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RESUMO

Este trabalho teve como objetivos preparar, caracterizar, verificar a estabilidade e avaliar
a permeacdo na pele e a irritacdo cutdnea de formulacdes lipossomais contendo isotretinoina
(ISOTN), destinadas ao tratamento dermatoldgico de casos severos de acne, com a finalidade
de reduzir os efeitos adversos e a degradag¢ao do farmaco.

As formulagdes lipossomais foram obtidas através da técnica de hidratagdo do filme
lipidico seco. Foi observado que nos lipossomas constituidos apenas de fosfatidilcolinas
saturadas (HPC) houve vazamento do farmaco inicialmente encapsulado. O maximo de
encapsulagao (> 98%), com aumento da fluidez das bicamadas lipidicas, foi obtido com as
seguintes suspensodes lipossomais: (a) mistura de HPC com 40% mol de surfatante insaturado
Lipopeg 4DO (DO) - Lipo_HPC/DO; (b) mistura de HPC com 40% mol de fosfatidilcolinas
insaturadas (PC) - Lipo_HPC/PC; (c) lipossomas contendo apenas PC - Lipo_PC; (d) mistura
de PC com 20% mol de colesterol (Col) - Lipo_PC/Col e (e) mistura de PC com 10% mol de
fosfatidilserina (PS) - Lipo_PC/PS. Devido ao elevado teor de encapsulagéo da ISOTN nestes
lipossomas, foi desnecessario separar o farmaco nao encapsulado. A razdo molar
ISOTN/lipidios foi ~0,026:1.

Analises usando microscopia eletrénica de transmissao e de varredura das suspensdes
lipossomais confirmaram a estrutura lamelar e a geometria esférica dos lipossomas,
respectivamente. A encapsulagdo da ISOTN nas bicamadas lipossomais foi monitorada por
microscopia Optica, avaliando a presencga de cristais do farmaco na suspensao. A comprovagao
da encapsulacado da ISOTN nas bicamadas lipidicas foi verificada através da fluorescéncia de
pireno (aumento do grau de anisotropia e diminui¢cdo da intensidade de fluorescéncia da sonda).
As suspensobes lipossomais mantiveram-se estaveis durante 3 meses de armazenamento a
8 °C, em relagdo ao didametro médio (~300 nm) e a porcentagem de ISOTN encapsulada.

A encapsulagao lipossomal de ISOTN diminuiu sua fotodegradagdo em comparagao
com este farmaco dissolvido em etanol. Géis aquosos contendo ISOTN lipossomal

apresentaram maior estabilidade fotoquimica que o gel alcodlico convencional contendo ISOTN.
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Os géis lipossomais apresentaram menor fluxo através da pele de orelha de porco,
indicando menor absorcido sistémica in vivo. Géis contendo Lipo PC/PS e Lipo HPC/DO
retiveram mais farmaco na pele em comparagao ao farmaco permeado. Com exceg¢ao do gel
contendo Lipo_HPC/DO, todos os demais géis lipossomais foram menos irritantes a pele de
coelho em relagao aos géis alcodlicos convencionais. Portanto, a encapsulagdo da ISOTN em
lipossomas aumentou sua estabilidade e diminuiu efeitos adversos em relagdo aos produtos

comerciais.
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ABSTRACT

The mail goals of this work were the preparation, characterization, verification of the
stability, skin permeation and cutaneous irritation of isotretinoina (ISOTN) liposomal
formulations used in dermatological treatment and designed to reduce adverse effects and
drug degradation.

The liposomal formulations were obtained by the technique of dry film hydration.
Liposomes made of only saturated phosphatidylcholine (HPC) caused leakage of the
encapsulated drug. The maximum encapsulation was obtained (> 98%) by increasing the
fluidity of the lipidic bilayers, with the following liposomal suspensions: (a) a mixture of HPC
with 40% mol of the unsaturated surfactant Lipopeg4DO (DO) - Lipo_HPC/DO; (b) a mixture of
HPC with 40% mol of unsaturated phosphatidylcholine (PC) - Lipo_HPC/PC; (c) liposomes
with only PC - Lipo_PC; (d) a mixture of PC with 20% mol of cholesterol (Col) - Lipo_PC/Col,
and (e) a mixture of PC with 10% mol of phosphatidylserine (PS) - Lipo_PC/PS. Due to the
high yield of encapsulation of ISOTN in these liposomes, the suspensions didn't require
separation of non encapsulated drug. The molar ratio ISOTN/lipids was approximately 0,026: 1.

Transmission and scanning electron microscopy of the liposomal suspensions showed
the lamellar structure and spherical geometry of the vesicles. ISOTN encapsulation in the lipid
bilayers was monitored by optical microscopy, since this drug crystallizes outside the vesicles.
This encapsulation was also confirmed by increase of the degree of anisotropy of the fluorescent
probe pyrene and the decrease of its fluorescence intensity due to quenching processes. The
liposomal suspensions were stable for 3 months at 8 °C, maintaining the diameter and the
percentage of encapsulated drug.

The encapsulation in liposomes decreased ISOTN photodegradation in comparison to
the drug dissolved in ethanol. Aqueous gels containing liposomal ISOTN were more protect
after photolysis than ISOTN in the conventional alcoholic gel.

The liposomal gels presented a slower rate of permeation through the skin of a piglet
ear, indicating a tendency of present a lower systemic absorption in vivo. Gels containing

Lipo_PC/PS and Lipo_ HPC/DO were able to retain more drug at the skin than the free drug.
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With the exception of the gel containing Lipo_ HPC/DO, the other liposomal gels were less
irritating to the rabbit skin in relation to the conventional alcoholic gels. Therefore, the
encapsulation of ISOTN in liposomes increased its stability and diminished its adverse effects
in comparison to the commercial products.
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1 INTRODUCAO

1.1 Isotretinoina

A isotretinoina (ISOTN), acido 13-cis-retindico ou acido (2Z,4E,6E,8E)-3,7-dimetil-9-
(2,6,6-trimetil-1-ciclohexenil)nona-2,4,6,8-tetraenoico (IUPAC) é um retindide sintético derivado
da vitamina A (Figura 1). Este farmaco é um metabdlito, isémero geométrico do acido all-trans-
retindico (tretinoina ou TN) de ocorréncia natural, proveniente de oxidagdo da vitamina A
(Blaner, 2001). Apresenta pequena solubilidade em agua ~ 0,1 ug/mL (Nankervis et al.,1991)
sendo carreado no organismo por proteinas como albumina (Sehgal et al., 2006). A ISOTN se
degrada facilmente quando exposta a luz, oxigénio e calor, sendo seu principal isbmero a
tretinoina (Liu e Asato, 1984).

13 _H
IS NN

COOH

Figura 1: Formula estrutural da ISOTN

Os retindides constituem um dos grupos mais promissores de farmacos para aplicagéo
terapéutica em dermatologia e entre eles os mais utilizados sdo a isotretinoina e tretinoina
(Peck e DiGiovanna, 1994). As formulagdes tépicas, comercialmente disponiveis, destes dois
farmacos sdo, preferencialmente, cremes e géis como RETIN-A® contendo TN em
concentragdes de 0,025; 0,05 e 0,10% (m/m) e ISOTREX® contendo ISOTN em concentracdes
de 0,05% (m/m). Dependendo da gravidade de algumas doengas dermatolégicas a ISOTN é
administrada na forma oral (Amichai et al., 2006).

A ISOTN por administracdo tépica ou oral tem sido utilizada no tratamento de acne
(Taghipour e James, 2006; Thielitz, 2006), psoriase (Anstey e Hawk, 1997), cancer de pele
(Campbell e DiGiovanna, 2006) e fotoenvelhecimento (Griffith et al., 2005; Singh e Giriffith,
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2006). Artigos de revisao sobre as aplicagdes dermatoldgicas da ISOTN foram feitos por Akyol
e Ozcelik (2005) e Amichai e Grunwald (2000).

O mecanismo de agao da isotretinoina ainda nao estd completamente esclarecido. De
modo geral, dentro das células (por exemplo, epidérmicas), os retindides sao transportados por
proteinas especificas até o nucleo celular, onde se ligam a receptores nucleares acoplados a
determinadas regides de genes que respondem a ativacdo pelos retindides. Através da
promogao ou supressdo da expressido de determinadas proteinas, os retindides podem
modificar a oncogénese, produgdo de fatores de crescimento, matriz de colageno, sebo e
queratina, processos inflamatérios e, desta forma, exercer multiplos efeitos no crescimento e
diferenciacao celular (Roos, et al., 1998; Napoli, 1999; Sampaio e Rivitti, 2000)

Ambos os farmacos, ISOTN e TN, atuam sobre a unidade pilossebacea, reduzindo o
tamanho e a produgdo de sebo das glandulas sebaceas e normalizando a queratinizagdo do
foliculo pilossebaceo. Propriedades estas importantes para o tratamento da acne, porque
através da acdo dos retindides ha diminuicdo da producdo de comeddes (cravos) e da
proliferagcdo das bactérias Propionibacterium acnes, as quais produzem uma enzima que
converte os ésteres lipidicos do sebo em &cidos graxos livres, irritantes, e que iniciam o
processo de inflamagdo. Contudo, a ISOTN apresenta algumas vantagens em relacdo ao seu
isdmero TN: atividade comedolitica e agao antiinflamatoria mais efetiva, além de ser um ativo
mais especifico na supressao do sebo, menos irritante a pele e menos téxico ao organismo
(Pawson, 1982, Kamm, 1982; Sampaio e Rivitti, 2000; Tadini ef al.,2006).

Os efeitos colaterais mais comuns associados as doses multiplas no uso tépico destes
retindides sdo eritema, ressecamento e ardéncia da pele, coceira, sensibilidade a luz e
descamacao, fazendo com que muitos pacientes desistam do tratamento antes de seu término.
Estes efeitos parecem estar relacionados a desorganizacao da barreira da pele, aumento da
absorcgao percutanea e, normalmente, dependem da posologia e dos adjuvantes (como etanol e
surfatantes) presentes na formulagao, os quais podem intensificar os efeitos adversos. Como a
eficacia esta frequentemente relacionada a dose, muitos pacientes ndo conseguem utilizar a
dosagem apropriada devido a intolerancia ao produto (Effendy et al., 1996; Leyden, 1998;
Gollnick e Schramm, 1998).

Formulagbes contendo estes retindides sado fotodegradadas e oxidadas e tém
estabilidade limitada. Por isso, as mesmas devem ser utilizadas a noite e, apos abertura da
embalagem, sua validade se reduz para trés meses (de acordo com a Bula do Isotrex®).

Varios estudos estdo sendo feitos para obter novas formulacées destes retindides com o

objetivo de minimizar a irritacdo causada por eles e, ao mesmo tempo, preservar ou aumentar
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suas agdes terapéuticas. Outro objetivo destas pesquisas € aumentar a estabilidade quimica
destes retindides e, para isto, uma das propostas é a encapsulacdo destas moléculas em
lipossomas (Meybeck et al., 1991; Patel et al., 2000).

Optou-se por trabalhar com ISOTN porque, além das propriedades acima citadas em
relacdo as da TN, existe um numero menor de artigos cientificos e patentes envolvendo sua

encapsulacdo em lipossomas.

1.2 Lipossomas

Ao longo dos tempos, a utilizacdo da maioria dos compostos terapéuticos tem sido
sempre limitada pela posologia, retencdo ou degradacdo do ativo, pequena solubilidade e,
principalmente, pelos efeitos adversos provenientes da dosagem necessaria para se atingir a
acao terapéutica desejada. Estas dificuldades impulsionaram pesquisas no sentido de
desenvolver sistemas capazes de transportar o ativo terapéutico até o alvo especifico para
diminuir os efeitos indesejaveis e aumentar a eficiéncia, com decréscimo da dose administrada.

O primeiro grande passo nesta area ocorreu nos anos 60 com a publicagdo por Alec
Bangham et al. (1965), dos resultados sobre a hidratagéo de filmes lipidicos depositados nas
paredes de frascos de vidro. Observaram que moléculas de lipidios se organizavam em
bicamadas, formando estruturas vesiculares, microscopicas, cujo interior encerrava um
compartimento aquoso, denominadas posteriormente de lipossomas (Figura 2). Entretanto,
apenas em 1971, Gregoriadis et al. mencionaram o potencial de lipossomas como sistemas

carreadores de agentes terapéuticos (Lasic, 1992; Santos e Castanho, 2002).

Figura 2: Esquema do corte transversal de um lipossoma, indicando a organizagdo dos
fosfolipidios em bicamada lipidica e os possiveis locais para encapsulacdo de substancias
(adaptado de Lasic, 1992)
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Lipossomas sdo constituidos por moléculas anfifilicas, principalmente fosfolipidios de
origem natural e sintética. Estas moléculas sao constituidas em sua parte apolar por duas
cadeias hidrofébicas de acidos graxos que podem ter diferentes comprimentos e insaturagoes.
A parte polar consiste do grupo fosfato ligado a outros grupos polares contendo ou ndo cargas.
As partes sdo unidas mediante uma molécula de glicerol, através de uma esterificacdo (New,
1990) (Figura 3). Lipossomas podem conter outros lipidios como colesterol e também
surfatantes, antioxidantes, etc.
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Figura 3: Fosfolipidios com diferentes cabegas polares (adaptado de New, 1990)

Fosfolipidios, quando dispersos em solugdo aquosa, organizam-se espontaneamente
em bicamadas de modo a ndo exporem as regides hidrofébicas a agua, sendo a estrutura
mantida mediante intera¢des hidrofébicas (Lasic, 1993). Os lipossomas apresentam regides
hidrofdbicas e hidrofilicas, nas quais podem ser inseridas outras moléculas (Figura 2).
Moléculas soluveis em agua podem ser alojadas na regido aquosa central, enquanto que
moléculas hidrofébicas s&o localizadas no interior da bicamada lipidica. Dependendo da
complexidade da molécula, ela pode estar parcialmente intercalada na regido entre a cabeca
polar e a bicamada lipidica. Moléculas também podem estar quimicamente ligadas ao exterior
ou interior da superficie lipossomal (Lasic, 1992, Torchilin, 2005).
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Os lipossomas podem ser morfologicamente classificados de acordo com o tamanho € o
numero de bicamadas lipidicas em sua constituicdo (Figura 4). Lipossomas compostos por
diversas bicamadas sucessivamente separadas por compartimentos aquosos sao chamados de
vesiculas multilamelares. Lipossomas que apresentam outras vesiculas, de tamanhos variados,
em seu interior sdo chamados de multivesiculares. Por ultimo, vesiculas que apresentam
apenas uma bicamada e uma regido central aquosa sdo denominadas unilamelares, e estas

podem ser pequenas ou grandes (New, 1990).

(@) (b) (c) (d) (e)
202100 nm  >100 nm >0,5 um 0,1a1um >1 um

Figura 4: Classificagcbes de lipossomas: (a) vesicula unilamelar pequena (SUV-small unilamellar
vesicle); (b) vesicula unilamelar grande (LUV-large unilamellar vesicle); (c) vesicula multilamelar
(MLV-multilamellar vesicle); (d) vesicula oligolamelar (OLV-oligolamellar vesicle); (e) vesicula
multivesicular (MVV-multivesicular vesicle)

As propriedades dos lipossomas incluem (Storm e Crommelin, 1998; Torchilin, 2005):
¢ fornecimento simultdneo, num mesmo sistema, de um meio lipofilico e um meio aquoso,

possibilitando a incorporagao de praticamente qualquer tipo de substancia;

variagao das suas propriedades através da composi¢cdo e método de preparagao;

biocompatibilidade devido a sua biodegradabilidade, toxicidade nula e auséncia de

imunogenicidade;

possibilidade de liberacado sustentada do seu conteudo no local de agao;

possibilidade de diminuigdo da dosagem terapéutica e concentragdo do farmaco;

direcionamento para o local de acédo de forma passiva ou através de marcadores especificos

colocados em sua superficie;

protecdo do material encapsulado contra degradacgao;

aumento da solubilidade de farmacos lipofilicos e anfifilicos;

reducao da toxicidade do agente encapsulado e da ocorréncia de efeitos adversos;
¢ possibilidade de administracdo in vivo por varias vias: intravenosa, ocular, pulmonar, nasal,

intramuscular, subcutanea e tépica.
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A acao e a capacidade de incorporacao de substancias nos lipossomas dependem de
varios fatores, entre os quais podem ser citados: a composicao lipidica (diferentes fosfolipidios
ligados ou ndo a polietilenoglicol ou a anticorpos), presenga de colesterol, surfatantes e
antioxidantes, numero de lamelas, tamanho e carga superficial das vesiculas, estado
termodindmico das bicamadas (fase gel ou liquido-cristalina), método de preparagcdo e de
encapsulagao ao ativo, pH e forga ibnica (New, 1995).

Uma importante caracteristica da configuracao lamelar dos fosfolipidios é a existéncia de
temperaturas de transicao de fase (T.,), Figura 5, cujo valor depende do comprimento da cadeia
hidrofébica e do grau de insaturagao, do grupo da cabeca polar, da hidratacdo e do efeito de
solutos. A fransicdo de fase mais importante ocorre na mudanca de um estado mais
organizado, dito fase gel (que corresponde a cadeias hidrofdbicas ordenadas e com as ligagdes
C-C em conformacgéo trans) para um estado mais fluido, chamado fase liquido-cristalina (no
qual as cadeias estdao menos organizadas com presenca de ligagdes C-C em conformacao
gauche) (New, 1990, Lasic, 1993).

estado gel ("sélido")

B’
-
estado liquido-cristalino
("fluido")
(a) (b)

Figura 5: (a) Transicéo de fase gel para liquido-cristalino em membranas de fosfolipidios; (b)
Rotacéo de ligagdes C-C das cadeias alifaticas dos lipidios abaixo da T, (conformacéo trans) e
acima da T,, (conformacéao gauche) (New, 1990)

Lipossomas sdo considerados modelos de membranas biolégicas por compartilharem
propriedades comuns, como a presenca de T,. A fase liquido-cristalina € predominante em
membranas bioldgicas, na qual ha necessidade de mudangas conformacionais e de
movimentos das proteinas, permeabilidade a determinados solutos e ions. Membranas

celulares também contém entre outros lipidios, o colesterol (normalmente inserido em
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lipossomas) que atua como agente estrutural e regulador da fluidez da membrana, alterando
sua T, (New, 1990, Lasic, 1993).

Varios métodos estido disponiveis na literatura para preparar suspensoes lipossomais. A
escolha depende da aplicagdo, envolvendo principalmente uma selegao inicial do tipo de
lipossoma (MLV, LUV ou SUV) que se deseja, da composicao lipidica e das caracteristicas
fisico-quimicas do farmaco a ser encapsulado. Para isto utilizam-se métodos como a hidratagcao
de filme lipidico seco, injecdo em agua da solugdo contendo os lipidios dissolvidos em
solventes, evaporagao de fase reversa, etc. (New, 1990; Lasic, 1993).

A Figura 6 mostra um esquema simplificado da formagao de lipossomas. No caso da
metodologia de hidratacdo do filme lipidico seco, apds evaporagao do solvente, os lipidios,
contendo ou ndo as moléculas hidrofébicas a serem encapsuladas, formam um filme na parede
do recipiente. A este é adicionado tampao (contendo ou nao farmacos hidrofilicos) e através da
hidratacdo e agitacdo, ha desprendimento de fragmentos das bicamadas lipidicas que se
fecham formando vesiculas multilamelares (MLV). Processos posteriores como extrusdo,
sonicagao e microfluidizagdo podem diminuir o tamanho das vesiculas. A escolha do método
deve levar em conta a escala de produgao (New, 1990; Lasic, 1993). Literaturas basicas para a
preparacgao e analise de lipossomas, além das duas citadas incluem: Torchilin e Weissig (2003)
€ a série de livros editados por Gregoriadis (1983, 1993, 2006).

7T

¥ sonicagio

Figura 6: Esquema simplificado da formagao de vesiculas (adaptado de www.avantilipids.com
e, Santos e Castanho, 2002)
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Devido as propriedades dos lipossomas, varios estudos recentes com estes sistemas
como carreadores foram realizados em diversas areas de aplicagdo. Como exemplo, pode-se
citar aplicacbes em genética (Zhang et al., 2007), em vacinas (Ogue et al., 2006), no tratamento
de neoplasias (Anabousi et al., 2006), em cosméticos (Betz et al., 2005), em dermatologia (Wen
et al.,, 2006), em alimentos (Thompson et al., 2006) e em diagndsticos médicos (Fortin-Ripoche
et al., 2006). Existem varias revisbes gerais e recentes sobre o tema lipossomas (Torchilin,
2005), sendo duas nacionais (Villanova e Consigliere, 2000; Santos e Castanho, 2002).

O projeto que constituiu esta Tese, envolvendo isotretinoina encapsulada em

lipossomas, foi desenvolvido para uso na area dermatoldgica.

1.3 A pele

A pele (cuja estrutura estd esquematizada na Figura 7) é considerada o maior érgéao do
corpo humano, correspondendo a 10% de sua massa total e cobrindo uma area aproximada de
1,7 m?. Protege o organismo contra microorganismos, agentes quimicos externos, choques
mecanicos, algumas formas de radiagao; ajuda a regular a temperatura corporea; previne a
perda excessiva de eletrélitos e agua, e serve como 6rgao de percepgao (tato) (Mezei, 1993;
Williams, 2003). A extensao e a facilidade de acesso tornam este 6rgédo um sitio ideal para
administragdo de agentes terapéuticos para acao local ou sistémica. Porém, a pele é uma
barreira altamente eficiente controlando muito bem a entrada e saida de substancias (Mezei,
1993).

E formada pelas camadas epiderme (e suas subdivisdes), derme, subcutanea e os
anexos (glandulas sudoriparas, foliculos pilosos, glandulas sebaceas, melandcitos e outros)
(Sampaio e Rivitti, 2000; Williams, 2003), como mostrado na Figura 7.

A hipoderme ou camada subcutdnea corresponde ao tecido adiposo, atua como
reservatorio, isolante térmico e na protegdo mecanica. A derme (que possui espessura de 3 a 5
mm) é um tecido conectivo-elastico, composto predominantemente de fibrilas de colageno.
Possui varias estruturas inseridas em seu interior, como vasos sanglineos e linfaticos,
terminacdes nervosas, foliculos pilosos, glandulas sebaceas (unidades pilossebaceas) e
sudoriparas. Pode ser considerada como agua geleificada, a qual representa uma barreira
minima para penetragdo de muitos farmacos polares e uma barreira significante para moléculas
muito lipofilicas. Um fluxo de 0,05 mL/min por mg de pele € muito eficiente na remocéo de

moléculas que tenham atravessado suas camadas mais externas. Capilares alcangam a
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epiderme viavel, proximo da jungdo dermo-epidérmica, assegurando, in vivo, que a

concentracao de muitos permeantes seja pequena na derme (Williams, 2003).
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Figura 7: Esquema de uma corte transversal de pele humana. Representagdo superior
corresponde aos queratindcitos diferenciados em cada uma das camadas da epiderme.
(adaptado de Williams, 2003)

A epiderme tem espessura variavel de 0,06 mm (nas palpebras) a 0,8 mm na planta dos
pés. Contém quatro camadas diferentes, a mais externa denominada o estrato cérneo, seguido
pelo estrato granuloso, estrato espinhoso e estrato germinativo (basal). Na juncdo entre o
estrato germinativo e a derme s&o formadas as novas células de queratinas (queratindcitos), as
quais passam por varias etapas de diferenciacdo celular até atingir o estrato cérneo e se
desprenderem (Figura 7). O estrato cérneo (camada cornificada) € composto de 10 a 15
camadas de células queratinizadas, anucleadas e alongadas (cornedcitos), ligadas umas as
outras por desmossomos e rodeadas por uma matriz lipidica de multiplas bicamadas, complexa,

formada por ceramidas, colesterol, acido palmitico, sulfato de colesterol e outras substancias
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(Williams, 2003). O estrato cérneo serve para regular a perda de agua corpdrea, previne a
entrada de microorganismos, sendo a camada principal na regulagdo do fluxo de permeantes
através da pele (Williams, 2003). O estrato cérneo atua como barreira e reservatorio, estocando
farmacos e outras substancias quimicas por um periodo de tempo (Zatz, 1993).

O ponto isoelétrico da pele é ~4, portanto, sob condigdes fisiologicas, a pele pode ser
considerada como uma membrana carregada com carga elétrica negativa (Wilkerson, 1935). O
pH médio da pele, dependendo da regido, varia de 5,4 a 5,6. Esta acidez ocorre em virtude da
presenga de aminoacidos, acido latico, acidos graxos e sais provenientes de secregdes das
glandulas sebaceas e sudoriparas (Sampaio e Rivitti, 2000).

As rotas difusionais para um ativo penetrar na pele compreendem: 1) caminhos
intercelulares (através das bicamadas lipidicas); 2) caminhos intracelulares ou transcelulares
(através de cornedcitos e lipidios intercelulares) e 3) mediante apéndices cutaneos (Figura 8).
Muitas substancias permeiam por todas estas rotas. Os apéndices sao depdsitos de
formulagdes, atalhos nos quais o ativo pode difundir diretamente dentro da epiderme viavel e da
derme. Todavia, esta rota é limitada, pois os apéndices correspondem a 1% apenas da
superficie total da pele. A rota via apéndices torna-se importante quando o ativo atua em
alguma disfuncao destas estruturas e para moléculas com massa molar elevada, cuja difusao é
dificil. Na rota intracelular, os corneécitos apresentam uma estrutura de queratinas e proteinas
densamente entrelagadas que dificultam a absorcao de ativos dentro das células; permitindo a
penetracao de algumas moléculas polares, com pequena massa molar. Apesar do caminho
tortuoso intercelular, a difusdo ao longo das lamelas lipidicas é considerada a principal rota e a

maior barreira a permeacao de farmacos (Barry, 1983; Bouwstra e Honeywell-Nguyen, 2002).

3 rotapor
apéndices 1

1 2
rota rota
|

intercelular

'l' transcelular

Figura 8: Representacao das diferentes rotas de penetragédo de ativos na pele (Williams, 2003)
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A permeacao cutdnea é um processo complexo. Inicialmente o farmaco deve sofrer
particdo do veiculo para dentro do estrato cérneo, em seguida difundir através da varias
camadas da epiderme viavel e na derme, local onde o farmaco sera retirado pela
microcirculacao local (Barry, 1983; Zatz, 1993).

Métodos para estudos in vitro utilizam pele humana, de animais ou membranas
sintéticas, com o objetivo de avaliar procedimentos screening e estimar parametros fisico-
quimicos relacionados a permeagao. A desvantagem disto € que o meétodo n&o reproduz a
situacao real de tecidos vivos, particularmente com respeito a presenga de vasos sanglineos e
metabolismo. Contudo, desde que a etapa limitante da velocidade da absorgéo percutinea de
um composto in vivo é a difusdo através do estrato cérneo, uma metodologia in vitro pode
produzir resultados que mostrem tendéncias que poderiam ser obtidas se os estudos fossem
realizados in vivo (Franz, 1975; Lopes, 2000; Walters, 2002).

O transporte de ativos através da pele depende de fatores como parametros fisico-
quimicos do permeante (massa molar, lipofilicidade e carga), condigbes e tipo da pele, tipo de
veiculo, presengca de outras substancias (como agentes de penetracdo) na formulacdo e
condi¢cbes do experimento como oclusdo ou ndo. Para obter maiores concentragdes de farmaco
nas primeiras camadas do estrato corneo, o permeante deve ter tendéncia a migrar do veiculo
para dentro da pele, impulsionado pela sua maior solubilidade em lipidios (Mezei, 1993; Naik et
al., 2000; Walters, 2002).

Sendo o estrato cérneo a principal barreira a penetracdo da maioria dos farmacos na
pele, normalmente aplica-se a primeira Lei de Fick (Equagado 1) para descrever o processo de

difusdo do permeante nesta camada (Barry, 1983; Walters, 2002):

J = i[d—Qj = DKC =PC Equacao 1
A\ dt h

onde J é o fluxo de permeacdo do farmaco no estado estacionario (ug/(cm? h)); A a area da
pele exposta ao teste (cm?); dQ/dt a quantidade de farmaco permeando pela pele por unidade
de tempo no estado estacionario (ug/h); C a concentragdo do farmaco no veiculo (ug/mL); Ko
coeficiente de particdo do farmaco entre a pele e o veiculo; h o comprimento do caminho efetivo
através do estrato cérneo (cm); P o coeficiente de permeabilidade do farmaco no estrato cérneo
(cm/h) e D o coeficiente de difuséo aparente do farmaco (cm?h).

O ajuste linear na curva obtida da quantidade do farmaco acumulada por area em

funcdo do tempo fornece o valor do /ag time (dado pelo coeficiente linear da porgao reta da
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curva de permeacgao) que corresponde ao tempo necessario para o ativo alcancar o estado de
equilibrio e o valor de fluxo (dado pelo coeficiente angular da porcédo reta da curva de
permeacao) (Barry, 1983; Walters, 2002).

1.4 Sistemas lipossomais para aplicacoes na pele

A rota topica para administrar farmacos pode ter dois objetivos: produzir efeito local para
tratamento de desordens da pele ou produzir efeitos sistémicos. No primeiro caso é desejavel
que o farmaco penetre no interior da pele e se localize no sitio de agdo, com minima absorcao
na circulagao sanguinea. Por outro lado, para efeito sistémico o farmaco deve penetrar através
da pele e ser retirado adequadamente pela circulagdo sanguinea para fornecer concentragcao
terapéutica no sitio de agéo dentro do organismo (Mezei, 1993).

Em aplicagdes topicas, os farmacos sao incorporados a pomadas, cremes e géis para
que estas preparagdes transportem e aumentem sua absorgao na pele para alcangar locais na
epiderme viavel e derme. Normalmente estes veiculos sdo pouco eficientes na liberagao dos
ativos no local da doenga ou causam absorcao sistémica indesejada podendo aumentar a
intensidade de efeitos adversos. Estudos indicam que uma das maneiras de superar estas
dificuldades é utilizar sistemas lipossomais, nos quais o farmaco encontra-se encapsulado
(Sharata e Katz, 1996; Redelmeier e Kitson, 1999; Fang, et al., 2006).

Pelas caracteristicas ja mencionadas desses sistemas, os produtos lipossomais
aplicados topicamente, em comparagdo aos convencionais, tém o potencial de eliminar a
irritacao local, melhorar o efeito local, reduzir (ou aumentar os efeitos sistémicos se for o
objetivo), otimizar a dose terapéutica, fornecer liberagao sustentada e, por dissolver substancias
lipofilicas, pode, cosmeticamente, ser mais aceitavel que cremes ou géis alcoodlicos (Mezei,
1993; El Maghraby et al., 2006).

A interagdo de lipossomas com a pele, depende de suas caracteristicas (como
lamelaridade, composi¢cao e concentracao lipidica, carga na superficie e tamanho), do farmaco
e de outros ingredientes presentes no produto lipossomal (Kirjavainen et al., 1996; van Kuijk-
Meuwissen et al., 1998; van den Bergh, 1998; Sentjurc et al., 1999). Outros estudos indicaram a
importancia do estado termodindmico das bicamadas dos lipossomas na permeacao do ativo
(Hofland et al., 1995; Ogiso et al., 1995). Knepp et al. (1988) mostraram que progesterora
encapsulada em lipossomas no estado gel apresentou menor fluxo que o farmaco encapsulado

em lipossomas no estado liquido-cristalino.
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Dependendo dos fatores citados, os lipossomas podem agir como promotores (também
chamados de agentes) de penetracdo (Jacobs et al. 1988); como microrreservatorios (ou
microdepdsitos) de farmacos na pele. Tratamentos com lipossomas forneceram maior
concentragcao de farmaco na pele que formulagbes convencionais, sem aumentar a liberacao
para a circulagao sistémica (Patel, 1985; du Plessis et al., 1994a; Verma e Fahr, 2004). Cevc e
Blume (1992) e Cevc et al. (1996) tém referido que vesiculas ultradeformaveis (chamadas
transfersomas), compostas por fosfolipidios e surfatantes, penetram intactas no estrato cérneo,
em resposta ao gradiente osmoético.

Outros estudos indicam que ocorre liberacdo direcionada ou facilitada de ativos
encapsulados em lipossomas nos foliculos pilosos ou em outros apéndices (Lauer et al., 1996;
Jung et al., 2006), sendo interessante a consulta da revisao feita por Singh, 2000.

O mecanismo de interacdo lipossomas-pele ainda ndo esta esclarecido. Mezei e
Gulaksekharam (1982) sugeriram que as vesiculas passam intactas através das camadas
superiores da pele em dire¢ao a derme, onde ficam localizadas. Outras pesquisas mostram que
lipossomas convencionais ndo penetram intactos na pele. Segundo Hofland et al. (1995),
Zellmer et al. (1995), van der Bergh et al. (1998) ocorre adsorgéo de lipossomas na superficie
da pele e mudancgas estruturais em camadas mais profundas do estrato cérneo causadas pela
troca e mistura de constituintes lipossomais e lipidios intercelulares do estrato cérneo,
facilitando a permeacédo ou o depdsito do ativo na pele. Porém, é possivel que lipossomas
ultradeformaveis passem intactos pelo estrato cérneo (van den Bergh et al. 1999; Cevc et al.
2002). As interagbes entre vesiculas lipossomais e a pele foram revisadas por Bouwstra e
Honeywell-Nguyen (2002) e El maghraby et al. (2006).

Sistemas lipossomais também estdo sendo investigados para encapsulagdo de ISOTN,
com o objetivo de minimizar seus efeitos adversos (especialmente irritagao) através da
liberagao sustentada do farmaco (pois os lipossomas atuam como microrreservatérios do ativo
na epiderme) e aumentar sua estabilidade quimica.

Cabanas et al. (1992) demonstraram que na reparagéo do foto-envelhecimento de pele
de ratos, a formulagcdo lipossomal apresentou melhores resultados, utilizando uma
concentragao de acido retinodico 2,5 vezes menor que a convencional. Este estudo demonstrou
que a incorporagao de TN em lipossomas permite melhor difusdo do produto e diminuicdo da
dose. A formulagao lipossomal diminuiu 0 nimero de comeddes em coelhos, além de reduzir a
irritacdo e descamacéo da pele.

Masini et al. (1993), Naeff et al. (1998) e Sinico et al. (2005) determinaram que as

concentracdbes de TN na pele sdo maiores utilizando lipossomas do que formulagdes
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convencionais. Valores pequenos de fluxo percutidneo e a presenca de um reservatério do
farmaco no estrato cérneo (e também nos foliculos pilosos) podem melhorar a eficiéncia no
tratamento da doencga. Meybeck ef al. (1991) e Patel et al. (2000), além de verificarem o efeito
de depdsitos da TN na pele pelo uso do farmaco encapsulado em lipossomas, também
observaram que a formulagao lipossomal contendo TN foi menos irritante.

Pacientes portadores de acne vulgaris, em estudos de Schafer-Korting et al. (1994),
foram tratados com diferentes géis contendo TN. Os resultados indicaram aumento na
tolerabilidade e maior redugcdo dos comeddes utilizando o gel lipossomal de tretinoina 0,01%
em relagdo aos géis convencionais com 0,025% e 0,05%. Portanto, utilizou-se uma dose menor
da tretinoina sem que houvesse reducgao da eficacia no tratamento.

Outros estudos mostraram que a unidade pilossebacea é um importante “sitio alvo” para
ISOTN (Nelson et al., 2006; Zouboulis, 2006) aplicada na pele. Tschan et al., (1997) notaram
que foi liberada uma quantidade significativa de ISOTN lipossomal nas glandulas sebaceas, via
rota folicular, em relagao aos controles. Este resultado é importante, porque o efeito terapéutico
no tratamento da acne possivelmente pode ser alcangado com o emprego de menores
quantidades do ativo, desde que este se encontre encapsulado em lipossomas.

Em outros estudos, TN e ISOTN apresentaram maior fotoestabilidade quando
encapsuladas em lipossomas (Brisaert et al., 2001; loele et al., 2005)

A revisédo bibliografica mostra que os trabalhos com ISOTN concentram-se mais no
tratamento tépico convencional (géis alcodlicos e cremes) (Maddin et al., 2000; Griffiths et al.,
2005) e oral (Orfanos e Zouboulis, 1998, Amichai et al., 2006).
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2 OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo primordial o desenvolvimento de formulagbes
lipossomais contendo isotretinoina para administracdo topica, visando a redugao dos efeitos
adversos (especialmente irritagcdes cutdneas) e da degradacédo do farmaco, para o tratamento
dermatoldgico de casos severos de acne e constou das seguintes etapas:

- Preparacao de suspensodes lipossomais contendo isotretinoina encapsulada;

- Caracterizagdo das formulacbes desenvolvidas com relagdo a determinagao de
tamanho e polidispersidade das vesiculas, eficacia de encapsulacdo do farmaco nos
lipossomas, comprovacgao da presenca de ISOTN na bicamada lipidica, etc.

- Verificagcao da estabilidade fisica e quimica das suspensdes em fungao do tempo;

- Avaliacao da fotodegradacao do farmaco em sistemas lipossomais;

- Analises de permeacéao cutanea do farmaco encapsulado em lipossomas;

- Realizacdo de testes de irritagdo primaria e cumulativa das formulacdes lipossomais

em coelhos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes e outros materiais

Os farmacos utilizados foram isotretinoina e tretinoina (pureza de 99,9%), da Roche.

Os fosfolipidios estruturais usados foram: fosfatidilcolina hidrogenada de soja (Epikuron
200SH, > 95%), fosfatidilcolina ndo hidrogenada de soja (Epikuron 200, > 93%) e fosfatidilserina
(Leci PS85, > 92%), da Degussa Bio Actives.

Os outros reagentes e materiais utilizados foram:

o 1-(4-trimetilamonio fenil)-6-fenil-,3,5-hexatrieno (TMA-DPH), para espectroscopia de
fluorescéncia, Fluka

e Acetonitrila, grau HPLC, Tedia

e Acido acético glacial, P.A., Synth

e Acido ascérbico, P.A., Synth

e Acido citrico, P.A., Reagen

e Acido etilenodiaminotetracético (EDTA), P. A., Merck

e Acido fosfotungstico (HsPO4.12W05.24H,0), Sigma

e Acido perclérico 70%, Merck

e Agua desionizada em sistema de purificagao Milli-Q, Millipore

e Albumina humana, fragdo V, 99%, Sigma

e Brij 700, Beraca

e Brij 78, Oxiteno

e Butilhidroxitolueno (BHT), Quiminvest

e Calceina, para espectroscopia de fluorescéncia, Sigma

e Cloreto de sodio, P.A., Chemco

e Cloroférmio, P.A., Merck

e Colato de sodio, P.A., Acros

e Colesterol, grau farmacéutico, Croda
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e Conserve C (mistura de 5-cloro-2-metil-4-isotiazolin-3-ona e 2-metil-4-isotiazolin-3-ona),
IPEL
e Cremophor RH 40, BASF
e Dimetilformamida, P.A., Fisher
e Etanol grau HPLC, Tedia
¢ Fosfato de sodio dibasico heptahidratado, P.A., Ecibra
e Fosfato de sédio monobasico monohidratado, P.A., Nuclear
e Glutaraldeido 25%, para microscopia, SEM
e Hidroxido de sédio, P.A., Nuclear
e Hidroxipropilcelulose, Klucel
e lodeto de potassio, P.A., Vetec
e Lipopeg 4S; Lipopeg 4DS e Lipopeg 4DO, Lipo do Brasil
¢ Metanol, P.A, Merck e Metanol, grau HPLC, Tedia
e Molibdato de aménia, P.A., Synth
e Papel de filtro quantitativo no.5, Whatman
e Pireno, para espectroscopia, Aldrich
¢ Renex 100, Renex 400, Renex 1000, Oxiteno
e Sacarose, P.A., Synth
¢ Sephadex G50 grossa, Sigma
e Seringa de vidro de 1 mL e agulha de insulina, BD
o Tetréxido de dsmio 2%, para microscopia, EMS
e Tiossulfato pentahidratado, P.A, Ecibra
e Triton X100, Union Carbide
e Tween 80 e Tween 327, Oxiteno
e Verde de malaquita, para microscopia, Merck
¢ Volpo N20 (Oleth 20), Croda
No procedimento de extrusdo foram utilizadas membranas de policarbonato com
diametro de poros 100, 400 e 1000 nm, e membranas de poliéster, diametro de 47 mm,
Osmonics.
A filtracdo das amostras para analises por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC) foi realizada em unidades filtrantes Millex HV, didmetro de poros: 0,22 e 0,45 pm,
Millipore. Os solventes foram filtrados em membranas PTFE (politetrafluoretileno), poros de

0,45 um, didmetro de 47 mm, Millipore.
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A estrutura quimica dos surfatantes e de outras substancias quimicas utilizadas no

trabalho estdo no Anexo 1.

