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RESUMO

Atualmente, os lipossomas elasticos tém se destacado em relagao aos lipossomas
convencionais (LC), pela capacidade de atingir as camadas mais profundas da
pele. Neste trabalho, lipossomas elasticos foram preparados e caracterizados
quanto as suas propriedades fisico-quimicas, de permeacao in vitro e ex vivo, e
aplicados ao tratamento tdpico da leishmaniose cutdnea. Estes lipossomas foram
compostos de lecitina de ovo, e tiveram a sua superficie modificada pela
incorporacao do tensoativo PEG-8L, formando os lipossomas peguilados (LP). O
farmaco encapsulado foi uma chalcona sintética nitrogenada (CH8), que vem se
destacando como substancia antiprotozoaria e apresenta dificuldade de
permeacao através da pele. Os resultados obtidos mostram que o PEG-8L é
incorporado na bicamada lipidica dos LC, produzindo maior fluidez e elasticidade.
A incorporagcdo do PEG-8L também modifica a tensao superficial e o potencial
zeta dos LC. A encapsulacédo da CH8 foi verificada em ambos os casos (LC e LP),
com modificagdes na morfologia, diametro médio, tensdo superficial e temperatura
de transicdo de fase em relacdo aos LC vazios. Os estudos de permeacado em
membranas sintéticas de nanoporos (in vitro) mostraram que os LP possuem
maior capacidade de permeacao que os LC, e que a CH8 produz elasticidade aos
LC aumentando sua capacidade de permeacédo em relacao aos LP contendo CHS.
Os estudos de permeacédo em pele de orelha de porco (ex vivo) mostraram que a
CH8, em ambos os tipos de lipossomas, foi capaz de permear as camadas da pele
e atingir a derme. Os resultados in vivo no tratamento da leishmaniose em
camundongos mostraram que as formulagdes lipossomais foram mais eficientes
que a CHS8 livre, destacando-se a eficacia da CH8 em LC, cuja acdo foi
semelhante a aplicacdo da CH8 livre intralesional. Os resultados obtidos mostram
o desenvolvimento tecnolégico da preparacdo de LC e LP contendo CHS8, e

contribuem para o tratamento mais eficaz da leishmaniose cutanea.

PALAVRAS-CHAVE: lipossomas, PEG-8L, CHS8 e leishmaniose cutanea.
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ABSTRACT

Nowadays, elastic liposome (EL), has gained attention when compared with
conventional liposome (CL), by its capacity of reach the skin’s deepest layers. In
this work, elastic liposome were prepared and characterized by its physic-chemical
properties, in vivo and ex vivo permeation, and its application for cutaneous
leishimania topical treatment. The liposome was composed by egg lecithin, and
had it surface modified by the incorporation of PEG-8L tensoactive, forming
PEGylated liposome (PL). The encapsulated drug was a synthetic nitrogened
chalcone (CH8), which has aroused as anti-protozoa substance and presents
difficult permeation through the skin. Results obtained shows that PEG-8L was
incorporated on LC’s lipid bilayer, producing enhanced elasticity and fluidity. PEG-
8L incorporation also modifies the superficial tension and zeta’s potencial of the
CL. CH8'’s encapsulation was observed in both cases, presenting modification at
morphology, mean diameter, superficial tension and phase transition’s temperature
when related with empty CL. The permeation studies in synthetic nanopores’
membranes (in vitro) showed that PL has higher permeation capacity than CL, and
CHB8 produced some elasticity to CL increasing its permeation capacity even when
related to PL containing CH8. The pig's ear skin permeation studies (ex vivo)
showed that CH8 in both liposome types was capable of permeate the skin layers,
reaching the dermis. Mice leishimania treatment in vivo results showed that the
liposomal formulation was more efficient that free CH8, underling CH8'’s efficiency
in CL, in which the action was similar to free CH8 intra-wound application. Results
showed the technological development of CL and PL containing CH8 that

contribute to a more efficiency treatment of coetaneous leishmania.

KEYWORDS: lipossome, PEG-8L, CH8 e cutaneous leishmania
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Introducao

1. INTRODUCAO

Atualmente, a administracao de farmacos através de rotas nao invasivas
como as vias oral, pulmonar e transdérmica tém se destacado pela facilidade de

aplicacao e por proporcionar maior conforto ao usuario do medicamento.

A encapsulagcdo de farmacos em nanoparticulas e microparticulas
biodegradaveis € uma estratégia terapéutica particularmente interessante no caso
da leishmaniose devido a localizacdo exclusiva da leishmania dentro de células
fagociticas, os macréfagos, o que favorece o direcionamento do farmaco para
dentro das células infectadas (Lasic, 1993). Entre os sistemas transportadores de
medicamentos atualmente disponiveis, os lipossomas ocupam uma posicao de
destaque para terapia das leishmanioses (Frézard et al., 2005). Lipossomas sao
também reconhecidos por terem habilidade faciltadora na permeacdo de
compostos através da pele (Kim et al., 2002).

O desenvolvimento de novos sistemas de liberacao transdérmica de
farmacos foi influenciado principalmente pelo estudo de novos tensoativos
sintéticos, os quais incorporados aos lipossomas interferem no empacotamento da
sua bicamada lipidica, reduzindo a sua temperatura de transicdo de fase,
tornando-os mais flexiveis e com propriedades de deformacdo e elasticidade
(Magdassi, 1997). Os lipossomas elasticos promovem aumento da passagem
transcutanea de farmacos hidrofébicos e hidrofilicos, os quais podem atingir o sitio

da infeccdo cutanea de forma mais eficaz.

Sendo a leishmaniose uma doenca negligenciada pela maioria das
empresas farmacéuticas, a demanda histérica do mercado nacional para
leishmanicidas mais eficazes torna-se bastante atraente para empresas nacionais

dispostas a investir no desenvolvimento de novos medicamentos.

O primeiro resultado na area biomédica com lipossomas para o tratamento
da leishmaniose foi obtido, na década de 1970, com os antimoniais. Um aumento
de até 700 vezes na atividade leishmanicida desses compostos foi relatado apéds
administracdo na forma encapsulada de lipossomas por via parenteral (Frézard et
al., 2005).

Beatriz Zanchetta 3



Introducao

A leishmaniose € doenca infecciosa, endémica e fatal que vem
aumentando, consideravelmente, em todo o mundo. No Brasil sdo encontradas
todas as formas da doengca. Embora nas ultimas trés décadas, tenha havido um
grande avanco no conhecimento da biologia celular e imunologia destas infeccées,
o farmaco de primeira escolha para o tratamento das leishmanioses continua
sendo o antimdnio. Este e outros farmacos disponiveis comercialmente (descritos
no item 2.4) apresentam varias inconveniéncias, como nefrotoxidade, alto custo,
inducdo ao diabetes, teratogenicidade e inducdo de resisténcia a drogas. A
industria farmacéutica e os principais centros de pesquisa pouco tém contribuido
no desenvolvimento de novos farmacos e medicamentos para o tratamento da

leishmaniose.

Estudos com possibilidades de melhorar o quadro cadtico desta doenca no
Brasil, em curto espaco de tempo, devem ser estimulados. A encapsulacao e
liberagdo controlada de farmacos aparecem como alternativas vidveis. A
tecnologia de liberagdo controlada de farmacos, com vetores alvos-especificos, é
capaz de permitir a otimizacdo da velocidade de cedéncia e do regime de
dosagens das substancias ativas. Dentre os sistemas coloidais de liberacao
controlada aparecem os lipossomas, constituidos de fosfolipidios que mimetizam
as membranas celulares (Lasic, 1993).

Este trabalho propde-se a desenvolver uma formulagdo contendo
lipossomas usando matérias-primas biocompativeis na qual é veiculado o principio
ativo 3-nitro-2’-hidroxi-4’,6’-dimetoxichalcona, uma chalcona sintética, mais
conhecida como chalcona CH8 (Rossi-Bergmann et al., 2002), um composto
quimico com propriedades antileishmaniais promissoras. As chalconas sao
compostos estruturais simples da familia dos flavondides, presentes em uma
variedade de espécies de plantas com amplo espectro de atividade farmacolégica,
incluindo antibacteriana e antifungica (Boeck et al.,, 2006). Tanto quanto é do
nosso conhecimento, este é o primeiro trabalho que estuda a encapsulacao da
chalcona CH8 em lipossomas.

O estudo desenvolvido neste trabalho visa contribuir na busca de
alternativas para melhorar as aplicagdes terapéuticas dos leishmanicidas através

de sistemas de liberacao controlada de farmacos direcionados a alvos especificos.
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O racional para nossa proposta € que com o0s sistemas lipossomais se possa
alterar a via de administracdo, promover a liberacdo modificada de farmacos
através da pele e atingir alvos especificos. A estratégia para avaliar esta hipétese
€ através da preparacao de formulacdo tbpica constituida de lipossomas
convencionais e elasticos encapsulando a chalcona CHS.

A relevancia desse estudo esta nos seguintes aspectos: caracterizacao
fisico-quimica de lipossomas deformaveis; determinacdo da citotoxicidade dos
lipossomas; desenvolvimento de processos de encapsulacdo de compostos
altamente hidrofébicos, que sao de dificil veiculacdo em sistemas lipossomais;
contribuicdo para o desenvolvimento de uma nova formulagdo farmacéutica com
potenciais beneficios para o tratamento da leishmaniose, resultando em
expressivo impacto social, com ampliacdo do acesso da populacdo a
medicamentos de melhor qualidade, tecnologicamente atualizados, e de custo
acessivel; do ponto de vista tecnolégico.

No desenvolvimento do trabalho, inicialmente estudamos diferentes
estratégias para encapsulacao da chalcona CH8 em LC. Para o desenvolvimento
destas estratégias para a incorporacao eficiente da chalcona CH8, foram
avaliadas variaveis do processo, tais como tipo de agitacdo (mecanica, reciproca e
rotatoria), bem como concentracao lipidica, determinando a maxima capacidade
de carregamento dos lipossomas com chalcona CH8 (razao molar CH8/EPC). Em
uma segunda etapa, foi analisada a influéncia da presenca da chalcona CH8 na
incorporagao do PEG-8L em LC, para a formacéao dos lipossomas peguilados (LP).
A avaliacdo da estabilidade de estocagem foi realizada para os LC e LP.

Os lipossomas foram caracterizados quanto as suas propriedades fisico-
quimicas e elasticas As metodologias usadas para a caracterizagcao dos
lipossomas foram: dosagem de EPC por colorimetria, por meio da quantificacéo do
teor de fosfato, quantificacdo da chalcona CH8 por espectrofotometria UV/VIS,
determinacdo do tamanho médio dos lipossomas por espectroscopia de
espalhamento da luz laser (PCS), visualizagdo da morfologia dos lipossomas por
microscopia eletrénica de transmissdao (MET), temperatura de transicdo de fases
por calorimetria diferencial de varredura (DSC), medidas de tensao superficial,
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potencial zeta e ensaios de citotoxicidade, este ultimo em colaboragdo com a
Universidade de Sorocaba (UNISO).

