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Preparacédo e Caracterizagdo de Fosfolipideos Derivatizados com Acido Hialurénico.

Isabela C. S. Brissac*, Andréa A. M. Shimojo, Maria Helena A. Santana.

Resumo

A derivatizagao do fosfolipidio com acido hialurénico (AH) permite a modificagdo da superficie dos lipossomas
tornando-os mais estaveis na corrente sanguinea, além de permitir o seu direcionamento especifico para células de
tumores que expressam os receptores CD44. Este projeto tem como objetivo as rea¢des de modificagdo quimica do
AH com carbodiimidas para a preparagao de fosfolipidios derivatizados. Preparou-se e caracterizou-se o conjugado
AH-DPPE e os lipossomas de Lipoid E-80/DPPE com diferentes porcentagens do conjugado (0, 5, 10 e 15%).
Observou-se que as caracteristicas dos lipossomas produzidos sao influenciadas pela concentragao de conjugado AH-

DPPE adicionada.
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Introducao

A derivatizagcdo de fosfatidiletanolaminas com
gangliosidios ou polietilenoglicol surgiu no final dos anos
80, devido a necessidade de preparagao de lipossomas
do tipo stealth, capazes de evadir o sistema imunolégico,
permanecer por tempo prolongado na corrente
sanguinea e serem direcionados para sitios especificos
e tumores solidos. Entretanto, trabalhos da literatura
reportam efeitos adversos de lipossomas com
polietilenoglicol (PEG), tais como estomatite e sindrome
de pé e mao. Além disso, o PEG néo é biodegradavel e
apresenta limitadas possibilidades de funcionalizagao
quimica.

O AH é um biopolimero viscoelastico linear composto
de repetidas unidades dissacaridicas de acido D-
glicurénico e N-acetilglicosamina, apresentando quatro
grupos funcionais que podem ser modificados
quimicamente: carboxilico, hidroxilico, acetamida e o
terminal reduzido do poll'mero.1 Uma promissora
aplicacdo do AH é a sua derivatizagédo com fosfolipidios
para gerar lipossomas furtivos.” Para isso, diversos
autores tém utilizado a ativaggo do AH com
carbodiimidas e posterior conjugagdao a diferentes
fosfolipidios.

O presente trabalho tem por objetivo estudar as
reacdbes de modificagdo quimica do AH com
carbodiimidas para a preparagao de fosfolipidios
derivatizados.

Resultados e Discussao

Neste trabalho produziu-se e caracterizou-se o
conjugado AH-DPPE (razdo massica de 4,5 ug DPPE/
mg AH), o qual apresentou: rendimento massico de
aproximadamente 70% na etapa de preparagao e alta
eficiéncia na etapa de separagdao e purificagao,
comprovada por CCD. A caracterizagdo estrutural foi
feita por RMN'H e FT-IR.

Utilizando o conjugado produzido previamente foi
possivel a obtengéo de lipossomas de Lipoid E-80/DPPE
e de Lipoid E-80/DPPE/AH-DPPE, pelo método de
Bangham, com diferentes proporgdes do conjugado (5,
10 e 15%) (Figura 1).

Os lipossomas apresentaram as caracteristicas
apresentadas na Tabela 1. Observou-se que estes
possuem indice de polidispersidade (PDI) em torno de
0,1 e a partir da adigédo de 10% de conjugado AH-DPPE

observou-se uma diminuicao estatisticamente
significativa (*p < 0,05) no didmetro médio das particulas,
atribuida as diferengas no empacotamento do fosfolipidio
com o conjugado. A adigdo do conjugado AH-DPPE aos
lipossomas provocou um aumento da carga negativa
proveniente do AH. Porém, era esperado que quanto
maior a porcentagem de conjugado AH-DPPE no
lipossoma, mais negativo o potencial zeta, o que nao
ocorreu provavelmente por conta de uma saturagédo de
cargas na superficie do lipossoma a partir da
concentracdo de 10% de conjugado AH-DPPE.

10 e 15%).

Tabela 1. Caracteristicas dos lipossomas preparados
com Lipoid E-80/DPPE e Lipoid E-80/DPPE/AH-DPPE.

Lipossoma Diametro Potencial
médio (nm) Zeta (mV)

Lipoid E-80/DPPE 95+ 3 -15,2+1,6
Lipoid E- 5% 97 +2 -16,8 £ 4,5
80/DPPE/AH- | 10% 82+5 -16,0+£1,0
DPPE 15% 753 -142+24

Conclusodes
Os lipossomas modificados com conjugado AH-DPPE
foram preparados e caracterizados. Estes apresentaram
caracteristicas promissoras para a aplicagao desejada.
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