3.2 Equipamentos e acessorios

e Agitador magnético com aquecimento, 752A, Fisatom

e Agitador mecanico, adaptado tipo Turrax, haste de 1 cm de didmetro, Dremel
e Agitador mecénico, haste denteada de 6 cm, 713, Fisatom

e Analisador de tamanho de particulas, Zeta Plus, BI-MAS, Brookhaven INC.

e Balanga, AB2045, Mettler Toledo

e Banho termostatizado, 521, Nova Etica

e Banho termostatizado, RTE 111, Neslab

e Bloco de aquecimento/digestor, Q327M242, Quimis

e Bomba de vacuo, Edwards

e Camara de Neubauer, espelhada, Labor Optik

e Centrifuga Excelsa Il, 206-BL, Fanem

o Espectrofotbmetro, 8453 e acessorio de controle de temperatura, 89090A, HP
o Estufa de secagem, 315SE, Fanem

e Extrusora, LiposoFast-100, Avestin

e Fluorimetro, LS-50, Perkin-Elmer

e Fluorimetro, SPS-500C, SLM Aminco

¢ Incubadora refrigerada orbital, MA830, Marconi

¢ Lampada fluorescente, 20 W/ 75 RS, Phillips

e Lampada UVA, 320 — 400 nm, 100 W, COMOLUX PLUS

e Medidor de pH, B474, Micronal

e Microcalorimetro, VP-DSC, MicroCal

e Micrédmetro, Mitutoyo

e Microscopio eletronico de transmissao, CEM902, Carl Zeiss, com caAmera CCD-Proscan
e Microscopio eletronico de varredura, JSM-T300, JEOL

e Microscopio 6ptico, EB00 e cAmera fotografica FDX-35 com acessorio H-1ll, Nikon
¢ Radidmetro, VLX3W, sensor para 365 nm (UVA), Cole-Parmer

¢ Rota-evaporador, RE111, Bichi
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e Sistema de permeacéao: células de difusdo de Franz, banho termostatizado e agitador
magnético, Hanson Research
e Ultracentrifuga, Ti80, Beckman
e Ultrasom, Branson 2210 (240 W e 47 kHz) e Unique (240 W e 25 kHz; 100 W e 25 kHz)
e Vortex, Q220, Quimis
Foram utilizados trés sistemas de HPLC: (1) uso geral: bomba LC-10AT, sistema
controlador SCL-10A e detector UV/VIS SDD-10A, Shimadzu; (2) usado somente no teste de
fotodegradacdo: bomba 600, sistema controlador 600E e detector UV/VIS 484, Waters e
(3) usado somente nas analises sobre permeacdo, bomba 525, controlador e injecdo
automatica 717 plus, detector UV/VIS 2487, Waters. Todos os sistemas utilizaram a mesma
coluna cromatografica de fase reversa: Microsorb-MV C18, 4,6x250 mm, porosidade 5 um,

Varian.
3.3 Ambiente de manipulacao da ISOTN
Para evitar fotodegradacao e oxidagdo do farmaco padréo, foram tomados cuidados

durante o seu manuseio, como pesagem sob luz vermelha em glovebag contendo N, (Figura

9b) apds retirada do ar com bomba de vacuo (Figura 9a) e injegéo de nitrogénio gasoso.

glovebag

(b)

Figura 9: Esquema de pesagem na glovebag: (a) glovebag evacuada e (b) sob N,

As varias etapas da preparacdo e manuseio da suspensao lipossomal (colocadas em

vidraria de cor ambar) foram realizadas em ambiente com pouca luz.
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3.4 Metodologias para preparacao de lipossomas

3.4.1 Método da hidratacao do filme lipidico seco

A metodologia, descrita a seguir, foi estabelecida como padréo para preparar lipossomas
pelo método de hidratacdo do filme lipidico seco, apds andlises das primeiras suspensdes
lipossomais (item 3.5.1.1) e avaliagbes de alguns pardmetros experimentais (item 3.5.1.2).

Preparacéo do filme lipidico: em um baldo (100 ou 250 mL) de fundo redondo, foram

colocados fosfolipidios, colesterol, surfatantes, antioxidante BHT e isotretinoina. As substancias
foram dissolvidas em 8 mL de cloroférmio e metanol na razédo 1:1 (v/v). O balao foi colocado no
rota-evaporador, mergulhado até o nivel do solvente no banho termostatizado a 35 ou 65+1 °C
(dependendo do fosfolipidio) durante 30 min/50 rpm, seguido por 1,5 h em sistema de vacuo
Edwards (1 mmHg) para retirada de residuos de solventes.

Hidratacdo do filme: o balao contendo o filme foi purgado com N, durante 10 min para

diminuir a concentragdo de oxigénio. Adicionou-se, em seguida, 5 mL de solugédo de tampéao
citrato 10 mmol/L pH 5,6, previamente purgada com N, ou Ar (15 min) e termostatizada na
temperatura do banho (35 ou 65 °C). Foram usadas pérolas de vidro para facilitar a remogao do
filme lipidico. O baldo foi colocado no rota-evaporador e a hidratagdo foi feita em banho
termostatizado a 35 ou 65+1 °C (dependendo do fosfolipidio), durante 30 min/140 rpm. Durante
a hidratacao, o sistema foi mantido sob purga de N, para minimizar a oxidacdo do farmaco. A
suspensao foi deixada em repouso no escuro, em temperatura ambiente durante, pelo menos,
30 min. A razdo molar ISOTN/lipidios obtida foi ~0,0260:1. A concentracdo final de ISOTN foi
em torno de 1 mmol/L.

Foram preparadas algumas suspensdes lipossomais sem o farmaco (lipossomas
vazios), utilizando este mesmo procedimento.

A Tabela 1 apresenta as quantidades (em massa e mol) dos lipidios e surfatante
utilizadas nas preparagdes das principais suspensdes lipossomais (suspensdes escolhidas pela
maior porcentagem de encapsulagcao do farmaco), como também, as nomeclaturas destas
suspensdes. Cada uma destas suspensdes foi preparada pelo menos trés vezes para

confirmagao de alguns resultados.

20



Materiais e Métodos

Tabela 1: Quantidade em massa e mol dos constituintes lipofilicos das principais suspensoes
lipossomais

suspensoes suspensoes quantidade de lipidios
lipossomais sem lipossomais com e surfatante
ISOTN encapsulada ISOTN encapsulada * massa (mg) mol (umol)
Lipo PC ou
Lipo_PC vazio 149 192,2

Lipo_PC(ISOTN5umol)

Lipo_PC/Col ou
Lipo_PC/Col vazio . 119 e [14,9]"" | 153,8 e [38,4]
Lipo_PC/Col(80/20)(ISOTN5umol)

Lipo_PC/PS ou
Lipo_PC/PS vazio . 134 e[15,3] | 173,0e[19,2]
Lipo_PC/PS(90/10)(ISOTN5umol)

Lipo_HPC/PC ou
Lipo_HPC/PC vazio| 90 e [59,5] 115,1 e [76,7]
Lipo_HPC/PC(60/40)(ISOTN5umol)

Lipo_HPC/DO ou
Lipo_HPC/DO vazio| 90 e [68,9] 115,1 e [76,7]
Lipo_HPC/DO(60/40)(ISOTN5umol)

Lipo HPC ou
Lipo_HPC vazio . 150 191,8
Lipo_HPC(ISOTN5umol)

Fosfatidilcolina saturada = HPC; fosfatidilcolina insaturada = PC; fosfatidilserina = PS;
colesterol = Col e surfatante Lipopeg 4DO = DO.
(*) Suspensdes lipossomais (5 mL) com ISOTN encapsulada, contém ~1,5 mg (ou 5,0 pmol) do farmaco.

(**) O numero entre chaves corresponde aos valores, em massa ou mol, do segundo componente lipofilico estrutural
dos lipossomas (ex: colesterol em Lipo_PC/Col).

3.4.2 Método da injecao com etanol

Em um recipiente contendo 0,375 mL de solugao de ISOTN em etanol (13,3 mmol/L) e
0,2% (m/m lipidios) de BHT, foram adicionadas fosfatidilcolina HPC ou PC (~150 mg). A
solugdo foi aquecida a 55 °C. Utilizando seringa de vidro de 1 mL e agulha de insulina, injetou-
se rapidamente esta mistura em 4,7 mL de solugdo tampao citrato 10 mmol/L pH 5,6 contida em
uma camisa de vidro termostatizada a 35 ou 65+2 °C (dependendo do fosfolipidio), sob agitagao
mecanica durante 10 min/5000 rpm e fluxo de N.. A suspensao ficou sob fluxo de N, durante
20 min na camisa termostatizada e foi mantida em repouso, no escuro, a temperatura ambiente,
por 30 min. A concentragcdo final esperada de ISOTN foi ~1 mmol/L e a razdo molar
ISOTN/lipidio foi ~0,0260:1.
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3.4.3 Método da encapsulacao passiva

Inicialmente foi preparada uma suspenséao de lipossomas vazios de fosfatidilcolina HPC
ou PC (48,1 mmol/L) em solugao de tampao citrato 10 mmol/L pH 5,6, pelo método da
hidratacdo do filme lipidico seco (item 3.4.1), seguido de extrusdo em membranas com
porosidade de 100 nm (item 3.6.1). Em baldo (50 mL) de fundo redondo, foram adicionados
4 mL desta suspensdo de lipossomas vazios extrudados, 500 uL de ISOTN dissolvida em
etanol (10 mmol/L) e 0,5 mL de tampao citrato, obtendo-se uma concentracao final ~1 mmol/L
de ISOTN e razdo molar ISOTN/lipidio foi ~0,0260:1. O balado foi agitado no rotaevaporador
(sem vacuo) a 140 rpm, aquecido a 35 ou 65+1 °C (dependendo do fosfolipidio) durante 30 min.

A suspensao permaneceu em repouso no escuro, a temperatura ambiente, durante 30 min.

3.5 Desenvolvimento de suspensoes lipossomais pelo método da hidratacao do
filme lipidico seco

3.5.1 Suspensoes lipossomais de fosfatidilcolina saturada HPC

3.5.1.1 Suspensoes lipossomais de fosfatidilcolina HPC contendo diferentes
numeros de moles de ISOTN

Foram preparadas suspensdes lipossomais fixando-se a concentracao de fosfatidilcolina
HPC em ~150 mg (192 umol) e variando-se o numero de moles de ISOTN. Foram obtidas
diferentes razdes molares totais de ISOTN/HPC: 0,0104:1 (2 umol de ISOTN); 0,0260:1 (5 umol
de ISOTN); 0,0654:1 (12,5 umol de ISOTN) e 0,1639:1 (31,5 umol de ISOTN). As suspensbes
foram denominadas respectivamente de Lipo_HPC(ISOTN2umol), Lipo_ HPC(ISOTN5umol),
Lipo_HPC(ISOTN12,5umol) e Lipo_HPC(ISOTN31,5umol). A concentracdo de BHT foi
estabelecida em 0,1% (m/m lipidio) e a mistura de cloroférmio/metanol usada foi de 2:1 (v/v),
com o baldo mergulhado no nivel do solvente para formagao do filme lipidico. A hidratagao foi
feita com tampéao citrato 10 mmol/L, pH 5,6 durante 30 min. Estas suspensdes foram avaliadas
em relacao a eficiéncia de encapsulagéo (%EE), utilizando-se os métodos de centrifugagéo e
gradiente de densidade. A presengca de cristais de ISOTN foi também detectada por
microscopia oOptica e analisados parametros termodindmicos por microcalorimetria. As
suspensodes foram avaliadas logo apds a preparacao (0 dias) e apés 42 dias de repouso em
geladeira (8 °C).
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3.5.1.2 Avaliacdao da encapsulacao de ISOTN em lipossomas de fosfatidilcolina
HPC em funcao de parametros experimentais da preparacao lipossomal

Nestes testes foram utilizados150 mg de fosfatidilcolina HPC e ~1,5 mg de ISOTN,
correspondendo a formulagao Lipo_HPC(ISOTN5umol) do item 3.5.1.1.

3.5.1.2.1 Efeito do solvente na formacao do filme lipidico

Foram testados diferentes solventes: metanol, cloroférmio ou mistura de
metanol/cloroférmio 1:1 (v/v). Os outros parametros foram fixados conforme esquema a seguir.
Apés a hidratagao foi analisada, por HPLC, a possivel degradagao da ISOTN. Quinze dias apds
terem sido preparadas, as amostras foram visualizadas ao microscopio 6ptico para verificar a

presenca de cristais de ISOTN.

Posicao: baldao mergulhado no nivel do solvente

Solvente: TESTE
Filme
BHT: 0,1% (m/m lipidio)

Hidratacdao - com tampéao citrato 10 mmol/L, pH 5,6 por 30 min

3.5.1.2.2 Efeito da posicao do balao durante formacao do filme lipidico

Foi testada a posigcdo do baldao durante evaporacdo do solvente: acima do banho do
rotaevaporador (T~40 °C) (Figura 10a); mergulhado até o nivel do solvente (T~65 °C) (Figura
10b) e mergulhado totalmente no banho (T ~65 °C) (Figura 10c).

D

banho @

(a) (b) (c)

Figura 10: Posicdo do baldo de fundo redondo em relacdo ao banho do rotaevaporador na
obtencao do filme lipidico: (a) baldao acima do banho, (b) baldo mergulhado até o nivel do
solvente e (c) baldao mergulhado totalmente no banho

As outras condi¢des estdo fixadas conforme indicado a seguir. Foram avaliados os

aspectos visuais dos filmes obtidos. Apds hidratacdo, as amostras foram analisadas, mediante
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HPLC, em relacdo a possivel degradagdo da ISOTN e 15 dias apds terem sido produzidas

foram visualizadas ao microscopio 6ptico para verificar a presenca de cristais de ISOTN.

Posicao: TESTE

Solvente: metanol/cloroférmio 1:1 (v/v)
Filme
BHT: 0,1% (m/m lipidio)

Hidratacao - com tampao citrato 10 mmol/L, pH 5,6 por 30 min

3.5.1.2.3 Efeito da concentracao de antioxidante BHT

Variou-se a concentragdo de BHT: 0; 0,05; 0,1 e 0,2% (m/m lipidio), fixando-se as outras
condigcbes conforme esquema seguinte. As amostras foram analisadas por HPLC e microscopia

Optica no dia da preparacéo e apos 15 dias.

Posicao: baldo mergulhado no nivel do solvente

Solvente: metanol/cloroférmio 1:1 (v/v)
Filme
BHT: TESTE

Hidratacao - com tampéao citrato 10 mmol/L, pH 5,6 por 30 min

3.5.1.2.4 Efeito do tempo de hidratacao e temperatura de armazenagem da
suspensao lipossomal

Foram retiradas amostras de suspensao lipossomal apos 30, 60 e 120 min de hidratacao
com tampao citrato 10 mmol/L, pH 5,6. A amostra obtida apds 30 min de hidratagao foi dividida:
uma parte foi armazenada a 8 °C e a outra em 25 °C. As amostras coletadas apds 60 e 120 min
de hidratagdo foram mantidas a 8 °C. Em outro teste, o filme foi hidratado lentamente com
pequenas porg¢des da solugdo de hidratagao (adicionando 300 uL a cada 3,5 min) durante 60
min. As outras condicbes foram fixadas e estdo esquematizadas a seguir. As suspensdes foram

analisadas mediante HPLC e microscopia 6ptica 15 dias apos terem sido preparadas.

Posicao: baldo mergulhado no nivel do solvente

Solvente: metanol/cloroférmio 1:1 (v/v)
Filme
BHT: 0,2% (m/m lipidio)

Hidratacao -> TESTE (tempo)
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3.5.1.2.5 Efeito da solucao de hidratacao

Foram avaliadas diferentes solugbes de hidratacdo: tampéao citrato 10 mmol/L pH 5,6,
forca ibnica (fi) de 28 mmol/L; tampé&o citrato 50 mmol/L, pH 5,6 (fi=158mmol/L); solugéo 0,9%
(m/v) de NaCl (fi=154 mmol/L) e 2% (m/v) de NaCl (fi=342 mmol/L), pH 6. A hidratacéo foi
realizada durante 30 min e os outros parametros foram fixados conforme indicado a seguir. As
suspensdes foram analisadas por HPLC e microscopia o6ptica 15 dias apds terem sido

preparadas.

Posicao: baldo mergulhado no nivel do solvente

Solvente: metanol/cloroférmio 1:1 (v/v)
Filme
BHT: 0,2% (m/m lipidio)

Hidratacao > TESTE (solucao)

3.5.1.3 Lipossomas constituidos de misturas de fosfatidilcolina HPC e outras
substancias lipofilicas

3.5.1.3.1 Lipossomas de fosfatidilcolina HPC com surfatantes

Foram preparadas suspensdes, seguindo o procedimento indicado no item 3.4.1,
contendo misturas de fosfatidilcolina HPC com colato de sédio (5, 10 e 20% mol), Volpo 20 (10
a 20% mol), Lipopeg 4S (20 e 40% mol), Lipopeg 4DS (20 e 40% mol) e Lipopeg 4DO (20, 30 e
40% mol). Foram obtidas razées molares de ISOTN/(substancias lipofilicas) ~0,026:1, fixando-
se a quantidade de fosfatidilcolina HPC + surfatante em ~192 umol e ISOTN em 5 umol. As
amostras foram analisadas por microscopia optica 15 dias apds a preparagdo. As suspensdes
de HPC e algumas misturas com surfatantes, contendo ou ndo ISOTN, foram avaliadas por

microcalorimetria (conforme descrito no item 3.9.7).

3.5.1.3.2 Lipossomas de fosfatidilcolina HPC com PC ou colesterol

Foram preparadas também suspensdes, seguindo o procedimento indicado no item
3.4.1, contendo misturas de fosfatidilcolina saturada HPC e fosfatidilcolina insaturada PC. As
suspensdes foram constituidas por 25, 30, 40, 50, 75 e 100% mol de PC; denominadas
Lipo_HPC/PC(75/25)(ISOTN5umol), Lipo_HPC/PC(70/30)(ISOTN5umol), etc.. Foi também
preparada a suspensao lipossomal de HPC contendo 20% mol de colesterol. Foram obtidas

razdes molares de ISOTN/(substancias lipofilicas) ~0,026:1, fixando-se a quantidade de
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fosfatidilcolina HPC + PC (ou colesterol) em ~192 umol. As suspensbes foram avaliadas por
microscopia optica 15 dias apds a preparagao. Algumas destas suspensdes foram analisadas

por microcalorimetria (item 3.9.7).

3.5.2 Suspensoes lipossomais de fosfatidilcolina insaturada PC

3.5.2.1 Suspensoes lipossomais de fosfatidilcolina PC contendo diferentes
numeros de moles de ISOTN

Foram preparadas suspensdes lipossomais (procedimento descrito no item 3.4.1),
fixando-se a concentracdo de fosfatidilcolina PC em ~149 mg (192 umol) e variando-se a
concentracdao de ISOTN. As suspensdes lipossomais apresentaram as seguintes razdes
molares de ISOTN/PC: 0,0207:1 (4 umol de ISOTN); 0,0260:1 (5 umol de ISOTN); 0,0352:1
(6,8 umol de ISOTN) e 0,0543:1 (10,4 umol de ISOTN), sendo denominadas de
Lipo_PC(ISOTN4umol); Lipo_PC(ISOTN5umol); Lipo_PC(ISOTN6,8umol) e Lipo_PC
(ISOTN10,4umol), respectivamente. Todas elas foram analisadas por microscopia Optica

15 dias apés a preparacgao.

3.5.2.2 Lipossomas constituidos de misturas de fosfatidilcolina PC e outras
substancias lipofilicas

Foram preparadas suspensdes lipossomais (segundo procedimento indicado no item
3.4.1) contendo misturas de fosfatidilcolina PC e colesterol (15, 20 e 30% mol) e diferentes
concentracdes de ISOTN. As razdes molares ISOTN/lipidios foram: 0,0207:1 (4 umol de
ISOTN); 0,0260:1 (5 umol de ISOTN); 0,0352:1 (6,8 umol de ISOTN), sendo utilizado no total
192 umol de lipidios. As suspensdes foram chamadas de Lipo_PC/Col(85/15)(ISOTN4umol);
Lipo_PC/Col(80/20)(ISOTN4umol); Lipo_PC/Col (70/30)(ISOTN4umol); Lipo_PC/Col(85/15)
(ISOTN5umol), etc.. Preparou-se, também, uma suspenséo de fosfatidilcolina insaturada PC
com fosfatidilserina PS (10% mol — razdo molar ISOTN/(PC+PS): 0,026:1), denominada
Lipo_PC/PS(90/10)(ITN5pmol). Todas elas foram analisadas por microscopia 6ptica 15 dias

apos serem preparadas.
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3.6 Metodologias para diminuicao do tamanho de lipossomas

3.6.1 Extrusao

As suspensdes lipossomais foram transferidas para o cilindro da extrusora (Figura 11a)
mantido a 20 ou 65+1 °C, dependendo dos fosfolipidios presentes. Apds termostatizacéo, os
lipossomas foram forgados por gas argénio (pressdo <10 kgf/cm?) contra duas membranas de
policarbonato com tamanho definido de poros (100, 400 ou 1000 nm). Na Figura 11b pode-se
visualizar as membranas dentro do suporte. A suspenséo lipossomal extrudada foi recolhida e
transferida novamente para dentro do cilindro de extrusao, termostatizada e novamente passou
pelo processo de extrusdo, sendo empregados ao todo 10 ciclos. Apos 0, 1, 3, 5, 7 e 10 ciclos
de extrusao, as amostras dos lipossomas extrudados foram coletadas para analise do tamanho
das vesiculas (procedimento descrito no item 3.9.3) e para verificar, por HPLC, a possivel
degradacao da ISOTN. Quinze dias apds serem preparadas, mediante microscopia éptica, foi

avaliada a presenca de cristais de ISOTN.

(b)

Figura 11: (a) Extrusora utilizada para diminuigdo do tamanho dos lipossomas; (b) suporte e
membranas para extrusao

3.6.2 Ultra-som

O banho de ultra-som é constituido por um gerador que converte a energia elétrica da
rede (corrente alternada de 50-60 Hz) em energia elétrica na freqiéncia de ultra-som desejada
e por um transdutor que converte esta energia do gerador em vibragdo mecanica. O transdutor
(produzido com ceradmica piezoelétrica) apresenta a propriedade de alterar seu tamanho
quando sobre ele é aplicada uma corrente elétrica. A freqliéncia ressonante do transdutor &

determinada por sua geometria e composi¢ao. Vibragbes dessa natureza, quando aplicadas a
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um meio liquido, provocam um fendmeno fisico denominado cavitagdo (Manson, 1989; Suslick,
1989).

Durante a propagacdo das ondas ultra-sénicas no liquido, criam-se zonas de maior e
menor concentracao destas ondas devido a compressao e expansao de moléculas adjacentes.
As regides de maior concentracdo de ondas caracterizam-se pela compressao do liquido e
pressao positiva. As regides de menor concentragdo correspondem a rarefagdo ou expansao e
pressdo negativa. Durante a fase de rarefacdo, a pressdo negativa da onda sonora cria
cavidades (bolhas) no meio liquido. A bolha ao atingir seu tamanho maximo (na metade do ciclo
de rarefagdo), comecga a colapsar resultando em completa implosao com liberagcdo de energia
local (Figura 12). A temperatura de implosao no interior da cavidade pode alcangar valores de
5500 °C, enquanto que ao redor da cavidade ~ 2100 °C, e pressdo ~ 500 atm. S&o as
cavitagcdes e as implosdes das microbolhas com liberacédo de calor e presséo, as responsaveis

pelo efeito ultra-sénico desejado (Manson, 1989; Martines et al., 2000; Fuchs, 2002).

C o PV el el
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Figura 12: Formacgao de cavitagbes pela presencga de regidao de maior e menor concentragao de
ondas ultra-sénicas. Figura adaptada de Fuchs (2002)

Suspensodes lipossomais de fosfatidilcolina HPC (192 umol) contendo ou nao o farmaco
encapsulado (5 umol) foram processadas 10 vezes na extrusora utilizando membranas de
policarbonato (tamanho de poros igual a 200 ou 1000 nm) a 651 °C. As suspensdes (3 mL),
extrudadas ou nao, foram colocadas em tubos de ensaio, e estes foram arranjados na regiao
central nos banhos de ultra-som (240 W/25 kHz; 1000 W/25 kHz; 240 W/47 kHZ). A sonicacao
(processo que utiliza o ultra-som) foi feita @ 65+2 °C, sendo retiradas amostras 15; 30; 45; 60 e
90 min depois de iniciada a sonicagdo. Para cada amostra coletada foi medido o tamanho dos

lipossomas apos 2 h de repouso e verificada a degradacdo da ISOTN mediante HPLC.

28



Materiais e Métodos

3.7 Metodologias para separacao do farmaco livre

3.7.1 Centrifugacao

A suspenséo lipossomal foi centrifugada a 1200 xg durante 1 h (centrifuga Fanem) ou
145600 xg durante 2 h a 4 °C (ultracentrifuga Beckman). O sobrenadante foi recolhido e o
precipitado amarelado foi ressuspenso em baldo volumétrico contendo solugcao de tampao
citrato 10 mmol/L, pH 5,6. As concentra¢des de ISOTN na suspensao inicial (ndo centrifugada),
no precipitado ressuspenso e no sobrenadante, foram quantificadas por espectroscopia UV/VIS
ou por HPLC.

3.7.2 Filtracao em colunas de Sephadex

Foi utilizado o método descrito em New (1990).

i Sephadex Fixou-se uma porgdo de la de vidro em uma seringa de

" Z:‘L“Qa plastico (1 mL), adicionando em seguida agua desionizada e,

lentamente, a suspensdo de Sephadex hidratada até a
" l&de vidro marca de 5 mL (Figura 13). O sistema foi centrifugado a

1200 xg durante 1 min (centrifuga Fanem) e lavado 10 vezes

+——— tubode
centrifuga

com agua desionizada, 2 vezes com tampao citrato 10
) > agulha

mmol/L, pH 5,6, uma vez com suspensao de lipossomas
vazios (para saturar a coluna com lipidios) e 6 vezes com
tampao. Adicionou-se a coluna 1 mL da suspenséao
Figura 13 : Coluna de Sephadex )
lipossomal e centrifugou-se a 1200 xg durante 1 min. O
liquido recolhido no tubo foi transferido para outra coluna de Sephadex e novamente
centrifugado. O filtrado foi guardado. As colunas foram lavadas 10 vezes com agua
desionizada. O filtrado contendo a maior parte dos lipossomas e as aguas de lavagem foram
analisadas por espectroscopia UV/VIS, microscopia o6ptica e, também, foi verificada a

distribuicdo de tamanho dos lipossomas.

3.7.3 Gradiente de densidade

O gradiente foi construido em um tubo Eppendorf com 1,5 mL ou em tubo de vidro de
igual didmetro. Transferiu-se para o tubo 0,2 uL de sacarose 50% (m/v), seguida pela adicao
bem lenta de 1 mL de solugao de sacarose 15% (m/v) e, por ultimo, foram adicionados 100 uL
de suspensao lipossomal (Figura 14a). Os experimentos foram realizados em ftriplicata. Os

tubos foram tampados e centrifugados por 1,5 h a 1200 xg (centrifuga Fanem) em 25 °C. Em
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seguida a fragdo superior (contendo os lipossomas) foi retirada e transferida para balao
volumétrico, cujo volume foi completado com metanol para quantificar a ISOTN por
espectroscopia UV/VIS. A presenca de halo amarelo na interface das solugdes de sacarose
50/15% (m/v) revela os cristais de ISOTN (Figura 14b).

Para determinar o gradiente mais eficiente para separar lipossomas e cristais, foram
utilizados lipossomas vazios produzidos com fosfatidilcolina HPC (192 pmol), mistura de
suspensao de lipossomas vazios e cristais de ISOTN e suspensao de lipossomas com ISOTN
encapsulada (razdo molar ISOTN/HPC em 0,026:1). A melhor separagao ocorreu utilizando as

solugdes 50 e 15% (m/v) de sacarose em tampao citrato 10 mmol/L, pH 5,6.

lipossomas
sacarose 15% (m/v)
sacarose 50% (m/v)

(a) (b)

Figura 14: Esquema da separacéo do farmaco livre do encapsulado pelo método de gradiente
de densidade de sacarose: (a) antes da centrifugacao e (b) apds centrifugacado a 1200 xg/1,5 h

lipossomas sem
farmaco livre

cristais de ISOTN

3.8 Preparacao de gel de hidroxipropilcelulose

Nos testes sobre fotodegradacdo e permeacdo cutadnea, as suspensdes lipossomais
contendo ISOTN encapsulada foram incorporadas em gel aquoso de hidroxipropilcelulose e
comparadas com ISOTN dissolvida em gel alcodlico de hidroxipropilcelulose.

Gel aquoso: em um recipiente contendo tampao citrato 10 mM, pH 5,6, adicionou-se
lentamente hidroxipropilcelulose em pé (2,2% (m/m)), sob constante agitagdo mecéanica a
680 rpm até desaparecerem todos os grumos do espessante. Adicionou-se, entio, a solugédo de
EDTA 0,05% (m/v) e 0,1% (v/v) de solugcéo de conservante Conserve C. Manteve-se a agitacao
até completa homogeneizacgao.

Gel aquoso lipossomal contendo ISOTN: as suspensdes lipossomais (960 pmol de

lipidios, razdo ISOTN/lipidios ~0,026:1) foram misturadas com gel aquoso de
hidroxipropilcelulose, na propor¢cdo em massa de ~1:4 (suspensdo/gel), obtendo-se uma
concentracdo final de 0,025% (m/m) de ISOTN e 2,5% (m/m) de lipidios. A mistura foi

homogeneizada no escuro e sob fluxo de N,. A integridade das vesiculas e presenca de cristais
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de ITN no gel foram acompanhados por microscopia durante 6 meses, ndo apresentando
variagdes significativas neste periodo.

Gel alcodlico: em um recipiente contendo etanol (grau HPLC) e BHT, adicionou-se
lentamente o pé de hidroxipropilcelulose (2,2% (m/m)), sob constante agitacdo mecéanica a
680 rpm, até desaparecerem todos 0s grumos do espessante.

Gel alcodlico contendo ISOTN: ISOTN foi dissolvida em alcool, antes de ser adicionada

ao gel alcodlico. A concentragao final de ISOTN foi 0,025 ou 0,05% (m/m).

Os geéis foram mantidos em frasco ambar e a 8 °C, em geladeira. A quantificagdo da
ISOTN por HPLC foi realizada apds dispersdao do gel em metanol e filtragdo em unidades
Millipore (0,45 um).

3.9 Caracterizacao dos lipossomas

3.9.1 Quantificacao da ISOTN e lipidios

3.9.1.1 Determinacao da concentracao de ISOTN em solucdes ou em lipossomas
por espectroscopia UV/VIS

Foi adicionada, em baldo volumétrico, uma aliquota de suspensao lipossomal ou de
solugao alcodlica contendo ISOTN e o volume foi completado com metanol ou etanol para obter
uma concentragdo de ~20 umol/L. Foram preparadas, no minimo, duplicatas das solugdes.
Foram obtidas curvas de calibracio utilizando-se solugdes com diferentes concentragbes do
farmaco. As medidas da absorbancia das solugdes foram feitas em espectrofotdmetro UV/VIS a
temperatura ambiente. O Anax (comprimentos de onda de maxima absorgdo) da ISOTN,

dependendo do alcool utilizado, variou de 340 a 344 nm.

3.9.1.2 Determinacao da concentracao de ISOTN em solucdes ou em lipossomas
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

Para injecao de amostras no cromatégrafo liquido, aliquotas de suspensdes lipossomais
ou géis contendo ISOTN foram diluidas em metanol grau HPLC e depois filtradas em unidades
Millipore (0,22 ou 0,45 um). As solugdes de surfatantes contendo ISOTN e as solugdes dos
padrbées de ISOTN e TN também foram filtradas.

Foram utilizados trés cromatdgrafos, mencionados no item 3.2. A fase mével isocratica

foi constituida por acetonitrila, agua e acido acético glacial na proporcao de 85:14,5:0,5 (v/v), de
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acordo com a Farmacopéia Européia (1997) e Bun et al. (1990). A fase mével foi filtrada em
membrana Millipore PTFE e o ar retirado sob vacuo e ultra-som. A coluna de fase reversa C18
foi deixada em equilibrio com a fase moével durante, pelo menos, 1 h a 25 °C. Foram utilizados
fluxo de 1 mL/min e detector UV/VIS em 358 nm. O volume injetado de amostra foi de 20 pL.
Como os ensaios sobre permeacao envolveram concentragcées pequenas de ISOTN e

TN (< umol/L), foi necessario avaliar alguns parametros importantes do sistema cromatografico:

Precisao da analise de HPLC ¢é a habilidade do método de reproduzir o mesmo
resultado (Skoog et al., 2002). As solugdes padrao de ISOTN e TN (20 umol/L), como também,

a solugéo alcodlica de ISOTN lipossomal (20 umol/L) foram injetadas 6 vezes no cromatdgrafo.

Pureza ou presenca de isOmeros: a solugdo padrao de ISOTN (20 umol/L) foi injetada
no sistema HPLC em triplicata. A area dos isbmeros, principalmente TN, deve ser menor que
2% da area da ISOTN (Farmacopéia Européia, 1997).

Resolucao: é a eficiéncia de separagdo de compostos que eluem em tempos
semelhantes. Solu¢des padrdes contendo de ISOTN e TN (20 umol/L) foram injetadas no
cromatografo. Se o valor do parédmetro “Re” (Equagdo 2) for maior que 1,5, ocorre adequada

separagao dos picos cromatograficos (Skoog et al., 2002).

2(tr2 _trl)
w, +w,

Re = Equacao 2
onde tr corresponde ao tempo de retengao (periodo entre a inje¢do da amostra e a detecgao da
substancia) e w a largura da base do pico de cada componente na solugdo. Os indices 1 e 2

estao relacionados a ISOTN e TN, respectivamente.

Intervalo de linearidade: verificou-se a proporcionalidade entre a area versus a
concentracao do farmaco no intervalo analitico de trabalho. Foram injetadas, em triplicata,
solugcdes em metanol contendo 7,0 nmol/L a 104,5 umol/L de ISOTN e 7,0 nmol/L a 20,0 umol/L
de TN. Foi injetado apenas o metanol como referéncia. A curva de calibracao foi obtida através
do grafico da area do pico cromatografico x concentragdo. A linearidade foi avaliada pelo
coeficiente de correlagao (r) obtido via regressao linear. Sendo a concentragdo proporcional a
area, a concentracdo de ISOTN na amostra pode ser obtida utilizando um padrao de referéncia

simples (Equacgéao 3) ao invés da equacgéao da curva de calibragdo (Skoog et al., 2002):
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C, A, )
C = 2 x100 (%) Equacéo 3

a
p

onde C, e A, correspondem & concentragdo e area da amostra, respectivamente, e C, e Ap

referem-se ao padrao.

Limite de deteccao (LD) € a menor concentragado de farmaco que pode ser detectada
acima do ruido da linha de base, em um nivel confiavel (preciso e exato), sendo obtido pela
Equacéao 4 (Skoog et al., 2002):

3.5,

LD =——"—
coef .ang.

Equacao 4
onde Jp, corresponde ao desvio padrao da referéncia (metanol, injetado 6 vezes) e coef.ang. é

o coeficiente angular da curva de calibragéo, obtido por regressao linear.

Limite de quantificacao (LQ) € a menor concentragdo de ISOTN que pode ser
reproduzida quantitativamente acima do ruido da linha de base, em um nivel confiavel (preciso

e exato), sendo fornecido pela Equacao 5 (Skoog et al., 2002):

10.
LO = l Equacao 5
coef .ang.

3.9.1.3 Determinacao da concentracao de lipidios (ensaio fosfato)

Utilizou-se o procedimento descrito por Rouse et al. (1966), o qual se baseia na
formagado de um complexo azulado do fésforo com molibdato de aménio. Foram adicionadas
determinadas aliquotas, em ftriplicata, de suspensao lipossomal ou da solugdo padrdo em tubos
de ensaio previamente lavados com solucao sulfonitrica. O solvente foi evaporado em estufa a
70+2 °C e a cada tubo foram adicionados 0,65 mL de acido perclérico 70% sendo a digestao
feita em bloco de aquecimento a 180 °C durante 30 min. Apds resfriamento dos tubos, foram
adicionados 3,3 mL de agua, 0,5 mL de solu¢ado de molibdato de aménio 2,5% (m/v) e 0,5 mL
de solugcdo de acido ascorbico 10% (m/v). Os tubos foram agitados 4 vezes em vortex e
deixados por 7 min em banho-maria. Foi preparada uma referéncia (branco), isto €&, tubo
contendo os mesmos reagentes com excegcdo da amostra. As absorbancias das solugdes

resfriadas foram medidas em 815 nm.
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3.9.2 Determinacao da eficiéncia de encapsulacao, razao ISOTN/lipidios e
coeficiente de particao membrana/tampao

Foi quantificada a concentracdo de lipidios (item 3.9.1.3) e de ISOTN (item 3.9.1.1 e
3.9.1.2) nas suspensoes lipossomais iniciais, nas suspensdes apds separac¢ao do farmaco livre

e também nos sobrenadantes (quando foi realizada a centrifugacéo).

A eficiéncia de encapsulacao (%EE) foi calculada pela Equagéo 6:

ISOTN
E = qxlOO Equacao 6
[ISOTN]

inicial

onde [ISOTN],s corresponde a concentracao da ISOTN nos lipossomas apds separagdo do
farmaco livre do encapsulado (por centrifugacédo ou gradiente de densidade) e [ISOTN]iciar @
concentracao de ISOTN adicionada ao baldao. Apds centrifugacdo, também foi verificada a
porcentagem de lipidios na suspensdo em relagdo a quantidade de lipidios adicionados no

balao.

A razao molar ISOTN/lipidios, apés separacgdo do farmaco livre, foi também utilizada
para verificar a encapsulagdo do farmaco e comparada como valor teérico (mols de ISOTN e

lipidios adicionados ao balédo para preparar os lipossomas).

Para algumas suspensdes lipossomais foi determinado o coeficiente de particao (P;.)

do farmaco entre as fases (lipossomas e tamp&o) de acordo com a Equagéao 7:

_nl/vl

= Equacao 7
n,lV, auiag

lla
onde n é o numero de mols de ISOTN e V corresponde ao volume; os subscritos I e a referem-
se as fases lipossomal e agua (tampao), respectivamente. Apos separagao do farmaco livre por
centrifugacao, n, correspondeu a quantidade de ISOTN ligada a fase lipidica (precipitado) e n, a
quantidade de ISOTN nado encapsulada (residual) que permaneceu no sobrenadante.

Considerou-se nos calculos a densidade dos lipidios em 1 g/mL (de Paula e Schreier, 1996).

3.9.3 Determinacao de tamanho de lipossomas
A distribuicdo de tamanhos dos lipossomas foi analisada pela técnica de espectroscopia

de correlagao de fotons, também denominada espalhamento dindmico ou quase elastico de luz.
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O movimento Browniano de particulas pequenas em um liquido causa flutuagdes na intensidade
da luz espalhada (dependente do tempo), gerada em um laser He-Ne, que incide sobre as
particulas e que é detectada em um angulo de 90° em relagéo a radiagdo incidente. Particulas
pequenas se movimentam mais rapidamente que particulas grandes, causando diferentes
flutuacdes da radiagcado espalhada que chegam ao detector. Estas flutuacdes estao relacionadas
ao coeficiente de difusao translacional (D:), que por sua vez, permite determinar o raio
hidrodindamico médio (Ry) das particulas, através da relagédo Di=kT/6nnR;, onde k é a constante
de Boltzmann; T a temperatura absoluta e n a viscosidade do liquido (New, 1990; Ostrowsky,
1993).

Em uma cubeta de policarbonato, contendo agua desionizada, foram adicionadas gotas
da suspensdo lipossomal. Apés homogeneizagao do meio, o didmetro médio e o indice de
polidispersidade (IP) foram medidos. IP reflete a distribuigdo de tamanho das particulas e varia

de 0 a 1. Esta determinacao foi feita em triplicata.