Finalmente foi estudada a permeacao in vitro, determinando a capacidade
de deformacdo dos lipossomas, através do transporte em membranas sintéticas
de nanoporos (30 nm) para avaliar os efeitos da chalcona CH8 encapsulada, na
elasticidade dos lipossomas. O ensaio de permeacao ex vivo, utilizando célula de
Franz para testar a eficacia dos lipossomas e o tratamento tépico de
camundongos infectados com leishmaniose, foram realizados em colaboracao

com a Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

Os resultados experimentais obtidos e a sua discussao serao apresentados

nos itens subseqlentes.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Desenvolvimento de novos medicamentos

Essencialmente, duas estratégias diferentes estdo atualmente disponiveis
para o desenvolvimento de novos medicamentos. A primeira estratégia envolve o
planejamento/sintese de novas substancias ativas ou de farmacos ja conhecidos
com modificagdes quimicas. A segunda estratégia envolve a associacao reversivel
de farmacos ja em uso a um sistema transportador, visando direcionar o farmaco
para as células-alvo, reduzir a toxicidade dos farmacos, protegé-los contra a
degradacao e promover a sua liberagdo controlada (Frézard et al., 2005).

Dentro deste contexto, a micro e nanotecnologia vém contribuindo nos
ultimos 20 anos, através dos varios tipos de particulas para a veiculacdo de
farmacos. A veiculacdo de farmacos constitui a forma mais moderna de
administragdo por proporcionarem protecdo, liberagdo controlada e/ou
direcionamento especifico. Os farmacos veiculados representam novos
medicamentos, por alterarem a farmacocinética em relagédo aos mesmos farmacos

na forma livre (D'aquino et al., 2006; Rawat et al., 2006).

Para circundar os problemas relacionados a citotoxicidade e degradacao de
farmacos, o desenvolvimento de formulagdes menos téxicas e novos métodos
para veiculacdo de farmacos devem ser estimulados. Entre os sistemas
inovadores para transporte de medicamentos atualmente estudados e disponiveis
comercialmente, tais como micro e nanoparticulas poliméricas e hidrogéis, dentre
outros, encontram-se os lipossomas que apresentam como principal caracteristica
a mimetizacdo da membrana celular e ocupam uma posicao de destaque para
terapia das leishmanioses, principalmente com a utilizacdo da anfotericina B
(Lasic, 1993; Frézard et al., 2005).

2.2. Lipossomas: definicao e propriedades

Os lipossomas foram introduzidos na década de 1960 por Alec Bangham,
que descreveu o comportamento dos fosfolipidios em solucdo aquosa formando
lipossomas a partir da agregacao espontanea das moléculas. Do ponto de vista
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cientifico e comercial, os lipossomas passaram a ter papel de destaque a partir da
década de 1970, com estudos de Gregoriadis, como sistemas carreadores de
agentes terapéuticos, inclusive tendo a capacidade de potencializar e/ou modificar
a atividade dos compostos com os quais eles estdo associados (Banghan et al.,
1965; Gregoriadis & Ryman, 1971). Nos anos seguintes até os dias atuais, 0s
lipossomas vém sendo extensivamente estudados e aplicados a industria
farmacéutica, cosmética, alimenticia, veterinaria e de diagnédstico clinico
(Scheerlinck & Greenwood, 2006; Takahashi et al., 2007; Bawarski et al., 2008;
Giacomoni, 2008; Tanner & Marks, 2008; De Leeuw et al., 2009; Sandhiya et al.,
2009).

Os lipossomas sdo vesiculas esféricas e microscépicas constituidas de
fosfolipidios que se agregam em bicamada, compostos de uma ou mais
bicamadas lipidicas concéntricas, separadas por fases aquosas e englobando um
compartimento aquoso interno. Estes podem encapsular substéncias hidrofilicas
e/ou lipofilicas (Figura 1), sendo que as primeiras ficam no compartimento aquoso
interno e as lipofilicas inseridas ou adsorvidas na membrana lipidica. Por serem
biodegradaveis, biocompativeis e nao imunogénicos sao altamente versateis para
pesquisa, terapéutica e aplicagdes analiticas (New, 1990; Lasic, 1993; Puisieux et
al., 1995; Edwards & Baeumner, 2006).

Figura 1 — Esquema ilustrativo de corte transversal de um lipossoma, que pode
conter farmacos hidrofilicos na cavidade aquosa interna (a), enquanto farmacos

hidrofébicos ficam retidos na bicamada lipidica (b), adaptado de Torchilin (2005).
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Classicamente, lipossomas, sdo preparados a partir de fosfolipidios, pois
estes sao os principais componentes das membranas biolégicas. Os fosfolipidios
mais comuns pertencem ao grupo dos glicerofosfolipidios naturais (gema de ovo,
graos de soja) ou sintéticas, se destacando as fosfatidilcolina — Figura 2 (Lasic,
19983; Frézard, 1999; Frézard et al., 2005).

Fosfatidilcolina Colina

\ CHy
k) HyC—N*—CH,

CH,

Fosfato ~EN

CH —CH,
i 2
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1:=l‘ C==0

|

CH, CH,

Figura 2 — Molécula de fosfatidilcolina. Em destaque o grupo hidrofilico, colina e
fosfato, ligado a porcao hidrofébica através de um esqueleto de glicerol, adaptado
de Nelson & Cox (2004).

As moléculas de fosfolipidios assumem um arranjo de bicamadas que,
guando estdo na temperatura de transicao liquido-cristalino-gel, formam vesiculas
espontaneamente, aprisionando uma quantidade de agua na sua parte interna
oca. Dependendo da temperatura e do fosfolipidio usado, as bicamadas assumem
ora um estado gel, em que as cadeias de hidrocarbonetos da molécula ficam em
posicao bem orientadas, ora um estado liquido cristalino, em que as cadeias se

posicionam de forma desorientada (Jost & Griffith, 1982; Talsma et al., 1992).

Os fosfolipidios possuem carater anfifilico e em meio aquoso organizam-se
na forma de bicamadas, expondo as suas cabecas hidrofilicas a agua e
interagindo as caudas hidrofébicas de modo a excluir a agua, formando assim

estruturas lamelares que, para atingirem estabilidade termodinamica, curvam-se e
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fecham-se sobre si mesmas formando vesiculas esféricas — Figura 3 (Israelachvili,
1991).

Cabeca m
Hidrofilica
Calda =)
Hidrofébica
Molécula de m
fosfolipidio Bicamada
fosfolipidica

LIPOSSOMA

Figura 3 — Forma de agregacao das moléculas de fosfolipidios que formam as
bicamadas.

Os lipossomas podem ser classificados de acordo com seu tamanho e
namero de bicamadas lipidicas (lamelas) que apresentam em sua constituicio
(Figura 4). De acordo com suas dimensdes, as vesiculas lipidicas podem ser
classificadas como: vesiculas multilamelares (MLV) com didmetro superior a 400
nm, que possuem a vantagem de serem facilmente preparados com o minimo de
equipamentos, mas sua principal desvantagem €& a baixa capacidade de
encapsulacao; vesiculas unilamelares grandes (LUV) — diametro superior a 100
nm, com a vantagem de alta capacidade de encapsulacdo de ativos
hidrossollveis; vesiculas unilamelares pequenas (SUV) — didmetro entre 20 e 50

nm, tem a vantagem de apresentarem populacao relativamente homogénea;

vesiculas oligolamelares grandes (OLV); e as vesiculas multivesiculares
(MVV), dependendo de seu tamanho, do numero de bicamadas e da existéncia
das vesiculas internas em uma vesicula. O tamanho dos lipossomas varia de 20
nanémetros a poucos micrébmetros, com as membranas do lipidio de

aproximadamente 5 nanémetros (Lasic, 1988).
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O

SUv LUV OLV MLV MWV

Figura 4 — Representacdao esquematica dos lipossomas classificados de acordo
com seu tamanho e nimero de bicamadas lipidicas: SUV - vesiculas unilamelares
pequenas, LUV - vesiculas unilamelares grandes, OLV - vesiculas oligolamelares
grandes, MLV - vesiculas multilamelares, e MVV - vesiculas multivesiculares,

adaptado de Rongen et al.(1997).

A fungdo dos lipossomas como veiculo € liberar determinadas
concentragdes de farmaco em alvos especificos, evitando toxicidade sistémica,
uma vez que somente uma fracao do farmaco esta disponivel para o local de acao
(Grant & Bansinath, 2001).

Pela sua composicao e configuracédo, os lipossomas mimetizam as células
vivas e, portanto, possuem maior capacidade de interacdo com células quando
comparados com outras particulas usadas na veiculagdo de compostos bioativos.
Suas propriedades de liberacdo modificada ou controlada conduzem a reducao de
doses e frequéncia de administracdo, reduzindo assim os efeitos colaterais
produzidos pelo farmaco livre em doses mais elevadas. A velocidade de liberagcéao
do principio ativo pode ser controlada pela manipulagao tanto da composi¢ao da
membrana (influenciando a velocidade de degradacdo e/ou difusdo dos
lipossomas), quanto do tamanho dos lipossomas (influenciando a eficiéncia de
captura pelos macroéfagos) (Frézard et al., 2005).

Os lipossomas atrairam a atencdo dos pesquisadores como uma nova
estratégia para liberacao de farmacos, de uso interno ou de uso topico, em sitios
de acao especificos ou de liberacdo controlada. Eles tém sido empregados tanto
para substancias de alto como de baixo peso molecular (Schmid & Korting, 1996).
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Estas vesiculas artificiais sdo desenvolvidas para distribuir substancias
ativas em locais especificos e nos ultimos anos passaram a assumir um papel
importante nas areas da dermatologia e da cosmetologia (Suzuki & Sakon, 1990).
Mezei & Gulasekharam (1982) publicaram os resultados de suas pesquisas com
animais referentes as alteragdes farmacocinéticas da triancinolona encapsulada

em lipossomas comparando com preparagdes de uso topico convencionais.

Embora alguns autores sugerissem que lipossomas convencionais fossem
facilitadores do transporte transdérmico de farmacos (Yu & Liao, 1996; Deo et al.,
1997; Liu et al., 2004), tornou-se evidente que, na maioria dos casos, 0S
lipossomas convencionais sao de quase nenhum valor para esse fim, porque néao

promovem a sua penetracao na pele (Kirjavainen et al., 1996).

Os lipossomas convencionais, compostos somente por fosfolipidios, atuam
como reservatérios de farmacos que se localizam nas camadas mais superficiais
da pele. Os poros da pele sdao normalmente estreitos, 30 nm, assim, é dificil
considerar como os lipossomas convencionais poderiam atravessar a pele e
participar em seu transporte transdérmico por ndo serem capazes de deformarem-
se mantendo a sua integridade. Conseqlientemente, esses lipossomas nao
conseguem penetrar na pele de forma eficaz (Cevc et al., 2002).

Nas aplicacOes tdpicas, os lipossomas sdo capazes de interagir com 0s
lipidios da pele humana, liberando os compostos veiculados na sua estrutura. Em
formulacdes cosméticas, os proprios lipossomas também propiciam o suprimento
dos lipidios perdidos da pele e reduzem a perda transepidermal de agua (Cevc &
Blume, 2001; Kim et al., 2002).

A busca de lipossomas mais estaveis capazes de permear as camadas da
pele levou ao desenvolvimento de lipossomas deformaveis ou elasticos, através
da incorporacdo de tensoativos na bicamada lipidica ou modificando a sua
superficie com polimeros hidrofilicos (Cevc et al., 2002).

2.2.1. Lipossomas para aplicacoes cutaneas

O interesse da industria farmacéutica e cosmética pelo transporte através

da pele levou ao desenvolvimento e a investigacdo de uma grande variedade de
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sistemas vesiculares com diferentes caracteristicas fisico-quimicas. Nos ultimos
anos, tornou-se claro que, ndo somente o estado do liquido das bicamadas
vesiculares é importante, mas também a elasticidade da bicamada pode ter um
efeito significativo sobre o comportamento das vesiculas no estrato coérneo

(Honeywell-Nguyen et al., 2006).

