayd, 1997; Carey e Small, 1970; Carey e Small, 1972; Helenius e
Simons, 1975). Os lipidos polares constituem o principal grupo de lipidos
biologicamente importantes no ser humano (Helenius e Simons, 1975). Na
Figura 1 representa-se alguns exemplos de lipidos anfifilicos (de a a g) orien-
tados nas interfaces ar/agua ou 6leo/agua. As moléculas de lipidos caracteri-
zadas por h e i ndo possuem parte hidrofilica e, por esta razao, permanecem no
exterior da fase aquosa. S3o os chamados lipidos ndo polares. Os lipidos po-
lares possuem um comportamento muito variado a superficie e no interior da
agua, comportamento esse que depende da forga relativa das por¢des hidrofo-
bica e hidrofilica da molécula, ou do seu equilibrio hidréfilo-lipéfilo, E.H.L..
O conceito de E.H.L., preconizado por Griffin em 1948, baseia-se, como alids
jé era anteriormente admitido, no reconhecimento de que todas as substancias
tensioactivas sdo constituidas por uma parte hidrossoltivel e outra liposso-
luvel, dependendo a sua solubilidade final da propor¢ao em que elas estdo
associadas numa mesma molécula (Helenius e Simons, 1975; Prista, 1991). A
originalidade do sistema de Griffin reside, contudo, em traduzir as proprieda-
des hidrofila e lipdfila em termos de uma escala numérica, segundo a qual sao
atribuidas as substancias tensioactivas valores de E.H.L. compreendidos entre
1 e 50, aumentando a medida que a substancia se torna mais hidrofila. Deste
modo, a no¢ao um tanto vaga que precedentemente andava associada a hidro e
a lipossolubilidade de um determinado composto passou a ser substituida por
um critério mais objectivo e preciso, no qual cada composto ¢ representado
por um nimero que automaticamente o inclui num determinado grupo. De
facto, as substancias com um E.H.L. muito baixo (= 2), portanto acentuada-
mente lipdfilas, sdo agentes anti-espuma. Pelo contrario, as substancias que
possuem um E.H.L. compreendido entre 16 e 18 sdo consideradas agentes so-
lubilizantes. Se a por¢ao hidrofilica de um lipido polar ¢ mais forte que a apo-
lar, a molécula propende para ser soluvel em solug¢do aquosa. Contrariamente,
se o E.H.L. se se aproxima do lado hidrofobico da escala de Griffin, a molécu-
la tende a ser insoluvel em agua (Carey e Small, 1970).

Representagdo esquematica de algu-
mas moléculas lipidicas tipicas na in-
terface ar/agua: a) configuragdo geral
de uma molécula anfifilica alifatica;
b) detergente neutro de cadeia longa;
os circulos fechados representam a
multiplicidade de grupos polihidro-
xilos ou poli-éteres ¢) colesterol; d)

L . . , . AGUA ®@ &
lecitina; e) lisolecitina; f) acido gordo _—

ionizado ou detergente anidnico; g)
sal biliar; h) lipido alifatico ndo polar
como n-octadeno; 1) lipido aromatico
ndo polar como colestano. O - grupos polares de moléculas anfifilicas; ® - grupos OH ou éster; ® e © -
grupo idnico carregado positiva e negativamente, respectivamente. Adaptado de Carey e Small, 1970.

Lipidos polares Lipidos nao polares

A maior parte dos lipidos polares ¢ soluvel a superficie da 4gua formando
assim, uma camada monomolecular que depende da concentragdo, solubili-



dade global e das propriedades intrinsecas da molécula utilizada. Contudo,
diferentes tipos de lipidos polares possuem variadas interacgdes com a agua
e deste modo, formam diferentes monocamadas. O balango relativo entre os
meios hidrdéfilo e hidrofobico dos varios lipidos polares €, como ja foi men-
cionado, reflectido nos seus comportamentos em solucao aquosa e fornece
a base para a suas classificacdes. Na Tabela 1 apresenta-se a classificagao
dos lipidos biologicamente activos, de acordo com as suas interac¢des que
desenvolvem no interior ou a superficie da agua.

Classe Caracteristicas A superficie No interior Exemplos

ipi a . . o . - hid bonet
Lipidos ndo * Insoluveis Filme lipidico  Insoluveis i ! Vrocar onetos
polares - acidos gordos (ag)

- tri-diacilglicerideos
Lipidos polares:  * Insoluveis b , L - colesterol
anfifilicos T * Nao intumescem MC) estavel Insoltiveis - vitaminas: A,D,E,K

- ag protonados

« Insoltveis Cristais liquid - fosfolipidos
anfifilicos 11 MCDb) estavel nistais liquidos - mono-acilglicerid.
* Intumescem puros (bicamadas) R .
- hidroxi ag
- detergentes
* Insoluveis . « Micelas®) - lisolecitina
fifilicos TIL. A MCD) instavel
aniiiticos « Com MLA) P/ instave * Cristais liquidos - sais N+ e K+ de a de

cadeia longa

« Insoltvei ~ sais bili
NISoluvels MCD) instavel Micelas®) sais biliares

fifilicos IIL. B
aniiitficos + Sem MLA2) - saponinas

) ML - Mesomorfismo liotropico; b)MC - Monocamada; ©) Para concentragdes de composto anfifilico superiores a sua cmc.

Classificagdo operacional dos lipidos de acordo com os seus comportamentos em solugdo aquosa (Carey e
Small, 1970; Helenius e Simons, 1975).

Os lipidos polares da classe II sdo insoliveis em solugao aquosa, mas a agua
¢, no entanto, “soluvel” neles. De facto, as moléculas de d4gua penetram entre
os grupos polares destes lipidos, desde que as suas cadeias hidrocarbona-
das estejam no estado liquido, originando uma estrutura lipidica intumes-
cida que consiste, geralmente, em bicamadas lipidicas que alternam com
camadas de agua. Esta fase composta por cristais liquidos lamelares, pode
conter cerca de 45% de agua (Mazer et al., 1984). Na presenca de maiores
proporcdes de agua, os cristais liquidos separam-se do excesso de agua, ori-
ginando uma segunda fase, que ¢ reconhecida a0 microscopio, como figuras
de mielina tipicas e de gotas anisotropicas (Small, 1968; Small, 1975; Paula
et al., 1995). A formacgdo de uma fase cristalina liquida em solu¢do aquosa
¢ designada por mesomorfismo liotropico, porque ocorre uma alteracdo do
estado fisico quando o solvente ¢ adicionado e, portanto, quando a concen-
tracdo do composto anfifilico varia (Jones e Chapman, 1995; Lasic, 1993).
Pela analise da Tabela 1 pode verificar-se que os lipidos soliveis podem ser
divididos em dois grupos: os do tipo A e os do tipo B. A classe III. A incluiu
todos os lipidos anfifilicos capazes de formar, em concentragdes elevadas,
cristais liquidos, nomeadamente, cubicos, hexagonais e lamelares, exibindo,
desta forma, um mesomorfismo liotropico. Os lipidos da classe III. B pos-
suem, usualmente, regides hidrofobicas de origem ciclica ou aromadtica e,
presumivelmente, por esta razdo ndo manifestam qualquer mesomorfismo



liotropico. Os lipidos pertencentes a classe III sdo os Unicos que possuem a
capacidade de formar micelas e de, adicionalmente, solubilizar e transportar
outros lipidos, quer sejam apolares, quer polares. Embora ainda ndo tenha
sido claramente demonstrado, pensa-se que certos peptideos biologicos po-
dem comportar-se como os lipidos da classe III, sendo assim, responsaveis
pela solubilizacao de lipidos insoluveis das lipoproteinas de alta densidade.