3.9.4 Microscopia optica com luz polarizada.

Considerando que a ISOTN n&o foi encapsulada totalmente nos lipossomas,
provavelmente estara presente na suspensdo na forma de cristais devido a sua pequena
solubilidade em &agua. Para verificar a presenca de cristais de ISOTN nas suspensdes
lipossomais, estas foram visualizadas (em triplicata) em microscopio Optico provido de
polarizador (Manosroi et al., 2003). Foram colocados 5 uL do material sob uma lamina de vidro
coberta com laminula. Os cristais de farmaco foram contados manualmente em uma camara de

Neubauer (Figura 15a).
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Figura 15: Camara de Neubauer usada para contagem de cristais. (a) visualizagao externa da
camara; (b) area de contagem sob luz polarizada e objetiva de 4x (barra de 0,3 mm)
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Esta cAmara consiste de uma lamina de microscopia cuja parte central apresenta duas
regides com marcacdes de dimensdes bem definidas (9 quadrantes de 1 x 1 mm), Figura 15b.
Os cristais foram contados nos quatro quadrantes externos, utilizando objetiva de 20x (aumento
nas fotografias de 694,5x). Na Figura 15b, os varios pontos coloridos correspondem aos cristais

de ISOTN. A objetiva de 4x corresponde a um aumento real nas fotografias de 138,9x.

3.9.5 Microscopia eletrénica de transmissao (TEM)

Os lipossomas extrudados (em membranas com poros de 400 nm de didmetro) foram
corados com acido fosfotlingstico 1% (m/v) em agua (New, 1990). Foi colocada 1 gota da
suspensao lipossomal (1 mmol/L) em uma grade de cobre coberta com filme polimérico
(parlédio) e carbono, permanecendo assim durante 3 min para fixagao das vesiculas no filme.
Um pedago de papel de filtro foi encostado levemente na amostra para retirar seu excesso.
Adicionou-se 1 gota de acido fosfotungstico e esperou-se 3 min. Apds este tempo, a amostra foi
cuidadosamente seca com papel de filtro e, apés 20 min, a amostra seca foi visualizada ao

microscopio eletrénico de transmissao, operando a 80 kV.

3.9.6 Microscopia eletrénica de varredura (SEM)

O método de fixacao dos lipossomas para uso em SEM foi baseado no procedimento de
Ishii et al. (1996). Foram utilizados lipossomas extrudados (em membranas com poros de
400 nm de didmetro). Pedacgos de papel de filtro quantitativo foram imersos nas suspensdes de
lipossomas (2 mmol/L) e rapidamente transferidos para outros frascos para fixagdo. As
vesiculas lipidicas adsorvidas no papel de filtro foram fixadas durante 24 h a 4 °C em solugéo
de tampéo fosfato pH 7,4 contendo glutaraldeido 1% (v/v) e verde de malaquita 1% (m/v). Apds
fixacdo, os papéis de filtro contendo as vesiculas foram mergulhados, 2 vezes, em solugao
tampao durante 15 min cada vez. A seguir, foram deixados em contato com a solugao
tamponada de tetréxido de 6smio 1% (m/v) durante 8 h a 4 °C. As amostras foram lavadas 2
vezes (15 min cada vez) com tampao e desidratadas com etanol (grau HPLC) 30, 50, 70 e
100% (v/v), durante 10 a 15 min com cada solugao. Apds secagem, os papeis de filtro foram
montados em suportes contendo fita de carbono e metalizados com ouro para serem

visualizados ao microscépio eletrénico de varredura.
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3.9.7 Anadlise das suspensoes lipossomais em microcalorimetro diferencial de
varredura (microDSC)

Foram registradas curvas de microDSC da solugao tampao 10 mmol/L, pH 5,6 (solugao
de referéncia) e das suspensdes contendo lipossomas vazios ou lipossomas com ISOTN
encapsulada. Foram feitas diluicbes para obter suspensdes com concentracdo de lipidios
~7,7 mmol/L. Para cada amostra foram feitas, pelo menos, 3 medidas consecutivas entre 25 e
80 °C, com isotermas iniciais de 10 min e rampa de aquecimento de 1 °C/min. A temperatura da
transicdo de fase (Tn), a entalpia de transigdo (AH) e a largura do pico a meia altura foram
determinadas utilizando o programa especifico Origin versao 5.0 SR2 (Microcal), fornecido pelo

fabricante.

3.9.8 Avaliacao da estabilidade das suspensées lipossomais a 8 °C

Suspensbes lipossomais contendo ISOTN encapsulada: Lipo_PC, Lipo_PC/Col,
Lipo_PC/PS, Lipo_HPC/PC e Lipo_HPC/DO, razdo molar ISOTN/lipidios ~ 0,026:1 (5 umol de
ISOTN), preparadas conforme item 3.4.1, sofreram extrusdo (em membranas com poros de
didmetro igual a 400 nm) e foram transferidas para ampolas &mbar, purgadas com N, e
fechadas ao fogo. Estas amostras, em triplicata, foram mantidas em geladeira a 8 °C durante
3 meses e analisadas apos 0, 30 e 90 dias, por HPLC e microscopia optica. Foi determinada a

distribuicdo de tamanhos dos lipossomas.

3.9.9 Avaliacao da fotodegradacdao das suspensoes lipossomais e da solucao
alcodlica de ISOTN sob luz de lampada fluorescente e luz UVA

Cubeta de quartzo contendo 3 mL de uma das seguintes suspensdes lipossomais
extrudadas em membranas com didmetro de poro igual a 400 nm contendo ISOTN
encapsulada: Lipo_PC, Lipo_PC/Col, Lipo_PC/PS, Lipo_HPC/PC, Lipo HPC/DO e
Lipo_HPC ou de uma solugéo etandlica de isotretinoina (todas com ~0,83 mmol/L de ISOTN)
foi posicionada a 6 cm de uma lampada de UVA (densidade local de poténcia igual a
185 mW/cm?) ou de uma lampada fluorescente (poténcia total igual a 20 W). As lampadas
foram instaladas dentro de caixas pretas (Figura 16) e as suspensodes/solu¢des foram mantidas
durante todo o tempo sob agitagdo magnética e sem purga com gases inertes. Em
determinados periodos, foram coletadas aliquotas da suspensao, em duplicata, as quais foram

diluidas em metanol, obtendo-se uma concentracdo de ISOTN ~20 umol/L, as quais foram
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analisadas por HPLC. As suspensdes contendo ISOTN encapsulada foram preparadas
conforme descrito no item 3.4.1.

Foram feitos testes de fotodegradacdo dos géis de hidroxipropilcelulose contendo
suspensdo de ISOTN lipossomal Lipo_PC (gel lipossomal aquoso) ou ISOTN dissolvida em
etanol (gel alcodlico). A concentragao inicial do farmaco foi ~0,83 mmol/L.

O espectro de emissdo da lampada fluorescente foi obtido com uma fibra éptica de
quartzo colocada na frente da lAmpada e a saida da fibra foi conectada ao monocromador de

emissédo do fluorimetro Aminco.

Figura 16: Fotodegradacao sob luz de Idmpada fluorescente

3.9.10 Analise da fluorescéncia das suspensoes lipossomais

3.9.10.1 Medidas sobre intensidades de fluorescéncia, no estado estacionario, de
pireno incorporado em lipossomas

Foram testadas suspensoées lipossomais com e sem ISOTN encapsulada (~5 umol) e
extrudadas (em membranas com poros de 400 nm de didmetro): Lipo_PC, Lipo_PC/Col,
Lipo_PC/PS, Lipo_HPC/PC, Lipo_HPC/DO e Lipo_HPC, preparadas conforme descrito no
item 3.4.1, usando adaptagédo do método descrito por Socaciu et al. (1999). Uma aliquota de
20 pL de suspensédo lipossomal (~38 mmol/L) foi diluida em 3 mL de tampdo, obtendo
2,56 mmol/L de lipidios. O pireno dissolvido em etanol foi adicionado as suspensdes
lipossomais ou ao tampao citrato 10 mmol/L, pH 5,6, a fim de se obter uma concentracdo de
1,0 umol/L de pireno. As solugdes foram incubadas durante 30 min a 35 ou 65+2 °C
(dependendo do fosfolipidio), sob agitacdo magnética. As suspensdes finais apresentaram

razdes molares lipidio/pireno igual a 250:1 e ISOTN/pireno igual a 6,5:1. A fluorescéncia do
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pireno em cada suspensao e no tampao foi registrada no fluorimero Perkin-Elmer, com fendas
de emissdo e excitacdo iguais a 2,5 nm, Ae de 336 nm, varredura de 350 a 650 nm, velocidade
de varredura 1200 nm/s, a 25+1 °C.

O valor Ig/ly foi calculado como a razdo da area do espectro de fluorescéncia do
excimero (com maximo em 473 nm) em relagdo a do mondmero do pireno. A razao |4/l foi
determinada a partir da estrutura vibrénica do espectro de fluorescéncia do mondédmero de
pireno monitorando a razao da intensidade da componente 1 (maximo em 373 nm) em relacéo

a da componente 3 (maximo em 384 nm) (Lakowicz, 1999) (Figura 17).
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Figura 17: Espectro de fluorescéncia do monémero e excimero do pireno (adaptada de
Lakowicz, 1999)

As suspensbes lipossomais e a solugdo tampao contendo pireno foram estudadas
quanto a supressao de fluorescéncia, adicionando-se aliquotas de 0,025; 0,050; 0,10; 0,15 e
0,20 mL de solugdo 5 mol/L de supressor iodeto de potassio (Kl), contendo 5 mmol/L de
tiossulfato de sédio para evitar a transformacao de ions iodeto a iodo (Lakowicz, 1999). As
suspensdes contendo ions iodeto foram agitadas a 25+1 °C e a supressao de fluorescéncia do
pireno foi acompanhada durante 30 min. Os espectros de fluorescéncia foram registrados 1 min
ap6s a adicdo do supressor, porque nao houve mudanca significativa da intensidade de
fluorescéncia com o tempo, desta forma foi excluido o efeito de uma cinética lenta.

A acao supressora da ISOTN na fluorescéncia do pireno foi comprovada pela adicdo de
aliquotas de solucdo de ISOTN (dissolvida em metanol) na cubeta contendo solugdo de

1 umol/L de pireno (dissolvido em metanol ou em tampao citrato 10 mmol/L, pH 5,6). A

concentracao do farmaco na cubeta foi 5 e 10 umol/L.
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Avaliagbes das supressodes de fluorescéncia foram obtidas com o emprego da equacgao

de Stern-Volmer (Equacao 8), apés devidas corregdes de volume (Lakowicz, 1999).

F,
}; =1+K,,[0] Equacéao 8

onde Fy, e F correspondem as intensidades da fluorescéncia na auséncia e presenga do
supressor, respectivamente; [Q] é a concentracdo do supressor e Ksy € a constante de
supressao (Stern-Volmer). A inclinagao da reta Fy/F versus [Q] corresponde a Ksy.

Ocorrem desvios da linearidade prevista nessa equacao quando parte dos fluoréforos
nao esta acessivel ao supressor. Neste caso € necessario utilizar a equagao modificada de

Stern-Volmer (Lakowicz, 1999) (Equacéo 9):

F, 1

1 ~
= +— Equacao 9
Fo_F faKSV[Q] fa

onde f, é a fracdo da intensidade de fluorescéncia acessivel ao supressor, e os demais
parametros tém o mesmo significado ja descrito na Equacdo 8. Do grafico Fy/(F,-F) versus
1//Q], obtém-se o valor de f," pelo intercepto da reta com o eixo y e (f.Ksy)' a partir da

inclinacao da reta.

3.9.10.2 Medidas do grau de anisotropia de sondas incorporadas em lipossomas
A luz polarizada preferencialmente excita os fluoréforos cujo momento de transigdo de
absorcao esteja orientado paralelamente ao vetor campo elétrico da onda de luz. Se a molécula
de fluoréforo executar movimentos de rotacdo livres durante o tempo em que permanece no
estado excitado, a fluorescéncia emitida sera despolarizada. Os valores de intensidade de
fluorescéncia, dependendo da posi¢ao do polarizador de emissdo, em relagdo a amostra
excitada com luz verticalmente polarizada (Figura 18), sdo usados para calcular o grau de

anisotropia (r) de fluorescéncia das espécies (Lakowicz,1999), conforme Equacéo 10.

— IH_IL

=1 - Equacao 10
I, +21, auag

onde I, a intensidade de fluorescéncia da sonda quando o polarizador da emissao esta paralelo
ao de excitacdo e I, tem o mesmo significado mas quando o polarizador de emissédo esta

perpendicular ao de excitagao.
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Medidas de grau de anisotropia revelam o deslocamento angular médio do fluoréforo
que ocorre entre a absorcao e subseqliente emissdo de féton. Dependem da viscosidade do
solvente ou do ambiente onde fluordoforo esta inserido, do tamanho e forma da molécula
rodando. Se a sonda esta inserida em lipossomas, mudancgas na polarizagao da fluorescéncia
da sonda podem indicar a microviscosidade ou fluidez da regido da membrana na qual a sonda

esta inserida (Lakowicz,1999).
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Figura 18: Diagrama esquematico para medidas do grau de anisotropia de fluorescéncia
(adaptado de New, 1990)

Foram usadas as sondas fluorescentes: pireno e TMA-DPH (1-(4-trimetilaménio fenil)-6-
fenil-,3,5-hexatrieno) segundo adaptacao do procedimento relatado por Engelke et al. (2001).
As estruturas quimicas das sondas estdo no Anexo 1. Uma aliquota de 3 uL de TMA-DPH
dissolvida em dimetilformamida (~0,5 mmol/L) foi adicionada as suspensdes lipossomais
(2,56 mmol/L): Lipo_PC, Lipo_PC/Col, Lipo_PC/PS, Lipo_HPC/PC, Lipo_HPC/DO e
Lipo_HPC contendo ou ndo ISOTN encapsulada (~5 umol). As misturas foram incubadas, sob
agitagcdo magnética, durante 30 min a 35 ou 65+2 °C (dependendo do fosfolipidio usado). A
razdo molar lipidio/TMA-DPH foi ~500:1 e razdo molar ISOTN/TMA-DPH foi ~13:1. As
suspensoes lipossomais contendo pireno foram as mesmas mencionadas no item 3.9.10.1.

Nas medidas do grau de anisotropia com TMA-DPH foram usadas fendas de emisséo e
excitagdo em 10 nm, deyc de 360 Nm € Aem de 430 nm. Quando empregado o pireno, as fendas
de emissao e excitacao foram fixadas em 10 nm, Aeyc € Aem €m 336 € 373 nm, respectivamente.
Cada medida do grau de anisotropia, realizada a 25+1 °C, correspondeu a média e ao desvio

padrao de leituras realizadas durante 1 min (£ 7 medidas).
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3.10 Determinacao da solucao receptora para teste de permeacao

3.10.1 Determinacao da concentracao micelar critica (CMC) de surfatantes

Em uma cubeta contendo pireno (1 umol/L) em solugdo de tampao fosfato 50 mM
(fi=0,154 mol/L), pH 7,4 foram adicionadas aliquotas de solugbes diluidas de surfatante
(1 a 10 mmol/L). Apds cada adigéo de solugao de surfatante, a cubeta foi agitada e a medida de
fluorescéncia foi realizada apds 2 min. A CMC foi obtida monitorando-se a razao (l4/13) entre as
intensidade das bandas vibronicas 1 e 3 do espectro de fluorescéncia de pireno (Figura 17) em
funcao da concentragdo do surfatante. Todas as medidas foram feitas a 37+1 °C.

As intensidades de fluorescéncia foram obtidas com as fendas de excitagdo e emissao
em 2,5 nm, rexe €m 335 nm, varredura entre 350 e 600 nm sob velocidade de 600 nm/min. Para
o calculo da CMC foram feitas as correcbes de volume. A estrutura quimica dos surfatantes

utilizados esta no Anexo 1.

3.10.2 Solubilidade da ISOTN em diferentes meios receptores

Foram preparadas solugdes de surfatantes em tampao fosfato-salina 0,05 mol/L
(fi=0,154 mol/L), pH 7,4 na concentragédo 1,07 mmol/L. Para o surfatante Renex 1000 foram
testadas também as concentracbes de 3,21 e 6,42 mmol/L. Estas concentragbes foram
utilizadas considerando-se a massa molar média dos surfatantes. Foram preparadas solucbes
contendo 25% (v/v) de etanol em agua e 3% (m/v) de albumina humana. Foi determinada, pelo
menos, em duplicata, a solubilidade da ISOTN em cada uma destas solug¢des solubilizantes e
em solucao de tampéao fosfato-salina.

Em erlenmeyer ambar de 125 mL, foram adicionados 50 mL da solugéo solubilizante a
ser testada e 15 mg de ISOTN. O frasco foi fechado e permaneceu sob agitagdo mecanica a
30 rpm, 37+1 °C durante 24 h, em incubadora orbital, procedimento este baseado em Agarwal
et al. (2001). Em seguida, cada solugao foi filtrada rapidamente em unidade filtrante de 0,22 um
e de cada filtrado, mantido a 37 °C, foram retiradas aliquotas, diluidas com metanol e

analisadas por HPLC.
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3.10.3 Determinacdao da capacidade de solubilizacao de lipossomas por
surfatantes

3.10.3.1 Preparacao de suspensoes lipossomais contendo calceina

Foram preparadas suspensdes de lipossomas Lipo PC vazio e com calceina
encapsulada (descrito no item 3.4.1), conforme trabalhos de Memoli et al. (1999) e Yokouchi et.
al. (2001). O filme lipidico composto por fosfatidilcolina PC (192 umol) foi hidratado com
calceina (50 mmol/L) dissolvida em tampao fosfato-salina 0,05 mol/L (fi=0,154 mol/L), pH 7,4.
Os lipossomas obtidos foram expostos ao procedimento de congelamento em N, liquido e
descongelamento no banho a 60 °C, por 5 vezes. Os lipossomas passaram pelo processo de
extrusdo em membranas de 100 nm ou 400 nm por 10 vezes. A separagao da calceina livre da

encapsulada foi feita por filtragdo em coluna de Sephadex G50 (item 3.7.2).

3.10.3.2 Avaliacao do tamanho e da fluorescéncia de lipossomas contendo
calceina apos contato com solucoes de surfatante

Em cubeta de quartzo contendo solucao tampéao fosfato-salina 50 mmol/L, pH 7,4, foram
adicionados 20 uL de solugao de EDTA (50 mg/mL) e 10 uL de solugao lipossomal de calceina,
Registrou-se o espectro de fluorescéncia da calceina. Em seguida adicionou-se aliquota de
solugao concentrada de surfatante para obter a concentragao final de 1,07; 3,21 ou 6,42 mmol/L
de surfatante, na cubeta. Esta foi agitada e monitorou-se a intensidade de fluorescéncia da
calceina em funcao do tempo. Suspensbes que foram analisadas até 18 h, foram mantidas em
estufa a 37 °C. A calceina total foi liberada adicionando-se 10 uL de Triton X100 10% (m/v)
(Yokouchi et. al., 2001).

A fluorescéncia da calceina foi monitorada com as fendas de excitacdo e emissdao em
2,5 nm, Aexe €M 490 Nm, intervalo de varredura de 500-800 nm, velocidade de varredura de 600
nm/min, a 37+1 °C. Foi feita uma curva de calibragdo de calceina plotando-se a intensidade de
fluorescéncia da sonda (em tampao fosfato) em fungéo da concentragéo (0,35 a 2,50 umol/L).

As suspensdes lipossomais em contato com estas solugbes de surfatante foram
mantidas em banho termostatizado (Neslab) a 37+1 °C durante 18 h e, em seguida, foram

analisadas as variagdes do tamanho dos lipossomas.
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3.11 Ensaios sobre permeacao cutanea

3.11.1 Preparacao da pele

As peles foram obtidas de orelhas de porcos brancos, com poucos pélos e sem
manchas (ou machucados); retiradas antes de serem escaldadas. As orelhas, fixadas com a
parte dorsal para cima (Figura 19a), foram dissecadas para obtengdo da membrana (derme +
epiderme) com didmetro ~1 um. Para separacdo da derme e epiderme, a pele foi mergulhada
em agua a 60 °C durante 1 min. Em seguida, rapida e cuidadosamente, a epiderme foi
descolada da derme, com a ajuda de pingas (Figura 19b). As peles foram lavadas, envolvidas

em filme de policloreto de vinila (PVC) e papel aluminio e armazenadas em freezer (-20 °C)

durante, no maximo, 1 més.

(b)

Figura 19: Obtencdo da epiderme de orelha de porco para testes de permeacgao:
(a) dissecagao da orelha; (b) descolamento da epiderme (superior)

3.11.2 Teste sobre permeacao em células de difusao de Franz

Os testes sobre permeacao cutanea foram realizados em células de difusdo de Franz
(Figura 20), que tém 1,77 cm? de area de membrana para difusdo e capacidade de 7 mL. Para
cada formulagcao foram utilizadas 6 células de difusdo e pelo menos duas peles de orelhas de
porcos diferentes, pois normalmente algumas peles apresentavam mais pélos que outras.
Inicialmente as células foram preenchidas com a solugao receptora (Renex 1000 3% (m/v)) e
termostatizadas a 37+1 °C. A espessura das peles descongeladas foi medida entre duas

laminas, com micrémetro. As peles, apds avaliagao visual da integridade, foram montadas no

44



Materiais e Métodos

suporte de modo que o lado do estrato cérneo ficou exposto as formulagcbes, e o lado da
epiderme viavel ficou em contato com o liquido receptor, tendo-se o cuidado de retirar as bolhas
de ar entre a pele e esta solugdo. Foram adicionados 300 mg de gel acima da pele (no
compartimento doador). A célula, termostatizada a 37+1 °C sob agitagdo magnética para
manter a difusdo, foi coberta com tecido negro para evitar a entrada de luz. De cada célula
foram coletadas, manualmente, aliquotas do liquido receptor em 0, 1, 2, 3, 4,6, 8, 10 € 24 h
apdés o inicio do experimento e, ao mesmo tempo, igual volume do liquido receptor pré-
termostatizado foi reposto. Cada aliquota foi filtrada em unidades Millex e injetada no
cromatografo liquido. Apds as 24 h de permeacéao, o excesso de gel foi retirado com algodao e
a superficie da pele foi lavada 8 vezes com agua desionizada. O farmaco contido na pele foi
extraido com metanol e banho de ultra-som (durante 30 min), a solugao filtrada e analisada
mediante HPLC.

area do doador . disco de vidro

(s

= suporte
g p

membrana -

solugéo receptora _—, | j~——=&=1— retirada de amostra

camisa termostatizada 370C

misturador em hélice/ , : reposigdo de liquido
harra magnética

Figura 20: Células de difusdo de Franz

Através do grafico da quantidade acumulada de ISOTN permeada através da pele em
funcdo do tempo, foram calculados os pardmetros de permeacao: fluxo do farmaco na pele
(obtido, via regresséo linear, através da inclinagdo da parte linear do perfil de permeacao) e lag
time, pelo intercepto da reta em y=0; (Barry,1983). Também foi estimada a concentracdo de

farmaco que permaneceu na pele.
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3.12 Ensaios sobre irritacao dérmica

Foram avaliadas a irritacdo dérmica primaria e cumulativa dos géis aquosos lipossomais
contendo ISOTN 0,025% (m/v) e géis alcodlicos com ISOTN 0,025 e 0,050% (m/v), utilizados na
permeacao cutanea. Também, foram testados os géis aquoso e alcodlico sem a presencga de
lipossomas e ISOTN. O estudo foi conduzido pela empresa BIOAGRI, utilizando método do
INCQS (2002), de acordo com as normas da ANVISA (2002 e 2003).

Os animais para o estudo foram coelhos (Oryctolagus cuniculus), fémeas nuliparas,
adultos jovens, saudaveis, ragca Nova Zelandia, pesando entre 1,5 e 3,0 kg de peso corporal.
Para cada amostra foram utilizados 6 coelhos. Aproximadamente 24 h antes do inicio do teste,
a regido dorsal do tronco dos animais foi depilada com uma maquina de tosa e lamina de
barbear, tomando-se o cuidado para nao lesar a pele dos animais. Os animais foram alojados
individualmente em uma sala a 22+ 3 °C (mantida constante); umidade relativa do ar entre 30 e
70%, e iluminada artificialmente em ciclos sequenciais de 12 h com luz e 12 h sem luz.

Administrou-se 0,5 g/animal da amostra, em uma pequena area de sua pele
(aproximadamente 6 cm?) que foi coberta com gaze e fita Micropore®. Apds 4h da aplicacdo do
produto, foram removidos todos os residuos com agua desionizada. As areas adjacentes, que
nao receberam o produto, serviram como controle. No caso dos testes feitos para avaliar a
irritagdo primaria, todos os animais foram examinados 24 e 72 h apos a aplicagdo, em relagao
ao aparecimento de eritema e edema. No caso do ensaio sobre irritacdo cumulativa, as
aplicagdes foram feitas durante 10 dias consecutivos (uma aplicagédo diaria) e as analises no
animais foram realizadas 24 e 72 h apds a ultima aplicagdo. A irritabilidade dérmica foi
classificada de acordo com o sistema de graduacgdo de irritagdo cutanea, mencionado na
Tabela 2, baseada em Draize et al. (1944, 1965).

As reacbes cutaneas (eritemas e edemas) desenvolvidas na pele de cada animal
correspondem a um valor numérico conforme indicado na Tabela 2. Os valores das reagdes
cutaneas foram somados obtendo-se uma média. Apds o término do experimento, o indice
médio geral de irritacdo cutdnea foi determinado pela soma das médias das reagdes cutaneas
de cada periodo, dividida pelo numero de periodos utilizados. A classificacao final foi feita de

acordo com o critério estabelecido pelo INCQS (2002), descrito na Tabela 3.
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Tabela 2: Sistema de graduacgéao de irritagcao cuténea

area de exposicao)

sintomas valor
formacéo de Auséncia de eritema 0
eritema Eritema muito fraco (pouco perceptivel) 1
Eritema bem definido 2
Eritema moderado a severo 3
Eritema severo (vermelhidao) a formagao 4
de escaras leves (lesbes profundas)
sintomas valor
formacéo de Auséncia de edema 0
edemas Edema muito fraco (pouco perceptivel) 1
Edema fraco (extremidade da area do >
edema bem definida)
Edema moderado (aproximadamente 1 mm) 3
Edema severo (mais de 1 mm, ultrapassa a 4

Tabela 3: Classificacdo dos produtos em relacéo a irritagdo dérmica

valor do indice classificacao
0,00 - 0,99 Amostra ndo irritante
1,00 - 1,99 Amostra ligeiramente irritante
2,00 -4,99 Amostra moderadamente irritante
5,00 - 8,00 Amostra severamente irritante
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Determinacao de parametros cromatograficos para analise de ISOTN por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

O farmaco apresenta uma absortividade molar (¢) 39750 L/(mol.cm) em etanol, sendo
facilmente analisado por detectores de UV/VIS em 354 nm. Os isébmeros geométricos da ISOTN
apresentam também valores elevados de ¢ (25800 a 45300 L/(mol.cm)) € Anax Muito proximos
(346 a 350 nm) (Gundersen e Blomhoff, 2002). Dependendo da pureza e do tipo do solvente
utilizado, o valor de Anax pode estar deslocado (Takemura ef al.,, 1980). Apesar da eficiente
quantificagdo da ISOTN por espectroscopia na regidao UV/VIS, a constatacdo da presenca dos
isbmeros é dificil, sendo necessario o uso de outros métodos para analisa-los, como HPLC.

No método HPLC, através de diferentes interagdes dos isdbmeros de ISOTN com a fase
estacionaria (coluna) e fase modvel (solventes), os componentes que saem da coluna sao
detectados em tempos diferentes. Neste trabalho a detecgdo por HPLC foi feita através de
absorcao de luz UV/VIS.

Nos testes como fotodegradacéo e, principalmente, permeagao cutanea, a concentragao
da ISOTN pode estar entre umol/L a nmol/L. Portanto foi necessario avaliar alguns parametros
do sistema cromatografico, como limite de quantificagdo do farmaco (item 3.9.1.2).

A Figura 21 corresponde ao cromatograma da mistura de ISOTN com TN (20 umol/L),
obtido via deteccao com UV/VIS em 358 nm. A resolucao entre ISOTN e TN, que é seu principal
isémero, foi de 2,07, indicando separacao eficiente entre os picos. Os tempos de retencao
foram 9,8 e 11,7 min para ISOTN e TN, respectivamente.

Foi avaliada a presenca de TN no produto da Roche (ISOTN), sendo obtido 0,3+ 0,1%,
em termos da area sob o pico cromatografico, de TN em relagdo a de ISOTN, valor este abaixo
do limite fixado pela Farmacopéia Européia (2% da area).

Os desvios padrado obtidos através de injecdes sucessivas de solugao padrdo e de

solucdes alcodlicas lipossomais foram 1,7 e 2%, indicando adequada precisao do método.
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O limite de deteccao foi 0,6 ng para ISOTN e 0,5 ng para TN e o de quantificagéo foi
1,9 ng para ISOTN e 1,6 ng para TN. A detecgdo da TN foi melhor que ISOTN pelo fato do
isdmero apresentar maior valor de ¢ (em etanol) que a ISOTN (Gundersen e Blomhoff, 2002).

Nas concentragdes estudadas, as solugdes padrao apresentaram linearidade em relacéo
a resposta do equipamento. Os coeficientes de correlagao (r) obtidos foram 0,99995 e 0,99999,

respectivamente, para ISOTN e TN.
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ISOTN TN
.0,06

o
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0 2 4 6 8 10 12 14
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Figura 21: Cromatograma da mistura ISOTN e TN obtido por HPLC, 20 umol/L. Sistema Waters
(detector UV/VIS 2487 em 358 nm)

4.2 Desenvolvimento de suspensoes lipossomais pelo método da hidratacao do
filme lipidico seco

4.2.1 Consideracoes Iniciais

A proposta deste trabalho era desenvolver suspensbes lipossomais contendo ISOTN
que pudessem ser incorporadas em veiculos apropriados a aplicagdo dérmica, como géis
aquosos, para serem comercializados e para competirem com as formulacbes convencionais
(géis alcodlicos). Geéis comerciais de ISOTN sido apresentados em concentragbes de
0,05% (m/m) do ativo (Isotrex® da Stiefel). Optou-se por trabalhar inicialmente com menor
concentragao de ISOTN (0,025% (m/m)), tendo em vista artigos sobre TN lipossomal que

mostraram que formulacdes lipossomais contendo menores concentragcbes de farmaco

49



Resultados e Discussao

apresentaram eficacia igual ou superior as formulagées comerciais convencionais, as quais
possuiam maiores concentracbes de farmaco. Além disso, menores concentracbes do ativo
podem reduzir niveis de irritacdo (Mezei, 1993). A partir do momento em que a razao
farmacol/lipidios esteja bem estabelecida e os lipossomas obtidos estejam estaveis, a

concentracao da ISOTN lipossomal pode ser escalonada.

Iniciou-se este trabalho utilizando fosfatidilcolina saturada HPC, com o objetivo de obter
lipossomas com bicamadas lipidicas mais rigidas, as quais poderiam proporcionar a liberagao
mais lenta do farmaco. Os lipossomas compostos de fosfatidilcolina saturada HPC (> 85% de
diestearoilfosfatidilcolina), apresentam T, acima de 50 °C (Taylor e Morris, 1995), valor este que
esta acima da temperatura da pele; portanto, estes lipossomas estdo no estado gel, formando
bicamadas menos permeaveis em virtude da maior ordenagao das cadeias acilas. Além disso,
estes fosfolipidios sdo mais estaveis a degradagao oxidativa (Lasic, 1993).

Os fosfolipidios utilizados, saturados (HPC) e insaturados (PC) apresentaram

concentracao de fosfatidilcolina superior a 93%.

4.2.2 Suspensoes lipossomais de fosfatidilcolina saturada HPC

4.2.2.1 Suspensoes lipossomais de fosfatidilcolina HPC contendo diferentes
numeros de moles de ISOTN

Suspensdes lipossomais contendo diferentes numeros de moles de ISOTN (PC foi
fixada ~192 umol) foram avaliadas em fungao da encapsulagcéo (%EE), presenca de cristais
(por microscopia Optica) e pardmetros termodindmicos (por microcalorimetria). As suspensdes

foram analisadas logo apods a preparagao lipossomal e depois de 30 dias armazenadas a 8 °C.

4.2.2.1.1 Avaliacao das suspensoes apds preparacao lipossomal

A Figura 22 mostra as suspensodes lipossomais preparadas com diferentes nimeros de
moles de ISOTN (isto é, diferentes razbes ISOTN/HPC). Conforme a concentragdo de ISOTN
aumenta, mais intensa € a coloracdo amarela da suspensdo lipossomal, sendo esta uma
indicacdo de saturacdo das bicamadas lipidicas por ISOTN e, conseqliente, presenca do
farmaco na suspensao na forma de cristais.

Brisaert et al. (2001) determinaram a capacidade de incorporagdo da TN em lipossomas
avaliando a presenca de cristais de TN nas suspensdes lipossomais por microscopia optica. O

método também foi adotado neste trabalho. Como a ISOTN apresenta baixa solubilidade em
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agua (~1 ug/mL), a fracdo do farmaco que nao foi encapsulada em lipossomas, precipita na

suspenséo e pode ser visualizada no microscopio como cristais.

- H-w Lipo, Hpc‘-1

i Lipo_HPC
Lipo_HPC ipo — p

ISOTN 5UMON gy ISOTN 12,5umol¢ I1SOTN 31,5umo

Figura 22: Suspensdes lipossomais de HPC contendo diferentes numeros de moles de ISOTN:
vazio, Lipo_HPC(ISOTN2umol), Lipo_HPC(ISOTN5umol), Lipo_HPC(ISOTN12,5umol) e
Lipo_ HPC(ISOTN31,5umol)

As suspensodes Lipo_ HPC(ISOTN2umol) e Lipo_ HPC(ISOTN5umol) apresentaram as
maiores %EE de ISOTN nos lipossomas e nao foram visualizados cristais do farmaco, por

microscopia optica (Tabela 4).

Tabela 4: Determinagcdo da %EE e verificagcdo da presenca de cristais de ISOTN em
suspensoes lipossomais de HPC contendo diferentes numeros de moles de ISOTN, logo apés a
preparacgéao lipossomal ter sido feita. HPC~192 umol

s . %EE (%) no.cristais/
suspensoes ISOTN | razdo molar 5

. . gradiente de mm

lipossomais (umol) | ISOTN/HPC trif 5 )

P : centiiiigasas | ensidade (t=0 dias)
Lipo_HPC(ISOTN2umol) 2 0,0104:1 931 95,3+0,7 0; (0%)
Lipo_HPC(ISOTN5umol) 5 0,0260:1 92+1 96+1 0; (0%)

270+18;
Lipo_HPC(ISOTN12,5umol) | 12,5 0,0653:1 7812 89+2
(197+10%)
. 950+37;
Lipo_ HPC(ISOTN31,5umol) | 31,5 0,1639:1 702 81+ 3
(519427%)

(*) contagem apés centrifugagéo
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Na separagao do farmaco livre do encapsulado pelo método de centrifugagéo, notou-se
pelo aspecto visual dos precipitados de Lipo_ HPC(ISOTN12,5umol) e
Lipo_ HPC(ISOTN31,5umol), que existiam cristais de ISOTN sedimentados em conjunto com
os lipossomas. Os precipitados apresentaram duas coloragbes: um pequeno precipitado bem
amarelado, seguido de outro, em maior quantidade, esbranquicado.

O método de centrifugacado tem sido utilizado por varios pesquisadores para separar
retindides que foram encapsulados em lipossomas daqueles que ficaram livres em solucdo
(Montenegro et al., 1996; Patel et al., 2000; Lee et al., 2002; Desai e Finlay, 2002). Porém, para
farmacos hidrofobicos, se a encapsulagao nao for total nas bicamadas lipidicas, o farmaco que
ficou em solucdo pode precipitar devido a pequena solubilidade em meio aquoso. Com a
centrifugacao, o farmaco livre na forma de precipitado (cristais) pode sedimentar em conjunto
com os lipossomas. Portanto, o método simples de centrifugacdo deve ser empregado
tomando-se o cuidado de monitorar a presenca de cristais do farmaco ou comparar os
resultados obtidos de %EE com outros métodos de separacdo. As suspensdes
Lipo_ HPC(ISOTN12,5umol) e Lipo_HPC(ISOTN31,5umol), visualizadas por microscopia
Optica, apresentaram cristais de ISOTN antes e apds a centrifugacéo (Tabela 4), tornando os
resultados de %EE por centrifugacdo néo confiaveis para estas duas suspensoes.

A metodologia para separacdo por gradiente de densidade em conjunto com a
centrifugacao (item 3.7.3) é utilizada na area biolégica para separacao de organelas e proteinas
(Demacker et al., 1983; Suzuki et al., 2000; Copland et al., 2000). O método utiliza a diferenca
de densidade entre as solugdes de sacarose para a separagao de varias estruturas. O gradiente
de sacarose foi ajustado para permitir separagcao dos lipossomas e dos cristais do farmaco.
Para as suspensoes Lipo_HPC(ISOTN2umol) e Lipo_HPC (ISOTN5umol) obteve-se somente
o halo superior, esbranquicado, referente aos lipossomas sem cristais de ISOTN. Porém, nas
suspensbes que apresentavam  muitos cristais  (Lipo_HPC(ISOTN12,5umol) e
Lipo_ HPC(ISOTN31,5umol)), a separagcao nao foi eficiente. Os valores de %EE para
Lipo_ HPC(ISOTN2umol) e Lipo_HPC(ISOTN5umol) pelo método da centrifugagdo sao
semelhantes aos obtidos por gradiente de densidade, provavelmente porque nestas
suspensodes a ISOTN estava totalmente encapsulada.

Foi testada também outra metodologia para separacéo do farmaco livre do encapsulado:
a filtragdo através de coluna de Sephadex G50, procedimento adaptado de New (1990) e,
também, foi utilizado para separagéo de retindides (Shimizu et al., 2003; loele et al., 2005). Para
diminuir o tamanho dos lipossomas e evitar obstrucdo dos poros, as suspensdes foram

inicialmente colocadas por 15 min em banho de ultra-som (25 kHz e 240 W). As suspensobes
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lipossomais Lipo_HPC(ISOTN5umol) e Lipo_HPC(ISOTN12,5umol) foram filtradas em
colunas de Sephadex G50, sendo recuperados 81 e 49% da ISOTN, respectivamente. Somente
na suspensao Lipo_HPC(ISOTN12,5umol) foram visualizados cristais de ISOTN junto com os
lipossomas. Este método é mais indicado para farmacos sollveis em agua, os quais ficam por
mais tempo retidos na coluna. Lipossomas e cristais que sao particulas grandes s&o excluidos e
eluem mais rapidamente. Além disso, uma fracdo dos lipossomas (provavelmente as vesiculas
com maiores didametros) ficou retida na coluna. Portanto, este sistema de filtragcdo nao foi
apropriado para determinar a %EE de ISOTN em lipossomas.

Para suspensdes lipossomais em que a maior parte do farmaco estava encapsulada,
tanto o método de centrifugacdo quanto o gradiente de densidade foram eficientes. Porém na
presenga de cristais de ISOTN, isto é, de farmaco nao encapsulado, o método mais indicado
para separacao do farmaco livre do encapsulado foi o gradiente de densidade.

Analises da transigcao de fase dos lipossomas sao necessarias, porque o estado (fluidez)
das bicamadas é um fator determinante na estabilidade lipossomal e nos perfis de liberagao do
farmaco in vitro e in vivo (Biltonen e Lichtenberg,1993). A fim de determinar a temperatura de
transicado de fase (T,,) e verificar a influéncia da concentragcdo da ISOTN no comportamento de
fase dos fosfolipidios na bicamada lipossomal, as suspensdes lipossomais foram analisadas por
microcalorimetira. As curvas estdo mostradas na Figura 23 e os dados obtidos estdo na

Tabela 5. As curvas de microDSC das suspensdes foram subtraidas do tampao (referéncia).