Nas aplicacbes cutaneas, os lipossomas sdo classificados como
promotores fisico-quimicos de absorcao, facilitando a permeacédo de compostos
através da pele. No entanto, os lipossomas convencionais, cuja superficie contém
somente lipidios, atuam como reservatorios de farmacos que vao sendo difundidos
a uma taxa controlada, ou localizam-se nas camadas mais superficiais da pele
(Cevc et al., 2002).

Para o desenvolvimento de formulacées de farmacos mais eficazes e
estaveis, & preciso que o carreador atravesse a barreira epitelial e seja permeado
desde a camada mais superficial até as camadas mais profundas da pele. Para
contornar essa dificuldade, tem-se empregado varias estratégias fisicas e
quimicas, dentre elas, a utilizacdo de agentes especificos chamados promotores
de absorcdo, que provocam alteracdo na estrutura do estrato cérneo, diminuindo
sua resisténcia natural a permeacdao de compostos (ldson, 1975). Dentre esses
promotores estdo os tensoativos, que interagindo com os lipidios da pele facilitam
o transporte intercelular dos compostos através dos poros da pele (Cevc et al.,
1996).

Dentre os vérios tipos de lipossomas, os do tipo elastico, compostos de
fosfolipidios e tensoativos (Figura 5), constituem o mais novo conceito de
vesiculas lipidicas e sado considerados os melhores sistemas de permeacao
cutadnea. Diferem dos lipossomas convencionais, por apresentam alta fluidez e
elasticidade, sendo capazes de atravessar barreiras semipermeaveis, mantendo a
sua integridade. Portanto, esses lipossomas sdo mais eficientes que o0s
convencionais para administracdo de farmacos através da pele e aplicacdo em

cosmeéticos (Cevc et al., 2002).
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Lipossoma

LIPOSSOMA
ELASTICO

Figura 5 — Lipossoma elastico, contendo tensoativo inserido na bicamada.

Vesiculas elasticas sdo um dos mais promissores desenvolvimentos no
desenho de sistemas vesiculares. Eles foram sugeridos por ser mais efetivos que
as vesiculas rigidas convencionais como um veiculo para transporte de farmaco
transdérmico. Vesiculas elasticas foram introduzidas por Cevc (1991), que
combinou fosfatidilcolina com colato de sdédio (ativador de borda) para formar
membranas flexiveis (Cevc et al., 1995; Cevc et al.,, 1997; Cevc & Blume, 2001;
Cevc et al, 2002; Cevc, 2003). Estas vesiculas, também chamadas de
“Transfersomes®, foram posteriormente caracterizadas pela sua alta elasticidade,
foram patenteados como lipossomas ultra-deformaveis, capazes de passarem
intactos e carrearem bioativos através da pele. Foi sugerido que estes
“Transfersomes® eram mais efetivos que lipossomas comuns no transporte de
insulina e lidocaina através da pele de ratos e humanos (Planas et al., 1992; Cevc
et al., 1998).

Usando os mesmos componentes vesiculares, EI Maghraby et al (2000)
encontraram que vesiculas elasticas aumentaram o transporte de estradiol através
de pele humana cadavérica comparada a uma solucao aquosa saturada. Eles
também introduziram o Span 80 e Tween 80 como ativadores de borda
alternativos tao efetivos como o colato de sdédio. Em outros dois estudos
relativamente recentes, lecitina foi combinada com o colato de sédio para formar
vesiculas elasticas. Isto provou ser melhor que vesiculas rigidas convencionais no
aumento do transporte de ciclosporina A e insulina através de pele de ratos (Guo
et al., 2000a; Guo et al., 2000Db).
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Mais tarde, por volta de 1998, Van den Bergh et al (1999) introduziram uma
nova série de vesiculas rigidas e elasticas, consistindo apenas de tensoativos.
Vesiculas elasticas foram obtidas utilizando o mesmo principio de Cevc et al.,
baseado na combinacdo de moléculas estabilizantes e desestabilizantes no
interior da bicamada da vesicula, apresentando um tensao interfacial muito baixa.
As vesiculas elasticas constituidas do surfactante formador de bicamada L-595
(sacarose lauril ester) e o surfactante formador de micelas PEG-8L (polioxietileno
lauril éster) — Figura 6. O PEG-8L consiste essencialmente de oito moléculas
polietileno glicol monoéster de acido laurico, este € um emulsificante ndo iénico
o/a para sistemas neutros, levemente acidos e alcalinos, ndo é considerada uma
substancia téxica, sendo um produto biodegradavel.A incorporacdo de um
componente formador de micela resulta na desestabilizacdo da bicamada lipidica,
aumentando assim a elasticidade da vesicula. Assim, a elasticidade e estabilidade
das vesiculas sdo fortemente dependentes da relacdo bicamada e surfactante
formador de micela no interior da membrana vesicular. Estas vesiculas elasticas
foram apresentadas para serem mais eficazes do que as vesiculas rigidas
realcando a penetracdo varias ativos na pele (Honeywell-Nguyen et al., 2002;
Honeywell-Nguyen et al., 2003a; Honeywell-Nguyen & Bouwstra, 2003; Honeywell-
Nguyen et al., 2003b)
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Figura 6 — Tensoativo PEG-8L (polioxietileno lauril éster).

A introducdo de tensoativos derivatizados com polimeros hidrofilicos tais
como o polietilenoglicol (PEG) permite que os lipossomas adquiram flexibilidade
de deformacgédo preservando a sua integridade, através da protecao hidrofilica
conferida pelo polimero na superficie dos lipossomas, além da reducdo da
temperatura de transicao de fases da estrutura lipossomal. Essas caracteristicas

permitem a sua penetracao transdérmica, mesmo possuindo tamanhos da ordem
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de 100nm, melhorando assim a permeacado cutédnea de varios farmacos (El
Maghraby et al., 1999; Van Den Bergh et al., 1999; Bouwstra et al., 2003).

Os efeitos da incorporacao de tensoativos nas propriedades fisico-quimicas
(que incluem o tamanho da vesicula, eficiéncia de encapsulagcédo, o potencial do
zeta, entre outros) de lipossomas deformaveis foram investigados extensivamente
em diferentes estudos (Jain et al., 2003; Lee et al., 2005; Oh et al., 2006; Elsayed
et al., 2007).

Diversos estudos relataram que os lipossoma deformaveis podiam melhorar
in vitro a administracao transdérmica de varios farmacos (El Maghraby et al., 1999;
2001a; Trotta et al., 2002; Boinpally et al., 2003) e para penetrar a pele intacta, in
vivo, transferindo terapeuticamente as quantidades de farmaco (Cevc & Blume,
2001; 2003; 2004), com a eficiéncia comparavel com a administragdo subcutanea
(Cevc et al., 1995; Paul et al., 1995; Cevc et al., 1998; Cevc, 2003).

2.2.2. Transporte transdérmico

O transporte transdérmico de farmacos tem muitas vantagens comparadas
a outras vias de administracdo. Entretanto, o maior problema ainda permanece
sendo a baixa penetracdo da maioria de compostos através da pele humana. Os
sistemas vesiculares foram introduzidos nos anos 1980 e desde entdo tém sido
estudados como veiculos para o transporte cutdneo e transdérmico de farmacos
(Du Plessis et al, 1994; Fresta & Puglisi, 1997). Muitos relatérios tém
demonstrado a permeacdo melhorada na pele quando os farmacos foram
incorporados nas vesiculas. Contudo, o mecanismo exato para o transporte de
farmaco ser promovido, ndo é ainda, inteiramente compreendido. Sugeriu-se que
este mecanismo e assim também o efeito aumentado fossem fortemente
dependentes das caracteristicas fisico-quimicas dos sistemas vesicular
(Kirjavainen et al., 1996; Van Kuijk-Meuwissen et al., 1998). As vesiculas no
estado liquido-cristalino foram descobertas por ter caracteristicas superiores as
vesiculas no estado-gel para o aumento da permeabilidade na pele (Honeywell-
Nguyen et al., 2002).
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O tratamento de varias doencas de dermatoldgicas por aplicacao tépica de
farmacos € esperado que seja mais eficiente se concentragdes significantes do
farmaco possam ser retidas na epiderme. A habilidade do estrato cérneo de agir
como um reservatério para transporte de farmacos através da pele ja foi
demonstrado. Um estudo descrito por Egbaria & Weiner (1991) mostrou que a
aplicacao topica de formulagdes lipossomais podem ser sistemas de transporte
efetivos para o tratamento de doencas da pele. Tais transportes devem reduzir a
incidéncia de efeitos colaterais indesejaveis de uma administracdo sistémica e
uma absorcdo sistémica aumentada do farmaco apds aplicacdo tépica com
facilitadores da permeacdo o qual irreversivelmente rompem a camada das

estruturas do estrato cérneo (Du Plessis et al., 1994).

Nas ultimas décadas, houve um amplo interesse em explorar novas
técnicas que aumentem a absorcdo de farmacos através da pele (Barry, 1991;
Williams, 2003; Honeywell-Nguyen & Bouwstra, 2005). A via transdérmica tem
sido considerada a mais inovadora e promissora para a administracéao e liberacao

sustentada de farmacos (Cevc & Blume, 2001).

Em um sentido amplo, a liberagdo transdérmica ou transcutanea de
farmacos, inclui todas as formulacdes de farmacos administrados por via tdpica,
projetadas para transportar os ingredientes ativos para a circulagcao geral, uma vez
que os lipidios dérmicos somente auxiliam na introducéo dos ativos na pele (Cevc
et al., 1996).

Embora a pele como uma via de administracdo de farmacos, comparada
com as demais vias, possa oferecer muitas vantagens incluindo evitar o
metabolismo hepatico de primeira passagem, impedir a exposicdo as condi¢coes
quimicas e biolégicas do trato gastrointestinal, menores niveis de farmaco no
plasma, habilidade promotora de liberagdo controlada de farmacos de meia vida
curta e/ou estreitar janelas terapéuticas, e o conforto do paciente na aplicacao
(Honeywell-Nguyen et al., 2002; Bouwstra et al., 2003; Williams, 2003; Barichello
et al., 2006), a natureza da barreira da pele torna dificil a penetracéo e permeacéao
da maioria dos farmacos (El Maghraby et al., 2001b).
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A principal dificuldade de utilizacao da via transdérmica para administracao
de farmacos € a baixa permeabilidade destes na pele humana, sendo o fator
limitante de liberacdo cutanea. Substancias com massa molar acima de 600 Da
possuem menor capacidade de penetrar pela pele. Os fatores que limitam o
sucesso da tecnologia transdermal incluem também a irritacdo local da pele,
relacionado a determinados farmacos e formulacées, limitando a dose de farmaco

que pode ser liberada transdermicamente (Barichello et al., 2006).

Os sistemas vesiculares de liberacao transdérmica de farmacos foram
primeiramente introduzidos nos anos 1980. A melhoria em tecnologias fisicas e
quimicas para aumentar a permeagao conduziu a um interesse renovado na via
transdermal de liberacdo de farmacos. Os métodos para melhorar a liberacao
cutanea confiam no uso de melhoradores quimicos da penetracao, novos sistemas
de veiculacado, por exemplo, microemulséo, sistemas de liberacdo baseados em
lipossomas e formulagdes supersaturadas (Moser et al., 2001), ou estratégias
fisicas mais complexas, por exemplo, iontoforese (Essa et al., 2002), sonoforese
(Merino et al., 2003) e eletroporacdo (Tokudome & Sugibayashi, 2003). A
veiculacdo de bioativos em suportes particulados de natureza coloidal tem sido
estudada também como mecanismo facilitador do transporte transdérmico
(Barichello et al., 2006).