LiPIDOS ANFIFiLICOS SOLUVEIS

Os lipidos anfifilicos soluveis (classes III. A e III. B) sao frequentemente, de-
nominados como “coldides de associagao” (Small, 1968; Small, 1975). Os
coldides, conceito inicialmente introduzido por Thomas Graham em 1861,
sao tradicionalmente divididos em trés classes, dependendo da facilidade com
que o sistema pode ser disperso (Prista, 1991). Assim, ¢ comum falar-se em
coldides hidrofilicos, lipofilicos e anfifilicos. Estes tiltimos englobam os com-
postos que sao sempre, ou razoavelmente, soluveis em qualquer solvente utili-
zado, possuindo ao nivel macroscopico, uma aparéncia homogénea e, por esta
mesma razao, sao designados como solugdes (Pramauro e Pelizzetti, 1981).

Habitualmente as substancias anfifilicas apresentam areas moleculares diferen-
ciadas, ligadas covalentemente e com solubilidades diametralmente opostas.
Atendendo a carga do grupo polar, a substancia anfifilica pode ser classificada
como anionica, catidnica, neutra ou anfotérica (também designada como zwi-
teridnica). E universalmente aceite que, por razdes estruturais e de natureza
quimica, os compostos anfifilicos apresentam, quando em solugdo aquosa,
caracteristicas surpreendentes e marcadamente diferentes das restantes disper-
soes coloidais. Na verdade, as moléculas dos compostos anfifilicos possuem
a capacidade de se adsorverem fortemente na interface entre meios homogé-
neos, diminuindo de modo apreciavel a tensdo superficial entre os dois meios
em contacto (Pramauro E., Pelizzetti, 1996). Por este facto, sdo vulgarmente
designados como agentes tensioactivos. Por outro lado, os meios anfifilicos
apresentam a capacidade de auto-agregacdo com orientagdo preferencial, ori-
ginando uma regido externa de caracteristicas idénticas as do solvente maiori-
tario e uma regido interna com propriedades inversas da anterior.

Baseado na solubilidade dos mondmeros livres, geralmente na ordem de 10
2-10* mol dm?, as moléculas dos compostos anfifilicos podem ser consi-
deradas como mediamente soltiveis em agua (Lopes, 1997). A concentragao
correspondente a solubilidade de um composto anfifilico em solugdo aquosa
¢ comummente designada por concentracdo micelar critica, cmc, e € fungao
das condic¢des experimentais usadas, designadamente, do valor de pH da
solugdo, da forca i6nica, da concentragdo de compostos ndo-electrolitos, da
temperatura e da pressao (Pramauro e Pelizzetti, 1996).

DETERGENTES IONICOS SINTETICOS

As solucdes micelares de detergentes idnicos sintéticos t€ém uma importante
aplicacdo em diferentes areas da Quimica, principalmente nos fenomenos



de interac¢do e de distribuicdo de solutos, e da Tecnologia, como agentes de
limpeza, dispersantes e estabilizantes. Por possuirem propriedades comuns
com as estruturas bioldgicas sdo, também, amplamente utilizadas quando se
pretende mimetizar modelos naturais (Jones ¢ Chapman, 1995). Sdo consi-
derados como sistemas bem caracterizados e versateis, de facil manusea-
mento e possuidores de uma grande estabilidade. Possuem duas regides, a
hidrofila, soltivel em solucdo aquosa e a apolar, constituida pelo ntcleo, pelo
que tornam simples o calculo da parti¢ao de solutos entre duas fases (Love et
al., 1984). A por¢ao hidrofobica €, usualmente, de natureza alifatica ou arila-
lifatica, como pode ser constatado pela anélise da Tabela 2, onde se exibem
as estruturas de alguns dos detergentes i0nicos mais comuns da classe II1. A.
A parte apolar é, de facto, geralmente constituida por uma cadeia hidrocar-
bonada, cujo comprimento pode variar entre 8 a 18 4tomos de carbono.

Estrutura quimica Nome quimico

I — Detergentes anionicos

o
\/\/\/\/\/\,0-%—0' Na* Dodecil sulfato de sddio (SDS)
o

o
\/\/\/\/\/\/#_O Na* Dodecil sulfonato de sodio
o

CHy

! - + . . ’ .
NS N €007 Ne Dodecil-N-sarcosinato de sodio
I
o]

II — Detergentes catiénicos

CHy

i e L
NSNS S S SN B Brometo de cetiltrimetil amonio

CH

NH; Br- Brometo de tetradecil amonio

NO) cr Cloreto de dodecil piridinio

III — Detergentes zwiteriénicos

oH o CcH,
W/\/\/\/\A/\g—ofCH;‘CHVCHZ—ofifofcm—cmﬁ‘—cm Palmitoil de lisolecitina
0 i CH,

CH,

|+ . ,
e Ok CH GO0 Dodecil-N-betaina
CH,

Exemplos de alguns detergentes do tipo A, classe III.

As micelas de um detergente i6nico sintético encontram-se em equilibrio
dindmico com os monomeros que lhe deram origem e sdo o resultado de trés
forcas principais, nomeadamente, as forcas de repulsdo hidrofobica entre
as cadeias hidrocarbonadas e o meio aquoso, as for¢as de repulsao entre os
grupos 16nicos carregados e, por fim, as forcas de atrac¢ao de van der Waals
entre as cadeias alcilo (Love ef al., 1984). Nos detergentes i6nicos sintéticos,



o valor da cmc, o tamanho e a estrutura da micela estdo dependentes do com-
primento da sua cadeia hidrocarbonada, do tamanho e da estrutura do grupo
hidrofilo e das possiveis interacgdes com o solvente.

SAIS BILIARES

Biologicamente, os sais biliares sdo os produtos finais do metabolismo do
colesterol (Atwood e Florence, 1983). Sintetizados no figado e no intesti-
no, fazem, posteriormente, parte integrante da composicao da bile, actuando
como factores determinantes da sua estrutura e volume (Paumgartner et al.,
1991). No processo de secre¢ao dos sais biliares, cerca de um décimo do co-
lesterol total ¢ eliminado na bile. Nao se conhece qualquer funcao especifica
para o colesterol presente na bile e supde-se que ele representa tdo somente
um co-produto da formacao e secrecao dos sais biliares(Street e Trafford,
1983). A bile secretada continuamente pelas células hepaticas ¢ armazenada
na vesicula biliar até que se torne necessaria a nivel duodenal. Este processo
¢, principalmente, controlado por algumas hormonas gastrintestinais. O vo-
lume maximo da vesicula biliar é de apenas 20 a 60 cm®. Todavia, esta pode
armazenar a secrec¢do biliar correspondente a 12 horas (em geral 450 cm?),
visto que a agua, o sodio, o cloreto e a maioria dos outros electrolitos sao,
continuamente, absorvidos pela mucosa do epitélio vesicular, concentrando
os outros constituintes, designadamente, os sais biliares, o colesterol, a leciti-
na e a bilirrubina (Guyton, 2003). A Tabela 3 fornece as diferengas quantitati-
vas da composicao da bile quando esta ¢ inicialmente secretada pelo figado e
apos ter sido concentrada na vesicula biliar. Os sais biliares sao responsaveis
por cerca de metade dos solutos totais da bile. No entanto, pode verificar-se
que a bilirrubina, o colesterol, a lecitina e os electrélitos comuns do plasma
sao igualmente secretados ou excretados em grandes concentragdes.

Bile hepitica Bile vesicular
Agua 97,5 g/100 cm® 92 g/100 cm’
Sais biliares 1,1 g/100 cm® 6 g/100 cm®
Bilirrubina 0,04 g/100 cm® 0,3 g/100 cm’
Colesterol 0,1 g/100 cm’ 0,320,9 g/100 cm®
Acidos gordos 0,12 g/100 cm® 0,3a1,2g/100 cm®
Lecitina 0,04 g/100 cm® 0,3 g/100 cm’
Na* 145 mEq/dm’ 130 mEq/dm’
K 5 mEg/dm® 12 mEq/dm’
Ca*™* 5 mEg/dm’ 23 mEq/dm’
cr 100 mEq/dm’ 23 mEq/dm’
HCO; 28 mEq/dm’ 10 mEq/dm’®

Composigao da bile hepatica e vesicular (Guyton, 2003).