0,020
—— Lipo_HPC vazio
—— Lipo_HPC(ISOTN2umol)
—— Lipo_HPC(ISOTN5umol)
0.0154 Lipo_HPC(ISOTN12,5umol)
’ Lipo_HPC(ISOTN31,5.mol)
o
8 0,010+
o
5]
<
0,005
0,000 = —
35 65

Figura 23: Curvas de microDSC de suspensdes lipossomais de HPC com diferentes numeros
de moles de ISOTN, logo apds a preparacéo lipossomal ter sido feita
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Tabela 5. Parametros termodindmicos das solucdes lipossomais de HPC contendo diferentes
numeros de moles de ISOTN, logo apos preparacgao lipossomal ter sido feita

suspensoes AH Tm largura a
lipossomais (cal/g) (°C) 1/2 altura (°C)
Lipo_HPC vazio 10,610,1 53,0+0,1 1,8+0,1
Lipo_HPC(ISOTN2pumol) 10,310,1 52,7+0,1 2,1+0,1
Lipo_HPC(ISOTN5umol) 9,910, 1 52,3+0,1 2,4+0,1
Lipo_HPC(ISOTN12,5umol) | 10,6£0,1 51,610,1 3,01£0,1
Lipo_ HPC(ISOTN31,5umol) | 10,7£0,2 51,5+0,1 3,240,2

Segundo Engelke et al. (2001) e Biltonen e Lichtenberg (1993) a inser¢ao de moléculas
estranhas na regido das cadeias acilas pode alterar o processo cooperativo de movimento entre
as cadeias, alargando o pico (transicao de fase). Se o empacotamento lipidio-lipidio é rompido,
a ordem é reduzida e a T, ocorre em temperaturas menores. Se estas moléculas estiverem na
regido da cabecga polar do lipidio, a T, diminui como resultado de uma interacdo mais fraca
também entre os grupos polares, causada por uma expansao lateral da regido da interface.

A suspensdo contendo lipossomas vazios (Lipo_HPC vazio) apresentou a transigao
principal em 53,0 °C e a pré-transicdo em 46,6 °C (Figura 23). A presenca de ISOTN nos
lipossomas fez desaparecer a pré-transicdo, aumentou a largura do pico, diminuiu a
temperatura de transigéo de fase e onset (inicio) da transicdo. Estas variagdes nos parametros
calorimétricos foram evidenciadas com o aumento da concentragdo de farmaco, alcangando um
patamar ap6s 12,5 umol de ISOTN (Figura 24a).

Observou-se que os valores de entalpia da transicdo, que corresponde a area sob a
curva, diminuiram com o aumento da concentragédo de ISOTN até Lipo_HPC(ISOTN5umol),
devido a menor energia para ocorrer a transicao na presenga do farmaco. Em seguida, ocorreu
aumento da entalpia para as suspensdes lipossomais contendo maiores concentracdes de
ISOTN (possivel segregacédo de fases), Figura 24b. Os perfis das curvas de microDSC em
funcdo do aumento da concentragcdo de farmaco indicam que houve uma tendéncia de
saturagdo da bicamada lipidica. Ortiz et al. (1992) e Montenegro et al. (1996) verificaram que
acima de determinada concentracao, tretinoina (TN) tem menor influéncia nas curvas de DSC,
indicando que uma quantidade limitada de farmaco interage com membranas de fosfolipidios.
Concentracbes maiores de TN podem formar dominios enriquecidos do farmaco dentro da

membrana, causando separacao das fases.
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Figura 24: (a) temperatura de transi¢cao de fase e largura a 'z altura, e (b) entalpia de transi¢cao
obtidas das curvas de microDSC de suspensdes lipossomais contendo HPC com diferentes
numeros de moles de ISOTN, logo apds a preparacao lipossomal ter sido feita

Estes resultados evidenciaram a desestabilizacdo da bicamada lipidica devido a
incorporacao da ISOTN. De fato, a natureza anfifilica da molécula de ISOTN sugere que ela se
insira na membrana. Wassall et al. (1988) e, Wassall e Stillwell (1990), verificaram por técnica
de ressonancia paramagnética de elétrons (EPR) que a molécula de tretinoina esta situada

menos internamente na membrana do que o retinol ou o retinal (Figura 25).

Figura 25: Representagdo esquematica da posicéo relativa proposta para: (A) retinol e (B)
acido retindico (TN) em bicamadas de dipalmitoilfosfatidilcolina (Wassall et al.,1988)

Segundo estes estudos de Wassall et al. (1988) e, Wassall e Stillwell (1990), a natureza
fortemente hidrofilica do grupo carboxilico faz com que a molécula de TN esteja posicionada

mais externamente, forcando as moléculas de fosfolipidio a se separarem na interface aquosa,
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aumentando a desordem na regido superior das cadeias. Em conjunto com a presenga do
volumoso grupo ciclohexeno terminal (Qque desorganiza a regido central da membrana), sdo os
fatores responsaveis pela diminuicdo do empacotamento dos fosfolipidios e aumento da fluidez
da bicamada lipidica.

A ISOTN atuou de forma semelhante a TN, perturbando a cooperatividade da transi¢ao
entre fases através da presenca do grupo ciclohexeno entre as cadeias acilas e do grupo
carboxilico das cadeias da ISOTN proximo a cabecga polar do fosfolipidio. Provavelmente a
perturbacdo das bicamadas é maior na presenca de ISOTN do que TN, por conter o grupo

acido na posigao cis.

4.2.2.1.2 Avaliacao das suspensoes durante 42 dias

As suspensdes Lipo_HPC(ISOTN2umol) e Lipo_HPC(ISOTN5umol), que néo
apresentaram cristais de ISOTN, foram monitoradas por microscopia 6ptica e suas %EE
avaliadas por gradiente de densidade pelo periodo de 42 dias, a 8 °C.

Ambas as suspensobes tiveram vazamento do farmaco encapsulado nos lipossomas,
indicando que a estrutura lipossomal composta de fosfolipidios saturados HPC néo foi estavel
para ISOTN.

No método do gradiente de densidade, para ambas as suspensdes, ocorreu separacao
entre os cristais e os lipossomas: o halo inferior amarelo (interface das solugdes de 50/15% de
sacarose) correspondeu aos cristais de ISOTN e o outro halo esbranquigado na superficie, aos
lipossomas (Figura 26b). O sistema de gradiente antes da centrifugacdo corresponde a
Figura 26a. Na Figura 27 estdo plotados a %EE e a quantidade de cristais de ISOTN nas

suspensoes lipossomais, apds 42 dias da preparacgéao lipossomal.

(b)

Figura 26: Lipossomas Lipo_HPC(ISOTN2umol) e Lipo_HPC(ISOTN5umol) contendo ISOTN
submetidos ao gradiente de densidade com sacarose: (a) antes e (b) apds centrifugacao.
Avaliacao da preparacao lipossomal 42 dias apds sua preparagao
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A medida que diminuiu a porcentagem de encapsulacédo da ISOTN nos lipossomas,
aumentou o numero de cristais do farmaco nas suspensoées (Figura 27). Em 42 dias de estudo
foram obtidos 66% (ou 0,26 mmol/L) e 35% (ou 0,35 mmol/L) de ISOTN encapsulada nos
lipossomas Lipo_HPC(ISOTN2umol) e Lipo_ HPC(ISOTN5umol), respectivamente. E provavel
que o escape da ISOTN continuasse apds os 42 dias, principalmente para a
Lipo_ HPC(ISOTN5umol), até atingir uma concentragdo de ISOTN que permaneca estavel

dentro das bicamadas.
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Figura 27: Quantidade de cristais e %EE da ISOTN nas suspensdes lipossomais
Lipo_ HPC(ISOTN2umol) e Lipo_ HPC(ISOTN5umol) em fungéo do tempo

Houve uma tendéncia de diminuicdo da liberacdo de ISOTN das suspensdes
Lipo_HPC(ISOTN2umol) e Lipo_HPC(ISOTN5umol), 10 e 20 dias apdés terem sido
preparadas, respectivamente (Figura 27). Como existe uma relagao entre o valor da %EE e a
formacao de cristais de ISOTN, as suspensdes lipossomais preparadas apos este teste foram
sempre visualizadas no microscopio 6ptico 15 dias apds terem sido preparadas.

Vesiculas multilamelares grandes sao reconhecidas por microscopia de polarizagao pela
presenca de estruturas com brilho intenso, esbranquigadas, apresentando a cruz de Malta,
caracteristica da birrefringéncia das lamelas. O método tem sido utilizado por varios
pesquisadores para confirmar a formagao de lipossomas e verificar a presenga de cristais de
farmaco (Brisaert et al., 2001; Fang et al., 2003; Chan et al., 2001; Manosroi et al., 2003). Desta
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forma, os lipossomas puderam ser distinguidos dos cristais de ISOTN, os quais sdo amarelados
e apresentaram-se, normalmente, na forma de agulhas. As Figuras 28a-d correspondem as
fotos obtidas mediante microscopia 6ptica com luz polarizada das suspensdes, 42 dias apos
terem sido preparadas. As maiores quantidades de cristais de ISOTN foram visualizadas nas
suspensodes Lipo_HPC(ISOTN12,5umol) e Lipo_HPC (ISOTN31,5umol) (Figuras 28c e 28d,

respectivamente).

53

Figura 28: Microscopia Optica com luz polarizada das suspensdes: (a) Lipo_HPC
(ISOTN2umol); (b) Lipo_HPC(ISOTN5umol); (c) Lipo_HPC(ISOTN12,5umol) e (d)
Lipo_ HPC(ISOTN31,5umol). Objetiva de 20x. Barra de 50 um, 42 dias apds terem sido
preparadas

As amostras foram novamente avaliadas por microDSC (Figura 29), 42 dias apés terem
sido preparadas. Na Tabela 6 estdo os valores obtidos das curvas de DSC, os quais foram

plotados (Figuras 30a e b).
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Figura 29: Curvas de microDSC das suspensodes lipossomais contendo HPC com diferentes
numeros de moles de ISOTN, 42 dias apés terem sido preparadas

Tabela 6: Parametros termodinamicos das solugdes lipossomais de HPC contendo diferentes
numeros de moles de ISOTN, 42 dias apds terem sido preparadas

solucao lipossomal AH Tm largura a
(cal/g) (°C) 1/2 altura (°C)
Lipo_HPC vazio 10,610,1 53,010, 1 1,8+0,1
Lipo_HPC(ISOTN2umol) 10,2+0,1 52,7+0,1 1,9+0,1
Lipo_ HPC(ISOTN5umol) 10,4+0,1 52,610,1 2,1£0,1
Lipo_HPC(ISOTN12,5umol) | 10,30,2 52,620, 1 1,910,2
Lipo_ HPC(ISOTN31,5umol) | 10,4£0,1 52,6+0,1 2,1+0,1

Comparando as Figuras 23 (ou 24) e 29 (ou 30) e os resultados das Tabelas 5 e 6,
pode-se notar que a ISOTN foi liberada dos quatro tipos de suspensdes lipossomais, 42 dias
apo6s terem sido preparadas. As curvas de microDSC, antes deslocadas para menores T, €
mais largas com a inclusao da ISOTN (Figura 23), apés 42 dias, apresentaram-se semelhantes
as curvas dos lipossomas vazios (Figura 29). Os valores dos parametros retornaram para
valores préximos ao encontrado para Lipo HPC vazio. Estes dados mostraram que
independentemente da quantidade de ISOTN encapsulada durante a preparacao lipossomal, o
farmaco vazou, alcangando uma concentragdo que tende a um equilibrio dentro da estrutura

lipossomal composta por fosfatidilcolina HPC.
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Figura 30: (a) temperatura de transicéo de fase e largura a 'z altura, e (b) entalpia de transicao
obtidas das curvas de microDSC de suspensdes lipossomais contendo HPC com diferentes
numeros de moles de ISOTN, apds 42 dias da preparacgao lipossomal

Portanto lipossomas de fosfatidilcolina HPC nao forneceram uma estrutura estavel para
a encapsulacdo e manutencdo da ISOTN encapsulada, provavelmente por formar vesiculas
contendo bicamadas lipidicas mais rigidas devido a conformacado trans das cadeias acilas.
Devem ser necessarias mudancas na fluidez das bicamadas lipidicas para aumentar a

encapsulagao da ISOTN.

4.2.2.2 Avaliacao da encapsulacao de ISOTN em lipossomas de fosfatidilcolina
HPC em funcao de parametros experimentais da preparacao lipossomal

Como algumas etapas durante a preparacdo da suspensao lipossomal podem influenciar
na encapsulacdo e degradagcdo do farmaco, foram testados alguns parametros do processo,
descritos a seguir. Foi utilizada sempre a razdo molar ISOTN/HPC de 0,026:1, que corresponde
a 192 pumol de PC e 5umol de ISOTN, isto é, a formulacdo lipossomal
Lipo_HPC(ISOTN5umol).

4.2.2.2.1 Efeito do solvente na formacao do filme lipidico.
Foi avaliada a influéncia dos solventes metanol e cloroformio, utilizados para dissolver
os lipidios e a ISOTN, na estabilidade da suspensao lipossomal formada. Os resultados estao

apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7: Avaliagdo da degradacdo e presenga de cristais de ISOTN nas suspensdes
lipossomais de HPC (Lipo_HPC(ISOTN5umol) em fungdo do tipo de solvente utilizado na

formacao do filme lipidico. Razao molar ISOTN/HPC em 0,026:1

. L o cloroférmio/
periodo analises metanol cloroférmio
metanol (1:1)
ISOTN (%) 9841 9741 98+2
inicial HPLC
TN (%) 0,6+0,2 1,940,1 0,9+0,1
no.cristais/mm? 0 0 0
ISOTN (%) 97+1 96,8+0,9 97+2
HPLC
no.cristais/mm? 27+3 1441 1942

A suspensao lipossomal proveniente de filme obtido a partir dos fosfolipidios dissolvidos
previamente apenas em cloroférmio, produziu 1,9% de isbmero TN (proximo do limite
especificado pela Farmacopéia Européia: 2%). Quando se utilizou o solvente metanol, foi
produzido 0,6% de TN. Estes valores ndo mudaram significativamente 15 dias apds a
preparacao lipossomal. Como metanol formou menos produto de degradacdo, seria mais
indicado utiliza-lo na preparagao do filme lipidico; porém, o filme obtido ndo foi homogéneo e a
suspensao lipossomal gerou mais cristais de ISOTN (27+3 cristais/mm?) do que com cloroférmio
(1441 cristaiss/mm?), apés 15 dias. Além disso, o metanol conseguiu dissolver toda massa de
fosfatidilcolina HPC somente quando a temperatura estava acima de 60 °C.

A mistura de cloroférmio/metanol (1:1) foi testada e produziu um filme homogéneo,
suspensées com 0,910,1% de TN e valores intermediarios de numero de cristais
(19+2 cristaiss/mm?), 15 dias apdés a preparacdo. Portanto, esta mistura de solventes foi
escolhida como padrao para dissolver os componentes lipofilicos (lipidios, farmaco e

antioxidante) previamente a formagéao do filme lipidico.

4.2.2.2.2 Efeito da posicao do baldo durante formacao do filme

Foi avaliada a influéncia da posicdo do baldo acima do banho do rotaevaporador
(T~40 °C), mergulhado totalmente no banho ou baldo mergulhado até o nivel do solvente
(T~65 °C) (Tabela 8). O tempo para formar o filme nas paredes do baldo, quando este foi
colocado acima do banho, foi de 20 min. Quando o baldo foi mergulhado no nivel do banho, a

demora foi de 8 min e, para o balao totalmente mergulhado no banho, 5 min.
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Tabela 8: Avaliacdo da degradacdo e presenca de cristais de ISOTN nas suspensdes
lipossomais de HPC (Lipo_HPC(ISOTN5umol) em fungdo da posi¢do do baldo em relagdo ao
banho termostatizado na formacéao do filme lipidico. Razao molar ISOTN/HPC em 0,026:1

posicao do balao em relacao ao banho
, . mergulhado no totalmente
periodo analises acima do
nivel do mergulhado no
banho
solvente banho
ISOTN (%) 98+1 97+1 94,5+0,8
inicial HPLC
TN (%) 0,6+0,1 0,7+0,1 0,940,2
no.cristais/mm? 5,8+0,8 0 7+1
ISOTN (%) 97+1 98+2 94+2
HPLC
no.cristais/mm? 28+3 2142 20+1

O filme formado com baldo totalmente mergulhado no banho de agua foi mais irregular,
com o aparecimento de grumos de lipidios proximos ao gargalo do baldo e a presenga de
cristais de ISOTN na suspensdo logo apds a preparagdo. Estes resultados refletem a
evaporagdo rapida dos solventes, que causa segregacdo dos componentes, e arraste de
substancias como a ISOTN para fora do baldo. Isto justifica a menor porcentagem de
encapsulagdo de ISOTN obtida nesta suspensao (94,5%) quando comparada com as outras
cujos filmes foram obtidos com o baldo em outras posicdes.

Filmes lipidicos formados com o baldo acima do banho ou mergulhado coincidindo o
nivel do solvente com o nivel de agua do banho, produziram suspensdes lipossomais contendo
quantidades semelhantes de ISOTN e TN. Porém, com o baldo acima do banho, foram obtidos
cristais na suspensao lipossomal, logo apds sua preparagdo. Isto se deve a uma possivel
segregacdo dos componentes com a diminuigdo do volume dos solventes a 40 °C (T<T,). E
necessario o uso de temperatura préxima a 60 °C para melhor solubilizar a quantidade pesada
de fosfatidilcolina HPC, em presenca de metanol. Esta suspensao foi a que apresentou maior
quantidade de cristais 15 dias ap0ds ter sido preparada, refletindo a necessidade de mistura dos
componentes em T>T,, para estabilizar mais o farmaco nas bicamadas lipossomais.

A posigao do baldo mergulhado coincidindo o nivel do solvente com o do banho, ndo

apresentou cristais de ISOTN na suspensao lipossomal logo apds a sua preparagdo e nao
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mostrou degradacéo da ISOTN. Portanto, esta posicdo do baldo para obtencao do filme lipidico

foi estabelecida como padrao nas proximas preparagoes de lipossomas.

4.2.2.2.3 Efeito do tempo de hidratacao e temperatura de armazenagem da
suspensao

A hidratacao ineficiente dos lipossomas pode ocasionar o aparecimento de defeitos na
estrutura lamelar e instabilidade do farmaco encapsulado, com consequente liberacdo deste.
Neste teste, foi avaliado o tempo e tipo de hidratagcdo das vesiculas na estabilidade da
suspensdo de ISOTN lipossomal. Verificou-se, também, se a temperatura de armazenagem da

suspenséao poderia influenciar a liberacdo da ISOTN dos lipossomas (Tabela 9 e 10).

Tabela 9: Avaliacdo da degradacdo e presenca de cristais de ISOTN nas suspensées
lipossomais de HPC (Lipo_HPC(ISOTN5umol) em fungédo do tempo e tipo de hidratagdo do
filme lipidico. Razao molar ISOTN/HPC em 0,026:1

tempo de hidratacao
periodo analises adicao rapida adicao lenta
30 min 60 min 120 min (60 min)
ISOTN (%) 98+1 95,5+0,6 93+1 91+1
inicial HPLC
TN (%) 0,6+0,1 1,0+0,1 2,140,2 5,240,1
no.cristais/mm? 0 0 0 0
apos 15 dias no.cristais/mm? 20+1 2142 19+2 18+2

Amostras de suspensao coletadas 30, 60 e 120 min apds a hidratagédo indicaram uma
tendéncia de degradacao do farmaco com aumento do tempo de hidratagao, refletindo o maior
contato do farmaco com o calor e ambiente aquoso, o qual contém ainda oxigénio, apesar da
solucao ter sido saturada com argdnio.

Maior exposicao ao oxigénio e luz, provavelmente, foi o motivo da degradacdo da ISOTN
utilizando hidratagao lenta (filme hidratado com pequenas porgdes da solugdo de hidratacao
durante os 60 min).

Na Tabela 10, pode-se observar que as amostras da suspensao de 30 min de
hidratagdo, armazenadas por 15 dias a 25 °C ou a 8 °C, ndo mostraram diferengas na

quantificagao da ISOTN.
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Tabela 10: Avaliacdo da degradacdo e presenca de cristais de ISOTN nas suspensbes
lipossomais de HPC (Lipo_HPC(ISOTN5umol) em fungdo do tipo de armazenagem das
suspensodes. Rapida adigdo do tampao e hidratacdo por 30 min. Razado molar ISOTN/HPC em
0,026:1

] o armazenagem
periodo analises
geladeira (8 °C) | temperatura ambiente (25 °C)
ISOTN (%) 98+1 97,5+0,8
HPLC
no.cristais/mm? 20+1 2242

O tempo e o tipo de hidratagdo (Tabela 9), como também o armazenamento das
suspensdes lipossomais em diferentes temperaturas (Tabela 10), ndo influenciaram
significativamente no vazamento de ISOTN, pois foram observados numeros semelhantes de
cristais de ISOTN.

Com o objetivo de minimizar a degradac¢ao do farmaco, principalmente a longo prazo, foi
estabelecido como padrédo, 30 min como tempo de hidratagdo e armazenagem das suspensdes

lipossomais a 8°C.

4.2.2.2.4 Efeito da concentracao de antioxidante BHT

Foram preparadas suspensdes de HPC com 0; 0,05; 0,1 e 0,2% de massa de BHT em
relacdo a massa do lipidio. As suspensdes foram avaliadas no mesmo dia do preparo dos
lipossomas e depois de 15 dias. Os resultados estdo apresentados na Tabela 11.

Logo apds a obtencdo dos lipossomas, ndo foram visualizados cristais de ISOTN e
analises de HPLC indicaram que o farmaco n&o sofreu degradacdo. Porém 15 dias apds a
preparagdo, a suspensao lipossomal preparada sem BHT apresentou diminuigdo de 60% da
concentracao da ISOTN, mostrando a necessidade de antioxidante para preservar o farmaco. A
TN formada também foi oxidada (na auséncia de BHT), ndo sendo detectada por HPLC.

A adicao de BHT em quantidades crescentes de 0,05 a 0,2% (m/m lipidios) diminuiu a
oxidacdo da ISOTN, nao alterando significativamente a TN. As formulacbes contendo 0,1 e
0,2% de BHT apresentaram estabilidade quimica semelhante do farmaco e quantidades de
cristais de ISOTN.
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Tabela 11: Avaliacdo da degradacdo e presenca de cristais de ISOTN nas suspensbes
lipossomais de HPC (Lipo_HPC(ISOTN5umol) em fungéo da concentragdo de BHT. Razéo
molar ISOTN/HPC em 0,026:1

) N BHT% (m/m lipidio)
periodo analises
0 0,05 0,1 0,2
ISOTN (%) 96+1 96+2 97,1+0,7 97+1
inicial HPLC
TN (%) 0,4+0,1 0,340,1 0,6+0,2 0,5+0,2
no.cristais/mm? 0 0 0 0
ISOTN (%) 39,2+0,2 94+1 97+1 98,1+0,4
HPLC
ap6s 15 dias TN (%) 0 0,9+0,2 0,440,3 0,540,1
no.cristais/mm? 0 15,3+0,8 2141 20+2

Optou-se por utilizar 0,2% de BHT nas suspensdes lipossomais preparadas depois deste

teste, pela possibilidade de aumentar a estabilidade do farmaco a longo prazo.

4.2.2.2.5 Efeito da solucao de hidratacao

Foram testadas solugdes de hidratacéo de filmes lipidicos: tampé&o citrato pH 5,6 e soro
fisiolégico, verificando a degradagdo e presenca de cristais de ISOTN nas suspensdes
lipossomais e analisando o tamanho das vesiculas (Tabela 12).

O valor do pH da solugdo de hidratacdo < 6 foi escolhido pelos seguintes motivos: (a)
segundo Creton et. al. (1995), o pKa da ISOTN ¢é > 6 e, portanto, em pH menor que este valor,
o farmaco estara nao ionizado; (b) a encapsulagdo de farmacos é maior na bicamada lipidica
dos lipossomas estando no estado nao ionizado (New, 1990); (c) existe menor resisténcia a
permeacgao do farmaco na camada cornea da pele se as moléculas da substancia nao tiverem
cargas (Barry, 1983) e (d) o pH da pele varia de 4,5 a 6 dependendo da regido do corpo, sendo
considerado o valor de 5,4 a 5,6 como pH médio normal da pele (Barry, 1983; Oliveira Filho,
2001). Muitas formulagdes dermatolégicas e cosméticas tém esses valores de pH para evitar
irritagdes cutaneas.

O tampao citrato foi escolhido porque, além de atuar mantendo o pH do meio, também

age como um sequestrador de cations bivalentes (Lachman et al., 2001).
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Tabela 12: Avaliagdo da degradacao e presenca de cristais de ISOTN, e didmetro médio dos
lipossomas nas suspensoes lipossomais de HPC (Lipo_HPC(ISOTN5umol) em fungdo das
solucdes de hidratagado, apds 15 dias da preparacao lipossomal. Razdo molar ISOTN/HPC em
0,026:1

solucées de HPLC no.cristaissmm?® | diametro
hidratacéao ISOTN (%) TN (%) apos 15 dias médio (nm)
tampao citrato
97 +1 0,7+0,1 2142 1832162
10 mmol/L
tampao citrato
97,5 +0,7 0,6+0,1 15+2 2215+89
50mmol/L
NaClq) 0,9% 98,1 +0,9 0,6+0,2 16+1 2434+59
NaClaq) 2% 97 +1 0,5+0,2 1442 2353+106

Todas as solugbes de hidratagdo testadas nado influenciaram significativamente a
degradacao da ISOTN (Tabela 12). Porém, foi observada uma tendéncia a formagdo de menor
numero de cristais do farmaco, lipossomas maiores e sedimentagdo mais rapida nas solucbes
com maior forga idnica.

As solugcdes com maiores valores de forgca idnica, diminuiram, mas nao evitaram a
formacao de cristais de ISOTN. Foi escolhida como padrdo a solugcdo de hidratagcao tampao
citrato 10 mmol/L, pH 5,6, pelos seguintes motivos: (a) solugdes com maior forga ibnica
inviabilizam a utilizagao de fosfolipidios anidnicos, como a fosfatidilserina, usados para conferir
carga na superficie dos lipossomas e, assim, minimizar a agregacdo das vesiculas com o
tempo. A presenca de ions em excesso neutraliza a carga negativa da fosfatidilserina, tornando
a area da cabeca polar menor e, desta forma, aumentando a aproximacao dos fosfolipidios e,
consequentemente, o tamanho e a agregacao dos lipossomas (New, 1990; Lasic, 1993); (b)
géis, como o Carbopol® (poliacrilato), apresentam redugdo na viscosidade quando em presenca
de alto teor de sais, desestabilizando a formulacao (Peppas et al. 2002) e (c) se a presenga de
sais aumenta o tamanho e a velocidade de sedimentacéo dos lipossomas, o uso de solugbes de
hidratagcdo com maiores forgas iGnicas, provavelmente, aumentaria a fusdo entre as vesiculas,
com o passar do tempo (Lasic, 1993).

De forma geral, as avaliacbes de algumas etapas da preparagado lipossomal foram
importantes para estabelecer a metodologia padréo para hidratagao do filme seco, minimizando

a degradacado do farmaco durante o processo. Mudangcas nos parametros experimentais
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estudados nao evitaram o vazamento da ISOTN dos lipossomas de fosfatidilcolina HPC,
provavelmente porque a encapsulacao deste farmaco esta relacionada principalmente a fluidez

da bicamada lipidica.

4.2.2.3 Lipossomas constituidos de misturas de fosfatidilcolina HPC e outras
substancias lipofilicas

Devido a dificuldades na separacdo do farmaco livre do encapsulado, principalmente
para volumes maiores de suspensao, priorizou-se o desenvolvimento de suspensbes
lipossomais que encapsulassem a maior parte da ISOTN. A instabilidade da ISOTN incorporada
em lipossomas rigidos (fosfatidilcolina HPC) indicou que a fluidez das bicamadas lipidicas é
provavelmente o fator mais importante para a encapsulagédo da ISOTN. Com o objetivo de
aumentar a fluidez da bicamada lipidica e, desta forma, melhorar a %EE do farmaco, foram
desenvolvidas suspensodes lipossomais obtidas da mistura de fosfatidilcolina HPC com outras
substancias lipofilicas. Estas substancias corresponderam a surfatantes e fosfolipidios contendo
insaturagdes nas cadeias hidrofébicas. Segundo Wassall e Stillwell (1990), a presenca de
insaturagbes nas cadeias acilas cria espacos dentro da bicamada lipidica, os quais podem

acomodar melhor o anel do farmaco.

4.2.2.3.1 Lipossomas de fosfatidilcolina HPC com surfatantes

Varios estudos utilizaram misturas de lecitinas e outros lipidios com surfatantes para
encapsulagao de farmacos (Cevc et al., 1996; ElI Maghraby et al., 2000; Fang et al., 2001a; El
Maghraby et al., 2004).

Foram preparadas suspensdes lipossomais contendo mistura de fosfolipidios HPC com
surfatantes com razdo molar ISOTN/(HPC+surfatantes) em 0,026:1, ISOTN 5 upumol. As
suspensoes foram analisadas por microscopia optica 15 dias apds a preparacao e os resultados
estao apresentados na Tabela 13.

Entre varios surfatantes, foi testado o colato de sédio, por ter sido utilizado por Cevc et
al. (1995,1996) em mistura com fosfatidilcolina para formagédo de vesiculas ultradeformaveis
(transfersomas), as quais podem penetrar intactas em camadas mais profundas da pele. A

mistura de HPC e colato ndo conseguiu evitar o vazamento da ISOTN (Tabela 13).

Foram testadas misturas de fosfatidilcolina HPC com surfatante contendo uma cadeia
acila “C18” insaturada (Oleth 20) e uma cadeia acila “C18” saturada (Lipopeg 4S). Porém,

ambos os surfatantes foram ineficientes na formagao de uma estrutura estavel para a ISOTN.
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Tabela 13: Numero de cristais de ISOTN presentes em suspensodes lipossomais compostas de
misturas de fosfatidilcolina HPC e surfatantes contendo ISOTN encapsulada, apés 15 dias da
preparagao lipossomal. Razdo molar ISOTN/(HPC+surfatantes) em 0,026:1

surfatantes misturados o )
o surfatante (%mol) no.cristais/mm* de ISOTN
com fosfatidilcolina HPC
Colato de sddio 5,10e 20 9,8 +0,5; 7+2; 2,0+0,5
Oleth 20 10 e 20 25+2; 21+2

Lipopeg 4S 20e 40 23+2; 19,0+0,8
Lipopeg 4DS 20, 30 e 40 22+1; 21+1; 17,3£0,5
Lipopeg 4DO 20,30e40 4,3+0,8; 1,3+0,3; O

Outras suspensoées foram preparadas utilizando surfatantes contendo dupla cadeia acila
C18 ligadas por oito unidades de 6xido de etileno. A estrutura € semelhante a do fosfolipidio.
Lipopeg 4DS é composto de duas cadeias de acido estearico, e Lipopeg 4DO (também
designado DO) compreende duas cadeias de acido oléico. Apenas a mistura de fosfatidilcolina
HPC com 40% mol de Lipopeg 4DO evitou o vazamento da ISOTN (n&o foram obtidos cristais
de ISOTN, Tabela 13). Como a diferenga entre Lipopeg 4DS e Lipopeg 4DO ¢é a presenca de
insaturacao neste ultimo surfatante, estes resultados indicaram a importancia desta insaturacao
no aumento de espagcamento entre os componentes estruturais dos lipossomas para

acomodacao das moléculas do farmaco.

A mistura de fosfatidilcolina HPC com 40% em mol de Lipopeg 4DO e 5 umol de ISOTN,
denominada Lipo_HPC/DO(60/40)(ISOTN5umol), foi uma das suspensbes lipossomais
escolhida para ser investigada mais detalhadamente. Para simplificagdes, esta suspensao

também foi chamada apenas de Lipo_HPC/DO.

Suspensdes de fosfatidilcolina HPC contendo 20 ou 40% mol de Lipopeg 4DO, com e
sem ISOTN encapsulada, foram avaliadas por microDSC (Figura 31), logo apds a preparagao

lipossomal. Os parametros calorimétricos obtidos estdo mostrados na Tabela 14.
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Figura 31: Curvas de microDSC para suspensdes contendo misturas de fosfatidilcolina HPC e
surfatante Lipopeg 4DO, com e sem ISOTN encapsulada

Tabela 14: Parametros termodinamicos das solugbes lipossomais contendo misturas de
fosfatidilcolina HPC e 20 ou 40% mol de surfatante Lipopeg 4DO, contendo ou nédo ISOTN
encapsulada (~5 umol). Razao molar ISOTN/(HPC+surfatantes) em 0,026:1

suspensoes AH Tm largura a 1/2 altura

lipossomais (cal/g) (°C) do pico (°C)
Lipo_HPC vazio 10,610,1 53,0+0,1 1,8+0,1
Lipo_HPC(ISOTN5umol) 9,9+0,1 52,3+0,1 2,4+0,1
Lipo_HPC/DO(80/20) vazio 8,1+0,1 49,8+0,1 8,510,1
Lipo_HPC/DO(80/20)(ISOTN5umol) 9,1+0,2 51,1+0,1 3,5640,2
Lipo_HPC/DO(60/40) vazio 6,610,1 45,7+0,1 9,1%0,1
Lipo_HPC/DO(60/40)(ISOTN5umol) 7,540,2 51,2+0,2 4,0+0,2

A mistura de surfatante DO com fosfatidilcolina HPC (formulagbes:
Lipo_ HPC/DO(80/20) vazio e Lipo_HPC/DO(60/40) vazio), diminuiu a T,, € o AH em relagao
aos lipossomas feitos apenas com fosfatidilcolina HPC (formulacédo Lipo_HPC(ISOTN5umol)).
A insercdo destas moléculas insaturadas alterou o processo cooperativo de movimento das
cadeias de fosfatidilcolina HPC, acarretando alargamento do pico correspondente a transigao

de fase. Se o empacotamento lipidio-lipidio é rompido, a ordem é reduzida, a transicao de fase
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ocorre com menor energia e em temperaturas menores. Quanto maior a porcentagem (em mol)
de surfatante na mistura, maiores variagdes ocorreram nos paradmetros termodindmicos. Na
Figura 31, pode-se observar que as transigdes de fase nas amostras contendo 20 e 40% mol de
surfatante apresentaram dois picos (ombros), indicando provavelmente separacdo de fases
dentro da bicamada lipidica, sendo uma fase mais rica em fosfatidilcolina HPC e outra contendo
mais surfatante DO.

A presenca de ISOTN nos lipossomas contendo 20 e 40% mol de surfatante
(respectivamente Lipo_HPC/DO(80/20)(ISOTN5umol) e Lipo_ HPC/DO(60/40) (ISOTN5umol))
apresentou comportamento oposto do observado com os lipossomas vazios (contendo o
surfatante porém sem farmaco encapsulado): T, € AH aumentaram e a largura do pico
diminuiu. Provavelmente, o farmaco, pela afinidade por ambiente mais fluido, inseriu-se mais
nas proximidades das moléculas de surfatante do que das moléculas de fosfatidilcolina HPC,
causando a formacao de microdominios na bicamada contendo DO e ISOTN. Um menor
numero de moléculas de DO se misturaram as de HPC e, portanto, a cooperacido durante a
transicao de fase entre os fosfolipidios de HPC aumentou, causando as alteragdes da tendéncia

obtida nos referidos parametros.

4.2.2.3.2 Lipossomas de fosfatidilcolina HPC com PC ou colesterol

Conforme observado no item anterior, a presenca de surfatante com dupla cadeia
hidrofébica insaturada na mistura com fosfatidilcolina HPC, melhorou a encapsulacdo da
ISOTN. Desta forma, avaliou-se a presenca de cristais de ISOTN em suspensodes formadas

pela mistura de fosfatidilcolinas saturadas HPC e insaturadas PC, conforme Tabela 15.

Tabela 15: Numero de cristais de ISOTN encontrados em suspensdes lipossomais constituidas
por misturas de fosfatidilcolinas HPC e PC contendo ISOTN encapsulada (~5umol), 15 dias
apos a preparacgao lipossomal. Razdo molar ISOTN/(HPC+PC) em 0,026:1

suspensoes lipossomais PC (% mol) no.cristais/mm?
Lipo_HPC/PC(75/25)(ISOTN5umol) 25 4,810,8
Lipo_HPC/PC(70/30)(ISOTN5umol) 30 1,8+0,3
Lipo_HPC/PC(60/40)(ISOTN5umol) 40 0
Lipo_HPC/PC(50/50)(ISOTN5umol) 50 0
Lipo_HPC/PC(25/75)(ISOTN5umol) 75 0
Lipo_PC(ISOTN5umol) 100 0
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Lipossomas obtidos com a mistura de fosfatidilcolina HPC e > 40% em mol de
fosfatidilcolina insaturada PC, apresentaram maxima encapsulagdo do farmaco (ndo foram
visualizados cristais de ISOTN). Resultado semelhante foi encontrado para a mistura de
fosfolipidio HPC com Lipopeg 4DO (item 4.2.2.3.1), o que pode ser uma indicacdo da
necessidade de, pelo menos 40% em mol de substancia insaturada com estrutura semelhante
ao do fosfolipidio, para fluidificar a bicamada lipidica.

A mistura de fosfatidilcolina HPC com 40% em mol de fosfatidilcolina PC e 5 umol de
ISOTN, denominada Lipo_HPC/PC(60/40)(ISOTN5umol), foi uma das suspensdes lipossomais
escolhidas para ser investigada com maior detalhe. Esta suspensdo, também foi chamada
apenas de Lipo_HPC/PC.

Colesterol é frequentemente incluido em formulagdes lipossomais para modificar a
fluidez das bicamadas, regulando a estabilidade da formulagédo e a velocidade de liberagao de
farmacos encapsulados (Lasic, 1993). Foi avaliada a encapsulacao do farmaco em lipossomas
contendo colesterol. Suspensdes contendo 20% mol de colesterol aumentaram o vazamento de
ISOTN (foram contados 30+2 cristaiss/mm?), provavelmente por competir com o farmaco pela

mesma regido na bicamada lipidica.

Algumas das suspensoes lipossomais provenientes da mistura de fosfatidilcolina HPC e
PC foram analisadas por microDSC. Os parametros termodindmicos obtidos das curvas de

microDSC (Figura 32) estdo na Tabela 16.
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Figura 32: Curvas de microDSC para suspensdes contendo misturas das fosfatidilcolinas HPC
e PC, com e sem ISOTN encapsulada
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Tabela 16: Parametros de microDSC obtidos das solugdes lipossomais contendo misturas ou
nao de fosfatidilcolinas HPC e PC, contendo ou ndo ISOTN encapsulada (~5 umol). Razéo
molar ISOTN/(HPC+PC) em 0,026:1

suspensoes AH Tm largura a

lipossomais (callg) (°C) 1/2 altura (°C)
Lipo_HPC vazio 10,6+0,1 53,0+0,1 1,8+0,1
Lipo_HPC(ISOTN5umol) 9,9+0,1 52,3+0,1 2,4+0,1
Lipo_HPC/PC(60/40) vazio 5,2+0,1 43,7+0,1 6,30,1
Lipo_HPC/PC(75/25)(ISOTN5umol) 5,6+0,1 47,4+0,1 4,9+0,1
Lipo_HPC/PC(60/40)(ISOTN5umol) 5,0 +0,1 43,0 £0,1 6,6+0,1
Lipo_HPC/PC(50/50)(ISOTN5umol) 4,7+0,1 40,240,1 6,9+0,1
Lipo_HPC/PC(25/75)(ISOTN5umol) 0,9+0,2 32,540, 1 6,120, 1

Analises dessas curvas (Figura 32) indicaram que a presenca de fosfatidilcolina
insaturada PC misturada com fosfatidilcolina HPC, alargou o pico relativo a transigao de fase,
diminuiu o AH e a T, indicando fluidificacdo da bicamada lipidica. Com o aumento da
concentracao de fosfatidilcolina PC na mistura com HPC, maiores variagbes nos parametros
foram observadas. Segundo Taylor e Craig (2003), fosfolipidios de origem natural (ovo e soja)
insaturados apresentam temperaturas de transigdo de fase entre -15 a -5 °C e -30 a -20 °C,
respectivamente.

O perfil da curva de Lipo_HPC/PC(60/40)vazio, Figura 32, apresentou-se apenas como
um pico largo, sendo diferente do obtido com a suspensao Lipo_HPC/DO(60/40)vazio (item
4.2.2.3.1, Figura 31), a qual apresentou dois picos. Isto pode ser uma indicagdo de maior
miscibilidade entre componentes PC e HPC.