A estrutura da pele e suas fung¢des da barreira, apresentada na Figura 7,
foram extensivamente descritas na literatura por pesquisadores como Scheuplein
& Blank (1971); Elias (1981); Barry (1983); Williams (2003). A barreira de pele no
estado saudavel e doente tem sido igualmente revistos recentemente (Bouwstra &
Ponec, 2006). A pele humana compreende uma série de camadas penetradas por
pélos e ductos de glandula. As principais camadas da pele, do interior para fora,
compreende a camada subcutanea (hipoderme), a derme com tecido conectivo e

avascular estratificado, e epiderme celular.

A derme é composta de fibras protéicas (colageno e elastina) e um gel
interfibrilar de glicosaminoglicanas, sais e agua. Sangue e glandulas linfaticas,
terminacbes nervosa e unidades pilossebaceas (foliculo piloso e glandulas
sebaceas) estao dentro da derme. Os foliculos pilosos e os ductos sebaceos estao

diretamente em contato com o ambiente na superficie da pele. A epiderme
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consiste em cinco camadas, que do interior a parte externa sdo o estrato
germinativo (camada basal), estrato espinoso (camada espinosa), estrato
granuloso (camada granulosa) e estrato cérneo (EC). Devido as células do EC
estarem mortas, a epiderme sem o EC é denominado geralmente a epiderme
viavel (Barry, 1983; Kydonieus & Berner, 1987).
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Figura 7 — Representacdo esquematica de uma seccao transversal da pele
humana, adaptado de Williams (2003).

O EC é considerado como a barreira limitante na permeacao transdermal
da maioria das moléculas (Barry, 1983). A estrutura do EC é descrito
frequentemente como um arranjo de tijolos e cimento, onde os cornedcitos ricos
em queratina (tijolos) sdo encaixados na matriz intracelular rica em lipidio
(cimento) organizados em camadas lamelares. Dessa organizacao, resultam poros
muito pequenos entre as células, da ordem de 30 nm, as quais dificultam a difusdo
dos ativos (Michaels et al., 1975). Este tem a propriedade de reter na sua estrutura
substancias ativas, exercendo um “efeito reservatério” e a liberagdo progressiva
desta reserva conduz a efeitos prolongados, o que é favoravel as acdes locais.
Numerosas substancias podem assim se acumular na pele em diferentes niveis
(Zatz, 1993).
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2.2.2.1. Mecanismo de acao dos lipossomas como sistemas de transporte de
farmacos através da pele

El Maghraby et al. (2006) constataram aspectos positivos ou negativos dos
possiveis mecanismos de acdo sugeridos para os lipossomas atuarem como
sistemas de transporte de farmacos através da pele. Foram sugeridos cinco

mecanismos apresentados na Figura 8.
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Figura 8 — Possiveis mecanismos de acdo dos lipossomas como sistemas de
transporte de farmacos na pele. (A) mecanismo do farmaco livre, (B) mecanismo
de penetracdo aumentada dos componentes dos lipossomas, (C) mecanismo de
adsorcao das vesiculas e/ou fusdo com o estrato corneo, (D) mecanismo de
permeacdo das vesiculas intactas e (E) mecanismo de permeacgédo através do
foliculo piloso, adaptado de EL Maghraby et al. (2008).

No primeiro mecanismo, o farmaco permeia a pele mesmo ap6s a ruptura
da vesicula (Ganesan et al., 1984), o papel deste processo no transporte
transdermal do estradiol foi considerado como insignificante. O segundo
mecanismo foi definido como penetracdo melhorada, Kato et al. (1987) concluiram
primeiramente que a lecitina aumenta o transporte transdérmico abaixando a
barreira da permeabilidade da pele. Kirjavainen et al. (1996) revelaram que,
dependendo da composicao, as vesiculas podem produzir um efeito aumentado,
pois os componentes lipidicos podem penetrar profundamente no SC ou podem
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fundir e misturar-se com os lipidios da pele, afrouxando sua estrutura. Isto indicou
claramente que fosfolipidios tém agéo direta na barreira da permeabilidade do SC
(Yokomizo & Sagitani, 1996).

No terceiro mecanismo é apresentada a adsorcado da vesicula e/ou fusao
com o estrato corneo, de acordo com este mecanismo as vesiculas podem se fixar
na superficie do estrato cérneo com transferéncia subsequente do farmaco
diretamente das vesiculas a pele, ou as vesiculas podem fundir e misturar-se com
a matriz lipidica do estrato cérneo, com crescente divisdo do farmaco pela pele. A
interacédo dos lipossomas com a pele humana foi revista e concluiu-se que podem
ser administrados através da pele, mas ndao podem penetrar no estrato cérneo
intacto, em vez disso, dissolvem e dao forma a uma unidade de estrutura
membranar (Schaller & Korting, 1996). Igualmente sugeriu-se que o componente
principal dos lipossomas, o fosfolipidio, aumenta a continuidade da matriz lipidica
da pele e facilita assim o movimento de moléculas lipofilicas (Frost & Horwitz,
1982).

No quarto mecanismo é apresentada a permeacao na pele de vesiculas
intactas, a hidrofobicidade do fosfolipidio conduz a xerofobia (tendéncia a evitar
arredores secos). Para que as vesiculas permanecam inchadas ao maximo,
seguem a inclinacdo local da hidratagdo, movendo-se para os estratos mais
profundos da pele (Cevc & Blume, 1992; Cevc et al., 1995). O processo de
penetracdo de vesiculas na pele foi atribuido a deformabilidade elevada destas
vesiculas especializadas, que resulta da acumulacado das moléculas do tensoativo
no local do esforco elevado devido a sua propensao elevada para as estruturas

extremamente curvadas.

No quinto mecanismo, a permeagao ocorre através do foliculo piloso, a
aplicacao oclusiva ou a hidratacao intensiva da pele sdo supostamente prejudiciais
para o transporte transdérmico de farmacos através de vesiculas ultradeformaveis.
acreditado para ser a forca motriz para a penetragdo de vesiculas na pele (Cevc et
al., 1995). Outra explanacao possivel foi observada em um estudo com cobaias
calvas e peludas, o depédsito no SC foi mais elevado em cobaias peludas,
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concluindo-se que a permeacado se da principalmente ao longo da bainha do
cabelo (Schramlova et al., 1997).

Os lipossomas oferecem um valor potencial cutaneo em transporte
transdérmico de farmacos e os avangos e as modificacdes recentes aparecem

para aumentar o potencial terapéutico.

Alguns parametros devem ser levados em consideracdo quando se formula
uma aplicagcao tépica com lipossomas: composicao quimica, propriedades fisicas,
estabilidade quimica e fisica, local de aprisionamento da substancia ativa,
capacidade de armazenamento, homogeneidade, compatibilidade com outros
excipientes, efeito cosmético, tolerancia, comparag¢ao com formulacdes classicas e

demonstracao da eficacia.

2.3. Leishmaniose

A leishmaniose é uma doenga nao contagiosa causada por parasitas que
invadem e se reproduzem dentro das células que fazem parte do sistema
imunolégico (macrofago) da pessoa infectada. Pode acometer pele, visceras ou
areas mucocutaneas, variando de acordo com area geografica, diferentes
espécies de Leishmania e resposta do hospedeiro (Amin & Manisali, 2000). Essa
doenca é prevalente nos cinco continentes, sendo endémica em 88 paises, dos
quais 72 sao paises em desenvolvimento, ameacando 350 milhées de homens,
mulheres e criangas com uma prevaléncia mundial de 12 milhdes de casos.
Segundo dados da Organizacdo Mundial da saude — OMS (2002), o numero
estimado de mortes anuais chega a 59.000 casos. Como a notificacao
compulsoéria € obrigatéria em somente 32 dos 88 paises afetados, um numero
consideravel de casos nao é notificado. Dos 1,5 — 2,0 milhdes de novos casos
estimados que ocorrerem anualmente, somente 600.000 sdo oficialmente
declarados. Segundo Rath et al. (2003), em 1993, a OMS considerou a
leishmaniose como a segunda doenca de importancia publica, causada por
protozoario. Conforme citado por Frézard et al. (2005), estimava-se em 2005, a

ocorréncia de cerca de 30.000 novos casos anuais da doenca.
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2.3.1. Epidemiologia e formas

A associacdo das infeccbes causadas pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) e pelo protozoario Leishmania caracteriza a co-infecgdo
Leishmania-HIV. Essa co-infeccdo é considerada doenca emergente de alta
gravidade em varias regides do mundo. Um aumento expressivo do nimero de
casos de co-infec¢do tem sido observado desde o inicio da década de 1990, e ha
projecoes de seu crescimento continuo devido a superposi¢cao geografica das
duas infecgdes, como conseqiéncia da urbanizacdo das leishmanioses e da
interiorizacdo da infeccao pelo HIV. A situacao é particularmente preocupante no
sudoeste da Europa, no sul da Asia, na Africa subsariana e na América do Sul,
onde o Brasil surge como o pais que mais requer atencdo devido ao grande
numero de casos das duas infecgdes. Mais de 2.000 casos de co-infeccdo em 34
paises foram notificados a OMS até 2001, a maioria na Espanha, na ltalia, na

Franca e em Portugal (Brasil, 2004).

Do ponto de vista epidemioldégico, dois aspectos chamam a atencao,
principalmente nos paises da regido do Mediterraneo: a maior frequéncia de
infeccdo por Leishmania spp. entre os pacientes infectados pelo HIV, comparada a
ocorréncia na populacdo geral, e a predominancia da infecgdo entre usuarios de
drogas injetaveis, e o compartilhamento de agulhas é o fator de risco responsavel
pela transmissdo das duas infec¢des. Esta nova modalidade de transmiss&o da
leishmaniose foi denominada ciclo antroponético artificial epidémico (Brasil, 2004).

No Brasil existem duas formas de leishmaniose, denominadas leishmaniose
visceral (LV), causada pela Leishmania chagasi e leishmaniose tegumentar
americana (LTA), causada pela Leishmania amazonensis, Leishmania guyanensis

e Leishmania braziliensis (Costa et al., 2003).

A LV apresenta maior indice de letalidade, chegando a 100% dos casos
nao tratados clinicamente (Frézard et al., 2005). A LTA é uma das afeccoes
dermatoldgicas que merece maior atencado, devido a magnitude da doenca e
dificuldade terapéutica, assim como pela capacidade de desenvolver lesées que

conduzem a quadros clinicos desfigurantes no homem, bem como pelo
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envolvimento psicossocial do paciente, com reflexos no campo social e econémico
(Brasil, 2000b; Gontijo & Carvalho, 2003).

Por leishmaniose tegumentar (LT), entende-se um conjunto de
enfermidades causadas por varias espécies de protozoarios digenéticos da ordem
Kinetoplastida, da familia Trypanosomatidae, do género Leishmania, que
acometem a pele e/ou mucosas do homem, e de diferentes espécies de animais
silvestres e domésticos das regides tropicais. A LT é uma infeccéo intracelular
causada mais frequentemente pela Leishmania (Vianna) brazilienses. A
transmissdo é realizada entre animais e 0 homem pela picada de insetos fémea
(vetor), classificados como flebétomos, de diversas espécies (Diptera,
Psychodidae, Phlebotominae), dos géneros Lutzomia e Psychodopygus. A
infeccdo caracteriza-se pelo parasitismo das células do sistema fagocitico
mononuclear (SFM) da derme e das mucosas do hospedeiro vertebrado
(mondcitos, histidcitos e macréfagos) (Costa et al., 2003; Brasil, 2006).