O colesterol, percursor dos sais biliares, fornecido na dieta ou sintetizado
nas células hepaticas durante o metabolismo das gorduras, ¢ convertido em
acido colico ou &cido quenodesoxicolico, em quantidades aproximadamente



iguais. Subsequentemente, estes dcidos combinam-se principalmente com a
glicina e, em menor grau, com a taurina, formando os acidos biliares glico
e tauroconjugados. Os sais sddicos e potassicos desses acidos primarios sao
posteriormente secretados na bile (Fox, 1996; Nook et al., 1987). No célon
intestinal, e sob ac¢do bacteriana, os acidos célico e quenodesoxicélico sao
convertidos a acidos desoxicolico e litocdlico, respectivamente, formando-
se, desta forma, os 4cidos biliares secundarios (Ganong, 1999; Nook et al.,
1987; Paumgartner et al., 1991). Os sais biliares conjugados sao absorvidos
activamente na parte distal do intestino delgado, embora também se con-
sidere que ocorra absor¢do destes agentes tensioactivos naturais em outras
regides dos intestinos delgado e grosso, por outros mecanismos diferentes
de transporte, designadamente o transporte passivo de difusdo idnica e mi-
celar. Uma vez absorvidos, os sais biliares ligam-se as proteinas plasmati-
cas e retornam ao figado. Menos de cinco por cento dos sais biliares totais
que entram no figado passam pela via hepatica para a circulagdo sistémica
(Ganong, 1999; Vander et al., 2003). Durante a circulacdo entero-hepatica,
os sais biliares sdo retirados do plasma sanguineo pelos sinuséides venosos
para o figado e, uma vez nos hepatocitos, sdo re-segregados activamente na
bile, sendo posteriormente armazenados na vesicula. Dados os multiplos ci-
clos fisiologicos entre o intestino e o figado efectuados durante a circulagao
entero-hepatica (cerca de 18 vezes antes de serem eliminados), somente uma
quantidade relativamente pequena de acidos biliares ¢ sintetizada de novo,
repondo a que ndo sofre absor¢do e ¢ excretada pelo organismo pelas fezes.
Assim, o conteudo do organismo humano em sais biliares ¢ mantido prati-
camente constante, em condi¢des fisiologicas normais (Clas, 1991; Gouin,
1998; Vander et al., 2003). A quantidade de bile secretada diariamente pelo
figado depende, em grande parte, da concentragio dos sais biliares disponi-
veis. Efectivamente, quanto maior for a quantidade de sais biliares em circu-
lagdo (em geral cerca de 2,5 g), maior sera a velocidade da secrecdo biliar.
Se uma fistula biliar lancar os sais biliares para o exterior durante varios
dias, impedindo a sua reabsor¢@o ao nivel do ileo, o figado aumenta até dez
vezes a sintese de acidos biliares, o que incrementa a velocidade de secrecao
biliar até, aproximadamente, o seu valor normal. Este facto demonstra que a
velocidade diaria de secrecdo de sais biliares ¢ activamente controlada pela
disponibilidade (ou falta de disponibilidade) destes compostos na circulagao
entero-hepatica.

Estruturalmente, os acidos biliares sdo derivados esteroides dos triterpenos
tetraciclicos, possuindo um nucleo ciclopentanoperidrofenantreno, com gru-
pos hidroxilicos nos carbonos 3 ¢ 7, 3 ¢ 12 ou 3, 7 e 12, como esta repre-
sentado na Figura 2. O grupo ciclopentanoperidrofenantreno ¢ de natureza
aliciclica constituido por trés anéis hexagonais com disposi¢ao fenantréni-
ca, designados por A, B ¢ C, e por um pentagonal, o anel D (Fattal, 1995;
O’Connor, 1982; Reis, 1995). O facto dos acidos biliares ndo formarem cris-
tais liquidos e, portanto, ndo apresentarem mesomorfismo liotrépico, deve-
se possivelmente ao caracter globuloso do seu nticleo hidrofébico.



Estrutura quimica geral da
molécula dos acidos bil-
iares.

Na Tabela 4 apresenta-se os principais acidos biliares primarios e secunda-
rios existentes no organismo humano (Ganong, 1999).

Sal biliar Grupo na Posicdo: % na bile
3(Gy) 7(Gy) 12 (G3) 24 (Gy)

Acido célico OH OH OH OH 50
Acido quenodesoxicélico OH OH H OH 30
Acido desoxicélico OH H OH OH 15
Acido litocélico OH H H OH 5
Acido glicocolico OH OH OH NH,CH,COOH —
Acido glicoquenodesoxicélico OH OH H NH,CH,COOH —
Acido glicodesoxicolico OH H OH NH,CH,COOH —

Principais acidos biliares humanos e a sua percentagem existente na bile.

Os sais biliares exercem nos organismos fungdes fisioldgicas importantes e
reconhecidas. De facto, interferem na digestdo e absorc¢ao dos lipidos e de
outras substancias lipo-soluveis (Atwood e Florence, 1983; Guyton, 2003).
Devido ao seu poder detergente, estes agentes tensioactivos naturais tém
grande importancia na solubilizacdo das lecitinas e do colesterol e, conse-
quentemente, auxiliam a eliminacdo destas duas substancias endogenas in-
soluveis.

Os lipidos mais abundantes na dieta sdo as gorduras neutras, também conhe-
cidas como triglicerideos, em que cada molécula ¢ composta por um nucleo
de glicerol e trés acidos gordos. Na dieta comum, também existem peque-
nas quantidades de fosfolipidos, colesterol e ésteres de colesterol (Guyton,
2003). Usualmente, os lipidos, cuja absor¢ao entérica se faz em pequena
percentagem, sdo emulsionados no duodeno pelos sais biliares, e sdo hidro-
lisados, parcial ou totalmente, por accao de lipases pancreaticas e entéricas
(Uematsu, 1995). Assim, os triacilglicerois transformam-se, numa primeira
etapa, em 2-monoacilglicerdis e, finalmente, em glicerol e em &cidos gordos.
Estes sdo insoluveis em dgua, mas prontamente se dispersam em solugdes de
sais biliares, formando micelas mistas de sais biliares-acidos gordos-mono-
acilglicerois. Depois da ac¢do enzimatica intra-enterocitica, sdo langados no
plasma, na forma de lipoproteinas (Fox, 1996; Vander et al., 2003; Gibaldi



e Feldman, 1970). Os sais biliares sdo, entdo, responsaveis pelo transporte
dos lipidos das fases globulo de gordura/solucao aquosa para as fases lumen
intestinal/célula epitelial.

A maior parte do colesterol da dieta encontra-se sob a forma de ésteres de
colesterol. Tanto estas moléculas, como as dos fosfolipidos sao hidrolisadas
por lipases existentes na secre¢do pancreatica (Mazer e Carey, 1983). No
transporte do colesterol livre e dos produtos restantes das moléculas de fos-
folipidos digeridos, as micelas de sais biliares desempenham o mesmo papel
de transporte realizado no transporte de monoglicerideos e de acidos gordos
livres. Com efeito, essa fun¢do das micelas ¢ absolutamente essencial para
a absor¢do do colesterol, visto que praticamente nenhum colesterol pode ser
absorvido sem a presenga das micelas. Pelo contrario, até uma concentragao
de 60 - 80% os triglicerideos podem ser digeridos e absorvidos, até mesmo
na auséncia das micelas de sais biliares (Carey e Small, 1970).

A relagdo dos sais biliares com a secrec¢ao dos lipidos biliares depende das
propriedades fisicas dos mesmos sais: os mais hidrofobicos, como o queno-
desoxicolico, o desoxicdlico e os seus conjugados estimulam a secrecao dos
lipidos em concentragdes menores do que os mais hidroéfilos, como o acido
colico.

Por tudo quanto ficou apontado, torna-se evidente que a comparagao das pro-
priedades detergentes dos sais biliares e da sua capacidade de solubilizacao
com as de outros detergentes, e a sua relagdo com as estruturas moleculares,
sdo de maior interesse para a compreensao da eficiéncia dos sais biliares nas
suas fungdes bioldgicas, nomeadamente, na absorcao, distribuicao e dina-
mismo de certos compostos no organismo humano.