A presenca de ISOTN na suspensdo contendo 40% em mol de PC
(Lipo_HPC/PC(60/40)(ISOTN5umol)) mostrou tendéncia de diminuir a T, e AH, e aumentar a
largura do pico referente a transigdo de fase. Comportamento caracteristico de substancias que
se inserem na bicamada, diminuindo a ordem do empacotamento dos fosfolipidios (Taylor e
Craig, 2003). Novamente, este resultado foi diferente do obtido com a suspensao
Lipo_ HPC/DO(60/40)(ISOTN5umol). E provavel que, ocorrendo maior miscibilidade entre as
fosfatidilcolinas HPC e PC, existam menos microdominios enriquecidos com fosfatidilcolina PC,
0s quais poderiam atrair maior quantidade de moléculas de ISOTN. Neste caso, a ISOTN deve

estar distribuida de forma mais homogénea entre os fosfolipidios.

72



Resultados e Discussao

4.2.3 Suspensoes lipossomais de fosfatidilcolina insaturada PC

4.2.3.1 Suspensoes lipossomais de fosfatidilcolina PC contendo diferentes
numeros de moles de ISOTN

Para comparagbes com as suspensoes lipossomais de fosfatidilcolina saturada HPC,
foram preparadas suspensdes lipossomais somente com fosfatidilcolina insaturada PC.
Conforme os resultados ja obtidos, a fluidez das bicamadas é o fator mais importante para
encapsulagao da ISOTN. Portanto, lipossomas contendo somente fosfatidilcolinas insaturadas
PC, devem fornecer o ambiente adequado para a insercdo do farmaco. Foram avaliadas
diferentes razdes molares ISOTN/PC. Os resultados das analises por microscopia 6ptica das

suspensoes lipossomais apds 15 dias da preparagao lipossomal estdo na Tabela 17.

Tabela 17: Numero de cristais de ISOTN encontrados em suspensdes lipossomais de
fosfatidilcolina PC contendo diferentes numeros de moles de ISOTN, 15 dias apds a preparagao
lipossomal. PC~192 umol

suspensoes ISOTN | razao molar )
no.cristais/mm
lipossomais (umol) ISOTN/PC
Lipo_PC(ISOTN4pumol) 4 0,0207:1 0
Lipo_PC(ISOTN5umol) 5 0,0260:1 0
Lipo_PC(ISOTN6,8umol) 6,8 0,0351:1 1,3+0,3
Lipo_PC(ISOTN10,4pumol) 10,4 0,0543:1 9,340,8

Conforme a Tabela 17, as suspensdes Lipo_PC(ISOTN6,8umol) e
Lipo_PC(ISOTN10,4umol) apresentaram cristais de ISOTN na suspensdo 15 dias apods a
preparacao das vesiculas, indicando vazamento do farmaco. Os cristais foram visualizados na
suspenséo Lipo_PC(ISOTN10,4umol) logo apds sua preparacao.

A suspensao lipossomal contendo ISOTN < 5 umol, que corresponde a razido molar
ISOTN/PC de 0,0260:1, encapsulou todo o farmaco. A suspensédo Lipo_PC(ISOTN5umol) foi
escolhida para outras caracterizagcdes, sendo denominada também de Lipo_PC. O valor de
razao molar ISOTN/PC ~ 0,026:11 é igual ao utilizado nos lipossomas
Lipo_HPC/PC(60/40)(ISOTN5umol) e Lipo_HPC/DO(60/40)(ISOTN5umol), os quais também

apresentaram maxima encapsulacao do farmaco.
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Nao foi possivel avaliar a influéncia da ISOTN nos lipossomas constituidos por
fosfatidilcolina PC via microDSC devido as limitacdbes das temperaturas de trabalho do
equipamento (opera somente com temperaturas positivas). Fosfatidilcolinas insaturadas

apresentam temperaturas de transi¢édo de fase abaixo de 0°C (New, 1990; Taylor e Craig 2003).

4.2.3.2 Lipossomas constituidos de misturas de fosfatidilcolina PC e outras
substancias lipofilicas

Foi testada a influéncia de colesterol na encapsulagcdo da ISOTN nas vesiculas. Foram
preparadas suspensdes lipossomais com fosfatidilcolina PC e colesterol variando a razdo molar
ISOTN/(PC+colesterol) e a razdo molar PC/colesterol. Foi avaliada a quantidade de cristais de
ISOTN por microscopia Optica, 15 dias apdés a preparacao lipossomal. Os resultados estao

apresentados na Tabela 18.

Tabela 18: Numero de cristais de ISOTN encontrados em suspensoes lipossomais constituidas
de misturas de fosfatidilcolina PC com colesterol (Col), 15 dias apds a preparacéo lipossomal

razdo molar | ISOTN Col o ,

suspensoes lipossomais ISOTN/(PC+Col) | (umol) | (% mol) no-cristais/mm
Lipo_PC/Col(85/15)(ISOTN6,8umol) 0,0352:1 6,8 15 5,3+0,8
Lipo_PC/Col(85/15)(ISOTN5umol) 0,0260:1 S 15 0
Lipo_PC/Col(85/15)(ISOTN4umol) 0,0207:1 4 15 0
Lipo_PC/Col(80/20)(ISOTN6,8umol) |  0,0352:1 6,8 20 8+1
Lipo_PC/Col(80/20)(ISOTN5umol) 0,0260:1 S 20 0
Lipo_PC/Col(80/20)(ISOTN4umol) 0.0207:1 4 20 0
Lipo_PC/Col(70/30)(ISOTN6,8umol) 0,0352:1 6,8 30 13£2
Lipo_PC/Col(70/30)(ISOTN5umol) 0,0260:1 5 30 7,3+0,5
Lipo_PC/Col(70/30)(ISOTN4umol) 0,0207:1 4 30 3,3+0,5

Suspensdes lipossomais de PC contendo colesterol em concentragdes de 15 ou 20%
em mol e razdo molar ISOTN/(PC+colesterol) variando de 0,0207:1 a 0,0260:1 (suspensdes
destacadas com sublinhado), ndo apresentaram cristais de ISOTN.

Nas suspensdes com ISOTN fixada em 6,8 umol, isto é, com razdo molar ISOTN/(PC+
colesterol) igual a 0,0352:1, pode-se observar que o aumento da porcentagem molar de

colesterol (de 15 para 20 e 30% mol), acarretou maior vazamento de ISOTN (verificado pela
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presenga de maior quantidade de cristais de ISOTN). Todas as suspensdes contendo 30% mol
de colesterol diminuiram a encapsulacao de ISOTN nos lipossomas. A presenca de colesterol,
mesmo no ambiente mais fluido dos lipossomas de fosfatidilcolina insaturada PC, competiu com
a ISOTN pela regidao de insergdo na bicamada lipidica. Este comportamento também foi
avaliado em lipossomas constituidos de fosfatidilcolina HPC (item 4.2.2.3.2). Mohammed et al.
(2004) verificaram a diminuicao da encapsulag¢ao de ibuprofeno em lipossomas de PC contendo
mais que 20% mol de colesterol, em virtude da reducdo na area efetiva por molécula na
bicamada lipidica, dificultando assim, a entrada de outras moléculas lipofilicas (competicao).

Para comparagcdo com lipossomas contendo apenas fosfatidilcolina PC
(Lipo_PC(ISOTN5umol)), optou-se por avaliar a suspensdo com a mesma razdo molar
ISOTN/lipidios de 0,026:1 e contendo 20% mol de colesterol,
Lipo_PC/Col(80/20)(ISOTN5umol), também denominada somente de Lipo_PC/Col.

Brisaert et al. (2001) encapsulou toda TN em lipossomas de fosfatidilcolina de ovo
contendo 20% mol de colesterol, com a razao molar tretinoina/lipidios de 0,0526:1. No caso da
ISOTN, pela presenca da conformacao cis, existiram maiores restricbes para sua encapsulacao
nas bicamadas (loele et al., 2005) obtendo-se uma menor razao molar ISOTN/lipidios.

Lipossomas de fosfolipidios insaturados apresentam maior tendéncia de fusdo a longo
prazo (Lasic, 1993). Uma das formas de minimizar este processo, além de adicionar colesterol,
€ a presencga de lipidios com carga negativa. Lipossomas com cargas negativas na superficie
sdo mais estaveis pela presenca da repulsdo eletrostatica. Para comparacgoes, foi preparada
uma suspensao composta de fosfatidilcolina PC e 10% mol de fosfatidilserina (PS), razdo molar
ISOTN/(PC+PS) de 0,0260:1. Esta suspensao, denominada Lipo_PC/PS(90/10)(ISOTN5umol)
ou simplesmente Lipo_PC/PS, ndo apresentou nenhum cristal de ISOTN 15 dias apds a
preparacao, permitindo concluir que houve encapsulacao total da ISOTN nestas vesiculas.

A inclusdo de fosfolipidios com carga negativa diminuiu o didmetro médio dos
lipossomas de 22191110 nm (Lipo_PC) para 68258 nm (Lipo_PC/PS), mostrando que a
presenga de cargas negativas, além de ajudar na estabilidade da suspensao por repulsao
eletrostatica, também proporciona a formagao de vesiculas menores (Lasic, 1993).

As suspensoes Lipo_PC/Col(80/20)(ISOTN5umol) e Lipo_PC/PS(90/10)(ISOTN5umol)

foram escolhidas para serem estudadas mais detalhadamente.
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4.3 Comparacao entre métodos de preparacao de lipossomas

Para verificar se diferentes métodos de preparacido lipossomal poderiam melhorar a
encapsulagdo da ISOTN em vesiculas produzidas com fosfatidilcolina saturada HPC
(Lipo_HPC(ISOTN5umol)), foram testadas as técnicas de hidratacédo do filme lipidico seco
(item 3.4.1), injegdo com etanol (item 3.4.2) e encapsulagao passiva (item 3.4.3). Estes métodos
também foram utilizados para preparar lipossomas contendo fosfatidilcolina insaturada PC
(Lipo_PC(ISOTN5umol)). A razdo molar ISOTN/lipidios usada foi 0,026:1, 5 umol de ISOTN.
Foram avaliadas a %EE e a presenca de cristais do farmaco, didametro médio e polidispersidade

das amostras obtidas pelos trés métodos (Tabela 19).

Tabela 19: Comparagao entre os métodos de preparacao de lipossomas

hidratacao do filme | = _ encapsulacao
. . o injecao com etanol .
periodo analises lipidico seco passiva

Lipo_HPC | Lipo_PC |Lipo_HPC | Lipo_PC |Lipo_HPC | Lipo_PC

ISOTN
97,8+0,9 | 96,9+0,7 | 84,8+0,9 8111 95+1 95,7+0,5
.. . |HPLC| (%)
inicial
TN (%) | 0,8+0,1 0,6+0,1 1,1+0,1 1,0+0,1 0,6+0,2 0,6+0,2
no.cristais/mm? 0 0 103+5 1243 1241 3t1
inicial diametro 197634/ | 2458+89/ | 419+18/ | 358+27/ 184+10/ | 204+12/
inicia

médio(nm)/ IP | 0,31+0,01 | 0,38+0,02 | 0,25+0,02 |0,27+0,02 | 0,17+0,01 | 0,19+0,02

apés %EE (grad.
15 dias | densidade)

50+1 96+2 38+2 83+2 46+1 89+2

Os métodos pouco induziram a formac¢édo de produto de degradacdo TN. Os menores
didmetros e polidispersidade dos lipossomas foram obtidos usando os métodos da injegdo com
etanol e encapsulagdo passiva. Porém as suspensodes lipossomais provenientes destes dois
métodos apresentaram cristais de ISOTN logo apdés a preparagao, portanto, ndo ocorreu
encapsulagao completa da ISOTN como observado no método da hidratacdo do filme lipidico
seco.

Analisando as amostras 15 dias apods a preparacao, a %EE da ISOTN foi maior para

aquelas preparadas com fosfatidilcolina PC (Lipo_PC), refletindo o maior espagamento entre
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lipidios para acomodar as moléculas do farmaco. Entre os trés métodos, a técnica de hidratacao
do filme lipidico seco, em geral, foi a que proporcionou maior encapsulagao do farmaco. Isto se
deve a melhor interacdo dos lipidios com o farmaco antes da hidratacdo. O método de
encapsulagao passiva envolve a particao do farmaco adicionado na agua para as bicamadas
lipidicas (Stillwell e Wassall, 1990). Como a ISOTN, em solugdo aquosa, cristaliza e forma
agregados facilmente (Noy, 1992; Han e Wiedmann, 1998), parte dela pode precipitar e ndo ser
encapsulada. No método de injecao, o etanol pode competir com o farmaco pela mesma regiao
de insercao dentro da bicamada e, assim, diminuir a eficiéncia de encapsulagao.

A encapsulacao passiva tem a vantagem de expor o farmaco a menor niumero de etapas
de manipulagdo, mas envolve uma preparacdo prévia de lipossomas vazios. O método de
injecdo também tem a vantagem de envolver menos manipulagao da ISOTN, além de fornecer
lipossomas menores, permitir escalonamento e ser de baixo custo. Porém, esta técnica é
limitada pela solubilidade dos lipidios em etanol (40 mmol/L) (New, 1990) e os lipossomas
obtidos tém elevada polidispersidade. Variaveis como velocidade de injecdo e agitacéo,
didmetro da agulha, concentragdo dos solventes e dos lipidios influenciam o tamanho (New,
1990; Pons et al., 1993; Toiutou et al.; 2000,) e, assim, optou-se por utilizar o método de
hidratacdo do filme lipidico seco como o de escolha para preparar suspensdes lipossomais
contendo ISOTN.

4.4 Diminuicao do tamanho dos lipossomas

A distribuicdo de tamanho lipossomal e a reprodutibilidade do processo de obtengéo dos
lipossomas sdo importantes para a eficiéncia na aplicagdo e controle dos lotes do material
produzido comercialmente (reprodutibilidade). Para diminuir o tamanho e polidispersidade dos
lipossomas, utilizam-se técnicas como cromatografia de exclusdo em gel, ultracentrifugacao por
diferencas de densidade, sonicacdo, extrusdo em membranas com tamanho de poros
adequados, prensa francesa, microfluidizadores e homogeneizadores de alta pressido. A maior
parte destes métodos apresenta alto custo e alguns, dependendo da quantidade de material a
ser produzido, tornam-se inviaveis (New, 1990). Foram testados dois tipos de métodos que

podem ser escalonados: sonicagao e extrusao.

4.4.1 Sonicacao dos lipossomas
Ultra-som € bastante utilizado em Quimica, ndo s6 para limpeza de materiais € no

auxilio para dissolucao de substancias, mas também em reacdes quimicas (Suslick, 1989;
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Suslick et al.,, 1999). Os poucos estudos relacionando lipossomas com ultra-som concentram-
se, na investigagao de processos de nebulizagdo para administragdo pulmonar de formulagdes
lipossomais (Bridges e Taylor, 2000), analises da deformagdo e rompimento das vesiculas
(Marmottant e Hilgenfeldt, 2003) e espectroscopia de ultra-som (Ma et al.,, 1990). Nenhum
efetivamente relaciona a freqliéncia e a poténcia ultra-sdnica com o tamanho dos lipossomas.

Dos métodos escalonaveis para redu¢cdo do tamanho dos lipossomas, a sonicagéo é o
de menor custo. Existem dois tipos de sonicadores, o tipo ponteira € o banho. O sonicador tipo
ponteira é imerso dentro da suspenséo lipossomal. A energia empregada (100 W/cm?) em um
pequeno volume de suspensdo rompe as membranas, podendo-se obter lipossomas com
diametro de até 20 nm. Porém, suas limitagdes sdo superaquecimento local, pequeno volume
de suspensao, reagdes de peroxidacido induzidas em cadeias acila insaturadas, liberacdo de
particulas de titdnio contaminando o produto e geragao de aeroséis. No sonicador tipo banho, a
amostra contida em um recipiente é colocada dentro do banho de ultra-som. A energia
empregada (1-5 W/cm?) é dispersa sobre uma grande area limitando, assim, sua eficiéncia, pois
sdo obtidas vesiculas com tamanhos heterogéneos. Este método ndo causa degradagcao e nem
contaminagcdo (New, 1990; Crommelin e Schreier, 1994). Neste trabalho, o sonicador tipo
ponteira nao foi indicado, pois a ISOTN apresenta varias duplas liga¢cdes que podem ser
danificadas.

Os parametros importantes na sonicacdo sao: a quantidade de energia liberada na
cavitagao (intensidade de cavitacdo) e a densidade de cavitacdo (numero de implosdes de
cavidades por unidade de volume por unidade de tempo); pardmetros que dependem dos
tamanhos das bolhas geradas (Suslick, 1988; Manson, 1989). A intensidade de cavitagao
diminui se a temperatura do liquido aumenta ou se diminui a tensao superficial do liquido.

A intensidade de cavitagdo depende diretamente da amplitude da onda e da poténcia
ultra-sbnica (isto &, a energia requerida para gerar a cavitagao). A intensidade de cavitagao é
inversamente proporcional a frequéncia da onda. Quando esta aumenta, a intensidade de
cavitagdo diminui por causa do menor tamanho das bolhas geradas, resultando em implosdes
menos violentas e liberando menos energia. O quadrado do raio da bolha é proporcional a
energia da implosdo. A reducdo do efeito de cavitagdo em altas frequéncias pode ser
compensada pelo aumento da poténcia ultra-sénica. Aumentando a amplitude das vibragdes,
existe maior diferenca de pressao gerada pelas ondas em relagdo a pressido ambiente e,
consequentemente, maiores energias de implosdo. Frequéncias maiores sao tipicamente
associadas com maiores densidades de cavitagdo e € um fator importante para induzir a

remogao/quebra de particulas (Suslick, 1988; Manson, 1989; Fuchs, 2002).
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A sonicacao deve ser conduzida acima da temperatura de transicdo de fase dos lipidios,
a fim de se obter lipossomas estaveis, eliminando defeitos nas bicamadas, os quais, a longo
prazo, podem causar liberacido de farmacos encapsulados e induzir a fusdo dos lipossomas
(New, 1990; Crommelin e Schreier, 1994).

Para reducao do tamanho dos lipossomas por ultra-som, foram utilizados varios banhos
de ultra-som, todos com a mesma dimenséo, temperatura e volume de agua. Foram escolhidos
banhos com diferentes freqliéncias e poténcias para avaliar a influéncia destes parametros no
diametro medio e na polidispersidade das vesiculas.

Como este teste foi realizado no inicio deste projeto de Tese, foram avaliadas apenas
suspensoes lipossomais constituidas de fosfatidilcolina HPC, formulacao
Lipo_ HPC(ISOTN5umol). Antes das sonicagbes, foi realizada a extrusdo das suspensdes
lipossomais em membranas com didmetro de poro igual a 1000 nm para possibilitar
comparagoes, visto que lipossomas MLV's obtidos pelo método da hidratacdo do filme lipidico
seco tém tamanho bastante heterogéneos. Os dados obtidos de didmetro médio e
polidispersidade dos lipossomas nas suspensdes sonicadas, nos diferentes banhos de ultra-

som, estdo mostrados na Figura 33.
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Figura 33: Sonicagao de lipossomas de fosfatidilcolina HPC (1000 nm) em diferentes banhos
de ultra-som: (a) didmetro médio; (b) polidispersidade dos lipossomas em funcédo do tempo de
exposigcao ao ultra-som

O tamanho dos lipossomas foi influenciado por ambos os fatores: ocorreu diminuicéo

do tamanho com aumento da poténcia ou da freqiiéncia de ultra-som.
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Para frequéncia fixa em 25 kHZ, o aumento de 2,4 vezes na poténcia (de 100 para
240 W), implicou no surgimento de bolhas (cavitagdes) implodindo com maior energia ao redor
das vesiculas. Considerando um tempo de 60 min, a diminuicdo de didmetro dos lipossomas
em relagdo ao tamanho original foi de 37% (100 W) para 49% (240 W), diferenga esta de 12%
causada pelo aumento da poténcia.

Para uma poténcia fixa em 240 W, o aumento de 1,9 vezes na frequéncia (de 25 para
47 kHz), implicou na formagao de bolhas com menor tamanho (menor energia) implodindo ao
redor das vesiculas, e geragao de maior densidade de cavitagbes. Considerando um periodo de
60 min, a diminuicdo de didmetro dos lipossomas em relagdo ao tamanho original foi de 49%
(25 KHz) para 81% (47 KHz) , diferenga de 32% com o aumento da freqiéncia.

Observou-se que a freqliéncia teve um efeito maior que a poténcia na diminuicdo do
tamanho dos lipossomas. Segundo fabricantes destes equipamentos, banhos de ultra-som que
utilizam freqléncias maiores sdo mais efetivos na limpeza de areas menores. Assim, os
lipossomas que sao vesiculas muito pequenas foram rompidos mais facilmente utilizando maior
numero de implosdes de bolhas pequenas.

Observou-se que o indice de polidispersidade aumentou com o tempo de sonicagao
(inicial de 0,16 para 0,28, em média), independentemente da frequéncia e da poténcia dos
banhos utilizados, atingindo um patamar apés 30 min. Portanto, a sonicagdo, ao mesmo tempo
em que diminuiu o tamanho dos lipossomas, aumentou sua polidispersidade. A sonicacao
envolve a ruptura aleatdria de lipossomas, na qual as bicamadas sao rompidas e se refazem
rapidamente formando vesiculas com tamanhos diferentes.

Como o banho de ultra-som 47 kHz/240 W foi o que causou a maior diminui¢do nos
lipossomas vazios e menor diferenga de polidispersidade, em relagao aos valores originais, sua
eficiéncia foi também testada em relagcdo aos lipossomas contendo ISOTN encapsulada.

Uma parte da suspensao de lipossomas contendo ISOTN encapsulada, preparada no
dia, foi extrudada em membrana de 1000 nm e outra ndo. Posteriormente, aliquotas dessas
duas partes (extrudada e ndo extrudada) foram sonicadas em banho de ultra-som
47 kHz/240 W. Foram comparados o diametro médio e a polidispersidade das vesiculas destas
amostras e de lipossomas vazios, extrudados e nao extrudados (Figura 34).

Observou-se que as suspensdes contendo lipossomas nao extrudados apresentaram
reducbes de tamanho das vesiculas iguais as extrudadas em membranas de 1000 nm
(Figura 34). Foram suficientes 30 min de sonicag&o para estabilizar o tamanho dos lipossomas
e a polidispersidade. Os lipossomas vazios obtidos (extrudados ou n&o) foram maiores e mais

polidispersos que aqueles contendo ISOTN. Segundo Stillwell et al. (1982), lipossomas
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contendo retindides sdo menores que os respectivos lipossomas vazios. Comparando apenas
os lipossomas nao extrudados, até os 30 min de sonicacdo, as vesiculas vazias foram mais
dificeis de romper do que aquelas contendo ISOTN (Figura 34). A inclusao da ISOTN deixou a
bicamada lipossomal mais suscetivel ao rompimento. Trinta minutos de sonicacdo foram

suficientes para obter lipossomas contendo ISOTN com didmetro médio ~164 nm.
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Figura 34: Sonicacao de lipossomas de fosfatidilcolina HPC vazios e contendo ISOTN, sem e
com extrusdo (1000 nm), em diferentes banhos de ultra-som: (a) didmetro médio e (b)
polidispersidade dos lipossomas em fungédo do tempo de exposi¢ao ao ultra-som

Para comparar o método de sonicagdo com o de extrusdo, foi preparada uma nova
suspensao lipossomal contendo ISOTN, sendo que uma parte foi sonicada 30 min em banho de
ultra-som (47 kHz/240 W) e a outra parte foi processada na extrusora (membranas de 200 nm).
A estabilidade quimica e o tamanho dos lipossomas foram avaliados e comparados em relacéo

aos da suspensao lipossomal original (ndo submetida a redugado de tamanho).

A concentracao de ISOTN nos lipossomas sonicados por 30 mim foi diminuida em 7+1%
e foram obtidos 3,2+0,2% do isbmero TN, enquanto nos lipossomas extrudados esses valores
foram de 2,140,6% e de 0,6+0,2%, respectivamente. Na sonicacdo, o rompimento das
bicamadas e a rapida formacgao de lipossomas cada vez menores, tendem a expor o farmaco ao
meio aquoso, o qual em contato com oxigénio dissolvido, aliado a energia liberada na cavitagao
(implosao da microbolhas), podem provocar sua degradagdo. Os lipossomas sonicados

apresentaram didmetros médios de 175+29 nm e polidispersidade de 0,21+0,02, enquanto os
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valores para os extrudados foram 21448 nm e 0,09+0,01, respectivamente. Devido a alta
polidispersidade dos lipossomas, maior degradagao da ISOTN e utilizacdo de pequeno volume
de amostra, a sonicacdo nao foi adequada para reduzir e homogeneizar o tamanho das

vesiculas.

4.4.2 Extrusao dos lipossomas

Extrusdo € um processo pelo qual os lipossomas MLV's sado forcados a passar através
de filtros com tamanho de poro definido, para reduzir o tamanho dos mesmos e fazer com que
figuem com didametro médio préximo daquele dos poros (New, 1990; Hope et al., 1993; Berger
et al., 2001). Conforme visto no item 4.4.1, a extrusdo foi mais eficiente que o ultra-som para
diminuir e homogeneizar o tamanho das vesiculas.

No caso de um farmaco facilmente degradavel, como a ISOTN, quanto menor o nimero
de etapas de extrusdo, maior sera a estabilidade quimica da suspensao final. Entao, foi feito um
estudo para determinar quantos ciclos de extrusdo seriam necessarios para alcancar o tamanho
desejado e, ao mesmo tempo, foi monitorada a concentragdo da ISOTN nos lipossomas
extrudados. Suspensdes de fosfatidilcolina HPC e PC contendo ISOTN encapsulada
(formulagdes Lipo_HPC(ISOTN5umol) e Lipo_PC(ISOTN5umol)) foram expostas a 10 ciclos

de extrusdo em membranas de 400 nm (Figura 35).
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Figura 35: Didmetro médio e polidispersidade em fun¢cdo do numero de extrusbes para
Lipo_HPC(ISOTN5umol) e Lipo_PC(ISOTN5umol); extrusdo em membrana de 400 nm
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Escolheu-se fazer a extrusdo em membranas com didmetro de poro igual a 400 nm: (a)
para ter maior controle sobre a estabilidade da suspensao a longo prazo; (b) para diminuir o
espalhamento de luz nos testes com fluorescéncia e (c) porque a aplicagdo dérmica nao exige
vesiculas tdo pequenas como a aplicagao intravenosa (100 nm) pois a liberacao de farmacos
contidos em lipossomas MLV’'s pode ser mais lenta na pele. Segundo Yarosh (2001),
lipossomas com diametro de 200 a 600 nm sao mais eficientes para aplicagdo topica. Du
Plessis et al. (1994b) verificaram que lipossomas com 300 nm de didmetro constituem

reservatdrios mais apropriados para aplicacéo tépica na pele.

Para as suspensdes Lipo_HPC e Lipo_PC foram necessarios, pelo menos, 5 ciclos

sucessivos de extrusdo para obter vesiculas com tamanho e polidispersidade estabilizados.

Apods 10 ciclos de extrusdo, ndo se observou degradacao significativa do farmaco, as
porcentagens de ISOTN e TN na suspensédo Lipo_HPC foram respectivamente 97,5+0,4% e
0,5+0,1%, e para Lipo_PC, os valores corresponderam a 98+1% e 0,7+0,2%. Quinze dias apds
a extrusdo, a suspensdo Lipo HPC extrudada apresentou 16+2 cristaiss/mm? de ISOTN,
enquanto que nenhum cristal foi visualizado na suspenséo Lipo_PC extrudada. Portanto, a
diminuicdo do tamanho (de 2300 nm para 380 nm) dos lipossomas com a extrusao, a qual
provavelmente possibilitou o aumento do raio de curvatura das vesiculas, nao influenciou a
estabilidade da ISOTN encapsulada (n&o impediu o vazamento do farmaco nos lipossomas de
HPC).

Lipossomas (n&do extrudados) obtidos com fosfolipidio PC foram maiores, mais
polidispersos, refletindo na maior facilidade de remog¢ao das camadas de lipidios da parede do
baldo (maiores fragmentos lipidicos) durante a etapa de hidratacéo.

Como a extrusdao nao degradou o farmaco, pouco material ficou retido no equipamento
(o rendimento do processo foi ~97%) e nédo houve liberacao de ISOTN dos lipossomas mesmo
15 dias apoés a extrusao, este método foi escolhido para reduzir e homogeneizar as suspensoes
lipossomais a serem estudadas. Para maior seguranca em relacdo ao tamanho das vesiculas,
devido as diferentes composicdes das suspensdes lipossomais, optou-se por fazer 7 ciclos

sucessivos de extrusao.

4.5 Caracterizacao dos lipossomas com maxima encapsulacao de ISOTN

Nos experimentos anteriores foram obtidas suspensoes lipossomais que nao mostraram

cristais de ISOTN e, portanto, a encapsulacéao de ISOTN foi ~100%. Foram escolhidas 5
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suspensoes: Lipo_PC; Lipo_PC/Col; Lipo_PC/PS; Lipo_HPC/PC e Lipo_HPC/DO. Todas as
suspensdes contém ~5 umol de ISOTN encapsulada e razdo ISOTN/lipidios ~0,026:1. Nas
proximas etapas, foram utilizadas a nomeclatura simplificada das suspensdes, por exemplo em
vez de Lipo_PC(ISOTN5umol), usou-se apenas Lipo_PC (ver Tabela 1 e Abreviaturas). Para
cada uma delas foram determinados a %EE, o didametro das vesiculas, verificagdo da presenca
de cristais do farmaco por microscopia, realizados ensaios sobre fotodegradacgao, estabilidade
fisica e quimica das suspensodes por 3 meses, estudos com fluorescéncia, permeacgio cutanea,

irritacdo dérmica primaria, sendo todas as suspensodes extrudadas em membranas (400 nm).

4.5.1 Determinacao da porcentagem de ISOTN encapsulada nos lipossomas

A suspensao sem farmaco livre foi considerada como sendo aquela apés extrusdo (que
serviu para reduzir o tamanho e filtrar cristais de ISOTN) seguida de ultracentrifugagéo (para

separar produtos de oxidagao da ISOTN soluveis em agua).

Apos ultracentrifugacao das suspensodes extrudadas em membranas, foram analisadas
aliquotas do sobrenadante e do precipitado ressuspenso em tampao citrato. Os valores foram
comparados com a quantidade adicionada no inicio do processo. A concentracio da ISOTN foi
determinada por HPLC e o teor de fosfolipidios por método colorimétrico. A partir dos valores de
ISOTN e de lipidios foram obtidas a eficiéncia de encapsulagdo do farmaco (%EE), a razdo
molar farmaco/lipidio nas suspensodes e o coeficiente de particdo entre membrana/tampéao. Os

resultados estdo apresentados nas Tabelas 20, 21 e 22.

Tabela 20: Porcentagem de lipidios e de ISOTN nas suspensdes lipossomais e sobrenadantes
apos extrusao/ultracentrifugagdo em relagao ao adicionado no balao

suspensoes lipossomas

. . sobrenadante
lipossomais ressuspensos

contendo ISOTN . )
(%) lipidios (%) ISOTN (%) lipidios (%) ISOTN
encapsulada
Lipo_PC 96,3+0,2 95,6+0,1 1,1+0,4 1,0+0,3

Lipo_PC/Col 96,8+0,2 96,0+0,3 1,0+0,3 0,7+0,1
Lipo_PC/PS 94,00,2 93,1+0,3 3,3+0,6 2,4+0,7
Lipo_HPC/PC 97,6 0,1 96,9+0,2 0,6+0,2 0,740,2
Lipo_HPC/DO 92,9+0,2 91,6+0,4 1,1+0,6 1,2+0,4
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As porcentagens de lipidios e ISOTN obtidos nos lipossomas apds separagdo do
farmaco livre (Tabela 20) foram maiores que 92 e 91%, respectivamente. A soma das
porcentagens de lipidios e ISOTN nos lipossomas ressupensos e nos sobrenadantes nao
correspondeu a 100%; os valores variaram de 93 a 98%. Esta diferenca deve-se a dificuldades
obtidas no processo de obtencdo dos lipossomas. As suspensdes preparadas estavam
concentradas (30 mg/mL de lipidios), turvas e com espuma. Estas caracteristicas dificultaram a
retirada total da suspensdo contida no baldo apdés a preparagdo, a ressuspensdo dos
lipossomas apds ultracentrifugagcéo e o acerto do menisco no baldo volumétrico. Na etapa de
extrusdo, podem ocorrer perdas de material que fica aderido na membrana ou cilindro da
extrusora.

A suspensdo Lipo_PC/PS apds centrifugacdo apresentou maiores valores de
porcentagem de lipidios e ISOTN no sobrenadante em relagdo as demais (Tabela 20). Isto se
deve a dificuldades de sedimentacdo de lipossomas carregados negativamente. Ao retirar o
sobrenadante do tubo, uma pequena por¢cao de lipossomas, ndo tdo compactados, foi
carregada junto com o liquido.

Apods separagdo do farmaco livre, a suspensdo Lipo_HPC/DO foi a que apresentou
menor valor de porcentagem de lipidios e ISOTN (Tabela 20), devido a dificuldades de se
trabalhar com suspensdes contendo surfatantes. Esta suspensao apresentou maior viscosidade
e espuma do que as outras.

Na Tabela 20, os valores de %ISOTN correspondem a eficiéncia de encapsulacdo da
ISOTN, calculada pela Equacdo 6 (item 3.9.2), normalmente utilizada nos estudos com
lipossomas de TN (Montenegro et al., 1996; Sinico et al., 2005). Esta “%ISOTN” pode ser
considerada mais como um rendimento do processo lipossomal em relagao ao farmaco.

Devido as perdas conjuntas de farmaco e lipidios durante a obtencao dos lipossomas, os
valores de ISOTN encapsulada nos lipossomas, apds separagao do farmaco livre, devem ser
maiores. Uma forma de obter um resultado mais real de %EE do farmaco é considerar tanto os
numeros de moles de ISOTN quanto dos lipidios presentes: a razao molar ISOTN/lipidios
(Tabela 21).
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Tabela 21: Raz&do molar ISOTN/lipidios das suspensdes lipossomais

suspensoes razao ISOTN/lipidios (mol/mol)
lipossomais experimental/tedrico
contendo ISOTN teodrico experimental (%)

encapsulada

Lipo_PC 0,0257:1 | (0,0254 +0,0001) :1 99,02 99,5
Lipo_PC/Col 0,0256:1 | (0,0254 + 0,0001) :1 98,9 a 99,4
Lipo_PC/PS 0,0257:1 | (0,0255 + 0,0002) :1 98,5a 99,5

Lipo_HPC/PC 0,0258:1 | (0,0257+ 0,0001) :1 99,0 2 99,5
Lipo_HPC/DO 0,0258:1 | (0,0255 + 0,0002) :1 98,12 99,1

O valores experimentais de razdo molar ISOTN/lipidios foram comparados com os
tedricos (moles dos componentes usados para preparagéo dos lipossomas) (Socaciu et al.,
2000), havendo boa concordancia entre eles, indicagdo que, se ocorreram perdas durante o
processo, elas foram proporcionais entre lipidios e ISOTN. A razdo entre os valores
experimentais e o tedrico forneceu uma %EE da ISOTN mais apropriada que a mostrada na
Tabela 20. Pode-se dizer que a %EE da ISOTN foi maior que 98% em todas as suspensoes, de
modo que a metodologia e os lipossomas obtidos foram adequados para encapsular
praticamente todo o farmaco. Estes resultados indicaram que as suspensdes ndo necessitam
de prévia separacao do farmaco livre para serem utilizadas em outros estudos, como testes in
vitro e in vivo.

O percentual de encapsulagdo da ISOTN nos lipossomas também pode ser expresso
através do coeficiente de particdo do farmaco (Pj.) entre duas fases imisciveis: lipossomas e
agua (de Paula e Schreier, 1996), através da Equacédo 7 (item 3.9.2). Como as porcentagens de
ISOTN encapsulada nos lipossomas estdo subestimadas na Tabela 20, o coeficiente de
particao foi calculado considerando a porcentagem de ISOTN na membrana através da razao
entre os valores experimentais e tedricos (Tabela 21). A porcentagem de ISOTN na solugao
tampao (sobrenadante) foi obtida subtraindo-se a porcentagem de ISOTN na membrana
(Tabela 22) do valor de 100%.

Coeficientes de particao sao normalmente obtidos solubilizando-se o farmaco na fase
aquosa, em seguida misturando-se esta fase com a orgéanica (solvente ou membranas) (Leo et
al., 1971). No nosso caso, o coeficiente de particado da ISOTN no sistema lipossomas/agua (P),)
foi obtido com a ISOTN dissolvida na fase organica (lipidica) e posterior adicdo de agua

(método da hidratagao do filme lipidico seco, item 3.4.1). Este procedimento facilitou a insergao
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das moléculas do farmaco na bicamada lipidica, ja que a solubilidade do farmaco em agua é
muito pequena e a ISOTN apresenta facilidade de cristalizagdo em agua (a concentragdo de
ISOTN a ser encapsulada foi maior que a solubilidade de ISOTN aquosa). O método de
preparagao lipossomal por encapsulagédo passiva (item 3.4.3), utilizado para encapsulagao da
ISOTN, se assemelha a metodologia tradicional de obtencao de Py,, porém o farmaco também
foi dissolvido em etanol para ser adicionado ao tampao contendo os lipossomas, com a
finalidade de facilitar sua entrada nas membranas. Na Tabela 19 (item 4.3) o método de
preparagao lipossomal por formacgéo do filme lipidico seco proporcionou maior %EE do farmaco
do que o método da encapsulagdo passiva, indicagdo de que dependendo da metodologia
utilizada, os resultados de %EE e particdo podem ser diferentes (em virtude da pequena

solubilidade do farmaco na agua).

Tabela 22: Coeficiente de particdo (P,,) da ISOTN entre lipossomas/agua (tampao citrato 10
mmol/L, pH 5,6)

suspensoes lipossomais o
Pia log Py, médio
contendo ISOTN encapsulada

Lipo_PC 3300 a 6633 3,70
Lipo_PC/Col 3053 a 5520 3,63
Lipo_PC/PS 2250 a 7374 3,68
Lipo_HPC/PC 1659 a 7213 3,65
Lipo_HPC/DO 1730 a 3712 3,43

Considerando os erros da quantificacdo de ISOTN e lipidios, obteve-se uma faixa de
valores de Py, para cada suspensao (Tabela 22). Isto ocorreu porque determinagbes de
coeficientes de particao pelo método de separacao de fases (centrifugagdo) podem apresentar
erros como dificuldades de separagao total das duas fases acarretando, em alguns casos, a
presencga de lipidios no sobrenadante, disturbio do estado de equilibrio do farmaco apés a
separacgao (Schreier et al., 2000). Apesar dos possiveis erros experimentais e das variagdes
obtidas de Py, os valores de log Py, médio refletem a afinidade da ISOTN pela membrana
(Lasic, 1993). Quanto maior a lipofilicidade, maior é a tendéncia de particdo para membranas.
Alguns fatores como método utilizado, solubilidade aquosa do farmaco, forma e estrutura do
farmaco, pH, temperatura, composicao da membrana, presenca de interagdes como ponte de
hidrogénio, podem afetar o valor de P, (de Paula e Schreier, 1995; Malheiros et al., 1998;
Santos et al., 2003; Pola et al., 2004).
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A eficiéncia de encapsulacdo de farmacos lipofilicos € conhecida aumentar com o
coeficiente de particdo octanol/agua (lipofilicidade do farmaco), porém a incorporagao em
lipossomas de farmacos pouco solluveis em agua, ndo depende apenas das propriedades fisico-
quimicas do mesmo, mas também de outros fatores acima citados como composi¢cdo da
bicamada lipidica e do método de utilizado (Mohammed et al., 2004). A mesma ordem de
magnitude dos valores de log Py, ~3, obtida para os 5 tipos de lipossomas (Tabela 22), indicou
que apesar das diferengas de composicao lipossomal, as bicamadas ofereceram um ambiente
apropriado (fluido) e semelhante para encapsular ISOTN, justificando a alta porcentagem de
encapsulagao do farmaco nestas vesiculas.