As manifestagdes clinicas da LTA incluem as formas: cutanea e
mucocutanea. A forma cutanea da doenca, embora ndo mate, causa lesées na
pele e nas mucosas, as vezes deformantes, e que também requer atencdo e
cuidados (Brasil, 2000b). A leishmaniose cutanea é uma doenga infecto-parasitaria
que acomete o homem, causada por varias espécies de leishmania. E uma
doenca definida por lesbes exclusivamente na pele, no ponto de inoculagdo de
parasitas pro-mastigotas (Gontijo & Carvalho, 20083).

A LTA é fundamentalmente, uma zoonose de animais silvestres, que pode
atingir o homem quando ele entra em contato com os focos zoonéticos. Neste
caso 0 maior numero de acometidos € de adultos jovens, do sexo masculino, que
desempenham atividades de risco (garimpo, desmatamento, atividades
extrativistas). Tem sido assinalada em praticamente todos os estados do Brasil,
constituindo assim uma das afec¢des dermatolégicas que merece grande atencao
(Brasil, 2000a; b; 2003; Basano & Camargo, 2004; Opas, 2005).

Transformacdes no meio ambiente, desmatamentos e a migracdo do
homem da é&rea rural para as periferias da cidade, em condigdes precarias de
habitacdo e saneamento, sao alguns dos fatores que devem ter contribuido para a
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expansao da ocorréncia da doenca, inclusive com mudanca do perfil etario da
populacao atingida (Brasil, 2000a; 2003; Opas, 2005; Sucen, 2005).

No Brasil, a leishmaniose apresenta ampla distribuicdo por todas as regides
geograficas (Furtado & Vieira, 1982). Ao analisar-se a evolugao da LTA, observa-
se uma expansao geografica no inicio da década de 80, quando foram registrados
casos em 19 estados e, em 2003, todos os estados registraram autoctonia (Brasil,
2006).

A partir da década de 90, o Ministério da Saude (MS) notificou uma média
anual de 32 mil novos casos de LTA. Analisando-se os dados pertinentes em
2003, verificou-se a seguinte situacédo: a Regido Norte notificou aproximadamente
45% dos casos, predominando os estados do Para, Amazonas e Rondénia; a

Regidao Nordeste, 26% dos casos, principalmente no Maranhao, Bahia e Cear4; a

Regido Centro-Oeste, 15% dos casos, com maior frequéncia em Mato Grosso; a

Regido Sudeste, 11% dos casos, predominantemente em Minas Gerais; e a

Regido Sul, 3,0%, destacando-se o Parana (Figura 9) (Brasil, 2006).
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Fonte: MS/SVS/DEVEP/CGDT/COVEV

Figura 9 — Numero de casos e coeficientes anuais de deteccdo de casos
autéctones de LTA no Brasil — 1985 a 20083.
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Dados recentes de casos de LTA sédo apresentados na Figura 10 para as
grandes regides e unidades federadas e na Figura 11, temos o coeficiente de
deteccéo de casos de LTA por 100.000 habitantes.
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Figura 10 — Casos de Leishmaniose Tegumentar Americana no Brasil, dividido em

Grandes Regides (Norte, Nordeste, Sudeste, Sul e Centro-Oeste) e Unidades
Federadas, no periodo de 1990 a 2008.
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2.3.2. Transmissao

No ciclo epidemiolégico da LTA, o inseto (flebotomineo) representa o elo
entre os reservatorios e o homem, que se comporta apenas como hospedeiro
acidental de Leishmania, ndo parecendo assumir papel relevante na transmissao
da doenca. Os hospedeiros vertebrados (reservatérios) sdo 0s responsaveis pela
transmissdo do parasito durante o repasto sanguineo da fémea (Ruppert &
Barnes, 1994).

A Figura 12 representa esquematicamente a forma como as leishmanioses
sao transmitidas aos hospedeiros vertebrados. O vetor é proveniente de dipteros
da familia Psycodidae, que sao hematéfagos pertencentes aos géneros
Phlebotomus e espécie Lutzomyia longipalpis, comumente chamados de
flebotomineos e popularmente conhecidos por mosquito palha, birigui ou
cangalhinha (Oms, 2005).

Figura 12 — Representacdo esquematica do ciclo de transmissao da leishmaniose,
adaptado da OMS (2005).

O ciclo de infeccdo envolve a fase amastigota, que ocorre na forma de
parasitas presentes em hospedeiros, como humanos, caes e roedores. Os
parasitas invadem macréfagos e outras células reticuloendoteliais, multiplicam-se
e causam ruptura da membrana celular, liberando-se na correndo sangiinea
(Amin & Manisali, 2000).
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Os insetos vetores (somente fémeas sao hematodfagas) infectam-se ao
picar o animal portador da doenca (reservatério infectado), aspirando macréfagos
parasitados contendo amastigotas (formas aflageladas) do protozoario, livres no
sangue ou tecidos, que rapidamente se transformam em formas promastigotas
(formas flageladas) no intestino dos vetores. Essas formas dividem-se ativamente
€ no novo repasto (ao picar o homem) o inseto regurgita o parasita na pele do
hospedeiro. As promastigotas sao as formas infectantes do parasito que interagem
com as células do SFM (fagocitados por macrofagos), perdem o flagelo, no interior
dos quais se transformam em amastigotas. Estes se multiplicam livremente no
compartimento acido dos fagolisossomas e escapam dos sistemas de defesa do
hospedeiro (Frézard et al., 2005). A multiplicacdo dos amastigotas ocorre no
interior de vacuolos parasitéforos em macréfagos de diferentes tecidos, originando
a doenca na forma cutanea, mucocutanea e visceral (Brasil, 2000a; 2003; Rath et
al., 2003).

A partir da inoculagdo das formas promastigotas na pele, inicia-se uma
complexa interacdo entre o parasito e a resposta imunolégica do hospedeiro.
Varios setores do sistema imunolégico sdo ativados, mas a resposta imune
celular, especifica para a Leishmania, tem papel crucial no controle final da
infeccao (Brasil, 2006).

Inicialmente, a presenca das formas promastigotas inoculadas
desencadeia, no local da inoculagédo, uma resposta inflamatéria aguda inespecifica
da qual participam células e fatores séricos — células natural killer (NK),
polimorfonucleares (neutréfilos, macréfagos e eosinéfilos) e sistema complemento.
Assim, a maioria dos promastigotas inoculados, que ainda estdo no ambiente
extracelular, é rapidamente destruida. A importancia das células NK no controle da
infeccdo deve-se tanto a sua acéo citotdéxica quanto ao fato de ser fonte primaria
de interferon-gama (IFN-y), o que determina um potencial para desenvolver
resposta imune celular adequada, induzindo a resisténcia ja na primeira semana
de infeccao (Brasil, 2006).

Considerando-se que a Leishmania é um parasito intracelular obrigatério, a
ativacdo do sistema complemento pode beneficia-lo, pois ao serem gerados
fragmentos da cascata (C3 e C3bi) que se ligam aos receptores dos macréfagos
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(CR1 e CR3) e também se depositam na parede do parasito, tem-se facilitada sua
fagocitose. Além disso, sua entrada, utilizando esses receptores, promove baixo
metabolismo oxidativo no macréfago, o que favorece a continuidade do seu ciclo

biolégico (Descoteaux & Turco, 2002).

A adesao de Leishmania a membrana do macrofago é pré-requisito para
sua fagocitose. Diferentes moléculas integram a membrana de superficie das
leishmanias, tais como glicoproteinas e glicolipidios, fundamentais para sua
interacdo com os macréfagos. A pequena fragdo do in6culo infectante que
consegue internalizar-se em macrofagos, a partir da ligagcdo direta dessas
moléculas com receptores de membrana das células, determina uma série de
reacdes bioquimicas que podem levar a ativacao ou a inibicao das funcbes da
célula hospedeira. Essa ativacao caracteriza-se pela deflagracdo de processos
oxidativos (sistema microbiocida dependente de oxigénio) e producao de 6xido
nitrico (Descoteaux & Turco, 2002).

A medida que ocorre o processo de fagocitose, os lisossomas das células
fundem-se aos vacuolos parasitéforos formados, resultando em uma modificacao
do seu microambiente, que induz a transformacado da forma promastigota para
amastigota, facilitando sua sobrevivéncia, pois, sob essa nova forma, o parasito
apresenta-se mais resistente e desencadeia menor resposta oxidativa da célula
hospedeira (Brasil, 2006).

Para dar inicio a resposta imune especifica, células de Langerhans
transportam os parasitos e seus antigenos aos linfonodos regionais, visando a
apresentar o antigeno as células T CD4+ que, ao liberarem citocinas, regulam o
potencial microbicida dos macréfagos - ressalte-se que a producao de IFN-y

parece ser o principal fator de ativagdo macrofagica (Brasil, 2006).

O IFN-y tem papel importante na defesa contra microrganismos
intracelulares como a Leishmania, ativando macro6fagos e estimulando a liberacéao
de outras citocinas como o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a). O TNF-q,
citocina produzida principalmente por macréfagos ativados, também e responsavel
pela ativacdo policlonal de células B. Em decorréncia dessa ativagdo, ha

consideravel inducdo da resposta humoral com producdo de anticorpos anti-
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Leishmania que participam, na interacdo inicial do parasito, com elementos

inespecificos da resposta inflamatéria (Brasil, 2006).

A sequéncia de eventos que ocorrem a partir da inoculagéo do parasito no

organismo do hospedeiro pode ser observada na Figura 13.

— i ~— Epiderme

\ __ Derme
—

Fal @ ESTIMULANTE(IEN v/I12}

= CD4+ . ( )
5 o/  Taz @ INIBITORIO(1L4/1010)

LT CD8 - citotoxicidade

FATOR GENETICO

Figura 13 — Sequéncia de eventos desencadeados ap6s a inoculagédo do parasito

no organismo hospedeiro, adaptado de Brasil (2006).

Deve-se destacar que o parasito apresenta caracteristicas proprias que
permitem sua evasdo dos mecanismos de defesa do hospedeiro. Ainda no tubo
digestivo do inseto-vetor, durante seu ciclo de crescimento, as formas
promastigotas evoluem de um estagio nao-infectivo (fase logaritmica de
crescimento) para outro altamente infectivo (fase estacionaria, metaciclica).
Durante a fase de metaciclogénese, ocorre a expressdo de moléculas de
superficie com caracteristicas modificadas, que, quando da interacdo com a célula
do hospedeiro, impedem a deposicdo de complexos do sistema complemento
promotores da lise celular, além de interferirem na ativacdo de componentes

terminais do complemento, protegendo o parasito (Brasil, 2006).

As moléculas que compdem a superficie do parasito também interferem na
atividade do macréfago - a gp63 degrada enzimas lisossdémicas € o LPG inibe a

geracao de metabdlitos oxidativos e a acdo de enzimas lisossomais, eliminando os
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radicais de oxigénio. A fosfatase acida, diretamente relacionada com a viruléncia
do parasito, tem a capacidade de bloquear a producdo de radicais de oxigénio
pelos macréfagos. Os parasitos ainda tém a seu favor a menor a¢do oxidativa dos
macréfagos presentes no local de penetracdo, provavelmente decorrente da
menor temperatura da pele (30°a 35°C) (Brasil, 2006).