FosroLirPIDOS

Os fosfolipidos sdo os componentes estruturais principais das membranas
biologicas. Sao moléculas anfipaticas (Classe II - ver Tabela 1), derivados do
glicerol ou da esfingosina (Atwood e Florence, 1983; Barbosa, 1995;Jones e
Chapman, 1995; Lasic, 1993).

Os primeiros sdo designados por fosfoglicerideos e consistem numa parte
central, constituida por glicerol, a qual une uma parte hidrofila e uma hi-
drofoba. Por sua vez, os segundos denominam-se esfingomielinas (Barbosa,
1995). A parte hidroéfila dos fosfoglicerideos encontra-se, usualmente, este-
rificada no terceiro hidroxilo do glicerol e ¢ composta por uma molécula de
acido fosforico, no caso do acido fosfatidico, ou entdao, por um conjunto for-
mado por acido fosférico e uma outra molécula hidrossoluvel, esterificados
entre si. A molécula hidrossoluvel contém, pelo menos, um grupo hidroxilo,
sendo as mais comummente usadas a colina, o inositol, a serina ou a etano-
lamina. Assim sendo, consoante os respectivos radicais, estes lipidos podem
ser a pH fisiologico, electricamente neutros ou apresentarem carga negativa.
Por seu turno, a parte hidrofobica dos fosfoglicerideos € constituida por uma



ou duas cadeias de acidos gordos de 12 a 24 4tomos de carbono, saturados
ou insaturados, que esterificam igual numero de grupos hidroxilo do glice-
rol. Sdo mais comuns os grupos acilos com 16 e 18 dtomos de carbono.

Nas esfingomielinas, o grupo amina da esfingosina encontra-se ligado a um
acido gordo, através de uma ligacdo amida, e o grupo hidroxilo primario
estd esterificado com a fosforilcolina ou com a fosforiletanolamina. Desta
forma, a conformagao estrutural das esfingomielinas assemelha-se a da fos-
fatidilcolina.

Os fosfolipidos sdo formados em praticamente todas as células do orga-
nismo, embora algumas delas tenham maior capacidade de sintetiza-los.
Provavelmente 90% sdo formados nas células hepaticas. Quantidades razo-
aveis sao também sintetizadas pelas células epiteliais do intestino durante a
absor¢ao intestinal dos lipidos (Guyton, 2003).

A velocidade de sintese de fosfolipidos ¢ determinada, em parte, pelos fac-
tores habituais que controlam a velocidade do metabolismo das gorduras.
Além disso, certas substancias quimicas especificas sao necessarias para a
formagdo de alguns fosfolipidos. Por exemplo, a colina obtida na dieta ou
sintetizada no organismo ¢€ necessaria para a formagao da lecitina, visto ser a
colina a base nitrogenada deste lipido. O inositol ¢ também necessario para
a formacao de alguns fosfolipidos.

Os fosfolipidos desempenham varias fun¢des distintas. Efectivamente, sdo
importantes constituintes das lipoproteinas e, portanto, sdo essenciais para
a formacao e fun¢do de algumas delas; na sua auséncia podem ocorrer gra-
ves anormalidades no transporte do colesterol e de outros lipidos. Existem
grandes quantidades de esfingomielina no sistema nervoso, que actua como
substancia isolante nas bainhas da mielina em torno das fibras nervosas. Os
fosfolipidos sao dadores de radicais fosfato, quando estes sdo necessarios
para as diferentes reac¢gdes quimicas nos tecidos. A tromboplastina, necessa-
ria para desencadear o processo de coagulagdo ¢ composta, principalmente,
por estes compostos anfifilicos. Contudo, talvez a mais importante de todas
as fungdes dos fosfolipidos seja a participagdo na formagdo de elementos
estruturais, especialmente das membranas celulares e intracelulares de todos
os organismos. A integridade fisica das células baseia-se, essencialmente,
na insolubilidade dos fosfolipidos, do colesterol e de certas proteinas, nos
fluidos bioldgicos. As cargas polares dos fosfolipidos contribuem, também,
para a reducdo da tensdo interfacial entre as membranas e os liquidos circun-
dantes (Guyton, 2003).

O fosfolipido mais comum ¢ a fosfatidilcolina (ou lecitina), cuja estrutura
se encontra representada na Figura 3, (Atwood e Florence, 1983; Erpecum,
1997). E um produto natural, extraida da gema de ovo ou da semente de
soja, que exibe uma grande heterogeneidade no que diz respeito as cadeias
hidrocarbonadas de acidos gordos esterificantes e a sua insaturagdo. E, de
um ponto de vista eléctrico, um fosfolipido neutro, cujo intervalo de tem-



peratura de transi¢do de fase ¢ da ordem dos -15 a -7 °C. A fosfatidilcolina
¢ insoltivel em agua e, por esta razdo, organiza-se em camadas bilamelares,
de forma a minimizar as interac¢des desfavoraveis entre as cadeias hidrocar-
bonadas de 4cidos gordos e a fase aquosa. Estas interac¢des sdo totalmente
eliminadas quando a fosfatidilcolina forma estruturas vesiculares fechadas,
de forma esférica, com diametros compreendidos entre alguns nandmetros
e alguns micrometros, denominadas correntemente como lipossomas. As
multicamadas bimoleculares de fosfolipidos concéntricas estdo separadas
por compartimentos aquosos (Barenholz e Lasic, 1998; Maire et al., 2000).
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Estrutura quimica da molécula de fosfatidilcolina. A

ESTRUTURAS SUPRAMOLECULARES

A dispersao de moléculas anfifilicas num meio aquoso origina a sua organiza-
¢do em agregados supramoleculares variados, exemplificados na Figura 4.

B amme

Micela Micela em disco
esférica

Representagdo esquematicas das

Microemulsao Microemulséo Micela principais estruturas organizadas
6leo/agua agua/ 6leo reversa formadas por agentes anfifilicos

(adaptado de Fendler, 1982).

As estruturas representadas na figura 4 exibem uma descontinuidade ao ni-
vel microscopico ou submicroscopico, pelo que sao geralmente designadas
na literatura por sistemas heterogéneos ou micro-heterogéneos, ou por agre-
gados ou microagregados supramoleculares ou ainda por microagregados
anfifilicos. Como as dispersdes aquosas da maioria desses sistemas micro-
heterogéneos podem ter uma aparéncia homogénea a nivel macroscopico,
sao habitualmente designadas por solugdes, embora estruturas como os



lipossomas formem dispersdes que se incluem, conforme o seu diametro,
na definicdo de dispersdes coloidais ou de suspensdes (Lopes, 1997). As
caracteristicas referidas de auto-agregacao e actividade tensioactiva sdo res-
ponsaveis pela formacdo de interfaces, nas quais as moléculas anfifilicas
delimitam as zonas ocupadas pelos solventes aquoso e organico. Um requi-
sito termodindmico necessario para a existéncia de uma interface estavel é
que a varia¢do da funcdo de Gibbs de formacao da interface seja positiva,
caso contrario, a interface cresceria espontaneamente, com o resultado que
uma das fases se dispersaria na outra. Entdo, para aumentar a superficie de
uma interface é necessario realizar trabalho contra a tensdo interfacial. A
presenca de moléculas anfipaticas faz baixar a tensdo interfacial, reduzin-
do a quantidade de trabalho necessdria para aumentar a interface (Jones e
Chapman, 1995).

A auto-agregacao das moléculas anfifilicas para formar as estruturas organi-
zadas ¢ consequéncia directa do chamado “efeito hidrofoébico™. O contacto
energicamente desfavoravel com as moléculas de 4gua forca as cadeias hi-
drocarbonadas a aproximarem-se e organizarem-se. De facto, o contacto de
moléculas ou grupos moleculares apolares com a 4gua ordena a primeira ca-
mada de moléculas de 4gua a sua volta, formando-se um “iceberg”, onde as
moléculas de d4gua adoptam uma estrutura distorcida em relagdo ao padrao
normal de pontes de hidrogénio, levando ao abaixamento da entropia do sis-
tema. A auto-agregacdo minimiza esta ordenacdo, observando-se a entropia
positiva e a entalpia proxima de zero caracteristicas do “efeito hidrofobico”
classico (Pramauro e Pelizzetti, 1996). No entanto, outros efeitos podem
ainda concorrer para a formagao da estrutura, como efeitos de solvatacao,
efeitos entropicos e efeitos electrostaticos. A solvatacao devida as moléculas
de 4gua em torno dos grupos i6nicos das moléculas de detergentes impedem
que, para concentragdes destes superiores a sua cmc, ocorra precipitacdo do
detergente, maximizando a estabiliza¢do dos agregados formados.