O valor de log P da isotretinoina no sistema octanol/agua é ~6,7 (Nankervis et al., 1996),
o qual pode ser utilizado como estimativa da afinidade do farmaco (lipofilicidade) com
membranas e pode ser correlacionado com sua atividade biolégica (absorcao, distribuigao,
metabolismo e eliminagdo). Contudo, este coeficiente (ou o log do coeficiente) obtido para o
sistema octanol/agua nem sempre reflete a real particdo do farmaco entre a membrana lipidica
€ a agua, pois o sistema lipossomal é dindmico e mais complexo que a particdo do farmaco
entre dois solventes quase imisciveis. Log P do sistema octanol/agua é um parametro de
lipofilicidade isotropica, enquanto que log P do sistema lipossoma/agua um parédmetro de
lipofilicidade anisotrépica. O valor de Py, € mais representativo, refletindo a particdo do farmaco
entre membranas/agua no organismo (van Balen et al, 2004). Valores diferentes entre
coeficientes de particdo (membrana/agua) e (octanol/agua) foram observados por Malheiros et
al. (1998). Yamamoto e Liljestrand (2004) obtiveram valores de log Py, ~3 para alguns
estrogénios esterdides em lipossomas constituidos de bicamadas lipidicas fluidas (valores

menores que os correspondentes log do coeficiente de particao octanol/agua).

4.5.2 Determinacao de diametro médio e polidispersidade das suspensoes
lipossomais

Foi monitorada, através da técnica de espectroscopia de correlagdo de fétons, a
intensidade de luz espalhada pelos lipossomas, fornecendo informagdes sobre o didametro
meédio e a distribuicdo de tamanhos (polidispersidade) das vesiculas nas suspensdes contendo
ISOTN encapsulada: Lipo_PC, Lipo_PC/Col, Lipo_PC/PS, Lipo_HPC/PC e Lipo_HPC/DO.

Os dados estdo na Tabela 23.
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Tabela 23: Didmetro médio e polidispersidade de suspensdes lipossomais com ISOTN
encapsulada

suspensoes lipossomais | diametro médio o .
polidispersidade

contendo ISOTN encapsulada (nm)

Lipo_PC 33041 0,15+0,05
Lipo_PC/Col 312+7 0,14+0,03
Lipo_PC/PS 276+4 0,12+0,05
Lipo_HPC/PC 322+7 0,15+0,06
Lipo_HPC/DO 960+99 0,46+0,06

As suspensodes lipossomais, excetuando-se a Lipo_HPC/DO, apresentaram vesiculas
com diametros médios semelhantes, um pouco menores que o didmetro dos poros da
membrana de extrusdo (400 nm). Os menores lipossomas foram obtidos na suspensdo
Lipo_PC/PS, devido a presencga de fosfolipidios com carga negativa.

A suspensado Lipo_HPC/DO apresentou vesiculas com didametro médio acima do
esperado, devido a dificuldade da dispersao lipossomal, pois a agitacdo vigorosa da suspensao
ocasionou a formagao de muitas bolhas por causa da presenca do surfatante, e uma leve
agitacdo nao foi o suficiente para dispersar os aglomerados de lipossomas. No equipamento
que determina o tamanho de particulas, as bolhas (que também espalham a luz incidente) sédo
consideradas como particulas e analisadas em conjunto com os lipossomas. A Figura 36b
corresponde a uma das réplicas da suspensdo Lipo_HPC/DO. Nela nota-se a presenga de
particulas com didmetro de 360 a 2687 nm. Sem as bolhas, provavelmente os valores de
distribuicdo e do didmetro médio dos lipossomas da suspensao Lipo_HPC/DO seriam menores.

Nas outras suspensodes, a distribuicdo do tamanho variou entre 150 e 600 nm. A Figura
36a mostra, como exemplo, os dados para uma das analises da suspensao Lipo_PC.

A polidispersidade (~0,14) dos lipossomas nas suspensoes foi adequada, principalmente
porque a formulagéo preparada visa aplicagao tépica. Sinico et. al. (2005), obtiveram valores de
polidispersidade de 0,4 a 0,6 para vesiculas MLV's contendo TN encapsulada para
administragéo topica e valores de 0,2 a 0,3 para vesiculas sonicadas. A polidispersidade das

vesiculas da suspenséo Lipo_HPC/DO foi maior devido as dificuldades citadas.
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Figura 36: Grafico de distribuicdo Lognormal do tamanho dos lipossomas contendo ISOTN
encapsulada nas suspensoes: (a) Lipo_PC e (b) Lipo_HPC/DO

4.5.3 Microscopia eletrénica de transmissao (TEM)

Um dos metodos mais utilizados para visualizar lipossomas € a microscopia eletronica
de transmiss&o. Apds coloragdo da amostra lipossomal com acido fosfotungstico ou molibdato
de amoénio (ou outro material denso de elétrons), € possivel determinar a distribuicdo de
tamanho e numero de lamelas em lipossomas (New, 1990).

As suspensdes contendo ISOTN encapsulada: Lipo_PC, Lipo_PC/Col, Lipo_PC/PS,
Lipo_HPC/PC, Lipo_HPC/DO e Lipo_HPC foram visualizadas por microscopia eletrénica de

transmissao e algumas micrografias estdo apresentadas na Figura 37 (a—f).
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(e) Lipo_HPC/DO (f) Lipo_HPC

Figura 37: Micrografias eletrbnicas de transmissdo das suspensdes lipossomais contendo
ISOTN encapsulada: (a) Lipo_PC; (b) Lipo_PC/Col; (c) Lipo_PC/PS; (d) Lipo_HPC/PC; (e)
Lipo_HPC/DO e (f) Lipo_HPC. Na micrografia do Lipo_HPC/DO a barra é de 100 nm e, nas

demais, € de 40 nm
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O mecanismo que permite a visualizacdo de lamelas concéntricas ndao é bem conhecido,
mas esta aliado ao processo de secagem da amostra com o corante. Na microscopia eletronica,
os elétrons sdo muito pouco absorvidos por material biolégico, assim a analise deste material é
realizada por contraste (amostra e background), através do espalhamento de elétrons pelo uso
de corantes. fons de metais pesados, os quais recobrem a amostra, apresentam maior
espalhamento elastico do feixe de elétrons, enquanto as bicamadas lipidicas, compostas
basicamente de carbono e hidrogénios, espalham menos o feixe. Apenas os elétrons que
passam pelas bicamadas lipidicas s&o envolvidos na formagédo da imagem final. Desta forma,
quando a imagem é formada, os lipossomas aparecem em contraste negativo (New, 1990) e o
resultado visual € a alternancia de lamelas concéntricas claras e escuras, mostrada nas Figuras
37 (a—f).

Ocorreram deformacgao e aglomeragao dos lipossomas com a secagem das amostras e
apesar da dificuldade de obtengdo de boas amostras, varias lamelas lipidicas foram
observadas; indicacdo da formacéao de lipossomas.

As suspensbes lipossomais tendo a componente fosfatidilcolina insaturada PC em maior
quantidade (Figura 37a-c) foram as que apresentaram o maior nimero de lamelas (pelo
menos 3). Lipossomas Lipo_HPC apresentaram 1 lamela (Figura 37f). A mistura de
fosfatidilcolina HPC com PC (Figura 37d), resultou na presenga de mais lamelas (pelo menos
2). A suspenséao Lipo_HPC/DO (Figura 37e) aparentemente apresentou 1 lamela e pode ser

que a presenca do surfatante tenha dificultado a adequada coloracgao.

4.5.4 Microscopia eletrénica de varredura (SEM)

Uma das maneiras de visualizar a estrutura lipossomal é através da microscopia
eletrébnica de varredura, técnica que fornece informagdes sobre tamanho, fusdo, superficie e
forma das vesiculas (New, 1990). O método de secagem direta da suspensao no porta-amostra
€ mais facil, porém, assim como ocorria com a microscopia eletrénica de transmissio, ha
deformacdo e agregacdo dos lipossomas pela desidratacdo. Para melhor visualizar os
lipossomas, foi utilizado o método de Ishii et al. (1996), no qual inicialmente uma fita de papel
de filtro é imersa na suspensdo lipossomal, seguido de fixagdo com verde de malaquita,
glutaraldeido e tetroxido de ésmio. Foram obtidas micrografias do papel de filtro (Figura 38a) e
das suspensdes contendo ISOTN encapsulada: Lipo_PC, Lipo_PC/Col, Lipo_PC/PS,
Lipo_HPC/PC, Lipo_HPC/DO fixadas no papel de filtro (Figura 38b-f).
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(e) Lipo_HPC/PC (f) Lipo_HPC/ DO

Figura 38: Micrografias eletrénicas de varredura das suspensoes lipossomais contendo ISOTN
encapsulada: (a) papel de filtro; (b) Lipo_PC; (c) Lipo_PC/Col; (d) Lipo_PC/PS; (e)
Lipo_HPC/PC; (f) Lipo_HPC/DO. Barra =1 um
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As micrografias dos papéis de filtro embebidos nas suspensdes apresentaram estruturas
diferentes daquelas encontradas no préprio papel. As estruturas (Figura 38b-f), na maior parte,
esféricas e polidispersas, correspondem aos lipossomas. Foram obtidos didmetros médios de
80 a 600 nm, semelhantes aos encontrados por espectroscopia de correlagdo de fétons (item
4.5.2).

Andlises das suspensbes lipossomais por SEM, mostraram que o tamanho dos
lipossomas da suspenséo Lipo_HPC/DO (Figura 38e) foi semelhante ao encontrado nas outras
formulagdes lipossomais. Portanto, o valor de didmetro médio obtido por espectroscopia de
correlagcao de fétons (item 4.5.2) esta superestimado pela presenca de microbolhas na amostra
durante a realizacdo da medida. Estas microbolhas surgiram em virtude da suspensio conter

surfatante.

4.5.5 Avaliacao da estabilidade das suspensoes lipossomais a 8 °C

As suspensdes contendo ISOTN encapsulada Lipo_PC, Lipo_PC/Col, Lipo_PC/PS,
Lipo_HPC/PC e Lipo_HPC/DO foram mantidas a 8 °C por 3 meses e avaliadas em relagdo ao
diametro médio e polidispersidade (Figura 39a e 39b, respectivamente), por HPLC e

microscopia 6ptica (Figuras 40a e 40b, respectivamente).
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Figura 39: Avaliacdes (a) do didmetro médio e (b) da polidispersidade das suspensdes
contendo ISOTN encapsulada: Lipo_PC, Lipo_PC/Col, Lipo_PC/PS, Lipo_HPC/PC,
Lipo_HPC/DO e Lipo_HPC, durante 3 meses a 8 °C
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Figura 40: Avaliagdes (a) da eficiéncia de encapsulacao e (b) da presencga de cristais de ISOTN
das suspensdes contendo ISOTN encapsulada: Lipo_PC, Lipo_PC/Col, Lipo_PC/PS,
Lipo_HPC/PC, Lipo_HPC/DO; Lipo_HPC, durante 3 meses a 8 °C

O didmetro médio e a polidispersidade (Figuras 39a e 39b, respectivamente) e a
porcentagem do farmaco encapsulado nos lipossomas (Figura 40a) nao foram alterados
significativamente durante esse tempo, lembrando que o valor obtido para o diametro médio
(~1000 nm) e polidispersidade (~0,35) da amostra Lipo_HPC/DO foram superestimados por
espectroscopia de correlagao de fotons, pela presenca de microbolhas.

A amostra Lipo_PC/Col apresentou alguns cristais de ISOTN apés 30 e 90 dias da
preparacao das suspensdes (Figura 40b), indicando maior instabilidade do farmaco (ou
defeitos) nestes lipossomas na presenca de colesterol. Este resultado sugere a diminuicdo da

quantidade de colesterol na formulagao.

4.5.6 Avaliacao da fotodegradacao das suspensdes lipossomais e solucao
alcodlica de ISOTN sob lampada fluorescente e UVA

As moléculas de ISOTN sao extensivamente conjugadas e, portanto, labeis para
isomerizacao principalmente por luz (Liu e Asato, 1984; Curley e Fowble, 1988). Alguns dos
isbmeros formados apresentam agdes terapéuticas menos intensas e/ou diferentes (Curley e
Fowble, 1988, Lehman et al.,, 1988, Kunchala et al., 2000) e, por isso, os produtos para

aplicacéo topica contendo ISOTN devem ser utilizados a noite. Formulagcbes que diminuam a
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fotodegradagao do farmaco podem aumentar a eficacia do tratamento e aumentar o tempo de
estocagem do produto a ser comercializado.

Varios estudos tém reportado maior fotoestabilidade de retindides encapsulados em
lipossomas quando comparados aos retindides dissolvidos em solventes (Curley e Fowble,
1988; Brisaert et al., 2001; Lee et al., 2002; Manconi et al., 2003; loele et al., 2005). Com o
objetivo de avaliar a fotodegradacao da ISOTN encapsulada nos lipossomas produzidos, foram
determinadas as porcentagens de ISOTN nas suspensdes lipossomais e em solugéo etandlica,
em funcdo do tempo de exposicdo as lampadas fluorescente e UVA (isto &, simulando
fotodegradagcdo acelerada). Utilizaram-se solugdes alcodlicas e suspensdes lipossomais
contendo ~0,83 mmol/L de ISOTN, a qual corresponde a 0,025% (m/m) do farmaco.

Inicialmente avaliou-se a emissao da lAmpada fluorescente utilizada. Foi verificado que a
lampada emite radiac&o principalmente na regido do visivel e num pequeno intervalo na regiao
do UV (Figura 41).

5 Espectro de emisséo da lampada - fenda 1
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Figura 41: Espectro de emissdo da lampada fluorescente (20 W/ 75 RS, Phillips) utilizada no
teste sobre fotodegradagao

As suspensodes Lipo_PC, Lipo_PC/Col, Lipo_PC/PS, Lipo_HPC/PC, Lipo_HPC/DO e
Lipo_HPC, e a solucdo etandlica de ISOTN, foram expostas a lampada fluorescente. A
decomposicao fotoquimica da ISOTN foi avaliada por HPLC, pois os produtos de degradacao
da ISOTN (isbmeros) absorvem no mesmo intervalo de comprimentos de onda (Gundersen e
Blomhoff, 2002), dificultando a analise por espectroscopia de absorc¢ao na regido UV/VIS.

A Figura 42 mostra o decaimento temporal da concentragdo de ISOTN irradiada com luz
da lampada fluorescente. Pode-se observar que o farmaco encapsulado em lipossomas
apresentou menor fotodegradacdo que o dissolvido em etanol, com exceg¢do da suspensao

lipossomal Lipo_HPC. Os lipossomas rigidos formados por fosfatidilcolina HPC, além de
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favorecerem o vazamento do farmaco com o tempo, proporcionaram maior degradagéo,

estando este fato relacionado a menor estabilidade do farmaco na bicamada.
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Figura 42: Fotodegradagao da ISOTN (~0,83 mmol/L) em solucado alcodlica e em suspensodes
lipossomais, irradiada sob lampada fluorescente, durante 24 h

Plotando In ([ISOTNJ/[ISOTN]nical) Versus tempo (Lachman et al,, 2001), obteve-se o
constante de velocidade da fotodegradacao (Ky;) por ajuste linear, considerando uma cinética
de primeira ordem até 60/90 min de irradiacdo. A Figura 43 corresponde ao grafico de
In([ISOTNY/[ISOTN]Jinicial) Versus tempo da suspensao Lipo_PC.
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Figura 43: Grafico de In([ISOTNJ/[ISOTN]Jinicial) X tempo para suspensado Lipo_PC contendo
ISOTN encapsulada apods irradiacdo sob lampada fluorescente, durante 24 h. [ISOTN] é a
concentracdo do farmaco em um dado instante e [ISOTN]iicial @ inicial (O min)

97



Resultados e Discussao

O produto de degradacao formado no inicio da fotodegradagao foi basicamente TN;
todavia, apds 60 min, o grafico mencionado se desvia da linearidade, indicando que a cinética
se tornou mais complexa, com formagao de outros isbmeros que podem se interconverter
(Figura 44). Os valores de Kj,; estdo apresentados na Tabela 24.

As Figuras 44a e b correspondem aos cromatogramas de ISOTN em etanol e em
suspensédo Lipo_PC, respectivamente, nas quais pode-se observar a formacao dos isbmeros
do farmaco durante o periodo de irradiagcao. Os picos em t; 11,3 min e 13,5 min correspondem
a ISOTN e TN, respectivamente. A falta de padrdes impossibilitou a identificagdo dos outros
isdbmeros (correspondentes aos dois picos centrais), os quais surgiram a partir de 60 min de
irradiagéo. A suspensao Lipo_PC minimizou a formagao destes dois isbmeros em relagédo ao

da solugao alcodlica. O mesmo comportamento foi obtido com as outras amostras lipossomais.

1440min ( j\/\j\fL 1440min

b

5min 5min
Omin Omin JL
0 2 4 6 8 10 12 14 16 0 2 4 6 8 10 12 14 16
tempo (min) tempo (min)
(a) (b)

Figura 44: Cromatogramas (HPLC) de ISOTN apos irradiagao sob lampada fluorescente. (a)
solucdo de ISOTN em etanol; (b) suspensao Lipo_PC contendo ISOTN encapsulada

Os dados da Tabela 24 indicam que a solugao etandlica com ISOTN apresentou maior
constante de velocidade de fotodegradacao (K = 0,0072 min'1) e a menor concentracido de
farmaco residual (27%) apés irradiagdo sob lampada fluorescente do que as suspensdes
lipossomais. Os valores de Kj; obtidos para as suspensdes foram semelhantes (K, médio =
0,0048 min™" e [ISOTN]=40%), considerando 24 h. A encapsulagdo do farmaco em lipossomas
aumentou a estabilidade fotoquimica, pois a ISOTN em solugao alcodlica foi mais facilmente
isomerizada (fotodegradacdo foi mais rapida) que a ISOTN encapsulada na bicamada

lipossomal.



Resultados e Discussao

Tabela 24: Constante de velocidade da fotodegradacdo e porcentagem de ISOTN
restante apos exposicao a luz de lampada fluorescente e UVA por 24 h

amostras contendo constante de velocidade- Ko ]
ISOTN (min™) ISOTN apés 24 h (%)
lampada fluorescente
etanol 0,0072 + 0,0003 27,4+0,2
Lipo_PC 0,0051 + 0,0003 39,310,2
Lipo_PC/Col 0,0047 + 0,0005 44,340,2
Lipo_PC/PS 0,0051 £ 0,0004 40,1+0,3
Lipo_HPC/PC 0,0046 + 0,0002 37,240,1
Lipo_HPC/DO 0,0046 + 0,0003 39,0+0,2
Lipo_HPC 0,0049 £ 0,0002 17,8+0,1
lampada UVA
etanol 0,038 £ 0,007 17,0£0,2
Lipo_PC 0,014 + 0,002 26,7+0,1
Lipo_HPC 0,027 £ 0,002 0

loele et al (2005), utilizando irradiagédo com luz de ldmpada fluorescente, determinaram
que o constante de velocidade da fotodegradacdo da ISOTN em etanol (5,4 x10° min™) foi
maior que o obtido com o farmaco encapsulado em lipossomas produzidos com fosfatidilcolina
de ovo (3,1x10° min™). Estes valores sdo semelhantes aos mostrados na Tabela 24.

Foram comparadas as fotodegradacdes da ISOTN lipossomal e alcodlica sob lampada
fluorescente (simulando luz interna de ambientes, como laboratérios e residéncias) e sob
lampada de UVA (simulando radiacdo UVA da luz solar), Figura 45 e Tabela 24. A ISOTN
presente nas suspensdes Lipo_PC e Lipo_HPC e solugéo etandlica de ISOTN irradiadas sob
luz UVA, sofreu maior degradagcdo que sob lampada fluorescente, indicando que a radiacao
UVA (de maior energia) foi mais prejudicial ao farmaco (Tabela 24). Apds 24 h de irradiagéo a
ordem crescente de fotodegradagdo com luz UVA foi Lipo_PC<solugéo etandlica<Lipo_HPC,
semelhante a encontrada utilizando lampada fluorescente. Novamente, lipossomas Lipo_HPC

demonstraram ser inadequados para encapsulacido de ISOTN.
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Figura 45: Fotodegradagao da ISOTN (~0,83 mmol/L) em solugdo alcodlica e em suspensodes
lipossomais, irradiada sob lampada UVA, durante 24 h

A suspenséao lipossomal contendo ISOTN sera aplicada sobre a pele, provavelmente, na
forma de gel lipossomal (suspensao + espessante), o qual ficara exposto a luz ambiente. Para
comparar a fotodegradacao da ISOTN em solugéo (Figura 42) e na forma de gel, a suspenséao
Lipo_PC contendo ISOTN encapsulada foi adicionada ao gel aquoso de hidroxipropilcelulose e
a solucao etandlica de ISOTN ao gel alcodlico de hidroxipropilcelulose (item 3.8). Estes géis

foram irradiados durante 4 h sob lampada fluorescente e depois analisados (Figura 46).

70 -

" 601

60

48,7+0,3

50

H 46+1

40,2+0,1

40-

30
20+

104

Isotretinoina apds 4h de radiagao(%)

0

T T T T T T T
gel etandlico gel Lipo_PC etanol Lipo_PC

Figura 46: Fotodegradacdo da ISOTN (~0,83 mmol/L) em gel etandlico, gel lipossomal
Lipo_PC, etanol e suspenséao Lipo_PC de ISOTN sob Iampada fluorescente, durante 4 h
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Em geral, a ISOTN presente nos géis alcodlico e lipossomal apresentou menor
degradacao apos 4 h de exposicdo a lampada fluorescente que nas respectivas solugdes
alcodlica e lipossomal, sendo que a maior fotoprotegdo da ISOTN ocorreu no gel lipossomal
(restou 60% da ISOTN inicial), Figura 46. Este, por ser mais turvo, causou maior espalhamento
da luz incidente, diminuindo a fotodegradacao da ISOTN. O gel alcodlico € mais translucido,
enquanto que o lipossomal tem aparéncia cremosa. Portanto, a utilizagdo de gel auxiliou na
protecao do farmaco, resultado este importante para possivel comercializagao do produto.

Deste modo pode-se afirmar que um dos objetivos foi alcangado, pois a formulagao
lipossomal estabilizou mais a ISOTN que a convencional.

A radiagao da lampada fluorescente e da UVA degradou a ISOTN com pouco tempo de
exposicao, confirmando a importancia de se utilizar vidraria ambar e reduzir a intensidade da luz
ambiente durante a manipulagcado deste farmaco. Além disso, produtos para aplicacio tépica a
base de ISOTN, realmente devem ser utilizados a noite ou o paciente deve evitar exposicao a

radiagéo solar ou de ldAmpadas fluorescentes logo apds a aplicagao.

4.5.7 Analise de fluorescéncia das suspensoes lipossomais

Foram utilizados varios métodos de fluorescéncia a fim de verificar as diferencas da
microfluidez e micropolaridade entre as suspensoées lipossomais e confirmar a encapsulagao da
ISOTN nas vesiculas. As suspensdes lipossomais analisadas foram: Lipo_PC, Lipo_PC/Col,
Lipo_PC/PS, Lipo_HPC/PC, Lipo_HPC/DO e Lipo_HPC.

Estes estudos basearam-se no uso de sondas fluorescentes como pireno e TMA-DPH. A
razao entre as intensidades de fluorescéncia das componentes vibrénicas |1/l; do pireno esta
relacionada a micropolaridade do meio onde a sonda esta inserida. Por outro lado, a razao
entre as intensidades de fluorescéncia do excimero e do mondmero (Ig/ly) do pireno reflete a
formacao de excimeros pela capacidade de deslocamentos laterais da sonda na bicamada
lipossomal, processo este controlado por difusdo. O grau de anisotropia avalia a restricao aos
movimentos rotacionais da sonda inserida (ou ndo) na bicamada lipidica (Kalyanasundaram e
Thomas, 1977; Galla e Hartmann, 1980; Lakowicz, 1999).

Segundo Thomson (1969), acidos retindicos nao fluorescem a temperatura ambiente e,
portanto, & praticamente impossivel monitorar, via fluorescéncia intrinseca de ISOTN, sua
incorporagao a bicamada lipossomal e investigar as mudangas que este farmaco pode causar
nas propriedades das membranas. Desta forma, foi necessario o uso de sondas fluorescentes

extrinsecas para verificar, de forma indireta, a presenca da ISOTN na bicamada vesicular.
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Vérios estudos foram realizados com pireno (ou seus derivados), TMA-DPH e outras
sondas para investigar o efeito de substancias encapsuladas em lipossomas (Engelke et al.,
1996; Engelke et al., 2001; loffe e Gorbenko, 2005; Crosas et al., 2006). Artigos de revisao
(Somerharju, 2002; Maier et al., 2002) exploram as varias aplicagdes destas sondas.

A solucdo de pireno em tampéo citrato e as suspensdes lipossomais vazios e com
ISOTN encapsulada foram tituladas com iodeto (Figuras 47, 48 e 49, respectivamente). A
supressao da fluorescéncia da sonda foi utilizada para avaliar sua localizagdo na membrana
lipossomal.

jons iodeto suprimem a fluorescéncia de moléculas de pireno localizadas préximo a
interface lipidio/agua. A eficiéncia dessa supressdo depende da organizagao lipidica e da
localizagdo do fluoréforo e ela resulta do cruzamento intersistemas para um estado friplete,
promovido pelo acoplamento spin-6rbita do fluoréforo excitado e o supressor. A emisséo de luz
a partir o estado ftriplete é lenta, podendo ser também suprimida por outros processos (Langner
e Hui, 1991; Lakowicz, 1999).
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Figura 47: Supressao da intensidade de fluorescéncia do pireno (1 umol/L) em tampé&o citrato
10 mmolL/L pH 5,6 pela adi¢do do supressor iodeto

102



Resultados e Discussao

LIPOSSOMAS VAZIOS
. 700
700 . . — : Lipo_HPC/PC vazio
= 1 Lipo_PC vazio 3 6004
5600 Eh
© T 8
8 500+ ‘ S 500-
«@ «@ E
o o
400 400+
(] []
=]
= 300 2300+
3 3
8 200 200+
g ] 2
2 1004 2 100 ] _/J
E E o
T T T ™ T T T T T T T T T T T
350 400 450 500 550 600 350 400 450 500 550 600
comprimento de onda (nm) comprimento de onda (nm)
700 - 200
g 600. Lipo_PC/Col vazio E ] Lipo_HPC/DO vazio
8 5600
[%] ] ]
500 - 8
8 £500-
N ] ]
© 400
5 400 8400
= o
= 300 3
3 300-
8 200 o
3 | $200+
2 100- %00 ]
8 2100
£ 1 2 |
0- £ ]
T T T T T T T T T T T
350 400 450 ~ 500 550 600 350 400 450 500 550 600
comprimento de onda (nm) comprimento de onda (nm)
700+
700 -
© Lipo_HP i
=) Lipo_PC/PS vazio 6004 ipo_HPC vazio — LIPO
600 ~ ] —— LIPO + 0,010mol/L Kl
500 —— LIPO + 0,025mol/L Kl

a

o

o
1

—— LIPO + 0,050mol/L KI
—— LIPO + 0,100mol/L KI
— LIPO + 0,150mol/L KI
—— LIPO + 0,200mol/L KI

intensidade de fluorescéncia (u.a.)

intensidade de fluorescéncia (
8
o
1 1

100 J
04

T T T T T T T T T T T

350 400 450 500 550 600
comprimento de onda (hm)

T T T T T T T T T T T
350 400 450 500 550 600
comprimento de onda (nm)

Figura 48: Supressdo da intensidade de fluorescéncia do pireno (1 umol/L) incorporado em
suspensdes de lipossomas vazios (Lipo_PC; Lipo_PC/Col; Lipo_PC/PS; Lipo_HPC/PC;
Lipo_HPC/DO e Lipo_HPC) pela adigdo de iodeto. Razdo molar lipidios/pireno: 250:1. A
legenda, comum a todos, esta no ultimo grafico
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Figura 49: Supresséo da intensidade de fluorescéncia do pireno (1 umol/L), incorporado em
suspensdes de lipossomas com ISOTN encapsulada (Lipo_PC; Lipo_PC/Col; Lipo_PC/PS;
Lipo_HPC/PC; Lipo_HPC/DO e Lipo_HPC) pela adigdo de iodeto. Razdo molar lipidio/pireno
~250:1 e razado molar ISOTN/pireno ~6,5:1. A legenda, comum a todos, esta no ultimo grafico e

eles foram expandidos para melhor visualizagao
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Através dos espectros das Figuras 47 a 49, foram obtidos os graficos de Stern-Volmer,
[(Fo/F ) — 1] versus [KI] (Figura 50), utilizando a Equagao 8. Segundo Lakowicz (1999), estes
graficos se desviam da linearidade em diregdo ao eixo x, se existem duas populagbes de
fluoréforos, sendo que uma delas nao esta acessivel ao supressor. Assim, apenas as moléculas
de pireno dispostas mais na interface tém fluorescéncia suprimida, pois os ions iodeto nao
penetram facilmente no interior da membrana. A fluorescéncia remanescente corresponde a
das moléculas de pireno inacessiveis a esses ions e que estdo inseridas internamente na

bicamada lipidica. Esta fluorescéncia é, portanto, independente da concentragao do supressor.

—a— Lipo PC

—e— Lipo PC/Col
—4— Lipo PC/PS
—v— Lipo HPC/PC
—<— Lipo HPC/DO
—»— Lipo HPC
—4— pireno/tampao
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Figura 50: Graficos de Stern-Volmer (Fo/F)-1 versus [KI] em suspensdes lipossomais contendo
pireno: (a) lipossomas vazios (razdo molar lipidio/pireno ~250:1) e (b) lipossomas encapsulados
com ISOTN (razdo molar lipidios/pireno ~250:1 e razdo molar ISOTN/pireno ~6,5:1). A legenda,
comum a todos, esta no ultimo grafico e eles foram expandidos para melhor visualizagao

Nas Figuras 50a e b ndo foi observada a linearidade de [(Fo/F) — 1] versus [KI], indicando
que nao havia uma unica populagdo de moléculas de pireno na suspensdo. Parte das
moléculas desta sonda se inseriu em regido mais hidrofébica da membrana lipossomal, de dificil
acesso ao supressor. Observou-se, ainda, tendéncia a saturacdo da intensidade de
fluorescéncia em maiores concentragdes de iodeto.

A supressao da fluorescéncia das duas populacbes de fluoréforos, uma das quais é
inacessivel ao supressor, foi analisada usando a forma modificada da equacao de Stern-Volmer
(Equacao 9). Foram obtidos graficos de [Fo/(Fo-F)] versus 1/[KI] (Figura 51).

Nos graficos da Figura 51 foram obtidas linhas retas, tanto para as amostras com

lipossomas vazios quanto para aquelas com os lipossomas contendo ISOTN encapsulada. A
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inclinacdo da reta foi obtida considerando os quatro ultimos pontos, em virtude de uma parte

das moléculas de pireno estarem inacessivel aos ions iodeto e a saturacdo da supressao com a

adicéo de maiores concentracbes desses ions. Os valores da constante de Stern-Volmer (Ksy)

e a fracdo da intensidade de fluorescéncia acessivel ao supressor (f,) estdo na Tabela 25.
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Figura 51: Graficos de Stern-Volmer modificado Fo/(Fo-F) versus 1/[KI] em suspensobes
lipossomais contendo pireno: (a) lipossomas vazios (razdo molar lipidio/pireno ~250:1) e (b)
lipossomas encapsulados com ISOTN (razdo molar lipidios/pireno ~250:1 e razao molar
ISOTN/pireno ~6,5:1). A legenda, comum a todos, esta no ultimo grafico e os graficos foram
expandidos para melhor visualizagao

Tabela 25: Valores de Ksy e f, obtidos dos graficos de Stern-Volmer para as suspensodes
lipossomais com e sem ISOTN encapsulada contendo pireno e supressor iodeto

PIRENO em PIRENO em
amostras lipossomas vazios lipossomas contendo ISOTN
f. (%) Ksv(L.mol™) f. (%) Ksv(L.mol™)
PC 14,9 19,6 30,0 85,3
PC/Col 18,3 21,2 35,8 90,5
PC/PS 241 23,9 314 86,0
HPC/PC 33,3 41,1 42,3 136,1
HPC/DO 49,8 37,5 56,8 126,8
HPC 52,2 90,2 75,3 141,2
PIRENO em tampao
fa (%) Ksv(L.mol™)
tampao 96,7 152,0
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Dos espectros de pireno em tampao (Figura 47) e em lipossomas (Figura 48 e 49), sem

adicdo do supressor, foram obtidos

: razao l4/13 (Figura 52), a razao Ig/ly (Figura 53) e os valores

do grau de anisotropia (Figura 54).
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Figura 52: Raz&o entre as de intensidades de fluorescéncia das componentes vibronicas 1 e 3,

obtido dos espectros do monémero de pireno em tampao e encapsulado em lipossomas,
contendo ou ndo ISOTN
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Figura 53: Raz&o entre as areas das bandas de fluorescéncia do excimero e a do monémero
do pireno em tampao e encapsulado em lipossomas, contendo ou ndo ISOTN

107



Resultados e Discussao

S
0,16 S S
i = { = : .
?r' _ N V] Liposomas vazios
0,14 1 = =] S [ JLipossomas c/ISOTN
] e g - —— N
0,12 S S S
—E— s S (=]
© E © H &
5 0,10 - g g
) I o g o
£ ] S ° =
o I —F +
2 0,08 S K
() | S S =3 8 § =1 c
T 0,06 8 = 3 S S a
3 18 = H S H ] ]
5 s gl | gl |E | &l|&l |
© 0,044 3 & S ~ S !
138 3 S S S S
g e 7‘
-4 S
0,02 S % % 7_ %
0,00 Izzi }

T T T T T T T
tampao PC PC/Col PC/PS HPC/PC HPC/DO HPC

Figura 54: Grau de anisotropia de pireno em tampao e encapsulado em lipossomas contendo
ou nao ISOTN

O espectro de fluorescéncia do pireno (1 umol/L) dissolvido em tampéao citrato
(Figura 47) apresentou intensa banda (maximo em 373 nm), vibronicamente estruturada
correspondente ao mondémero e outra banda (maximo em 473 nm), pouco perceptivel, referente
ao excimero. O valor Ig/ly obtido para o pireno em tampao foi de 0,29. Segundo
Kalyanasundaram e Thomas (1977), a intensidade da componente 1 € bem maior do que da
componente 3 (l4/l; = 1,7), fato caracteristico da molécula de pireno em ambiente polar, neste
caso a agua.

Nesta mesma Figura 47, observou-se a supressdo eficiente da fluorescéncia do
mondmero com a adigdo de ions iodeto, indicando o acesso mais facil do supressor pelo
fluoréforo. Analises prévias acompanhando a variagdo temporal da fluorescéncia indicaram que
a supressao ocorre logo apés a adicdo do supressor.

Inicialmente serdo discutidos os resultados obtidos com pireno incorporado em
suspensoes de lipossomas vazios (Figura 48).

Os espectros de fluorescéncia do pireno incorporado em suspensdes lipossomais
apresentaram caracteristicas diferentes em relacdo ao do pireno dissolvido em tampao. A
adicdo do pireno nas suspensdes lipossomais diminuiu 14/15 (Figura 52), indicando que a sonda
se inseriu em um ambiente mais hidrofébico, como a bicamada lipidica. Os valores de Ksy e f,
(Tabela 25) indicaram que o pireno estd menos acessivel ao supressor. A encapsulagéo do

pireno nos lipossomas aumentou a probabilidade da aproximacao entre as moléculas da sonda,
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refletindo-se no maior valor de Ig/ly (Figura 53), e também restringiu os movimentos rotacionais
do pireno, causando aumento do grau de anisotropia (Figura 54). As variagdes das intensidades
de fluorescéncia foram menores para pireno encapsulado em lipossomas do que para pireno
em tampao (Figuras 48 e 47, respectivamente), indicando que o pireno esta encapsulado.

Em lipossomas de fosfatidilcolina HPC, as cadeias acila estdo arranjadas na
conformacéo trans, formando bicamadas mais rigidas e impermeaveis (New, 1990). Para haver
maior incorporacao de pireno neste tipo de lipossoma, a incubagao foi realizada acima da T,
pois assim as bicamadas lipidicas estavam mais fluidas. Porém, com o resfriamento da
suspensdo em temperatura abaixo da T, houve aumento do empacotamento da bicamada,
reduzindo o espaco disponivel para alojar as moléculas de pireno. Estas para se acomodarem
dentro da bicamada lipidica, a qual se tornou mais rigida por causa da temperatura menor,
tenderam a se segregar em pequenos dominios em regides onde existem defeitos no
empacotamento ou em regides menos rigidas da bicamada (Galla e Sackmann, 1974; Miller et
al., 1986). Devido a maior compactacado das cadeias acila, provavelmente as moléculas de
pireno em membranas mais rigidas estdo mais préximas da cabeca polar dos fosfolipidios.

Os lipossomas constituidos por fosfatidilcolina insaturada PC apresentam maior fluidez e
permeabilidade devido a dificuldade de empacotamento da bicamada causada pela
conformacgdo gauche das cadeias acila, aumentando o volume por area de fosfolipidio (New,
1990). Este menor empacotamento das cadeias facilita tanto a insercdo de moléculas na
bicamada quanto o escape de moléculas para o cerne aquoso, principalmente de farmacos
hidrofilicos. Lipossomas produzidos com fosfatidilcolinas insaturadas fornecem um ambiente
com menores restricoes aos movimentos lateral, transversal e rotacional do pireno que
lipossomas formados por fosfatidilcolinas saturadas (Galla e Sackmann, 1974).

Na Figura 48, pode-se observar que a banda do excimero do pireno foi mais intensa nos
lipossomas contendo fosfatidilcolina saturada HPC (formulagbes Lipo_HPC/PC; Lipo_HPC/DO
e Lipo_HPC) do que fosfatidilcolina insaturada PC (formula¢des Lipo_PC; Lipo_PC/Col e
Lipo_PC/PS), indicando que moléculas de pireno estavam mais préximas, provavelmente pelo
aumento local da concentracdo da sonda, isto &, pela formagao de microdominios desta sonda
(Galla e Sackmann, 1974, Galla e Hartmann, 1980). Em lipossomas formados com HPC foram
obtidos os maiores valores para l+/l3, Ksy e fa, indicando que moléculas de pireno ficaram mais
expostas as moléculas de agua e ao supressor, estando provavelmente mais préximas da
cabeca polar. O maior valor do grau de anisotropia indicou que a sonda estava em um ambiente

mais rigido, que dificultou o movimento molecular.
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Andlises entre as formulagbes com fosfatidilcolina PC (Lipo_PC; Lipo_PC/Col e
Lipo_PC/PS), indicaram algumas diferengas nos valores dos parametros l/l;, Ksy e f.. Na
comparagao de Lipo_PC/PS com Lipo_PC, observou-se que a incorporagao de fosfolipidio
com carga negativa (PS) nos lipossomas contendo PC, provavelmente forneceu maior
espacamento entre os fosfolipidios (devido a repulsao eletrostatica entre as cabecgas polares),
possibilitando que mais moléculas de agua (e, portanto, também ions iodeto) penetrassem em
regides proximas as moléculas de pireno, aumentando a micropolaridade do local préximo da
sonda (> valor l4/l3). Possibilitou, também, maior deslocamento lateral das moléculas de pireno
(implicando na maior concentragao de excimeros) e maior liberdade rotacional do pireno (menor
grau de anisotropia). A formulagdo Lipo_PC/Col possui colesterol, o qual restringiu os
movimentos das moléculas de pireno e, portanto, a probabilidade de formagao de excimero. Os
valores do grau de anisotropia, l/l3, Ksy e f, obtidos para Lipo_PC/Col em relagao a formulagéo
Lipo_PC, sugeriram que as moléculas rigidas de colesterol deslocaram as moléculas de pireno
mais para a interface. Os lipossomas Lipo_PC encapsularam moléculas de pireno em regides
mais hidrofébicas pois o valor do grau de anisotropia foi maior e os valores de Ksy, fa e l4/l3
foram menores.

Nos lipossomas com fosfatidilcolina HPC (Lipo_HPC/PC, Lipo_HPC/DO e Lipo_HPC),
observou-se que os Lipo-HPC, por serem mais compactos, apresentaram maior valor do grau
de anisotropia do pireno. Além disso, a dificuldade de encapsulagdo da sonda na regido rigida
das cadeias acila, proporcionou as moléculas de pireno estarem mais proximas da interface,
fato este devido aos maiores valores de |4/l (indicando maior aumento de polaridade), Ksy
(associado a supressdo mais intensa) e f, (relativo ao maior acesso do supressor). O valor de
le/lw (0,999) para os lipossomas rigidos Lipo_HPC em relacédo aos fluidos Lipo_PC
(Ie/ly=0,560) mostrou a provavel formagdo de microdominios de moléculas de pireno na
bicamada das vesiculas Lipo_HPC.