O periodo de incubacéo da doenca no homem é de 10 dias a trés meses e,
em média de dois meses, podendo apresentar periodos mais curtos de duas
semanas e mais longos de até dois anos (Brasil, 2000b; Gontijo & Carvalho,
2003).

2.3.3. Hospedeiro

No Brasil, 0 mais importante reservatério animal é o cdo e a raposa. Estes
animais agem como mantenedores do ciclo da doenca. O cao tem sido o grande
responsavel pela (re) urbanizacdo da doenca e aparece como hospedeiro
vertebrado tanto das formas cutdnea como Vvisceral. Apresentam intenso
parasitismo cutaneo, o que permite uma facil infeccao do inseto, e, por este fato,
sdo0 0s mais importantes elos na manutencdo da cadeia de transmissao (Brasil,
2000a; 2003; Frézard et al., 2005).

2.4. Farmacos para tratamento da leishmaniose

A leishmaniose tegumentar e visceral sdo doencas crénicas desfigurantes
ou fatais que estdo em franca expansao em varias partes do mundo. O controle da
doenca depende primariamente da utilizacdo de quimioterapicos, os quais estao

disponiveis em numero limitado e apresentam varias restricoes.

O controle das leishmanioses estd baseado em medidas profilaticas de
combate ao vetor e no exterminio de caes infectados, que sao reservatorios de
parasitas em areas peri-domiciliares, bem como no tratamento dos individuos
infectados com diversos farmacos disponiveis no mercado mundial. Entretanto,
tais farmacos apresentam série de problemas, como resisténcia do parasita (Grog|
et al, 1992) e inducdo de efeitos colaterais, que limitam a utilizagcdo e,
principalmente, a eficacia deles. Além disso, todos os farmacos disponiveis
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atualmente sdo de administracao parenteral, o que exige colaborag¢ao do paciente.
Infelizmente, muitos abandonam o tratamento, fato que favorece o aparecimento

de cepas resistentes (Amato, 1998).

2.4.1. Quimioterapia convencional

Desde a década de 40, os antimoniais pentavalentes (Sb*°) permanecem
como drogas de primeira escolha no tratamento da LTA, estando disponibilizadas
comercialmente duas formulagdes: o antimoniato-N-metil-glucamina (antimoniato
de meglumina - Glucantime®) e o estibogluconato de sédio (Pentostan®). No
Brasil, o MS distribui gratuitamente o antimoniato Glucantime® na rede publica de
saude, adotando o esquema terapéutico preconizado pela Organizacdo Mundial
da Saude — OMS (Brasil, 2006).

O tratamento de primeira escolha na maioria dos paises afetados, inclusive
o Brasil, ainda se baseia em sais de antimonio injetaveis como o Glucantime® e
Pentostan®. Além da ineficacia em individuos imunossuprimidos, estes compostos
devem ser administrados em séries de inje¢des intramusculares ou endovenosas
diarias, levando muitas vezes a descontinuidade do tratamento por parte dos
pacientes, principalmente criangas (Rath et al., 2003).

Os antimoniais pentavalentes parecem atuar no mecanismo bioenergético
das formas amastigotas da leishmania, através de glicolise e beta-oxidacdao que
ocorrem nas organelas denominadas glicossomas. Outro mecanismo aventado € o
de ligacdo com sitios sulfidrilicos, deflagrando a morte destes protozoarios
(Berman et al., 1985). Estes apresentam potencial de toxicidade cardiaca,
hepatica, pancreatica e renal, devendo ser utilizados com cautela e sob
monitoragao clinica e laboratorial, em pacientes com cardiopatia e hepatopatia. De
acordo com a forma clinica e a resposta terapéutica esperada, o esquema de
tratamento pode ser modificado no tocante a dose e a duracéo. O principal efeito
adverso do antimoniato N-metil-glucamina é decorrente de sua agao sobre o
aparelho cardiovascular. Esse efeito tem dose e tempo dependentes e se traduz
por distarbios de repolarizagdo. Outros efeitos indesejados incluem mialgias,

artralgias, adinamia, anorexia, cefaléia, dor no local da aplicagdo (intramuscular) e
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aumento da diurese por perda transitéria da capacidade de concentracao urinaria
(Brasil, 2006).

A resposta terapéutica aos esquemas propostos pela OMS e MS, utilizando
antimoniais pentavalentes, pode ser inicialmente satisfatéria. Entretanto, as
recidivas costumam ser frequentes, evoluindo com carater refratario a novas
séries de tratamento com antimoniais: esquemas terapéuticos alternativos,
utilizando anfotericina B convencional ou lipossomal (de custo elevado), como
farmaco de segunda escolha, e principalmente para nefropatas e gestantes; e
pentamidinas (isotionato e mesilato), ambos para uso injetavel; associacdo de
intérferon vy + antimoniais pentavalentes; sulfato de aminosidina; associacao de
alopurinol + antimoniais pentavalentes; miltefosina para uso oral, e a
paramomicina para uso tépico, dentre outros, tem sido utilizados com resultados
variaveis (Brasil, 2006). Estes também apresentam varias inconveniéncias, como
nefrotoxidade, altos custos, inducdo de diabetes, teratogenicidade e inducédo de
resisténcia a drogas (Croft & Yardley, 2002). O desenvolvimento de novos
medicamentos torna-se, portanto, uma prioridade para o tratamento das

leishmanioses, principalmente aqueles ativos por via topica ou oral.

Os primeiros relatos da eficiéncia da anfotericina B no tratamento da LTA
foram demonstrados no inicio da década de 60. A anfotericina B, um antibiético
poliénico, interage especificamente com o ergosterol, esterdéide da membrana
celular das leishmanias, causando aumento de permeabilidade e morte do
parasito (Berman, 1997). Formulagdes lipidicas da anfotericina B tém sido
utilizadas esporadicamente no tratamento da LTA, seja em pacientes
imunocompetentes ou com alguma forma de imunossupressdo, incluindo
individuos infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (Amato et al., 2000;
Amato et al., 2004; Brown et al., 2005).

A pentamidina provavelmente age interferindo na sintese do DNA,
alterando morfologicamente o cinetoplasto e fragmentando a membrana
mitocondrial (Croft & Brazil, 1982). A paramomicina, um antibiético
aminoglicosidico, usado no tratamento da leishmaniose, apresenta nefro e

ototoxicidade. Na leishmania, afeta a atividade mitocondrial. Administrado por via
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parenteral tem mostrado eficacia tanto isolado quanto combinado ao Sb**,
também é utilizado por via tépica, na forma de pomada (Soto et al., 1994).

Tratamentos alternativos aos parenterais tém sido propostos nos ultimos
anos para a LTA utilizando a via oral, tépica e intralesional. A miltefosina, um
aliquil-lisofosfolipidico, antiproliferativo, foi o primeiro farmaco de uso oral usado
no tratamento da leishmaniose. Os mecanismos de ag¢do da miltefosina contra a
leishmania ainda ndo sdo bem entendidos. Possivelmente inibem o mecanismo
éster-remodelacdo, na sintese de fosfatidilcolina, na transdugdo de sinal e
homeostase do célcio (Croft et al.,, 2003). Sabe-se que este farmaco é capaz de
bloquear a sintese e alterar a composicdo da membrana do parasita (Soto et al.,
2004).

O alopurinol, também administrado por via oral, € um substrato para varias
enzimas da via purina e incorpora-se no acido nucléico do parasito. Inibe a xantina
oxidase e a producao de reativos do oxigénio uteis na eliminacao dos parasitos, o
que explica a pouca eficacia quando usado isolado, vem sendo explorado desde
1982. Tem acdo sinérgica quando associado aos Sb°* (Sampaio & Marsden,
1997).

A quercetina, um flavonoide, administrado por via oral, tem demonstrado
atividade antileishmanial em estudos a partir do extrato aquoso da planta
Kalanchoe pinnata (Crassulaceae) (Da Silva et al., 1995; Torres-Santos et al.,
2003; Cruz et al., 2008). Seu modo de agédo envolve a ativacdo de mecanismos

oxidativos do nitrogénio pela célula hospedeira (Da Silva et al., 1999).

Os antifungicos representados pelos imidazéis, que incluem o cetoconazol,
itraconazol e fluconazol e as alilaminas (terbinafina). Exercem sua acéao
bloqueando a sintese de ergosterol. A leishmania lembra um fungo quanto a
sintese de ergosterol na membrana celular, enquanto os mamiferos tém
colesterol. Os azéis inibem a 14-a-demetilase, enzima-chave na sintese de esterol
(Lima et al., 2007).

A imidazoquinolina, aprovada para tratamento de verrugas genitais,
estimula os linfocitos T helper 1 com aumento da produgéo de TNF,, IFNg e IL-12

(resposta Th1). In vitro estimula a producdo de NO pelo macréfago com
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diminuicdo do numero de parasitos, apresentando atividade antileishmania via
ativacdo macrofagica em modelos experimentais. Administrada por via topica, na

forma de creme (Lima et al., 2007).

Devido as baixas dosagens e tratamentos descontinuos foram evidenciadas
falhas terapéuticas e, conseqgiiente, aumento das formas resistentes dos parasitas
(Rath et al., 2003). O aparecimento de resisténcia representa outro problema sério
no tratamento e um risco potencial na terapéutica das leishmanioses. Em face
dessas limitagdes, a OMS recomenda, com incentivo inclusive a outras entidades
afins como a TDR ("Special Programme for Research and Training in Tropical
Diseases"), a pesquisa de novos farmacos e/ou outras formas de administracdo
dos antimoniais (Frézard et al., 2005).

A resisténcia medicamentosa (RM) pode estar vinculada ao hospedeiro
como baixa adesdo ao tratamento pela toxicidade do farmaco, via parenteral,
pobreza, local de residéncia, imunodepressao (HIV), e vinculada ao parasito como
carga parasitaria e variagdo da sensibilidade espécie-especifica da leishmania a
droga. Medidas preventivas devem ser estimuladas, contra a RM, como a
aderéncia ao tratamento, o uso de farmacos potentes em doses e tempo
adequados e a combinacédo de farmacos com diferentes perfis farmacocinéticos e
de toxicidade. A associacdo de fadrmacos com diferentes mecanismos de agéo foi
adotada para evitar RM em infeccoes, a terapia combinada deve ser
especialmente considerada nos pacientes co-infectados pelo HIV (Ouellette,
2001). Farmacos com efeitos sinérgicos sdo representados pelo Sb>* associado a
paramomicina ou ao alopurinol. A primeira associacdo (Sb>* e paramomicina) é
menos atrativa pelo uso injetavel, ja a associacao alopurinol e azol, pacientes

imunodeprimidos tiveram cura prolongada (Torrus et al., 1996).

2.4.2. Descoberta de novos medicamentos

Devido a resisténcia do parasita ao tratamento usual, e aos efeitos
colaterais severos, a procura por drogas seguras e eficazes para o tratamento de
leishmaniose tem sido considerada prioridade (Hermoso et al., 2003).
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Farmacos recém-descobertos para tratamento da leishmaniose foram
promissores em modelos animais in vivo, os bifosfonatos (pamidronato e
risedronato), licochalcona A e derivados, propilquinolinas e o posoconazol. Os
bifosfonatos interferem com o metabolismo pirofosfato, parecendo que o alvo é a
farnesil pirosfosfato sintase, enzima-chave na biossintese isoprenéide (Rodriguez
et al., 2002). Sao usados nas doencas 6sseas como osteoporose e tem atividade
contra leishmania em modelos experimentais (Olliaro et al., 2002; Yardley et al.,
2002).