Pode estabelecer-se que as moléculas apolares de um detergente sdao repe-
lidas da fase aquosa e que este efeito €, primeiramente, entropico (Lopes,
1997). Efectivamente, a introducao de um grupo apolar em solugdo aquosa,
perturba a primeira camada de 4gua a sua volta, tendo, por isso, as moléculas
de dgua de adoptar uma estrutura distorcida, o que provoca um abaixamento
entropico do sistema. Uma vez que nao se verifica a diminui¢ao do numero
de pontes de hidrogénio e que as forgas de dispersdo entre as moléculas de
agua e as partes polares dos compostos anfifilicos sdo da ordem de grandeza
das que se encontram entre as moléculas de agua livre, pode concluir-se que
as contribui¢des da entalpia e das for¢as de van der Waals para o processo
de agregacdo sdao pouco significativas. A transferéncia de uma molécula de
detergente da fase aquosa para a micela permite que as moléculas de dgua re-
cuperem a sua estrutura normal e, desta forma, a entropia aumenta. O efeito
electrostatico, causado pela presenca de um niimero elevado de grupos 16-
nicos carregados com carga de igual sinal numa regido restrita, opde-se aos
efeitos anteriores. Por esta razdo, e por o mondmero possuir carga, 0s com-
postos anfifilicos soluveis apresentam uma cmc elevada (Helenius e Simons,



1975). Contudo, grande parte dos contra-ides do detergente vai dispor-se
numa camada adjacente a interface, diminuindo o seu potencial e, conse-
quentemente, a repulsdo electrostatica entre os grupos polares ionizados. A
frac¢do de contra-ides que se encontra nessa regido define o grau de liga¢ao
dos contra-ides, f.

Os monomeros livres de detergente t€ém a capacidade de se dissolver em
agua numa concentragdo aproximada de 10>-10* M, formando-se monoca-
madas de surfactante na interface solvente/ar (Pramauro e Pelizzetti, 1996;
Lopes, 1997). A solubilidade referida equivale a cmc, concentracao a partir
da qual se torna termodinamicamente favoravel a formacao de agregados. O
conceito de cmc ¢ definido apenas para surfactantes capazes de formar mi-
celas, mas o conceito generalizou-se aos outros sistemas, embora os valores
de cmc sejam marcadamente diferentes (Pramauro e Pelizzetti, 1996). Para
concentragdes superiores a respectiva cme, o excesso de mondémeros de um
dado composto anfifilico em solugdo deixa de ser termodinamicamente esta-
vel, agregando-se em estruturas dependentes das condi¢des utilizadas ¢ dos
parametros geométricos. A transi¢do de mondmero para agregado pode ser
visualizada a partir da varia¢do, mais ou menos subita, de muitas proprieda-
des fisico-quimicas das solugdes, como a tensdo superficial, a solubilizagao
de compostos hidrofobicos, a condutividade, a turbidez, a pressao osmotica
e a dispersdo de luz (Jones ¢ Chapman, 1995). Assim, o termo micela ¢ uti-
lizado para definir um agregado coloidal formado espontaneamente em so-
lucdo aquosa por compostos com caracteristicas anfifilicas, a partir de uma
certa concentragdo e acima de uma determinada temperatura. A diferenca
essencial entre os outros tipos de coldides e os agregados micelares, ¢ que
nestes o agregado esta em equilibrio dindmico e rapido com as moléculas do
respectivo mondmero.

MICELAS:

As micelas sdo agregados de agentes anfifilicos cujas por¢des hidrofobicas
se associam para formar regides das quais o solvente (4gua) estd pratica-
mente excluido. Os grupos polares dispdem-se na superficie por forma a
maximizar a sua interac¢do com a agua e com os contra-ides. Uma frac-
cdo significativa dos contra-ides mantém-se ligada aos grupos polares de
modo que a forga repulsiva lateral entre esses grupos estd diminuida. Uma
diferenga essencial entre as micelas e os outros tipos de agregados ¢ que
estas estdo em equilibrio dindmico rapido com as moléculas do respecti-
vo monoémero em solu¢do, na ordem dos milisegundos ou microsegundos
(Pramauro e Pelizzetti, 1996). As micelas sdo estruturas dindmicas. As suas
caudas hidrocarbonadas sdo relativamente moveis e o interior das micelas
apresenta uma microviscosidade de aproximadamente 8 cP. Os grupos pola-
res estdo altamente hidratados (Fendlar, 1982). Na Figura 5 esta representa-
da, esquematicamente, a estrutura de uma micela de SDS. Considera-se que
as micelas de um detergente tipico carregado sdo formadas por um nucleo
constituido por n cadeias hidrocarbonadas com os grupos ionizados direc-



cionados para a dgua. A camada que envolve o nucleo designa-se por ca-
mada Stern e contém, ndo sd, os grupos idnicos do detergente, mas também
(1-at) n contra-ides, cujo grau de ionizagdo o varia entre 0,5 e 0,8. A regido
adjacente a camada de Stern, a camada dupla Gouy - Chapman, inclui uma
elevada densidade de contra-ides e separa o interior hidrofobico da micela
da fase aquosa (Atwood e Florence , 1983; Pramauro e Pelizzetti, 1996).

Num trabalho de revisdo efectuado por Shaw et al. sobre os mecanismos
de interaccdo entre certos corantes e as micelas de diversos detergentes io-
nizados concebeu-se algumas caracteristicas importantes sobre a estrutura
micelar, (Shaw et al., 1991), especificadamente:

1) O nucleo ¢ virtualmente desprovido de agua.

i1) As cadeias hidrocarbonadas do detergente sdao casualmente distribuidas,
e forgas estéricas determinam a estrutura final das micelas.

ii1) O contacto das partes hidrofobicas da micela com a agua conduz a for-
macao duma estrutura, na qual os grupos terminais hidrofilicos das ca-
deias hidrocarbonadas estao localizados perto da superficie micelar e,
desta forma, expostos em contacto com a fase aquosa.

Fase aquosa
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Representagio esquematica de uma micela de SDS.

Para uma determinada solug¢@o micelar, o nimero de moléculas que constitui
as micelas €, geralmente, 0 mesmo e designa-se por nimero de agregacao,
Ag#. Em certos casos, o aumento da concentragdo de composto anfifilico
origina, somente, um aumento do nimero de micelas, sendo pequeno o efei-
to sobre a sua forma e o seu tamanho. Todavia, noutros casos, com 0 au-
mento da concentracdo da substancia anfifilica formam-se micelas do tipo
bastonete (Carey e Small, 1970; Shaw et al., 1991). As forcas que limitam
o crescimento micelar dependem, principalmente, da repulsdo electrostatica
entre os grupos polares, do grau de hidratacdo destes e da natureza e da con-
centracdo da substancia anfifilica (Helenius e Simons, 1975).



A solubilidade de alguns compostos anfifilicos, nomeadamente dos i6nicos,
depende ndo s6 da sua estrutura molecular, mas também da sua ionizacao,
que varia geralmente em funcdo do pH do meio. Para as moléculas das subs-
tancias anfifilicas existe um valor de pH acima do qual a solubilizacdo des-
tas aumenta acentuadamente, designado como pH micelar critico (pHmc),
(Jones e Chapman, 1995).