Diminui¢cdes nos valores do grau de anisotropia, 14/l3, Ksy € f, de pireno incorporado nos
lipossomas Lipo_HPC/PC e Lipo_HPC/DO em relagdo ao Lipo_HPC, indicaram mudancgas na
compactacdo dos fosfolipidios HPC na bicamada lipidica ao serem misturados com
fosfatidilcolina insaturada (PC) ou surfatante (DO). Estes componentes insaturados
aumentaram a fluidez dos lipossomas Lipo_HPC/PC e Lipo_HPC/DO, em razdo da
miscibilidade entre os componentes da bicamada ou segregacao destes diferentes constituintes
em microdominios, gerando um ambiente mais fluido para acomodar as moléculas de pireno. O
surfatante DO por restricbes de empacotamento das cadeias acila insaturadas e da volumosa

cabeca polar, pode formar microdominios mais fluidos dentro da bicamada rigida de HPC, o que
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justifica o valor maior de Ig/ly obtido para pireno em Lipo HPC/DO. E provavel que as
moléculas de pireno se incorporem preferencialmente nesta regido, aumentando a
concentragao de excimeros.

O valor de Ig/ly obtido para Lipo_HPC/PC (0,856) foi semelhante ao obtido pela média
ponderada entre Lipo_PC e Lipo_HPC (lg/ly calculado igual a 0,826), indicando maior
miscibilidade entre os componentes, fazendo com que as moléculas de pireno nos lipossomas
Lipo_HPC/PC se incorporassem em regido mais apolar (menores valores de |4/I; e de f;) e com
maior restricdo aos movimentos rotacionais do que nos lipossomas Lipo_HPC/DO. A supresséo
da fluorescéncia foi mais gradativa para Lipo_HPC/DO que Lipo_HPC/PC, provavelmente pela
dificuldade dos ions iodeto alcangarem as moléculas de pireno em virtude do efeito estérico
exercido pela cabeca polar do surfatante DO. Através de microcalorimetria, observou-se maior
tendéncia a segregagdo de fases nos lipossomas Lipo_HPC/DO (Figura 31) que em
Lipo_HPC/PC (Figura 32).

O pireno também foi usado para verificar se as moléculas de ISOTN foram
encapsuladas. A presenca de ISOTN nos lipossomas com fosfatidilcolina PC ou HPC (Figura
49), aumentou a Kgy, f, (Tabela 25), polaridade (Figura 52) e grau de anisotropia (Figura 54), e
diminuicdo de Ig/ly (Figura 53). Estes resultados indicam que as moléculas de pireno foram
inseridas na bicamada em local préximo as moléculas de ISOTN. A presenca do anel na
estrutura do farmaco, provavelmente, dificultou o movimento lateral e rotacional das moléculas
de pireno, refletindo na diminuicdo de Ig/ly e aumento do grau de anisotropia. Os valores de
l4/13, Ksv € f4 nos lipossomas contendo ISOTN sugeriram que parte da molécula de pireno ficou
mais acessivel as moléculas de agua e do supressor (por causa do aumento da fluidez da
membrana ou deslocamento do pireno para regides mais proximas da interface). Segundo
Socaciu et al. (1999, 2000), bicamadas lipossomais contendo carotendides inseridos,
proporcionaram um ambiente mais polar as moléculas de pireno (verificado pelo aumento de
11/13) do que lipossomas vazios. A presenga de carotendides aumentou a polaridade interior da
membrana, em virtude da maior penetracdo de moléculas de agua. Stillwell et al. (1982)
demonstraram que retinol e TN incorporados em vesiculas de lecitinas de ovo aumentaram a
permeabilidade da membrana aos ions K*, I e glicose.

Outra indicagcao de que as moléculas de pireno estdo proximas das moléculas ISOTN
encapsuladas, foi a diminuicdo da intensidade de fluorescéncia da sonda na presenca da
ISOTN. O comprimento de onda de excitagdo do pireno corresponde ao de maxima
absorbancia da ISOTN (Figura 55). Desta forma existe uma competicdo entre as moléculas pela

luz incidente de excitagdo, diminuindo a intensidade de fluorescéncia final do pireno (pois as
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moléculas de ISOTN atuam como filtro interno). Comportamento similar também verificado por

Socaciu et al. (1999) com a inclusao de pireno em lipossomas contendo carotendides.
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Figura 55: Espectros de absorcao de pireno (1 umol/L) e ISOTN (6,7 umol/L) em metanol

Entre as suspensdes Lipo_PC, Lipo PC/Col e Lipo_PC/PS contendo ISOTN
encapsulado, o pireno incorporado em Lipo_PC/Col apresentou menor valor de Ig/ly, refletindo
a maior dificuldade para formacdo de excimeros em presenga de colesterol e ISOTN. Os
valores do grau de anisotropia, l4/l3, f; € Ksy para Lipo_PC/Col, sugeriram que a molécula de
pireno ficou mais exposta a agua, com a inclusdo de ISOTN na bicamada lipossomal.

As formulagbes Lipo_PC/PS (lipossomas vazios e os lipossomas com ISOTN
encapsulada) foram as que apresentaram as menores diferengas entre si dos valores dos
parametros (l4/l3, fa, Ksy, Ie/ly € anisotropia) em relagédo as outras formulagdes avaliadas. Pode-
se sugerir que isto se deve ao maior espagamento entre as moléculas de fosfolipidio,
proporcionado pela inclusao do fosfolipidio negativo PS, desta forma as moléculas de pireno
foram menos influenciadas pela presenc¢a da ISOTN do que nos outros tipos de lipossomas.

A seguir serdo discutidos os resultados obtidos com as amostras Lipo_HPC/PC,
Lipo_HPC/DO e Lipo_HPC contendo ISOTN encapsulada.

Conforme os resultados obtidos anteriormente, a suspenséo Lipo_HPC forneceu uma
estrutura instavel, rigida para acomodar adequadamente todas as moléculas de ISOTN, sendo
que uma parte deste farmaco foi encontrada em solugdo formando cristais. Portanto, para
realizar este teste de fluorescéncia, a formulagéo Lipo_HPC contendo ISOTN foi utilizada logo

apos sua preparagao para evitar vazamentos do farmaco. O valor de Ig/ly para Lipo_HPC com
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ISOTN (semelhante ao encontrado para pireno em tampao) indicou que o farmaco diminuiu a
formagao de microdominios de pireno, talvez pelo efeito de desorganizacdo da bicamada de
fosfolipidios de HPC pela insergao do farmaco (fluidificagdo) ou porque parte das moléculas de
pireno ficaram dissolvidas em solugdo. O valor do grau de anisotropia do pireno para a
suspensédo Lipo_HPC com ISOTN (0,0677), maior do que o obtido para a amostra Lipo_HPC
vazio (0,0325), indicou que pelo menos parte das moléculas de pireno ainda esta encapsulada
e que estas “sentem” a presenca das moléculas ISOTN. Porém, a variacdo da intensidade de
fluorescéncia do pireno aumentou em relagdo a de outros lipossomas contendo ISOTN
encapsulada, sendo menor a interferéncia do farmaco como filtro interno. Estes resultados
indicaram que a presenca de ISOTN, aliada a rigidez da bicamada, impediram a encapsulagao
total do pireno, ficando algumas moléculas livres em solugao e, por isso, foram obtidos maiores
valores de 14/13, fs, Kgy.

Em relagéo as amostras Lipo_HPC/PC e Lipo_HPC/DO, observou-se que a diferenca
de Ig/ly € menor entre as suspensdes Lipo_HPC/PC com e sem ISOTN (0,066) do que a
variagao entre as suspensdes Lipo_HPC/DO com e sem ISOTN (0,504). O valor obtido para o
grau de anisotropia do pireno em Lipo_HPC/PC contendo ISOTN (0,127) foi mais préximo do
valor para a amostra Lipo_PC (0,114) do que o valor da suspenséao Lipo_HPC/DO (0,087).
Estes resultados indicam que a formulagdo Lipo_HPC/PC apresentou melhor mistura entre
seus componentes (HPC, PC e ISOTN), com menor formagdo de microdominios (segregacao
de fases) do que Lipo_HPC/DO. Nesta ultima suspensdo é provavel a existéncia de maior
quantidade de microdominios de DO, os quais por serem fluidos, servem também como sitios
para fixacdo da ISOTN, dificultando a entrada de pireno e a formagao de excimeros. Entre as
suspensodes contendo ISOTN encapsulada, Lipo_HPC/PC e Lipo_HPC/DO apresentaram os
maiores valores de Ig/ly e do grau de anisotropia do que Lipo_HPC, indicando que a presenca
de PC ou DO junto com fosfatidilcolina saturada HPC, aumentou a fluidez da bicamada lipidica,
fazendo com que as moléculas de pireno se incorporassem mais nestas vesiculas.

Para verificar se ISOTN suprime a fluorescéncia do pireno quando livre em solugéo, foi
dissolvido pireno (1 pmol/L) em tamp&o citrato ou em metanol e titulado com solugéo

metandlica de ISOTN (Figuras 56a e b, respectivamente).
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Figura 56: Espectros de fluorescéncia de pireno (1 umol/L) na presenca ou nédo de ISOTN (5 e
10 umol/L) em: (a) tampé&o citrato 10mmol/L pH 5,6 e (b) metanol

Foram observadas poucas mudangas nas intensidades dos espectros do pireno em
tampé&o apos adicdo das aliquotas de solu¢do de ISOTN (Figura 56a) e nenhuma mudanga na
razao l4/I;. Porém, visualmente observou-se uma leve turvacado referente a precipitacdo da
ISOTN que é pouco soluvel em agua. A concentragao de ISOTN encapsulada dentro dos 20 pl
de lipossomas (aliquota utilizada nos estudos de supressdo com ions iodeto) corresponde a
6,7 umol/L, valor este entre 5 a 10 umol/L de ISOTN adicionada na cubeta contendo pireno.

Para provar a agao supressora da ISOTN na fluorescéncia do pireno, foi utilizado um
solvente que dissolvesse as duas substancias, o metanol (Figura 56b). Neste caso observou-se
diminuicdo da intensidade da fluorescéncia do pireno com a adicdo da ISOTN. Portanto,
somente quando as moléculas de ISOTN e pireno estdo encapsuladas nos lipossomas ocorre
interferéncia do farmaco na fluorescéncia da sonda. Além da supressao da fluorescéncia do
pireno, houve mudanga da polaridade desta sonda com a adi¢cado do farmaco. A razao l4/l3 do
pireno diminuiu de 1,42 (sem ISOTN) para 1,05, em presenga de 10 umol/L de ISOTN, em
metanol. Presumimos que ISOTN pode ter formado algum agregado hidrofébico com moléculas
de pireno.

Verificou-se que o grau de anisotropia foi um dos parémetros que indicou mais
conclusivamente a encapsulacdao da ISOTN. Para confirmar este fato utilizou-se outra sonda
fluorescente, o TMA-DPH (cuja formula estrutural esta no Anexo 1), a qual é excitada em maior

comprimento de onda, minimizando o efeito de filtro interno da ISOTN.
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TMA-DPH, analogo a sonda hidrofébica DPH (difenilhexatrieno), tem um grupo
carregado positivamente ligado ao anel aromatico, propiciando que a molécula fique ancorada
na interface lipidio-agua da bicamada. Portanto, € um fluoréforo usado para sondar a polaridade
da regido mais externa da bicamada lipidica (Cranney et al., 1983; New, 1990) e tem sido
utilizada também para monitorar a microviscosidade de membranas (Simonetti et al.,, 1996;
Crosas et al., 2006).

TMA-DPH foi adicionado ao tampao citrato ou incorporado as suspensdes lipossomais
na razdo molar lipidios/sonda de 500:1 e em seguida foi medido o grau de anisotropia de

fluorescéncia. Os resultados estao apresentados na Figura 57.
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Figura 57: Graus de anisotropia de TMA-DPH em tamp&o e incorporado em lipossomas
contendo ou ndo ISOTN

Um valor alto do grau de anisotropia representa menor grau de liberdade de rotagcédo do
fluoréforo ou menor fluidez da membrana. TMA-DPH apresentou maior grau de anisotropia
quando incorporada em lipossomas do que no tampao. Como a sonda ficou ancorada na
interface lipidio-tampao, o grau de anisotropia de TMA-DPH refletiu diferencas no
empacotamento desta regido. As moléculas de pireno sdo mais hidrofébicas que TMA-DPH,
monitorado melhor as diferencas de empacotamento da regido das cadeias acila na bicamada
lipidica.

Utilizando TMA-DPH, a suspenséo Lipo_PC/Col mostrou maior grau de anisotropia em

virtude da presenca de colesterol nesta regido do que as amostras Lipo_PC e Lipo_PC/PS. O
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valor desse parametro na suspensdo Lipo HPC/DO foi maior que na suspenséo
Lipo_HPC/PC, provavelmente pela presenga da cabega polar volumosa da molécula do
surfatante. A encapsulacao da ISOTN foi indicada pelo aumento geral do grau de anisotropia,
resultado semelhante ao obtido com a sonda pireno (Figura 54), porém a variagdo entre os
valores de anisotropia dos lipossomas vazios e com ISOTN foi menor utilizando TMA-DPH. A
molécula de ISOTN ¢ anfifilica e seu grupo acido provavelmente situa-se na regidao da cabeca
polar dos fosfolipidios, indicando que o farmaco deve ter contribuido para as restricbes dos

movimentos rotacionais da sonda TMA-DPH.

4.6 Determinacao da solucao receptora para teste de permeacao

Nos testes sobre permeacado cutanea, realizados em um equipamento denominado
célula de Franz, o farmaco adicionado na superficie de uma membrana ou pele, difunde através
desta, sendo coletado no fluido receptor que simula as condigdes fisiolégicas (normalmente
utiliza-se tampéo fosfato) e que serve para mimetizar, in vitro, a circulagao sanguinea. Porém,
na pele real existe um sistema de vascularizagdo com proteinas que retira o farmaco
constantemente da derme. Para manter esta condicdo sink, de nao saturagdo do farmaco na
interface entre a pele e o liquido receptor, e a parada no processo de difusao, utiliza-se agitagéao
constante do liquido e uma solugéo que consiga solubilizar o farmaco. Para isto o ideal é aplicar
uma concentracao de farmaco na pele que represente 10% da solubilidade do farmaco em
relagdo ao volume utilizado naquela solugao receptora (Walters, 2002).

Porém, a isotretinoina & praticamente insoluvel em agua (solubilidade igual a 0,8 pug/mL
a 37 °C). Soro humano ou solugdo de albumina sdo indicados como liquidos receptores, mas
sdo necessarias etapas posteriores de extracdo do farmaco para possibilitar a quantificacdo por
HPLC, encarecendo a andlise e aumentando a possibilidade de degradacao da ISOTN.
Solugdes alcodlicas também sdo utilizadas, mas podem extrair e/ou desorganizar os lipidios
intercelulares da barreira cutanea. Outra alternativa é utilizar surfatantes nao-iénicos soluveis,
em pequena concentracdo, no tampdo fosfato. Contudo estas substancias solubilizam
membranas (Jones, 1999; Foldvari, 2000) e para utiliza-los na fase receptora, eles devem ao
mesmo tempo ajudar a solubilizar o farmaco, mas ndo podem desestruturar as vesiculas. Se
isto acontecer, provavelmente nao afetardo as propriedades de barreira da pele, ja que esta é
composta de bicamadas lipidicas (Walters, 2002). Cécera et al. (2000, 2001a, 2001b) tém
avaliado a solubilizagao de lipossomas constituidos de lipidios do estrato cérneo, os quais séo

solubilizados de forma semelhante aos lipossomas de fosfatidilcolina, porém com menores
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tendéncias a serem desestruturados quando se emprega maiores concentragbes de
surfatantes.

Optou-se por testar varios surfatantes nao-idnicos, com cadeias ramificadas, lineares,
com insaturagbes e presenga de anéis (cujas formulas estruturais estdo no Anexo 1), para
auxiliar a difusdo da ISOTN.

Foi determinada a solubilidade da ISOTN nas diferentes solugdes contendo surfatantes,
proteina e etanol. Em seguida obtiveram-se os valores de CMC dos surfatantes e testou-se a

capacidade de solubilizagdo de lipossomas contendo calceina pelos mesmos.

4.6.1 Determinacao da concentracao micelar critica (CMC) de surfatantes

Surfatantes sdo moléculas anfifilicas que agem diminuindo a tensao interfacial,
proporcionando solubilizagdo, emulsificacdo e dispersao. Em solugdo aquosa, acima de uma
estreita faixa de concentracdo, conhecida como concentracdo micelar critica (CMC), os
surfatantes podem espontaneamente se auto-associar para formar agregados moleculares
termodinamicamente estaveis conhecidos como micelas. Ocorrem mudangas abruptas nas
propriedades fisico-quimicas da solug¢ao de surfatante quando sua concentracao é préxima a da
CMC (Attwood e Florence, 1983; Moulik, 1996).

Experimentalmente, a CMC é determinada monitorando parametros como condutancia,
viscosidade, tensdo superficial, fluorescéncia e espalhamento de luz, em fungdo da
concentracao do surfatante (Attwood e Florence, 1983; Moulik, 1996). A CMC dos surfatantes
testados foi obtida por medidas de fluorescéncia, utilizando o pireno como sonda da
micropolaridade local. A estrutura vibrénica do espectro de fluorescéncia do monémero de
pireno é sensivel a polaridade do ambiente ao seu redor (Kalyanasundaram e Thomas, 1977;
Ananthapadmanabhan, 1985). Monitorou-se a razao entre as intensidades de fluorescéncia dos
picos 1 e 3 (l4/l;) do espectro do pireno em fungédo da concentragéo do surfatante (Aguiar et al.,
2003). A curva sigmoidal obtida (Figura 58) foi ajustada com a fungao de Boltzmann, que
forneceu o valor central da sigmoide (x,), correspondendo ao valor médio da CMC. As curvas
obtidas para os surfatantes estdo apresentadas na Figura 59.

Para elucidacao, somente os espectros de fluorescéncia do pireno em solugao contendo
o surfatante Volpo 20 (Brij 98) foram mostrados, Figura 60.

Determinou-se a CMC dos surfatantes porque alguns ndo apresentavam indicagbes da
CMC na literatura e, além disso, a possibilidade de solubilizacdo do farmaco hidrofébico como a
ISOTN, dar-se-a quando houver micelas no meio, isto €, a concentracdo do surfatante estiver
acima da CMC.
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Figura 58: Razdo entre as intensidades de fluorescéncia dos picos 1 e 3 (l4/l3) do pireno
(1 umol/L) em fungao do logaritmo natural da concentragao de Volpo 20 (Brij 98) e ajuste da
curva sigmoidal tipo Boltzmann
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Figura 59: Razdo entre as intensidades de fluorescéncia dos picos 1 e 3 (l4/l3) do pireno
(1 umol/L) em fungao do logaritmo natural da concentragao de varios surfatantes (mol/L)

Segundo Kalyanasundaram e Thomas (1977), a diminuicdo do valor de Il/l3; € um
indicativo da solubilizacdo da sonda em ambiente mais hidrofébico (neste caso as micelas do

surfatante). A micelizacdo para surfatantes nao-ibnicos é mais gradual porque moléculas de
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pireno podem se associar com as do surfatante formando agregados pré-micelares. Com
aumento da concentragdo do surfatante, a razédo l4/I3 diminui rapidamente indicando a
conversao dos mondmeros (ou pré-agregados) em micelas (Ananthapadmanabhan et al., 1985;
Mathias, 2001). Acima da CMC, o valor de l4/l; tende a ser constante por causa da total
incorporagado da sonda dentro da regido hidrofébica das micelas. Por causa da formagao dos
agregados pré-micelares, o valor da CMC pode ser indicado como o centro da sigméide ou o
intervalo da concentracao referente ao inicio e fim da CMC. Agregados pré-micelares também
foram estudados por Ananthapadmanabhan et al. (1985), Mathias (2001) e Aguiar et al. (2003).

I Oumol/L Volpo20 %
3 2,4pmol/L Volpo20 175 a
1 12,5pumol/L Volpo20 - 150 &
[—136,6umol/L Volpo20 2
I 66,3umol/L Volpo20 g 125 @
1 145,7umol/L Volpo20 [~ = 100 &
= 606,9um:0I/L V?IEOZO: e 75 é—"
50 38

(2]
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0o &
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S S SR L
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Figura 60: Espectros de fluorescéncia de pireno (1 umol/L) em funcdo da concentragdo de
surfatante Volpo 20

A Figura 60 corresponde aos espectros de fluorescéncia de pireno em fungdo da
concentracao do surfatante Volpo 20. Foi observado que aumentando a concentragcao de
surfatante ndo apenas a razao l4/l3 diminuiu, como também, ocorreram mudangas nas
intensidades dos espectros e surgimento da banda do excimero. A diminuicdo maxima da
intensidade de fluorescéncia do mondmero concomitantemente com o aumento da intensidade
da banda do excimero, situou-se na regido central da curva sigmoidal. Até antes de atingir a
CMC, as moléculas de pireno formaram agregados com as moléculas de surfatante, que

propiciaram um ambiente mais hidrofébico, fazendo com que as moléculas de pireno ficassem
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suficientemente proximas para formar excimeros. Apés a CMC, as moléculas de pireno
situaram-se no interior da micela, porém com o aumento da concentracdo de surfatante, maior
foi 0 numero de micelas geradas, e assim, menor a intensidade da banda do excimero e maior
a banda do monémero (moléculas de pireno foram diluidas entre as micelas geradas). Este
comportamento foi observado com todos os outros surfatantes.

Valores de CMC obtidos experimentalmente e outros encontrados na literatura estéo

apresentados na Tabela 26.

Tabela 26: Valores de CMC experimental (técnica de fluorescéncia) e da literatura para
diferentes surfatantes

~ CMC ;
solucoes de . CMC da literatura
experimental
surfatante (mol/L) (mol/L)

8,3 x10°° (Balcan e Anghel, 2005)

4
Renex 100 | 1,070,03 x10 7.5 x10°° (Galembeck et al., 1998)

Renex 400 2,2+0,2 x10™ 3 x10™ (Chen et al., 1997)
Renex 1000 3,9+0,2 x10* 7,5x10™* (Galembeck et al., 1998)
Cremophor RH40 | 1,82+0,06 x107° ™
2,4x10™* (Memoli et al.,1999)
Triton X100 2,11+0,05x10* 2,4x10™ (Hait e Moulik, 2001)

3x10™ (Priev et al.,2002)
1,0x10° (Hait e Moulik, 2001)

-5
Tween 80 3,4£0,1x10 2.8x10° (Patist et al., 2000)
Tween 327 8,8+0,3 x10° 8,4x107 (Patist et al., 2000)
Brij 700 5,140,2x107 2,0x10°° (Hait e Moulik, 2001)
5,7x10° (Hait e Moulik, 2001)
Brij 78 2,60,1x107 4,6x10”° (Klammt et al., 2005)
7,1x10® (Patist et al., 2000)
Volpo 20 (Brij 98) | 2,89+0,06x10° 2,5x10° (Klammt et al., 2005)

(*) Anélogos do Cremophor RH 40: o Cremophor EL (com 35 unidades de o6xido de etileno e n&o
hidrogenado) tem CMC de 3,2x10™° mol/L (Nerurkar et al., 1996).

Normalmente, alcoois graxos etoxilados ou “peglado” (denominados Brij) apresentam
maior facilidade de empacotamento das moléculas do que surfatantes contendo anéis (como os
surfatantes Renex) e/ou ramificagcbes (como os surfatantes nomeados Tween). A CMC é

influenciada pelo tamanho da cabeca polar e da parte hidrofébica (Attwood e Florence, 1983).
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Na Tabela 26, pode-se observar que a CMC foi maior para Renex 1000 do que Renex
100, refletindo diferengas no empacotamento devido ao tamanho da cabega polar. De la Maza e
Parra (1996) verificaram que quanto maior o conteludo de 6xido de etileno (cabega polar) no
Renex, maior foi a CMC. O mesmo aconteceu com o alcool “Peglado” Brij 700 em relagdo ao
Brij 98 (Volpo 20) e Brij 78. O surfatante Brij 98 por ser formado por cadeia hidrofébica
insaturada (oleil — C18:1) apresentou tendéncia de maior valor da CMC do que o Brij 78, o qual
tem cadeia saturada (estearoil — C18).

O surfatante Tween 80 por ser constituido de cadeia hidrofébica oleil e 20 unidades de
6xido de etileno apresentou menor valor de CMC que o outro surfatante Tween 327, que é mais
hidrofilico (cadeia hidrofébica lauril - C12, e 80 unidades de 6xido de etileno).

Triton X100 apesar de conter semelhante niumero de unidades de 6xido de etileno que
Renex 100 (9,5 e 10, respectivamente), apresentou maior CMC devido a presenca de cadeia
carboénica ramificada, a qual dificultou a interacdo entre os surfatantes fazendo com que a
micelizagdo ocorresse em maior concentragao.

Como Cremophor RH40, é um derivado hidrogenado do 6leo de mamona (ricino),
podem existir outras espécies com cadeias menos ramificadas e/ou lineares misturadas com a
estrutura ramificada principal (pelo menos 85 a 95%, Anexo 1), as quais podem ter afetado o
valor da CMC (diminuido a CMC).

Variagdes entre os valores de CMC obtidos neste trabalho e os da literatura (Tabela 26)
provavelmente se devem ao uso de diferentes técnicas (sensibilidade) para determinagédo da
CMC (Ananthapadmanabhan, 1985). Estas variagdes também sdo esperadas em virtude das
condigbes experimentais serem normalmente diferentes (na literatura os surfatantes utilizados
apresentam maior pureza (Sigma), CMC normalmente foi determinada a 25°C e em agua). A
técnica de calculo da CMC (determinacao da derivada, ajuste por curva sigmoidal ou indicagao
da faixa da CMC) pode influenciar no resultado final desta concentracdo micelar. Em virtude
destas consideragdes, pode-se dizer que os valores de CMC obtidos, para maioria dos
surfatantes estudados, foram semelhantes aos valores da literatura.

Devido as dificuldades de obtengdo dos valores de CMC na literatura do surfatante
Cremophor RH40, foi anexado o valor de CMC de surfatante com estrutura semelhante (Tabela
26). Cremophor EL apesar de ter unidades de 6xido de etileno (35) parecidas com o Cremophor
RH40 (40), apresenta na estrutura duplas ligagcdes (cadeia oleil), as quais dificultam o
empacotamento das moléculas e, portanto, Cremophor EL possui maior valor de CMC que o

obtido para Cremophor RH40.
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4.6.2 Solubilidade da ISOTN em diferentes meios receptores

Para os testes de permeacgdo, as fases receptoras constituidas de solugdes de
surfatante normalmente sao preparadas considerando a porcentagem em massa do surfatante
no tampéo % (m/v). Concentragbes de surfatantes de 0,5; 1,5 e 6% (m/v) sdo bastante
utilizadas neste tipo de experimento (Bronaugh e Stewart, 1984; Walters, 2002); todavia,
concentracoes elevadas de surfatante causam a formacao de muitas bolhas na fase receptora
da célula de Franz, prejudicando o teste. Desta forma, previamente a realizagcao dos testes, foi
necessario determinar a solubilidade da ISOTN em solugbes contendo a menor concentragcao
de surfatante (0,5% (m/v)), as quais também devem ser utilizadas para avaliar a capacidade de
solubilizacdo dos lipossomas. Também foram analisadas solugbes receptoras contendo
albumina humana 3% (m/v) e etanol 50% (v/v).

Para comparar a solubilidade da ISOTN nas solugdes com surfatante levou-se em
consideracdo a massa molar média dos surfatantes. Esta é uma aproximagao porque
surfatantes etoxilados apresentam uma distribuicdo de massas molares por causa das
diferentes unidades de 6xido de etileno presentes. Porém, a massa molar média, normalmente,
representa bem o maximo da curva de distribuicdo de massas.

Os surfatantes utilizados apresentam massa molares médias entre 646 g/mol (Triton
X100) e 4670 g/mol (Brij 700). Foram preparadas solu¢des contendo concentragdes iguais a
0,5; 1,5 e 3,0% (m/v), correspondendo respectivamente a 1,07; 3,21 e 6,42 mmol/L,
considerando o surfatante com maior massa molar média, que é o Brij 700. Estas
concentracgoes foram utilizadas para preparar as solugdes dos outros surfatantes, para posterior
comparagao.

Na Tabela 27 encontram-se os valores de solubilidade da ISOTN nas diferentes
solugdes. Concentragcdes maiores de Renex 1000 também foram avaliadas a fim de aumentar a
solubilidade da ISOTN.
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Tabela 27: Valores de solubilidade de ISOTN em solu¢cdes de surfatante (1,07 mmol/L),
albumina humana e etanol, determinados por HPLC

o e
Tampao fosfato-salina 0,0008+0,0001
Renex 100 0,019+0,001
Renex 400 0,017+0,001
Renex 1000 0,5% (m/v) 0,012+0,001
Renex 1000 1,5% (m/v) (*) 0,055+0,002
Renex 1000 3,0% (m/v) (**) 0,130+0,003
Cremophor RH40 0,046+0,002
Triton X100 0,019+0,001
Tween 80 0,023+0,001
Tween 327 0,01540,001
Brij 700 0,033+0,002
Brij 78 0,041+0,001
Volpo 20 (Brij 98) 0,042 +0,001
Etanol:agua 25% (v/v) 0,074+0,001
HSA 3% (m/v) 0,071+0,002

(*) e (**) correspondem as concentragdes de 3,21 e 6,42 mmol/L de Renex 1000, respectivamente.

Considerando a mesma concentragao molar (1,07 mmol/L), a solubilidade da ISOTN foi
maior nas solugbes contendo surfatantes da série Brij (alcoois etoxilados) que naquelas com
Renex, Triton e Tween (cujas moléculas contém anéis), provavelmente devido aos menores
valores de CMC dos Brij’s e, portanto, ao maior nimero de micelas presentes no meio e que
possibilitaram maior solubilizacdo do farmaco. Solugbes contendo Renex 1000 e Brij 700, cujas
moléculas apresentam maior cabeca polar (100 unidades de oxido de etileno), solubilizaram
menos a ISOTN em relacdo as demais. Comportamento semelhante foi obtido com os
surfatantes da série Tween e entre os surfatantes testados, o Cremophor foi o que apresentou o
menor valor de CMC e, em conseqiéncia, a maior solubilizagdo da ISOTN.

Como, no organismo humano, 99% da ISOTN é carreada pela albumina (Seghal et al.,
2006) e sabendo que a solubilidade de ISOTN em etanol é razoavel (9 mg/mL), pode-se inferir
que a solubilidade da ISOTN seria maior em solugdes contendo estas substancias. Apesar dos
resultados confirmarem maior solubilizacdo da ISOTN em solugao contendo HSA e em etanol, a

solugcdo com esta proteina nao foi usada, por serem necessarias outras etapas para separar o
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farmaco complexado com HSA. Por outro lado, a solugao contendo 50% de etanol também néao
foi empregada porque esta substancia, além de ser irritante para a pele, pode afetar as

propriedades de barreira da epiderme e alterar a permeacao.

4.6.3 Determinacao da capacidade de solubilizacao de lipossomas por surfatantes

O uso mais comum de surfatantes em estudos de biomembranas baseia-se na sua
habilidade de solubilizar membranas (Lichtenberg et al., 2000). Varios estudos foram realizados
para verificar Interagcbes de surfatantes com lipossomas produzidos com fosfatidilcolina ou com
lipidios de estrato cérneo (Lasch, 1995; Cécera et al., 2000, 2001a,b; de la Maza e Parra; 1997,
Silvander et al. 2003). Normalmente, estas interagdes levam a ruptura da estrutura lipossomal e
solubilizacdo dos componentes, formando micelas mistas (entre moléculas de surfatantes e
lipidios). Ambos os fosfolipidios e os surfatantes sdo anfifilicos e, consequentemente, tendem a
se auto-agregarem em solu¢do aquosa, sendo que a estrutura destes agregados (micelar ou
lamelar) depende da concentracdo/estrutura dos dois componentes em solucao (Lichtenberg et
al., 2000).

Lichtenberg (1985) postulou que a razdo molar surfatante/lipidio necessaria a
solubilizacao dos lipossomas depende da CMC do surfatante e do coeficiente de distribuicao do
surfatante entre as bicamadas lipossomais e a agua. A micelizagédo e interagao hidrofébica sao
0s principais responsaveis pelo processo de solubilizagao.

O fenbmeno associado a adicdo dos surfatantes a dispersao lipossomal foi descrito
como um modelo de trés estagios. No estagio inicial, quando a concentragcdo de surfatante é
pequena (<< CMC), os monémeros s&o incorporados dentro das bicamadas de acordo com o
equilibrio de particdo entre as fases aquosas e lipidica. A estrutura lipossomal é mantida.
Conforme aumenta a concentragdo de surfatante, aumenta a quantidade de mondémeros de
surfatante na fase aquosa e na fase lipossomal até que os lipossomas estejam saturados.
Neste ponto as micelas de surfatante se formam (CMC) e pode-se obter a concentracdo de
surfatante e a razdo molar surfatante/lipidio na saturagéo (onset da lise). Deste modo, quando a
concentracao de surfatante excede o valor de saturacdo, os fosfolipidios sdo gradualmente
solubilizados dentro das micelas (formando micelas mistas) que coexistem com vesiculas
saturadas contendo surfatantes. Finalmente, em maiores concentracbes de surfatante, ocorre a
solubilizacdo completa das vesiculas e apenas micelas mistas estdo presentes na solucéo
(obtendo-se a concentragédo de surfatante e razdo molar surfatante/lipidio de solubilizagao total
da membrana; lise total). Os agregados coexistem com os monOmeros dos surfatantes
(Lichtenberg et al., 1983; Memoli et al. 1999).
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Nestes experimentos de interacdo, normalmente variaram-se as concentracbes de
surfatantes e lipossomas (construgdo de diagramas de fase), determinando as concentragdes
de surfatante e razbes surfatante/lipidios de saturacdo e de completa solubilizacdo das
vesiculas, além da constante de ligagao molar. Diferengas observadas no comportamento
relativo a solubilizagdo de lipossomas por surfatantes estdo relacionadas a composicdo da
membrana, concentragdo lipidica, empacotamento da bicamada lipidica, tamanho das
vesiculas, estrutura molecular e concentragao dos surfatantes, e composi¢cdo do meio aquoso e
da temperatura (Memoli et al. ,1999; Lichtenberg et al., 2000).

Varias técnicas espectroscopicas tém sido utilizadas para investigar interagcdes entre
membranas e surfatantes (Goni e Alonso, 2000). Para verificar a capacidade de solubilizagcao
dos lipossomas (modelos de biomembranas) pelos surfatantes aqui estudados, foi empregada a
técnica de fluorescéncia, monitorando temporalmente a emissdo de luz da calceina
encapsulada em lipossomas dispersos nas solugdes de surfatantes. A suspensao lipossomal
utilizada foi constituida por fosfatidilcolina insaturada PC (Lipo_PC). Segundo Memoli et al.
(1999) e Ahyayauch et al. (2006) para solubilizar lipossomas contendo fosfolipidios insaturados
foi necessario maior razdo molar surfatante/lipidio do que lipossomas com fosfolipidios
saturados, devido a maior fluidez das membranas.

A calceina inserida no cerne aquoso dos lipossomas apresenta auto-supressao da sua
fluorescéncia por efeito de concentragdo (New, 1990). Durante o periodo de saturagdo e no
inicio da solubilizagdo, as moléculas de surfatante se inserem na bicamada fosfolipidica
induzindo a formagao de poros transientes na mesma, através dos quais a calceina é liberada.
Em concentracbes maiores de surfatante, a permeabilidade da membrana lipidica é total,
havendo completa liberacdo da sonda, anteriormente encapsulada no cerne aquoso das
vesiculas, com a formagéo das micelas mistas (Memoli et al., 1999).

A suspensao lipossomal contendo calceina, apés extrusdo em membranas (poros com
didmetro de 100nm) e separagao da maior parte da calceina ndo encapsulada, foi adicionada a
solugdes com diferentes surfatantes (1,07 mmol/L). A intensidade de fluorescéncia da calceina
foi registrada em fungéo do tempo (18 h ou 1080 min) e a liberagdo completa foi confirmada,
apos este periodo, mediante a adigdo de solugéo de 10% (m/v) de Triton X100 em cada uma
das suspensdes. A capacidade de solubilizacdo de lipossomas por este surfatante também foi
avaliada, por ser o surfatante mais utilizado para lise de lipossomas, portanto, servindo como
padrdo (New, 1990). Os valores da porcentagem de calceina liberada estdo mostrados na
Tabela 28 e a Figura 61 mostra o perfil temporal de liberacdo da calceina lipossomal nas

diferentes solugoes.
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Figura 61: Liberacdo de calceina encapsulada em lipossomas Lipo_PC de 165 nm em
diferentes solugdes de surfatante (1,07 mmol/L) durante 18 h

Tabela 28: Porcentagem de calceina liberada de lipossomas Lipo_PC (165 e 333 nm) em
diferentes solugdes de surfatante (1,07 mmol/L) apds 18 h

. calceina liberada (%) calceina liberada (%)
solucoes
lipossomas de 165 nm lipossomas de 333 nm
Tampao fosfato-salina 20,4 14,0
Renex 100 99,4 ——
Renex 400 99,9 ——
Renex 1000 0,5% 17,1 11,5
Renex 1000 1,5% (*) 8,8
Renex 1000 3,0% (**) 5,0
Cremophor RH40 99,5 ——-
Triton X100 100,0 -
Tween 80 99,8 ——
Tween 327 96,7 ——
Brij 700 91,5
Brij 78 99,9 60,2
Volpo 20 (Brij 98) 100,0 98,7

(*) e (**) correspondem as concentragdes de 3,21 e 6,42 mmol/L de Renex 1000, respectivamente.
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As vesiculas contendo calceina tem didmetro médio e polidispersidade iguais a
1657 nm e 0,14+0,01, respectivamente, e a concentracdo da sonda encapsulada foi
~1,8 umol/L.

A calceina lipossomal em tampao fosfato-salina foi liberada durante as 18 h do teste,
indicando que as bicamadas dos lipossomas produzidos com fosfatidilcolina PC sao permeaveis
a sonda. Em presenca de surfatante (1,07 mmol/L), ocorreu desestruturagdo dos lipossomas,
formacao de micelas mistas e liberacdo da calceina. Com excecao do surfatante Renex 1000,
todos os demais causaram liberagcdo quase completa da calceina.

Estudos feitos por Lopez et al. (1998) e Memoli et al. (1999) indicaram que, dependendo
da estrutura e afinidade dos surfatantes por membranas, € necessario maior ou menor
concentragdo para solubilizacdo completa dos lipossomas, sendo que esta se inicia quando a
concentragcdo do surfatante é proxima a da CMC. Para saber qual € a concentracdo de
solubilizacdo de cada surfatante seria necessario realizar um experimento variando a
concentracdo do surfatante abaixo e acima da CMC (construir um digrama de fases para
descrever o sistema surfatante/fosfolipidio); (Lichtenberg et al., 2000). Em nosso estudo,
diferente dos outros acima citados, a composicdo e a concentragdo dos lipossomas, como
também, a concentragdo das solugdes dos surfatantes, foram mantidas constantes. A
concentragcao dos surfatantes foi fixada em 1,07 mmol/L por ser a concentracido usada nos
testes de solubilidade da ISOTN. Apesar desta concentragao dos surfatantes estar bem acima
dos valores da CMC's, dependendo do surfatante (como Renex 1000), ela nao foi suficiente
para solubilizagdo completa das vesiculas. Normalmente na presenca de lipossomas, as
moléculas de surfatante sdo consumidas pelos lipossomas no processo de desintegragcado da
bicamada fazendo com que o valor da CMC seja maior do que o obtido considerando apenas o
surfatante em agua (Deo et al., 2005; Lichtenberg et al., 2000).