Na busca de novos farmacos para o tratamento da leishmaniose, as
chalconas (flavondides) despontam como uma classe de produtos naturais
bastante promissores (Yunes et al., 2006). Um farmaco sintético mais ativo que o
antimonial de referéncia, com caracteristicas promissoras para desenvolvimento
como novo antileishmanial, a Chalcona CH8, foi sintetizada pelo grupo de pesquisa
do Prof. Rosendo Yunes da Universidade Federal de Santa Catarina (Boeck et al.,
2006). O laboratério de imunofarmacologia da UFRJ vem trabalhando com o
isolamento de produtos naturais e sintese de analogos quimicos a fim de identificar
novos farmacos antileishmaniais biologicamente ativos. Em meados dos anos
1990, este grupo pesquisou diferentes 6rgaos vegetais e solventes extrativos sobre
130 espécies de plantas que foram selecionadas quimico-sistematicamente para a
presenca de substancias antileishmaniais seletivas. Primeiramente os extratos
foram testados em macréfagos contaminados com leishmania. O extrato de
diclorometano isolado das inflorescéncias da planta Piper aduncum against foi
selecionado o mais ativo e menos toxico para as células. O fracionamento guiado
2',6'-diidroxi-4'-metoxichalcona (DMC) foi isolado e identificado como componente
ativo (Torres-Santos et al.,, 1999). A atividade biolégica da chalcona natural DMC
foi melhorada por inclusdo de substituintes em sua molécula, onde vérios analogos
sintéticos foram produzidos e patenteados — P1 0204079-4 (Rossi-Bergmann et al.,
2004).

A chalcona nitrogenada CH8 (Figura 14), foi sintetizada com a introdugdo um
grupamento nitro no anel B da molécula de DMC uma molécula bastante lipofilica,
é um pouco menos ativa que a DMC e o antimonial Pentostam® em amastigotas

intracelulares, mas bem menos citotoxica que os farmacos de referéncia (Boeck et
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al.,, 2006). Na sua forma livre a chalcona CH8, mostrou-se promissora para o
modelo murino de leishmaniose cutanea (L. amazonensis) (Rossi-Bergmann et al.,
2002). O uso da chalcona CH8 para tratamento oral mostrou-se promissor
também na leishmaniose visceral, reduzindo parcialmente a carga parasitaria no
baco dos camundongos infectados com Leishmania chagasi. Apesar da inibigcéo,
ter sido parcial isso indica um grande avanco, tendo em vista que os antimoniais e
a anfotericina B, que sdo os farmacos de primeira € segunda escolha na clinica,
sdo inécuos por esta via (Boeck et al., 2006). Neste estudo, a CH8 foi
encapsulada em lipossomas para aplicacao tépica. A chalcona CH8 foi sintetizada
em maior escala para prover um lote Unico de alta pureza para utilizagdo no
projeto e doada pela Prof? Bartira Rossi Bergmann do Laboratério de

Imunofarmacologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

OH @)

NO,

=

HyCO OCH;

Figura 14 - Estrutura quimica da chalcona CH8 (3-nitro-2’-hidroxi-4’,6’-
dimetoxichalcona), adaptado de Boeck et al. (2006).

Com relacao a terapéutica convencional da leishmaniose, muito embora o
medicamento esteja geralmente disponivel nas unidades de saude, seu potencial
hepato, cardio e nefrotoxico do antimonial, aliado ao seu uso parenteral exclusivo,
representa um sério obstaculo ao tratamento adequado dos casos. A terapéutica
da LTA, alicercada nos farmacos disponiveis atualmente, representa, per si, um
obstaculo a conducgéao clinica adequada dos casos de LTA. Esforcos devem ser
efetivados no sentido de ampliar os testes clinicos com os novos farmacos
promissores por via oral e farmacos de uso tépico, além de pesquisar farmacos
alternativos que facilitem o tratamento da leishmaniose.

Assim, esse trabalho visa avaliar a encapsulacdo da chalcona CH8 em

lipossomas convencionais e peguilados, bem como o transporte destes
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lipossomas em membranas sintéticas de nanoporos, para determinar sua

elasticidade.

Faz-se necessario ressaltar que o presente trabalho faz parte de um projeto
mais amplo (multidisciplinar), realizado por pesquisadores de diferentes
instituicoes, como UFRJ e UNISO. Esse projeto além de avaliar os parametros
acima mencionados, também teve por objetivo avaliar o transporte ex vivo dos
lipossomas, através de pele de orelha de porco, em célula de Franz e o efeito in
vivo da aplicacdo dos lipossomas em pata de camundongos infectados com

Leishmania.
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Materiais e Métodos

3. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo, serdo listados os principais materiais e equipamentos
utilizados, bem como a metodologia empregada para o desenvolvimento

experimental.
Os métodos foram divididos em trés grandes grupos:

v" Metodologia para preparacao dos lipossomas — neste primeiro grupo sao
descritos os métodos de preparacdo dos LC vazios e a sua homogeneizagao de
tamanhos, as varias estratégias de encapsulacdo da CH8, que diferiram na etapa
de adicdo da chalcona CH8, condigcbes de mistura e a concentracdo molar do
lipossoma, a incorporacao do PEG-8L para a preparacao dos LP vazios e também
contendo chalcona CHS.

v" Metodologias de caracterizagao dos lipossomas — neste grupo sao descritos
os métodos experimentais de determinacdo do diametro médio e distribuicdo de
tamanhos, quantificacdo do teor de fosfato, estabilidade coloidal, quantificacdo da
CH8, morfologia, tensado superficial, potencial zeta e temperatura de transicao de
fase e toxicidade dos lipossomas.

v' Ensaios in vitro, ex vivo e in vivo — permeagao através de membranas
sintéticas de nanoporos — descreve-se o0 planejamento e condicdes experimentais
usadas no estudo da permeacéao de LC e LP contendo chalcona CH8. Penetracéo
cutdnea das composicdes lipossomais, utilizando o modelo de pele de porco e a
avaliacado da eficacia das composicdes lipossomais realizada por meio de

tratamento tépico da leishmaniose cutdnea em camundongos.

3.1. Materiais
Os principais materiais utilizados para preparacao de lipossomas foram:

v" Chalcona CH8 (3-nitro-2’-hidroxi-4’,6’-dimetoxiychalcona), sintetizada no
Laboratério de Imunofarmacologia, Instituto de Biofisica Carlos Chagas
Filho — Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

v' O fosfolipidio estrutural usado foi a fosfatidilcolina de ovo (EPC), com 80 —
85 % de fosfatidilcolina (Lipoid E-80), doado pela Lipoid GMBH (Alemanha)
— vide ficha técnica no Anexo I.
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v

PEG-8L — polioxietileno lauril éster, Lipopeg® 4-L — LIPO Chemicals.

Outros materiais e reagentes utilizados foram:

Cloroférmio - Merck; metanol - Merck; acetonitrila - Merck; acido sulfdrico - Synth;

peréxido de hidrogénio - Merck; acido ascorbico - Aldrich; molibdato de aménia -

Sigma; tampao HEPES (N-[2-hidroxietil]piperazina-N’-[2-4cido etanossulfonico]) -

Sigma; agua deionizada em sistema Mill-Q — Milipore; e membranas de

policarbonato com diametro de poro 30 nm e 100 nm - Osmonics Inc.

3.2

Equipamentos

Os principais equipamentos utilizados para preparacao e caracterizagao de

lipossomas foram:

v
v
v

(\

Rotaevaporador, Fisatom — modelo 802.

Extrusora ago inox - modelo T.001, Lipex Biomembranes Inc.

QLS Malvern Autosizer acoplado a um sistema de aquisicdo de dados PCS
4700.

Microscopio Eletrdnico de Transmissédo, Carl Zeiss — modelo CEM902,
equipado com filtro de energia tipo Castaing-Henry-Ottensmeyer, aquisicao
de imagem com camera CCD-Proscan,software de aquisicdo de dados
Analisys.

Calorimetro Diferencial de Varredura Central Processor, Mettler-Toledo AG
— modelo FP90.

Microscépio Eletrénico de Varredura, LEO — modelo 440i.

Tensibmetro automatico, Dataphysics — modelo OCA-20

ZetaSizer®, Malvern Instruments — Nano - ZS

Outros equipamentos e acessoérios: Balanca analitica; refrigerador (Tecnal —

TE-184); bomba de vacuo (Tecnal — TE-0058); placa aquecedora (Fisatom); banho

maria (Fisatom); agitador mecanico digital (Tenal — TE-039/l); shaker - G24

Enviromental Incubator Shaker (New Brunswick Scientific CO, INC, Edson NJ,
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USA); espectro Genesys 6 (Thermo Electron Corporation, acoplado a computador,

utilizando o software Vision Lite ™).

3.3. Metodologia para preparacao dos lipossomas convencionais
vazios

Os lipossomas convencionais compostos de fosfatidilcolina de ovo (Lipoid
E-80) foram preparados pelo método de Bangham, por meio da hidratacdo do

filme seco de lipidios (New, 1990).

Para preparar o filme lipidico, o fosfolipidio foi pesado para a concentragao
pretendida, em baldo de fundo redondo, solubilizado em solug¢do de cloroférmio-
metanol na razao de 9:1 (v/v). O baldo foi acoplado a um evaporador rotativo e o
sistema de refrigeracdo da coluna de condensacéo foi ajustado a temperatura de
4 °C para impedir a entrada de solventes na bomba de vacuo do sistema. O
solvente foi evaporado sob vacuo (650 mmHg) a 90 rpm, por 30 minutos e com
temperatura ambiente, acima da temperatura de transicdo de fases do lipidio
(Tm = -8 °C) até a visualizacado da formacao do filme seco. Seguida por mais 2
horas em sistema de vacuo em rotacdo maxima para remogao dos residuos do
solvente. Apds formacdo do filme delgado e total evaporacdo dos solventes
organicos, foi adicionado ao baldo, solucdo tampdo HEPES 102 mol.L™", na faixa
de pH 7,4 para hidratacao do filme, o baldo foi acoplado ao rotaevaporador,
deixado durante 30 minutos a 80 rpm e sem vacuo.

As dispersoes lipossomais foram preparadas variando a concentragdo de
fosfolipidio (1,0.10°, 1,0.102, 2,0.10%, 3,0.10%, 4,0.10%, 5,0.10% mol.L™"), em
triplicata. Ensaios foram realizados imediatamente apds o preparo das dispersdes
e estas foram posteriormente armazenadas sob refrigeracao a temperatura de
8 °C.

Apbs a preparacdo os lipossomas permaneceram por duas horas em
repouso, para acomodacao das vesiculas e foram submetidos a extrusao para
reducdo e homogeneizacdo de tamanhos das vesiculas (item 3.3.1), com auxilio
de membranas com diametro de poro de 100 nm. Com estes lipossomas, foram
realizadas medidas do didmetro médio e distribuigdo de tamanhos (nm),
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determinados por PCS (item 3.6.1), quantificacao do teor de fosfolipidios — ensaio
fosfato (item 3.6.2) e estabilidade coloidal das vesiculas por um periodo de 30 dias
de armazenamento sob refrigeracdo a 8 °C (item 3.6.3), permeacao através de
membranas de nanoporos (item 3.8.1), analise morfologica (item 3.6.5), ensaios
de toxicidade (item 3.7), medidas de tensao superficial (item 3.6.7), transicdo de
fase (item 3.6.6) e potencial zeta (item 3.6.8). As leituras de didmetro médio e
distribuicdo de tamanhos, e os ensaios foram realizadas em triplicata.