A temperatura do meio influencia, igualmente, a solubilidade dos compostos
com caracteristicas anfifilicas. Refere-se como temperatura micelar critica
(tmc) de uma substancia o valor de temperatura abaixo do qual ndo se verifi-
ca a formagao de micelas, por as suas partes hidrofébicas se manterem com
caracter cristalino. A temperatura a que se verifica a solubilizagdo das subs-
tancias anfifilicas soluveis, quando a sua concentragao ¢ igual a cmc, € de-
signada por temperatura de Krafft, T, (Carey e Small, 1970; Carey € Small,
1972). Os parametros micelares, nomeadamente o tamanho e a forma das
micelas, sdo, nos detergentes idnicos, sensiveis a variagdes do pH, da forga
idnica da solugdo e da temperatura. Assim, abaixo da T, as moléculas i6ni-
cas do detergente formam agregados cristalinos hidratados tridimensionais
que precipitam. Por outro lado, para valores de temperatura acima da T, o
aumento da forga idnica provoca um aumento do tamanho do agregado, que
¢ acompanhado por uma mudanga da disposi¢do dos mondmeros no agre-
gado, passando da forma esférica para a elipsoide ou bastonete (Pramauro e
Pelizzetti, 1996).

MICELAS MISTAS

Os lipidos ndo polares e polares pertencentes as classes I e II, (ver Tabela
1), podem ser solubilizados por lipidos da classe III, por um fenémeno, tra-
dicionalmente, denominado por “solubiliza¢do micelar”. As solugdes assim
preparadas sdo formadas por agregados micelares mistos. Os sistemas cons-
tituidos por agregados mistos podem, também, ser formados a partir de mis-
turas de diferentes tipos de lipidos incluidos na classe III. Por conseguinte,
uma micela mista ¢ definida como um agregado, em cuja estrutura existem
lipidos de mais do que uma espécie. Empiricamente, pelo menos uma das
espécies quimicas deverd ter capacidade para formar micelas simples em so-
lugdo aquosa, pertencendo, portanto, a classe III de lipidos soluveis (Carey
e Small, 1970; Carey e Small, 1972).

As solugdes micelares mistas podem ser classificadas em quatro tipos, de
acordo com a molécula solubilizada. Assim, os detergentes ou os lipidos
polares, quer alifaticos (classe I1I. A), quer aromaticos (classe I1I. B), podem
solubilizar:

1) Lipidos ndo polares - micelas mistas do tipo A.
i1) Lipidos anfifilicos que ndo intumescem - micelas mistas do tipo B.
i1) Lipidos anfifilicos que intumescem - micelas mistas do tipo C.

1) Outras espécies quimicas da classe III - micelas mistas do tipo D.



De todas os tipos de micelas mistas formadas, as constituidas por detergentes
alifaticos ou por moléculas de sais biliares sdo, presentemente, os sistemas
mais extensivamente estudados, dada a sua relevancia, ndo s6 industrial,
mas sobretudo fisiologica ou farmacéutica. Tal como referido, em certas si-
tuagdes clinicas, nas quais a bile ¢ inexistente a nivel duodenal, nomeada-
mente na obstrucdo biliar, constatou-se que uma grande percentagem dos
triglicerideos ingeridos era ainda absorvida. Este fendmeno correlaciona-se
com o facto de, mesmo a pH ligeiramente acido, se formarem micelas de
sais de acidos gordos de cadeia longa e, possivelmente de lisolecitina. Estes
agregados de moléculas anfifilicas podem incorporar, no seu interior, pe-
quenas quantidades de produtos finais da hidrdlise dos triacilglicerois, como
os monoglicerideos e acidos gordos protonados. Todavia, a solubiliza¢ao
destes lipidos efectuada pelas micelas de lipidos soluveis do tipo III. Ando ¢é
tao eficiente como a efectuada pelos agentes tensioactivos especializados do
proprio organismo, designadamente, os sais biliares (Pignol et al., 2000).

As particularidades das micelas mistas do tipo C formadas por lipidos po-
lares soluveis, quer da classe III A, quer da classe III B sdo sumariadas na

Tabela 5. Pode verificar-se, pela analise da tabela mencionada, que a relagao

~ ~  solubilizad . . .-
de saturagdo, expressa pela razdo ——————» das micelas de lisolecitina/

solubilizante

lecitina ¢ baixa. Neste ponto, a viscosidade da solugdo ¢ elevada e a estru-
tura da micela ¢ altamente assimétrica. Por sua vez, os sais biliares possuem
uma enorme faculdade de solubilizar compostos anfifilicos da classe II. Este
facto tem uma importancia proeminente nas suas acgoes fisiologicas, espe-
cialmente durante a digestdao das gorduras.

Segundo Carey et al., um valor maximo de duas moles de lecitina pode ser
solubilizado por uma mole de sal biliar em solu¢@o micelar. O valor da cmc
do sistema sal biliar/lecitina diminui bruscamente em funcao do aumento da
concentragao de lecitina. A cmc permanece constante para valores proximos
dos 0,2 mol dm?, no caso das micelas do sal sddico do acido taurocoli-
co. Concomitantemente, o peso micelar aumenta acentuadamente (Carey e
Small, 1970; Carey e Small, 1972). Os sais biliares solubilizam os mono-
glicerideos com uma eficacia similar a observada para a lecitina. De facto,
Hofmann verificou que a razao de saturagdo do gliceril-1-monoleato, dissol-
vido em solucdes micelares de um dado sal biliar conjugado, variava entre
1,4 e 1,7. Esta relacdo era, na verdade, quatro a cinco vezes maior do que a
capacidade de saturagdao que os detergentes de cadeia longa exibiam para o
mesmo lipido (Carey e Small, 1970). Hofmann constatou igualmente que os
monoglicerideos provocam um aumento do peso e do tamanho micelar, pois
aumentam o nimero de moléculas de sal biliar por micela.

As diferengas assinaladas no comportamento de solubilizag¢ao entre as mice-
las mistas formadas por detergentes alifaticos e por sais biliares podem ser
explicadas, pelo menos em parte, pelas suas estruturas micelares diferentes.
Carey e Small consideraram que as micelas mistas de sal biliar/lecitina con-
tinham uma regiao hidrocarbonada liquida, similar ao nticleo de uma micela



de um detergente alifatico, na qual quantidades apreciaveis de lipidos per-
tencentes a classe I, (ver Tabela 1), nomeadamente, o colesterol e os acidos
gordos de cadeia longa, podem ser solubilizados (Carey e Small, 1970).

CARACTERISTICAS Lisolecitina Taurocolato de sédio

Sem lecitina Com lecitina Sem lecitina Com lecitina
Razio de saturacio molar®” — 0,05-0,10 — 2,0
Micela — Saturada — Saturada
eme” 0,195 — 3,1 0,2
Forma Esférica Assimétrica Esférica Quase esférica
Tamanho - Peso micelar 92 400 1500 000 2 800 125 000
Ag# do lipido solivel 180 2630 5 62
Moléculas 0 280 0 125

solubilizadas/micela

Capacidade de solubilizacio — — — Lipidos polares (I)
(outra)

 Razo molar: solubilizado/solubilizante; Expressa em mmol dm”.

Algumas caracteristicas das micelas mistas do tipo C, obtidas a 20 °C e em cloreto de sodio 0,15 mol dm
(Ayd, 1997; Lopes, 1997).

O colesterol ¢ um lipido praticamente insoliivel em dgua pura. As solugdes
simples de sais biliares solubilizam muito pouco colesterol, o que se exprime
por uma zona micelar muito pequena na representacao do diagrama de fases
sal biliar/colesterol/agua. Dado que, tanto as moléculas de colesterol como
as de sal biliar possuem em comum o nucleo ciclopentanoperidrofenantreno,
poder-se-a pensar que a estrutura da micela mista sal biliar/colesterol resul-
taria da substituicdo de uma molécula de sal biliar por uma de colesterol
e, portanto, as micelas mistas assim formadas teriam, aproximadamente, o
mesmo tamanho das micelas simples de sal biliar. Contudo, a comparacao
dos respectivos coeficientes de difusdo revelou que a micela mista ¢ bastan-
te maior, o que ¢ indicador de uma capacidade superior de solubilizagdo de
colesterol (Carey e Small, 1970; Carey e Small, 1972).