Nao foi possivel obter a concentragao de solubilizagdo para cada surfatante, por ndo se
ter um diagrama do sistema surfatante/fosfolipidio. Apesar disto, os resultados obtidos foram
relevantes, pois os surfatantes na concentracao fixa (1,07 mmol/L), Tabela 28, estavam sendo
avaliados e comparados para escolha da fase receptora mais apropriada para os testes de
permeacao cutanea. Os resultados puderam mostrar as diferentes tendéncias da capacidade
dos surfatantes atuarem como agentes para solubilizagdo das vesiculas lipossomais na
concentracao fixa.

Através da Figura 61, a série Renex mostrou que quanto maior a cabega polar do
surfatante, menor a liberacdo da calceina com o tempo e, consequentemente, menor a

interacdo com os lipossomas. Esta mesma tendéncia foi observada com os surfatantes da série
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Brij. Tween 327 € mais hidrofilico que Tween 80 e, portanto, interagiu menos intensamente com
os lipossomas. Considerando uma série de surfatantes cujas cadeias sao homodlogas, a
intensidade de interagdo esta relacionada a CMC e geralmente quanto maior o nimero de
unidades de 6xido de etileno na molécula do surfatante (maior sera sua CMC), menor sera sua
afinidade pela membrana (Partearroyo et al., 1996; de la Maza et al.,1998). Cocera et al. (2001)
e Memoli et al. (1999) analisaram que o aumento do comprimento da cadeia hidrofébica do
surfatante reduz drasticamente a CMC, a qual pode ser usada como um critério para atividade
de superficie: quanto menor a CMC, maior € atividade na superficie. Para Lichtenberg et al.
(1983) quanto menor a CMC, menor sera a concentragao do surfatante para iniciar a saturacao
e solubilizagao dos lipossomas. Renex 1000 apresentou maior CMC que Renex 400 e Renex
100, fornecendo indicagdes de menor interagdo com as bicamadas lipidicas que os outros dois
surfatantes (Tabela 28).

Experimentos de hemolise (Galembeck et al.,1998; Preté et al., 2002) tém mostrado que
o efeito de surfatantes na estabilidade de membranas de eritrocitos tendem a ser bifasicos: em
pequena razdo molar farmaco/lipidio estes compostos protegem os eritrocitos contra a lise
hipotbnica, enquanto que em maiores razées molares na membrana, eles induzem a hemdlise.
Solubilizagdo envolve interagdes hidrofobicas entre as cadeias de surfatante e o lipidios (ou
proteinas) da membrana. Quanto maior a habilidade do surfatante em ligar a membrana, maior
sera seu poder litico.

Renex 1000 foi o surfatante que apresentou menor interagdo com os lipossomas
extrudados de 165 nm, pois apds a adicdo de Renex 1000 na suspensédo lipossomal, foram
liberados 17% da calceina encapsulada nas vesiculas, valor este proximo do obtido (20%) com
a suspensao lipossomal somente na presenga de tampao (Tabela 28). O efeito protetor do
Renex 1000 foi devido a menor extensdo de penetracdo das cadeias apolares da molécula
deste surfatante na membrana por causa da presenga das longas cadeias de polioxietileno
fortemente hidratadas. A concentracao de Renex 1000 necessaria para causar a solubilizagao
total dos lipossomas de 165 nm deve estar acima de 1,07mmol/L.

Galembeck et al. (1998) verificaram que solugdo contendo Renex 1000 em
concentracoes até 20 mmol/L protege eritrécitos contra a hemolise hipotdnica, enquanto que a
solucdo com Renex 95 (9,5 unidades de 6xido de etileno) foi hemolitica em concentragdes
acima da CMC. Silvander et al. (2003) mostraram que a liberagdo de carboxifluoresceina
encapsulada no cerne aquoso dos lipossomas foi minimizada pela presenga de fosfolipidios

ligados a polioxietileno e Brij 700 (surfatante com 100 unidades de éxido de etileno).

128



Resultados e Discussao

Nos testes sobre permeacido cutanea, foram utilizados géis contendo lipossomas
extrudados em membranas de 400 nm, em virtude deste fato, foi preparada outra suspenséao
lipossomal contendo calceina e extrudada nesta mesma porosidade de membrana. Além do
monitoramento da liberacdo da calceina por 18 h (Figura 62), foi avaliado o tamanho das
vesiculas por espectroscopia de correlagao de fétons, apds 18 h (Tabela 29). A porcentagem de

calceina liberada apds 18 h utilizando estes lipossomas esta mostrada na Tabela 28.
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Figura 62: Liberacdo de calceina encapsulada em lipossomas Lipo_PC (didmetro médio:
333 nm) em diferentes solugdes de surfatante (1,07 mmol/L) e em solugdes contendo 3,21 e
6,42 mmol/L de Renex 1000

Lipossomas (contendo calceina em concentragdo ~1,0 upmol/L), extrudados em
membranas com poros de 400 nm, apresentaram didmetro médio igual a 333t9 nm, com
polidispersidade de 0,15+0,01. A porcentagem de calceina encapsulada em lipossomas com
diametro igual a 333 nm foi menor que em lipossomas com 165 nm de didmetro, talvez pela
maior quantidade de lamelas lipidicas, o que reduz o volume do cerne aquoso. Os lipossomas
extrudados em membranas de 400 nm apresentaram por microscopia eletrbnica de transmissao
a presenga de mais de uma lamela (Figura 37).

Como a solubilidade da ISOTN na solugdgo de 1,07 mmol/lL de Renex 1000
(0,012 mg/mL de ISOTN) esteve abaixo da concentracao indicada para a condi¢céo sink do teste
de permeacao (0,10 mg/mL de ISOTN), foram testadas outras solu¢des mais concentradas de
Renex 1000 que proporcionaram maiores solubilidades do farmaco. Estas solugbes foram
avaliadas em relagdo a liberagao da calceina de lipossomas extrudados em membranas de

400 nm (Tabela 28, Figura 62) e a variagao de tamanho das vesiculas (Tabela 29).
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O surfatante Renex 1000 foi o que apresentou menor liberagcdo da calceina (11,5%),
Tabela 28. Resultado também obtido nos testes com lipossomas de 165 nm. Solugbes mais
concentradas deste surfatante reduziram ou estabilizaram a liberacdo da sonda encapsulada. O
surfatante Brij 78 solubilizou rapidamente os lipossomas, confirmando seu poder de
solubilizagdo dos lipossomas observado na Figura 61.

Com a solugdao contendo Brij 700, a liberagdo da calceina de lipossomas maiores
(didametro de 333 nm) foi mais lenta que com os menores (diametro de 165 nm). Microscopia
TEM de lipossomas extrudados em membrana com poros de 400 nm (Figura 37) mostraram
mais de uma lamela. Segundo Lichtenberg et al. (2000), apés adi¢éo de surfatante em solugéo
contendo vesiculas multilamelares, ocorre particdo das moléculas de surfatante entre aos
fosfolipidios da bicamada mais externa e a solugdo. Se a razao surfatante/lipidio nesta
bicamada exceder um valor critico, ha formagdo de micelas mistas, expondo a préxima
bicamada ao surfatante. Dependendo da concentragdo do surfatante, podem existir varios tipos
de agregados. O equilibrio entre lipossomas MLV e moléculas de surfatante deve ser mais
lento, produzindo vesiculas com diferentes nimeros de lamelas e tamanhos. Para Memoli et al.
(1999), lipossomas maiores apresentam menor raio de curvatura e, portanto, menor area por
fosfolipidio, dificultando a interagao com os surfatantes e a consequente liberagao de calceina.

Apods 18 h, lipossomas com didmetro de 333 nm que foram mantidos em contato com as
solugcdes de surfatante foram avaliados em fungdo do didmetro médio e polidispersidade

(espectroscopia de correlagao de fétons), Tabela 29.

Tabela 29: Diametro médio e podispersidade das solugbes de calceina lipossomal (Lipo_PC;
333 nm) contendo surfatante (1,07 mmol/L) apés 18 h

. diametro
solucoes o polidispersidade
médio (nm)
Tampéo 33319 0,1510,01
Renex 1000 0,5% 34718 0,17+0,01
Renex 1000 1,5% (*) 383110 0,16+0,02
Renex 1000 3,0% (**) 410+15 0,18+0,02
Triton X100 55+2 0,29+0,03
Brij 700 251419 0,23+0,03
Brij 78 148115 0,31+0,02

(*) e (**) correspondem as concentragdes de 3,21 e 6,42 mmol/L de Renex 1000, respectivamente.
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A transformacao de lipossomas em micelas mistas, geralmente, envolve um crescimento
inicial das vesiculas com a insercdo de moléculas de surfatante até que ocorra saturagao das
bicamadas, seguido de formacado de agregados complexos de surfatante-lipidio, os quais
apresentam didmetros menores, indicando a ruptura de parte dos lipossomas. Em
concentragdes maiores de surfatantes ha completa solubilizacdo das vesiculas, aparecendo
micelas mistas com didmetro bem menor do que o dos lipossomas (Cdcera et al., 2000; Deo et
al., 2005).

O aumento da concentragdo de Renex 1000 ocasionou aumento do didmetro médio das
vesiculas. A insercido de algumas moléculas do surfatante na bicamada e a presenga da longa
cabeca polar hidratada das moléculas de Renex 1000 nos lipossomas fez aumentar o tamanho
das vesiculas (aumento do raio hidrodindmico). A nao liberacdo de calceina (Figura 62) e o
aumento do tamanho dos lipossomas (Tabela 29) com o aumento da concentracdo de Renex
1000, indicaram que a concentragdo deste surfatante responsavel pela solubilizacdo dos
lipossomas é maior que 6,42 mmol/L (3% (m/v)).

Surfatantes, como Triton X100 e Brij 78, que liberaram totalmente a calceina durante a
incubacado com os lipossomas de 333 nm (Figura 62), causaram diminuicdo do tamanho dos
lipossomas e aumento da polidispersidade (Tabela 29), indicando desestruturacdo dos
lipossomas. Provavelmente formaram-se micelas mistas muito pequenas, ndo detectadas por
causa da sensibilidade do equipamento de medida. Como pode ser visto na Figura 62, houve
liberagdo parcial de calceina na solugao contendo Brij 700, provavelmente sdo necessarias
concentragdes maiores deste surfatante para maior solubilizacdo dos lipossomas de 333 nm. As
moléculas de Brij 700 interagem com lipossomas porque medidas da intensidade de luz
espalhada sugerem a coexisténcia de varios tipos de agregados pela tendéncia de diminuicéo
de tamanho e aumento da polidispersidade.

Lipossomas nédo foram desestabilizados por solu¢do 3% (m/v) de Renex 1000, o que
permitiu concluir que este surfatante, nesta concentragao, provavelmente nao ira desestruturar
os lipidios intercelulares da barreira cutdnea. Em vista deste fato, esta solugao foi escolhida

como solugao receptora para os ensaios de permeacao, descritos a seguir.

4.7 Ensaios sobre permeacao cutanea

A eficacia de produtos para tratamento da pele € medida por testes clinicos, que sao
dispendiosos e demorados. Em virtude disto, durante o desenvolvimento de produtos
(cosméticos e medicamentos) para aplicagdo topica é usual trocar alguns destes testes por

outros a serem realizados em laboratério. Para que um determinado ingrediente ativo em um
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produto para aplicagao topica seja eficaz, quantidades suficientes do mesmo devem alcangar o
sitio de agcado desejado, no interior da pele. Deste modo sdo necessarios estudos sobre a
permeacao e quantificagdo do ativo na varias camadas da pele para selecionar os ingredientes
e comparar formulacdes. O estudo sobre permeacgao serve para identificar a extensado na qual o
ativo conseguiu penetrar na pele, ou seja, em que ponto no interior desta a penetragao foi
bloqueada. A velocidade e extensdo da absor¢do dentro e através da pele determinam a dose
efetiva de ativos/toxinas que operam nos tecidos da pele ou na circulagcéo sistémica (Zatz,
1993).

O objetivo da terapia local (topica), ao lado do conforto ao paciente (pois ndo se trata de
uma rota invasiva, como a intravenosa, intramuscular e subcutanea, e nem causa desconforto
gastrointestinal, por exemplo) ¢é produzir niveis adequados de farmaco no tecido,
simultaneamente produzindo pequenas concentragdes sanguineas, ou seja que o farmaco nao
seja distribuido pelo menos em fragao significativa sistemicamente no organismo. O transporte
de farmacos aplicados topicamente pela corrente sanguinea nao é desejavel pela possibilidade
do aparecimento de efeitos adversos e porque sua remocgao rapida do local em que foi aplicado,
limita sua concentracdo em niveis nao terapéuticos, no tecido (Zatz, 1993).

Existem indicacbes na literatura que sistemas lipossomais podem controlar a liberacao
de ativos na pele (Schreier e Bouwstra, 1994; Touitou et al,, 1994; Kim et al., 1997). Para
avaliar a liberagao da ISOTN lipossomal na pele foram realizados estudos sobre permeacao
utilizando células de difusdo de Franz e os resultados comparados com aqueles obtidos da
permeacao de ISOTN em formulagao alcodlica convencional. A pele da orelha de porco foi
escolhida porque apresenta caracteristicas semelhantes a pele humana em relacao a estrutura
e permeacao de solutos (Fang et al., 1995; Andega et al., 2001; Marro et al., 2001).

As suspensoes lipossomais e solugao etandlica de ISOTN foram incorporadas em géis
de hidroxipropilcelulose para depois serem aplicadas na pele. Foram obtidas concentragdes
finais de 0,025% (m/m) do farmaco nos géis lipossomais e de 0,025 e 0,050% (m/m) de ISOTN
nos geéis alcoalicos.

Inicialmente realizamos testes de permeagéo com gel alcodlico contendo 0,025% (m/m)
de ISOTN, utilizando pele de porco cortada com dermatomo (espessura: ~0,8 mm), pele inteira
(espessura: 1 mm) e estrato cérneo + epiderme viavel (espessura: ~0,12mm), analisando o
farmaco na fase receptora 24 h apés a permeagao. Somente foi possivel quantificar a ISOTN na
solucéo receptora utilizando a membrana “estrato cérneo + epiderme viavel”. Em virtude da
pouca solubilidade da ISOTN em agua, a derme espessa dificultou a passagem do farmaco (em

testes in vitro, a derme n&o possui circulagdo sanguinea que retira farmacos que alcangam esta
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regidao). Normalmente, os testes de permeacdo com pele inteira (intacta) realizados com
retindides utilizam o farmaco com marcacgao radioativa (Walters, 2002), tornando a metodologia
de quantificacdo do farmaco mais sensivel que a metodologia por nés utilizada (baseada em
HPLC com detector de UV/VIS). Assim, optou-se pelo uso da membrana “estrato cérneo +
epiderme viavel”.

Os parémetros de permeacgdo foram calculados a partir do grafico de quantidade
acumulada de ISOTN permeada através da pele de porco em fungado do tempo, durante 24 h
(Figura 63): fluxo (inclinagcédo da parte linear do perfil de permeacao) e lag time (pelo intercepto
da parte linear no eixo x), cujos valores estdo nas Figuras 64a e 64b, respectivamente. Apds 24
h de permeacao, foi determinada a quantidade de ISOTN que permaneceu na pele (Figura
65b), a qual foi comparada com a de ISOTN permeada através da pele (Figura 65a).

Em alguns experimentos, por causa da luz, calor, oxigénio, a ISOTN sofreu
isomerizagao formando TN (até 5%). Na Figura 63, foram observados perfis de permeacgao

diferentes em funcdo da composigéo do gel.
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Figura 63: Quantidade de ISOTN permeada na epiderme de orelha de porco in vitro x tempo,
durante 24 h

Segundo Knepp et al. (1988) e Fang et al. (2001b), vesiculas no estado liquido-cristalino
apresentam maior velocidade de liberagao do farmaco na pele do que vesiculas no estado gel.
Como maior fluidez da bicamada pode resultar em aumento da liberacdo dos solutos, eram
esperados maiores valores de fluxo para a formulagéo Lipo_PC. Contudo, o fluxo de ISOTN

pela epiderme de porco foi maior para a formulagdo Lipo_HPC/PC, seguida da Lipo_PC/Col
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(Figura 64a), correspondendo aos menores tempos de residéncia dentro da pele (lag time,
Figura 64b). Isto se deve provavelmente a temperatura de transicdo de fase dos lipossomas
Lipo_HPC/PC (Figura 32) estar préxima da temperatura da pele (37°C), tornando as bicamadas
mais fluidas, permeaveis e com defeitos. Desta forma estes lipossomas podem liberar o
farmaco mais facilmente e também se misturar aos lipidios da pele, aumentando a permeacgéao
da ISOTN.
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Figura 64: Valores de fluxo (a) e Lag time (b) de ISOTN em géis lipossomais e alcoolicos
obtidos nos testes de permeagao em epiderme de orelha de porco, durante 24 h

Em relacdo a Lipo_PC/Col, a provavel instabilidade do farmaco na bicamada lipidica
que contém colesterol, verificada pela presenca de cristais de ISOTN no teste de estabilidade
(item 4.5.5), influenciou a liberagdo mais rapida e particdo da ISOTN na pele. Vrhovnik, et al.
(1998) observaram por EPR maior liberagcao na pele da sonda encapsulada em lipossomas
contendo dipalmitoilfosfatidilcolina ou dimiristoilfosfatidilcolina com 30% de colesterol em
relagdo aos lipossomas sem o esteréide.

Lipossomas Lipo_PC/PS tiveram menor fluxo e maior lag time, refletindo uma
interacao/liberagao da ISOTN mais lenta, talvez porque o fosfolipidio PS e a pele, apresentam
cargas negativas (Barry, 1983). A formulagéo Lipo_PC apresentou valores intermediarios de
fluxo, enquanto Lipo_HPC/DO apresentou caracteristicas semelhantes a Lipo_PC/PS. A
presencga de polioxietileno na superficie lipossomal do Lipo_HPC/DO, formando uma camada

mais hidrofilica, pode ter minimizado a particdo do farmaco e/ou fusdo com lipidios da pele.
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Além disso, estes lipossomas apresentam T,,>37 °C, estrutura da bicamada lipidica mais rigida
que os outros lipossomas a base de fosfatidilcolina PC e o Lipo_HPC/PC (Figura 31).

Foi observado um maior fluxo de farmaco para o gel alcodlico de ISOTN 0,025% (m/m)
que os géis lipossomais 0,025% (m/m), o mesmo ocorrendo com o gel alcodlico 0,050% (m/m).
Este fato se deve ao efeito do etanol na barreira lipidica da pele. Etanol é considerado um
agente ou promotor de penetracdo por aumentar a solubilidade e o coeficiente de particao de
certos farmacos na matriz lipidica, a custa de rompimento e extragdo dos lipidios do estrato
cérneo, causando irritacdo da pele (Kim et al., 1992; Walker e Smith, 1996; Foldvari, 2000).

Gel alcodlico 0,025% (m/m) apresentou valor de fluxo (18 ng/h.cm?) mais préximo do
valor obtido para o gel contendo Lipo_HPC/PC (13 ng/(h.cm?)). Esta Gltima formulagdo pode ter
atuado como agente de penetracao, pois a quantidade de ISOTN permeada pela pele foi maior

(60%) que a quantidade retida (Figuras 65a e 65b, respectivamente) e com pequeno valor de

lag time.
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Figura 65: (a) Quantidade de ISOTN permeada pela pele na solugéo receptora; (b) quantidade
de ISOTN acumulada na pele, apés 24 h de permeacéao

As quantidades de ISOTN obtidas na solugao receptora, permeadas 24 h apds aplicagao
dos géis lipossomais e alcodlicos (Figura 65a) seguem a tendéncia dos resultados de fluxo
(Figura 64a). Os géis contendo Lipo_PC, Lipo_PC/PS e Lipo_HPC/DO tiveram concentragdes

semelhantes ou maiores de ISOTN na pele (Figura 65b) que no liquido receptor (Figura 65a),
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indicando que a composicao lipossomal ajudou a liberacao da ISOTN preferencialmente dentro
da pele e ndo através da pele. Para Cevc et al. (1996) lipossomas contendo lipidios negativos
(como fosfatidilserina) contribuem positivamente para o depdsito do ativo na pele. Segundo
Naeff et. al. (1998), a liberagdo sustentada e efeito de reservatério do ativo na pele ocorrem
quando a concentracao de farmaco que nela permanece € maior que a permeada. Desta forma,
o farmaco atua no sitio alvo (pele), minimizando a absorcao sistémica. Os géis Lipo_HPC/PC,
Lipo_PC/Col e os géis alcodlicos produziram mais ISOTN na solugéo receptora que na pele,
indicando que estes lipossomas podem estar atuando como agentes de penetragdo cutanea.

A quantidade de farmaco na solugéo receptora em relagao a de ISOTN no gel (300 pL
de gel, equivalente a 75 pg de ISOTN; area da pele: 1,77 cm?) foi 0,1 a 0,7% para as
formulagdes lipossomais e até 1,7% para os géis alcodlicos. Assim, considerando que a solugéo
receptora simula a circulagdo sanguinea, os géis lipossomais proporcionaram menor absorgao
sistémica, o que é desejavel sob o ponto de vista terapéutico.

Na Figura 65b, observou-se que o gel alcodlico de ISOTN 0,05% (m/m) proporcionou
uma quantidade de ISOTN retida na pele préxima ao valor obtido com o gel alcodlico 0,025%
(m/m), indicando tendéncia de saturacao da pele pelo farmaco. Os valores de desvio padrao
foram muito maiores para os géis alcodlicos, consequéncia da dificuldade de limpeza da pele
devido a maior aderéncia destes géis. Portanto, os valores de quantidade de ISOTN
acumulados na pele para os géis alcodlicos podem, ainda, estar superestimados.

Um fato que deve ser levado em consideragdo sobre estes resultados é que a forga
empregada na separagdo da derme e epiderme, pode ter aumentado o didmetro dos poros e,
assim, os valores de fluxo e lag time para todos os géis podem estar superestimados.

Outro teste importante que poderia ser realizado é a avaliagcdo do farmaco em cada
regidao da pele apds o teste de permeagado do farmaco durante 24 h utilizando a pele inteira.
Este teste fornece informagdes sobre a quantidade do farmaco em cada regido da pele (estrato
cérneo, epiderme e derme). Entretanto isso n&o foi possivel porque € necessaria muita pratica e
habilidade para separar estas camadas além do que é preciso considerar que, neste caso, o
farmaco ficaria mais exposto a luz, calor e oxigénio, sendo degradado.

Os resultados obtidos com os estudos sobre liberagao in vitro da ISOTN (através dos
testes de permeacéo cutanea realizado em célula de Franz) mostraram que esta liberagédo pode
ser modulada variando a composigao lipidica das suspensodes lipossomais. Concluindo, pode-se
afirmar que os géis lipossomais apresentaram menores fluxos percutaneos que os alcodlicos
convencionais e, consequentemente, ha menor absorg¢ao sistémica do farmaco e menores

efeitos adversos.
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4.8 Teste sobre irritacao cutanea primaria e acumulativa em coelhos

Farmaco e excipientes tém diferentes capacidades de sensibilizagdo para induzir
dermatites de contato irritativa ou alérgica. O risco de reagéo na pele produzido por substancia
quimica dependem de sua inerente alergenicidade e habilidade para penetrar na pele normal ou
danificada (Walters, 2002).

Irritagdo € uma reacao nao imunolégica em tecidos por aplicagdo de um estimulo. Surge
logo apds o contato com o produto irritante ou pela exposicdo continua de uma pele mais
sensivel. Irritagdo pode ser do tipo subjetiva (sem inflamacao: ardor, coceira) ou do tipo primaria
(exposicao inicial causa inflamacao). Irritagdo acumulativa refere-se a resposta inflamatodria
apés exposicao repetitiva ao ativo, no mesmo local. A reagcdo mais comum consiste de uma
resposta inflamatéria local caracterizada por eritema/edema ou reagao corrosiva com destruicao
do tecido local. A irritagdo tende a reduzir a eficiéncia da fungéo de barreira do estrato cérneo e
pode aumentar a perda transepidérmica de agua, diminuindo o conteudo de agua da pele. Nao
ha um modelo adequadamente validado in vitro para predizer a irritagdo na pele causada por
produtos quimicos aplicados. O método padréo utiliza seres humanos ou animais (Walters,
2002) e o teste mais utilizado usando animais, € chamado de teste de Draize (Draize et al.,
1944; Draize, 1965).

Para verificar o potencial de risco irritativo a pele das suspensdes lipossomais
desenvolvidas, foram realizados testes de irritagao dérmica primaria (apenas uma aplicagdo de
produto) e irritagdo dérmica acumulativa (uma Unica aplicacao diaria, durante varios dias), pois
o produto a ser comercializado sera de uso regular, sem enxagle. Foi avaliada a irritacao
dérmica dos géis aquosos lipossomais contendo 0,025% (m/m) de ISOTN, e para comparacéo,
foram avaliados os géis alcodlicos contendo 0,025 e 0,050% (m/m) de ISOTN. Este ultimo gel
corresponde & formulagdo do produto comercialmente disponivel ISOTREX® 0,05% (m/m),
produzido pela empresa Stiefel. Foram testados também os géis aquoso e alcodlico, sem a
presenca de lipossomas e ISOTN, para verificar possiveis irritagdes da formulagdo base. Os

resultados estdo apresentados na Tabela 30.
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Tabela 30: Testes de irritagdo dérmica primaria e acumulativa dos géis aquosos e alcodlicos,
contendo ou ndo ISOTN, em coelhos

amostras irritabilidade irritabilidade
primaria acumulativa

gel aquoso + PC + ISOTN 0,025% (m/m) nao irritante nao irritante
gel aquoso + PC/Col + ISOTN 0,025% (m/m) nao irritante nao irritante
gel aquoso + PC/PS+ ISOTN 0,025% (m/m) nao irritante nao irritante
gel aquoso + HPC/PC + ISOTN 0,025% (m/m) nao irritante nao irritante
gel aquoso + HPC/DO + ISOTN 0,025% (m/m) nao irritante ligeiramente irritante
gel aquoso nao irritante nao irritante
gel alcodlico + ISOTN 0,025% (m/m) nao irritante severo irritante
gel alcodlico + ISOTN 0,050% (m/m)
(comercial) ligeiramente irritante severo irritante
gel alcodlico nao irritante nao irritante

Considerando a metodologia adotada, as formulagdes lipossomais foram néo irritantes
para a pele de coelho, tanto nos testes de irritagdo primaria quanto nos de irritagcido acumulativa,
com excegado da formulagdo Lipo_HPC/DO, que contém o surfatante, que foi ligeiramente
irritante no teste cumulativo. Este surfatante, apesar de ter estrutura quimica similar a de um
fosfolipidio, causou maior irritacdo. Surfatante PEG-8 oleato (Lipopeg 4DO) é usado na
formulagao de 6leos de banho e de corpo, hidratantes e pés-barba.

Os géis, aquoso e alcodlico, de hidroxipropilcelulose, sem a presenga de lipossomas e
ISOTN, nao causaram irritagdo dérmica nos coelhos durante o periodo de avaliacao.

Os géis alcodlicos contendo 0,025 e 0,05% (m/m) de ISOTN foram nao irritantes e
ligeiramente irritantes para a pele dos coelhos, respectivamente, no teste de irritagdo primaria.
Porém, foram severamente irritantes no teste acumulativo. E esperado que o uso de
formulagdes com maiores concentracbes de farmacos, como a ISOTN, que causa
ressecamento da pele, aumente os efeitos de irritagdo dérmica.

No teste de permeacéao (item 4.7), o maior fluxo da ISOTN e a presencga de alcool nos
géis alcoolicos, em relagdo aos lipossomais aquosos, provavelmente sdo as causas da maior
irritacdo observada no teste de potencial irritativo. Apesar do gel lipossomal Lipo_HPC/PC
apresentar valor de fluxo préximo ao do alcodlico 0,025% (m/m), ele ndo causou irritagéo.

A grande vantagem de se utilizar formulagdes lipossomais em meio aquoso é evitar a

presenga de alcool, pois geéis alcodlicos normalmente potencializam a irritagdo da pele quando
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em presenga de substancias irritantes. O etanol altera a organizacao dos lipidios do estrato
cérneo fazendo com que o ativo entre em contato mais rapido com a circulagdo sanguinea,
além de aumentar a perda transepidérmica de agua.

Lipossomas além de biocompativeis, sdo carreadores de moléculas de agua
(encapsuladas) e ajudam na oclusido da pele, reduzindo a perda transepidérmica de agua. O
aumento da hidratacdo da pele ajuda a evitar o ressecamento causado pela ISOTN devido a
sua afinidade pelos lipidios do estrato corneo e consequente desorganizacao desta barreira. Os
resultados sobre permeacio indicaram que o0s géis aquosos lipossomais contendo ISOTN
encapsulada tiveram fluxo menor do que os géis alcodlicos contendo este farmaco, podendo
diminuir efeitos adversos, como irritagdo dérmica, por causa da liberacdo mais lenta. Como
evidenciado no teste de potencial irritativo, géis aquosos lipossomais contendo ISOTN sao
menos irritantes que os alcodlicos, ambos contendo a mesma concentracdo de farmaco,
comportamento este também verificado em outros trabalhos. Cabanas et al. (1992) verificaram
que géis liposomais de TN foram menos irritantes para pele de coelho do que géis controle.
Schafer-Korting et al. (1994) demonstraram a mesma tendéncia em testes clinicos em relacéo a
produto convencional.

A auséncia de irritacdo dérmica causada pelas formulagdes lipossomais € um resultado
importante, pois muitos pacientes desistem do tratamento com ISOTN e TN devido ao poder
irritativo intrinseco destes farmacos aliado as formulagdes convencionais que contém alcool.

Portanto, os objetivos deste trabalho foram alcangados, pois foram obtidas formulagbes
lipossomais nao irritantes, com menor fotodegradacdao e fluxo percutdneo do que os géis
convencionais. O gel contendo Lipo_PC/PS apresentou caracteristicas importantes que
indicam a possibilidade de maior eficacia em relacdo aos géis alcodlicos: diminuiu a
fotodegradacdo da ISOTN, apresentou menor fluxo percutdneo e maior concentragao do
farmaco na pele e n&o causou irritacdo dérmica. Para comparagbes com a suspensao
Lipo_PC/PS, as formula¢des Lipo_PC (cujo valor de fluxo foi intermediario) e Lipo_HPC/PC
(cujo valor de fluxo foi o maior), ambas também nao irritantes a pele, deveriam ser testadas em

relacao a eficacia clinica.
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5 CONCLUSOES

No desenvolvimento deste projeto foram utilizadas varias técnicas para preparagao de
lipossomas e a que proporcionou melhor encapsulacdo do farmaco foi a metodologia de
hidratagao do filme lipidico seco.

Independentemente da quantidade inicial de farmaco adicionada, as formulagbes
contendo apenas fosfatidilcolina saturada HPC como lipidio estrutural, causaram vazamento do
farmaco com consequente formagao de cristais de ISOTN na suspensdo, visiveis ao
microscopio optico.

A encapsulacao da ISOTN foi mais eficiente apds aumento da fluidez das bicamadas
lipidicas, através da mistura de fosfatidilcolina HPC com substancias insaturadas ou utilizando
como lipidio estrutural a fosfatidilcolina insaturada, PC.

A eficiéncia de encapsulagdo do farmaco foi maior que 98%. Valor obtido com a razédo
molar ISOTN/lipidios ~0,026:1 e com as seguintes formulagdes:

(a) lipossomas contendo fosfatidilcolina HPC com 40% mol de surfatante Lipopeg 4DO
(Lipo_HPC/DO);

(b) lipossomas de fosfatidilcolina HPC com 40% mol de fosfatidilcolina insaturada PC
(Lipo_HPC/PC);

(c) lipossomas contendo somente fosfatidilcolina PC (Lipo_PC);

(d) lipossomas com PC e 20% mol de colesterol (Lipo_PC/Col) ;

(e) lipossomas com PC e 10% mol de fosfatidilserina PS (Lipo_PC/PS).

O elevado valor da encapsulagao dispensa a etapa de separacao do farmaco livre para
testes in vitro e in vivo.

Estas suspensdes foram estaveis durante 3 meses a 8 °C, havendo manutengéo do
didmetro médio dos lipossomas (~300 nm) e da porcentagem de ISOTN encapsulada.

Analises mediante microscopia eletrbnica de transmissdo e de varredura das
suspensoes lipossomais confirmaram a estrutura lamelar e a forma esférica caracteristica dos

lipossomas.
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Apods exposicao das formulagcbes a radiagdo de lampada fluorescente e de UVA, os
resultados indicaram que a encapsulacdo da ISOTN em lipossomas minimizou a
fotodegradagdo da ISOTN em comparagdo com a solugdo etandlica. A incorporagdo da
suspensao lipossomal contendo ISOTN em gel aquoso diminuiu a fotodegradagédo do farmaco
em relagdo ao gel alcodlico (gel convencional) com ISOTN. A encapsulagdo da ISOTN em
lipossomas protegeu o farmaco contra a fotodegradacao.

A encapsulagao do farmaco nos lipossomas foi comprovada por fluorescéncia do pireno.
A presenca de ISOTN encapsulada aumentou o grau de anisotropia e diminuiu a formacgao de
excimeros do pireno, em relagdo aos lipossomas vazios. Estes resultados indicaram que as
moléculas de pireno foram inseridas na bicamada, em locais préximos as moléculas de ISOTN.
Além disso, a presenca de ISOTN causou supressao da fluorescéncia do pireno por causa do
efeito do filtro interno.

A solugdo contendo Renex 1000 na concentragdao de 3% (m/v) foi a que menos
influenciou a estrutura dos lipossomas, sendo escolhida como solugao receptora para manter o
processo difusional nos experimentos sobre permeacéao cutanea.

Os géis lipossomais apresentaram menor fluxo percutaneo que os alcodlicos. Entre as
formulagdes lipossomais, a permeacdo de ISOTN variou conforme a composicdo dos
lipossomas. O maior fluxo e menor tempo de residéncia do farmaco na pele foram obtidos para
a formulagdo Lipo_HPC/PC, refletindo a T, dos lipossomas préxima a temperatura da pele.
Neste caso os lipossomas atuam como agente de penetragédo cutdneo. Os menores valores de
fluxo e maiores valores do tempo de residéncia foram obtidos para os géis contendo
Lipo_PC/PS e Lipo_PC/DO: lipossomas que acumularam mais ISOTN na pele que na solugao
receptora e estdo atuando como sistemas/reservatério para liberagao continua.

Formulagdes lipossomais em gel aquoso contendo ISOTN encapsulada (0,025% (m/m))
nao foram irritantes para a pele do coelho, tanto nos testes de irritagdo primaria quanto nos de
irritacdo acumulativa, com exce¢cdo da formulacdo Lipo_HPC/DO. Estes resultados
provavelmente sao reflexos do menor fluxo percutaneo. Os géis alcodlicos contendo 0,025 e
0,05% (m/m) de ISOTN foram severamente irritantes no teste acumulativo, devido a maior
permeacao de ISOTN pela pele e a presencga de alcool.

Considerando o exposto é possivel mencionar que os objetivos deste trabalho foram
completamente alcangados: ISOTN foi completamente encapsulada nos lipossomas, por isso
nao ha necessidade de separagao de farmaco livre; as suspensdes lipossomais desenvolvidas
foram caracterizadas; a encapsulacdo da ISOTN nos lipossomas foi comprovada; a

encapsulagao diminuiu a fotodegradacdo do farmaco em relagdo ao farmaco dissolvido em
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alcool; as suspensdes lipossomais apresentaram menor fluxo percutadneo que os géis alcodlicos
(convencionais) e a maioria das suspensdes lipossomais ndo causou irritacdo cutdnea. Em
particular a suspensao lipo PC/PS reteve na pele o dobro da concentracdo de ISOTN sendo,
portanto, uma formulagcao que apresenta potencial par ser usada clinicamente. Portanto, a
encapsulacdo do farmaco em lipossomas aumentou sua estabilidade e diminuiu efeitos
adversos em relacao aos produtos convencionais.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

As formulagbes: Lipo_PC/PS (que apresentou menor valor de fluxo percutaneo),
Lipo_PC (que mostrou fluxo intermediario) e Lipo_HPC/PC (que exibiu maior fluxo) foram nao
irritantes a pele e, de forma semelhante, diminuiram a fotodegradacao do farmaco. Estas
formulagdes nas concentracdes de 0,025% ou 0,05% (m/m) devem ser testadas, em relagéo a
eficacia clinica, com voluntarios humanos, para comparagao com as formulacdes alcodlicas
convencionais. Um dos testes que deve ser realizado € a analise de comedogenicidade das
formulagdes (ANVISA, 2003).

Existem outras anadlises que também fornecem informagbes sobre a agdao da ISOTN
encapsulada em lipossomas: (a) testes com culturas de queratinécitos humanos e avaliagao por
imunohistoquimica para verificar a agdo da ISOTN na diferenciagcdo e proliferacdo celulares
(Korge et al., 1990; Kunchala et al., 2000) (b) testes com culturas de células da glandulas
sebaceas humanas (sebdcitos) para verificar a capacidade de inibicdo do crescimento dos
sebdcitos e da producao de sebo no foliculo piloso apds aplicagdo do produto (Doran e Shapiro,
1990; Nelson et al., 2006); (c) testes com camundongos, sem pélos, da raga Rhino (Bonne et
al., 1981), que possuem glandulas sebaceas bem desenvolvidas e desenvolvem
espontaneamente comeddes, para monitorar mudangas nas dimensdes e na histologia das
glandulas sebaceas apés aplicagdo do produto.

Podem ser realizados estudos sobre retencédo do farmaco na pele, analisando o estrato
cérneo (técnica do tape stripping), epiderme (retirada apés 1 min de contato com agua quente)
e derme apos teste de permeagao cutanea da pele inteira durante 24 h (Barry, 1983).

A ISOTN ¢ utilizada, por via oral, no tratamento de alguns tipos de neoplasias (Sun e
Lotan, 2002; Armstrong et al., 2005). Todavia, a quantidade deste farmaco que chega as células
neoplasicas é reduzida devido a sua metabolizagao no figado, denominada efeito de primeira
passagem (Cisneros et al., 2005). Como ISOTN é pouco soluvel em agua, ndo existem
produtos para aplicagao intravenosa e uma das formas de superar este obstaculo e aumentar a

eficiéncia do tratamento é o emprego da ISOTN lipossomal (Parthasarathy e Mehta, 1998).

143



Sugestbes para trabalhos futuros

Suspensodes lipossomais contendo ISOTN podem ser testadas, in vitro, em varias linhagens de
células neoplasicas.

Como a ISOTN é carreada no organismo pela albumina (Sehgal et al., 2006),
experimentos poderdo ser conduzidos avaliando a interacdo de ISOTN lipossomal com esta
proteina.

Podem ainda ser realizados estudos sobre a localizagao das moléculas da ISOTN nas

bicamadas lipossomais, através de NMR (Fraceto et al., 2002).
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8 ANEXO

Anexo 1: Estruturas quimicas de surfatantes e outras substancias

CoHyg O(CH,CH,0),H

n=10 (OE) Renex 100
n=40 (OE) Renex 400
n=100 (OE) Renex 1000

[OCH,CH,],OH
o) o)
CH,[OCH,CH,],OCR
[OCH,CH,],OH

HO[CH,CH,O0l,,

x+y+z+w = 20 (OE); R=C17H33 Tween 80
x+y+z+w = 80 (OE); R=C11H23 Tween 327

(CH3)3C

HyC~ ™,
H,C
Triton X100

O—(CH2CH20)9’5H

C1gH35(0CH,CH3)200H
Volpo 20 (Brij 98 ou Oleth 20)
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C4gH37(OCH,CH,),0OH

n=20 (OE)  Brij 78 (Steareth 20)
n=100 (OE) Brij 700 (Steareth 100)

\/\/vﬁv(CHzCHzO)XH

\/\/\/\/\/\/% O(CH,CH,0),H

g C/—O\I(\/\/\/\/\/\/\/\/

o

I
/\M O(CH,CH,0)H

x+y+z=40 (OE) Cremophor RH40

estrutura principal

O O

CH;(CH,);CH=CH(CH,);-C-(OCH,CH,)sO-C -(CH,);CH=CH(CH,);CH3

Lipopeg 4DO

0] O

C7H35-C-(OCH,CH;)30-C-H35C7

Lipopeg 4DS

0)

C7H;35-C-(OCH,CH,)sOH

Lipopeg 4S
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OH
ONa

H OH

Colato de sadio

H

Colesterol

‘O HOOCH,C_
‘ HoocH,c”

Pireno

 CH,CO0H

.
CH,COO0H

Calceina

(Y~ ST e e

TMA-DPH

OE = unidades de 6xido de etileno
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