LirossoMAS

Os agentes anfifilicos compostos por um grupo hidrofilico ligado a duas
cadeias hidrofébicas possuem a capacidade de, espontaneamente, formar
agregados em bicamada, que assumem a forma de uma estrutura esférica
e fechada (vesicula), quando dispersos em solucao aquosa. Esta estrutura
fechada envolve um determinado volume de solugdo aquosa, variando o seu
tamanho desde alguns nanometros a micrometros de diametro (Lasic, 1993;
New, 1990). A variacao consideravel da fun¢ao de Gibbs quando uma mo-
lécula anfifica passa do meio aquoso para um ambiente hidrofébico (15,3
kcal/mol para a DPPC e 13,3 kcal/mol para a DMPC, por exemplo) explica
a tendéncia dos lipidos para se organizarem na forma de bicamada, de modo

a excluir a agua do ambiente formado pelas cadeias carbonadas (Oliveira,
1998).



Na estrutura dos fosfolipidos encontram-se duas cadeias carbonadas em con-
jugagdo com um grupo polar, o que sugere um deslocamento do equilibrio
hidréfilo-lipéfilo no sentido da lipofilia. A cmc dos fosfolipidos situa-se a
voltade 10°- 10" M (a cmc do DPPC ¢ 2 x 10" M). Isto sugere que a con-
centracdo de mondémeros em solucdo aquosa ¢ extremamente baixa (Jones
e Chapman, 1995). A organizacdo das moléculas em bicamadas relaciona-
se com a necessidade do sistema adquirir um arranjo termodinamicamente
compativel com uma baixa energia livre. Assim, os fosfolipidos orientam-se
maximizando a superficie de exposi¢ao dos seus grupos polares a0 meio
aquoso, evitando a existéncia de interfaces entre as suas partes hidréfobas e
a dgua. A hidratacdo do filme lipidico origina a formagao de bicamadas lipi-
dicas, organizadas em estruturas tubulares que se alongam, podendo atingir
cerca de 100 pm de comprimento. Durante esta fase, as bicamadas estabili-
zam a uma distancia de equilibrio resultante do compromisso entre as forcas
repulsivas e atractivas. A agitacdo do sistema provoca o destacamento das
estruturas tubulares, que imediatamente se fecham e originam lipossomas
(Lasic, 1993).

Dado o mecanismo da sua formacgao, as vesiculas nao sdo necessariamente
esféricas, apresentando por vezes formas ovais. Ao longo do tempo, estas
estruturas vao sendo progressivamente transformadas em estruturas esféri-
cas, em que a energia de curvatura é minima. Isto acontece provavelmente
devido a um “flip-flop” direccional das moléculas fosfolipidicas, uma vez
que o numero inicial na monocamada externa devera ser superior ao corres-
pondente @ monocamada interna.

Diversos parametros influenciam o processo de formagao dos lipossomas,
como a relacao lipido/agua, a temperatura, a agitagcdo do sistema, a composi-
¢ao lipidica, o pH, a forca i6nica e a osmolaridade da fase aquosa (Barbosa,
1995).

IMPLICACOES BIOFARMACEUTICAS

As formas farmacéuticas administradas por via oral sofrem dissolugdo nos
meios bioldgicos, seguida de absor¢do do farmaco para a circulagdo sisté-
mica (Gibaldi e Feldman, 1970). Os agentes tensioactivos, de origem natu-
ral ou sintética, constituem um dos mais importantes grupos de adjuvantes
usados nas preparagdes farmacéuticas que podem desempenhar uma acc¢ao
relevante nas caracteristicas farmacocinéticas dos farmacos. A propriedade
de formar micelas e a propriedade correlativa de serem compostos anfifili-
cos, sdo as que genericamente, conferem grande importancia farmacéutica
as moléculas daqueles compostos (Atwood e Florence, 1983; Pramauro e
Pelizzetti; 1996).

O papel importante das interac¢des de farmacos com os agregados micela-
res, presentes no conteudo gastrintestinal, na influéncia da cinética de disso-
lucdo e, consequentemente, na velocidade de absor¢do de substancias com
interesse biologico ou farmacoldgico, ainda ndo foi totalmente explorado.



Contudo, foram referidos na literatura, alguns trabalhos de investigacdo
que descreveram a implicagdo dos sais biliares na solubiliza¢do de variadas
substancias organicas, quer endogenas quer exdgenas, ¢ desta forma, nas
suas biodisponibilidades (Atwood e Florence, 1983; Engel e Giggi, 1969;
Imai et al., 1983; Nightingale et al., 1971; Nook et al., 1987; Roe e Barry,
1985; Schwarz et al., 1996; Smidt et al., 1987). No organismo humano, os
sais biliares e a lecitina presentes na bile combinam—-se com o colesterol
para formar micelas soluveis. Assim sendo, um dos aspectos fisioldgicos
mais importantes das micelas mistas sal biliar/lecitina serd o de actuarem
como veiculos de acentuada solubilizagdo de lipidos anfifilicos insolu-
veis da classe I, formando micelas mistas complexas de trés componentes
(Atwood e Florence, 1983; Jones e Chapman, 1995;Carey e Small, 1970;
Carey e Small, 1972). Estabelece-se, entdo, que as solugdes micelares de
sais biliares solubilizam maiores quantidades de colesterol, quando em solu-
cdo estd presente a lecitina. Na auséncia destas micelas mistas, o colesterol
ndo ¢ completamente solubilizado na bile, precipitando e formando, conse-
quentemente, calculos biliares de colesterol (Mazer e Carey, 1983). Outras
diferentes condigdes sdo passiveis de produzir, também, a precipitacdo de
colesterol e incluem, quer uma secregdo excessiva de colesterol na bile, quer
uma possivel inflamacdo do epitélio da vesicula biliar.

E de referir ainda que, sem a prévia solubilizagio em micelas mistas cons-
tituidas por sal biliar e lecitina, nem o colesterol, nem alimentos lipidicos
ou outros compostos lipossoluveis, designadamente, vitaminas e substancias
com interesse terapéutico, podem ser absorvidos no intestino. Os sais biliares
podem, na verdade, facilitar a absor¢ao de farmacos muito pouco soluveis,
por aumento da solubilizagdo destes compostos no interior dos seus agrega-
dos micelares (Bates et al. , 1966; Campos et al. , 1994; Gibaldi e Feldman,
1970; Merino et al., 1994; Mithani et al., 1996; Mukerjee e Cardinal, 1976).
No entanto, o desenvolvimento de interac¢des moderadamente estaveis far-
maco/micelas de sal biliar podem condicionar negativamente a sua velo-
cidade de absor¢ao intestinal (Bottari e Festa, 1999; Poelma et al., 1989;
Utsumi et al., 1974). A absor¢ao de farmacos altamente polares ¢ igualmente
auxiliada pela existéncia de micelas de sais biliares no limen do intestino
delgado (Atwood e Florence, 1983, Bottari e Festa, 1999; Campos et al.,
1994; Nightingale, 1969). Este fendmeno est4 intimamente relacionado com
uma interac¢ao entre os sais biliares e os fosfolipidos das membranas fisio-
logicas, fluidificando a sua estrutura e permitindo, desta forma, a difusao
de farmacos através daquelas. Outros mecanismos possiveis estdo referidos
para justificar o efeito dos sais biliares na alteracdo da permeabilidade das
biomembranas, nomeadamente a diminuic¢ao da viscosidade do muco produ-
zido pelas células epiteliais da mucosa do intestino, e a redugdo do peristal-
tismo intestinal (Gibaldi e Feldman, 1970; Nook et al., 1987).

No organismo humano, uma das principais vias de elimina¢ao de numerosos
farmacos ¢ a biliar. Contudo, a importancia das micelas de sais biliares na dis-
tribuicao e no metabolismo desses compostos, ainda nao foi tdo claramente
estabelecido, como a do papel que estes sais t€ém na absor¢ao das gorduras.



O possivel desenvolvimento de interac¢des fArmaco/micelas de sais biliares
podera ter uma fungdo consideravel no tempo de semi - vida e, portanto, na
actividade farmacoldgica e terapéutica desses farmacos (Atwood e Florence,
1983). Os 4cidos biliares possuem também um grande interesse devido ao
seu papel no possivel tratamento da litiase biliar. De facto, a administra¢ao
dos acidos quenodesoxicdlico ou ursodesoxicolico faz baixar a propor¢do
relativa do colesterol na bile. Consequentemente, em doentes com céalculos
de colesterol, a bile, que pode estar sobressaturada, tornar-se-4 ndo saturada
e, se a superficie dos calculos lhe for acessivel, estes poder-se-do dissolver
muito lentamente (Guyton, 2003; Igimi e Carey; 1981; Menger e MacCreery,
1974; Paumgartner et al., 1991; Roda et al., 1995, Roe e Barry, 1985).

Recentemente, o estudo dos sistemas constituidos por micelas de sais bilia-
res ¢ de fosfatidilcolina, mostrou-se de grande importancia, ndo s6 para a
compreensdo da fisiologia da bile e das propriedades dos sistemas micelares
mistos na absor¢ao do colesterol e de outros produtos de digestao de lipidos,
mas essencialmente, como potenciais sistemas transportadores de agentes
bioactivos (Hjelm ef al., 1992). O desenvolvimento de novas formulagdes
farmacéuticas, capazes de beneficiar a solubilizacdo de farmacos pratica-
mente insoliveis em solugdo aquosa, tem sido amplamente conseguido pela
utilizagdo de micelas mistas. Estas proporcionam igualmente uma interface
micela/agua relativamente polar, susceptivel de solubilizar compostos far-
macologicos polares. Uma vez que as micelas mistas de sal biliar/fosfati-
dilcolina possuem um nucleo hidrofobico maior, elas devem, em principio,
actuar mais eficientemente como agentes solubilizantes de compostos lipos-
soluveis, do que as micelas simples do mesmo sal (Merino et al., 1994).

A utilizacdo de micelas mistas de sal biliar/lecitina como sistemas de liber-
tacao de farmacos apolares, para a administracao endovenosa, possui muitos
aspectos estimulantes e atractivos. Na verdade, estes farmacos encontram-
se, desta forma, dispersos num meio aquoso e, quando optimizadas as con-
di¢des experimentais, as solugdes apresentam-se com um aspecto limpido,
isotropico, o que permite uma dose uniforme e uma facil aplicagdao. Para
além do mais, a dilui¢do, e portanto a remog¢ao subsequente de moléculas
de sais biliares, ndo provoca a precipitagdo dos farmacos, uma vez que as
vesiculas de lecitina formadas nestas condi¢des conseguem associar e solu-
bilizar as moléculas do composto (Lasic, 1993). Em oposi¢dao com outros
sistemas, designadamente emulsdes e lipossomas, as micelas mistas envol-
vem técnicas de preparagdo simples e rapidas.

In vitro, a estabilidade de farmacos pode ser melhorada, dado que a adsor¢ao
destes as paredes da embalagem, bem como os processos de hidrolise, sdo
minimizados. As formula¢gdes dos farmacos em sistemas micelares mistos
podem ser armazenados como liofilizados e, uma vez re-hidratados, sao ca-
racterizadas pelas propriedades das soluc¢des originais.

Quando um dado farmaco, polar ou apolar, ¢ administrado sob a forma de
micelas mistas sal biliar/lecitina, o seu comportamento farmacocinético, no-



meadamente a sua biodistribui¢do, difere consideravelmente do exibido pela
respectiva forma livre ou do apresentado em solugdes de micelas simples
de sais biliares, passando a ser determinado pelas caracteristicas dos agre-
gados mistos. Tal facto podera proporcionar vantagens diversas, uma das
quais consiste na reducdo da toxicidade do farmaco. Efectivamente, estudos
precedentemente efectuados mostram que as micelas mistas formadas por
taurodesoxicolato de sodio/lecitina eram menos toxicas do que as micelas
constituidas unicamente por aquele sal biliar. Esta diminui¢do da toxicida-
de, proporcionada pelas micelas mistas, estd presumivelmente relacionada
com a redug¢do da solubiliza¢do de fosfolipidos das membranas biologicas,
ndo perturbando, desta forma, a sua integridade (Coleman, 1987).

Sabe-se que os farmacos lipossoluveis injectados por via endovenosa pro-
vocam em muitos doentes flebites, tromboflebites, prurido e eritema, sendo
um processo que vem, usualmente, acompanhado de dor intensa. Esta pode
ocorrer como resultado da interac¢do do farmaco com as terminagdes nervo-
sas presentes nas paredes venosas ou de uma precipitacdo do composto no
local da injec¢do. Num estudo pormenorizado e descrito por A. Ayd (Ayd,
1997), foi demonstrado que as moléculas de dois antibidticos macrdlidos, a
eritromicina e a claritromicina, orientavam-se nas micelas mistas de glico-
desoxicolato/lecitina de forma a que as por¢des dos referidos farmacos res-
ponsaveis pela producao de dor se encontravam protegidas. Assim, quando
as solugdes dos dois macrélidos eram administradas por via endovenosa, a
dor encontrava-se minimizada.

Actualmente, as micelas mistas de tauroquenodesoxicolato de sodio/lecitina
tém sido propostas como modelos eficazes para o tratamento de célculos
de colesterol. Estudos anteriores, envolvendo os sistemas mistos sal biliar/
lecitina na dissolug¢ao dos referidos célculos, ja se tinham mostrado muito
promitentes (Higuchi e Prakongpan, 1973).

Pode concluir-se entdo que, dada a sua composicao, as micelas mistas sao
consideradas sistemas altamente biocompativeis, apresentando-se com pro-
priedades similares as das biomembranas e praticamente desprovidas de
toxicidade. Estas propriedades, juntamente com a capacidade de poderem
transportar uma grande diversidade de substancias, quer incorporadas no
seu nucleo, quer associadas a fase hidroéfila, contribuem decisivamente para
que as micelas mistas sal biliar/fosfolipido sejam consideradas como os sis-
temas mais promissores no dominio da solubiliza¢dao, do transporte e da
libertacdo de compostos com interesse farmacéutico. Alguns processos e/ou
sistemas utilizados na solubilizagao de compostos lipdfilos sao apresentados
na Tabela 6. Pode visualizar-se, também, as principais limitagdes especificas
e/ou desvantagens.



Formulacao Problemas/Limita¢oes Exemplo

Ajuste de pH e Precipitagdo a pH fisiologico - Tioguanina ajustada a pH
e Nao ¢ aplicavel a compostos ndo 11,0
ionizaveis
Co - solvente (etanol) e Precipitagdo apos dilui¢ao - Ciclosporina A

- 17-B-Estradiol

Solubilizacdo micelar e Precipitacdo apos diluicdo - Anfotericina B
- Ciclosporina A
- Diazepam

Pro - farmacos e Muitas estruturas nao sdo apropriadas - Nucleotidos

o Nova identidade do farmaco

Emulsao o Instabilidade quimica - Espiromustina
e Nem todos os compostos séo solubilizados
em solventes apolares
o Preparagdo complicada

Ciclodextrina e Toxicidade - Taxol
e Eficiéncia de encapsulagdo fraca

Lipossomas o Instabilidade quimica - Doxorrubicina
o Preparagdo complicada

Sistemas utilizados para solubilizar, em meio aquoso, compostos insoltveis em agua.

De forma a obter o maximo de vantagens da ligacdo entre as micelas, simples
ou mistas, de detergentes sintéticos ou naturais, e as propriedades farmacéu-
ticas e farmacoldgicas de compostos bioactivos, o conhecimento da estrutu-
ra anfifilica e das suas propriedades fisico-quimicas, a descri¢do quantitativa
das interacgoes soluto/detergente e o efeito destas nos equilibrios quimicos e
na reactividade devem ser cuidadosamente considerados. Uma compreensao
mais detalhada dos ambientes micelares ¢ importante para o entendimento
da capacidade das micelas em actuar como agentes solubilizantes, o que
permitira obter informacao adicional das possiveis localizacdes das substan-
cias solubilizadas e dos mecanismos de transporte de farmacos através das
membranas biologicas.
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