3.3.1. Reducao e homogeneizacao do tamanho das vesiculas

Apbs a preparacao, a dispersao lipossomal permaneceu por 2 horas em
repouso para agregacao e acomodacao dos fosfolipidios em bicamada. A reducéo
e homogeneizacdo dos tamanhos dos lipossomas foram feitas por extrusdo a
pressdo de aproximadamente 12 Kgflcm® com ciclos de 20 passagens
consecutivas através de duas membranas de policarbonato sobrepostas, com
didmetro nominal de poros de 100 nm, utilizando extrusora e nitrogénio para

pressurizagao.

3.4. Encapsulacao da chalcona CH8 em lipossomas convencionais

O diagrama da Figura 15 resume as estratégias experimentais utilizadas
para a encapsulacao da chalcona CH8. Duas estratégias foram adotadas para a
encapsulacao da CH8, que diferiram na etapa de adicao da CH8, anterior ao filme
lipidico ou a lipossomas pré-formados.
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Chalcona CH8

Anterior a Lipossomas pré-
formacéo do filme formados
C Efeito do solvente na - -
formagéo do filme CH8 sdlida CHB8 liquida
(fios finos) (etanol)

LIP 2,0.102 mol.L-
[uPo0i0tmar |
(Pa0 0 mar |

Agltagao rempmc%nagao rotatlva
Agitacao rotativa

Agitagéo mecanica Agitagdo mecanica
(alto cisalhamenta) (baixo cisalhamento)

Agitacio mecanica
(alto cisalhamento)

Condiges
de mistura

Concentragao
molar lipidica

Figura 15 — Esquema das estratégias experimentais para a encapsulacao da
chalcona CH8 em lipossomas.

3.4.1. Adicao de CH8 ao filme lipidico

Na primeira estratégia a chalcona CHS8 foi pesada para uma concentragao
final de 1 pg/uL (dose usual e recomendada) e solubilizada em solvente
adequado, juntamente com o lipidio para a formacdao do filme conforme
metodologia de Bangham (item 3.3). Apés hidratacdo do filme lipidico, os
lipossomas foram extrudados para reducao e homogeneizacao de tamanhos.

Para avaliar o efeito do solvente na formagéo do filme lipidico contendo
chalcona CH8, foram testados o solvente cloroférmio puro e uma particdo de
cloroférmio-metanol na proporcao de 9:1 (v/v).

A caracterizagao foi feita por andlise da distribuicdo de tamanhos e de
didmetro médio (nm), determinadas por PCS, seguindo metodologia descrita no
item 3.6.2. O rendimento da preparacao foi avaliado em relacéo ao teor de fosfato
recuperado, conforme metodologia descrita no item 3.6.3 e acompanhamento da
estabilidade coloidal das vesiculas por um periodo de 30 dias de armazenamento
sob refrigeracéo (8 °C). Para poderem ser utilizados para a aplicacdo pretendida,
os lipossomas passaram por um processo de extrusdo para homogeneizagao e
reducao de tamanho das vesiculas, descrito no item 3.6.1. As leituras do diametro
médio e distribuicdo de tamanhos, e os ensaios com os LC contendo CH8
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encapsulada durante o processo de formagao do filme lipidico, foram realizadas
em triplicata.

3.4.2. Adicao da chalcona CH8 a lipossomas pré-formados

A encapsulacado da CH8 a lipossomas pré-formados foi realizada com a
chalcona no estado sélido ou liquido. A adicdo da CH8 na forma liquida consistiu
na variacdo da concentracdo molar lipidica ou das diferentes condicbes de

mistura.

3.4.2.1. Chalcona sodlida

A chalcona CHS8 possui coloragdo amarelada e apresenta aspecto de fios
finos (Figura 16), na ordem de 1 mm de comprimento.

i/ v/

¢

Figura 16 — Chalcona CH8 na forma de p6 (agulhas).

Na fase inicial de encapsulagdo, em béquer contendo lipossomas a 107
mol.L™" de EPC, os fios de chalcona CH8 foram adicionados um a um, mantidos
sob agitacdo com rotagcdao de 300 rpm com impelidor de pa dentada, por um
periodo de 30 minutos.

3.4.2.2. Chalcona liquida

A chalcona CHS8 foi triturada em grau com auxilio de pistilo, para obtencéo
de particulas menores e, dissolvida em etanol, para facilitar sua encapsulagao e
acomodacéo entre as bicamadas.
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3.4.2.2.1. Influéncia da concentracao lipidica

A metodologia descrita a seguir, foi estabelecida como padrdo para a
encapsulacao da chalcona CHS8, ap6s analise das primeiras encapsulacoes (itens
3.4.1, 3.4.2.1). Uma vez que a encapsulagcao da chalcona CH8 se mostrou mais
eficaz, quando a chalcona CH8 foi adicionada em LC pré-formados utilizando
agitacdao em balao rotativo.

Inicialmente foram preparados LC vazios, variando a concentragdo molar
lipidica dos lipossomas de 1,0.10% a 5,0.102 mol.L"" de EPC, pelo método do filme
seco, utilizando como solucédo de hidratacao tampao HEPES (item 3.3), seguida
de extrusdo em membranas de policarbonato com didmetro de poro de 100 nm
(item 3.6.1). ApOs extrusdo, foram determinados o didmetro médio e distribuicdo
de tamanhos das vesiculas, quantificado o teor de fosfato e encapsulacdo da
chalcona CHS.

Em baldo de fundo redondo contendo LC vazios pré-formados, a chalcona
CH8 em solugdo de etanol na concentracdo de 1,0.102 mol.L”, foi adicionada
gradativamente, com agitacdo de 140 rpm, em rotaevaporador, na temperatura
ambiente e sem vacuo, com intervalos de 15 minutos de agitacao a cada adigcéao
da solucao de chalcona CH8. A reposicao do etanol evaporado foi feita ao longo
do processo com tampao HEPES. Este procedimento foi repetido até a saturacao
da bicamada dos lipossomas, quando era visivel a precipitacdo da chalcona CH8
nao encapsulada.

3.4.2.2.2. Influéncia das condicoes de mistura

Neste processo, a chalcona CH8 foi dissolvida em etanol obtendo-se a
concentragdo de 1,0.102 mol.L™", e adicionada gradativamente aos lipossomas
pré-formados, com agitacdo de 140 rpm. Nesse ultimo processo foram estudados
a diferentes condi¢cdes de mistura (Figura 17), através de agitacdo mecanica de
alto cisalhamento (impelidor pa dentada), agitacao reciproca (shaker) e agitacéo
branda de baixo cisalhamento (impelidor &ncora ou baldo rotatério). Em recipiente
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apropriado para cada tipo de agitacdo foram adicionados 4 mL da dispersao dos
lipossomas pré-formados, na concentracdo de 1,0.10% mol.L™" de EPC.

Agitag&o mecénicade Agitac&o reciproca Agitacdo branda de baixo cisalhamento
Alto cisalhamento

/ \
2L \

/ \\
l! {; J’f - \‘
- /" o \a\
\

/
f —

|
140 rpm

Figura 17 — Esquema de veiculacdo da chalcona CHS8 para varias condicdes de
mistura: agitacdo mecanica de alto cisalhamento (impelidor pa dentada), agitacéo
reciproca (shaker), agitacdo branda de baixo cisalhamento (baldo rotatério e
impelidor ancora).

A chalcona CH8 foi adicionada em volumes de 0,1 mL permanecendo com
agitacao por um periodo de 15 minutos apés cada adicao. A reposicao do etanol
evaporado foi feita ao longo do processo com tampao HEPES. Este procedimento
foi repetido até a saturacdo da bicamada dos lipossomas, quando era visivel a
precipitacdo da chalcona CH8 nao encapsulada. Devido a chalcona CH8 ser um

farmaco estritamente hidrofébico, este ficara encapsulado na bicamada lipidica.

Para verificar a influéncia da chalcona CH8 no diametro das vesiculas apos
encapsulacdo, foram realizadas medidas do diametro médio e distribuicdo de
tamanhos (nm), determinadas por PCS, seguindo metodologia descrita no item
3.6.2. O rendimento da preparacéao foi avaliado em relacdo ao teor de fosfato
recuperado, conforme metodologia descrita no item 3.6.3. O desempenho do
processo de encapsulacao da chalcona CH8 em lipossomas, foi caracterizado a
partir da influéncia da razao molar CH8:EPC e concentracdo CH8/mL da dispersao
lipossomal. A concentracdo da CH8 encapsulada foi determinada por

espectroscopia UV. As leituras do diametro médio e distribuicdo de tamanhos dos
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lipossomas convencionais contendo chalcona CH8 encapsulada em LC pré-
formados e a quantificacdo da chalcona CH8 encapsulada foram realizadas em
triplicata.

3.5. Preparacao dos Lipossomas peguilados

Os lipossomas peguilados foram preparados incubando os LC com
PEG-8L. Para a preparacao dos lipossomas peguilados, LC pré-formados vazios e
encapsulando a chalcona CH8 foram incubados com 40 % do tensoativo PEG-8L,
durante 24 horas.

A cinética de incorporacao do PEG-8L na bicamada dos lipossomas pré-
formados foi acompanhada por medidas de didametro médio e distribuicao de
tamanhos, pela técnica de PCS, até estabilizacdo do didmetro médio, como
descrito no item (3.6.2). A distribuicdo de tamanhos das populacdes das vesiculas
em termos de intensidade de luz espalhada e numero de vesiculas. A
incorporacdo do PEG-8L foi também avaliada por medidas de tensdo superficial,
item (3.6.8.), e potencial zeta, item (3.6.9.). A capacidade de deformacéao
(comportamento elastico) dos lipossomas foi avaliada por ensaios de permeacao
através de membranas sintéticas, item (3.7.1). A estabilidade da preparagéo foi
avaliada pela variagdo no didmetro médio e distribuicdo de tamanhos das
vesiculas em funcdo do tempo de armazenamento. As amostras foram
armazenadas sob refrigeracdo (8 °C). As leituras para caracterizacdo dos
lipossomas peguilados foram realizadas em triplicata.

3.6. Caracterizacao dos lipossomas

Os lipossomas foram caracterizados quanto a reducao de tamanhos com
homogeneizacdo da dispersao lipossomal, determinacao do diametro médio e
distribuicdo de tamanhos, quantificacdo do teor de fosfato para determinar o
rendimento da preparacdo, estabilidade coloidal ao longo da estocagem,
quantificacado da chalcona CH8, morfologia da chalcona CH8 e das estruturas
lipossomais, temperatura de transicao de fases, medidas de tenséo superficial e
carga superficial dos lipossomas.
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3.6.1. Determinacao do diametro médio e distribuicao de tamanhos

A distribuicdo de tamanhos e estabilidade das vesiculas lipossomais foram
determinadas pela técnica de Espectroscopia de Correlagao de Foétons (PCS).

Esta técnica (PCS), também é denominada espalhamento de luz dinamico
ou espalhamento de luz quase elastico (dynamic light scattering ou quasi elastic
light scattering - QLS), determina o diametro hidrodinamico e a distribuicdo de
tamanhos das estruturas coloidais por espalhamento da luz, utilizando laser de
alta poténcia (Allen, 1997). Essa técnica usa o espalhamento de luz em funcao do
tempo para determinar o coeficiente de difusdo médio translacional (Pecora, 1964;
New, 1990). As particulas em suspensado estdo em movimento constante devido
as colisbes entre as moléculas do meio. Quanto menor a particula, mais
rapidamente ela se movimenta, fenémeno esse denominado movimento
Browniano (Allen, 1997).

O movimento Browniano de particulas pequenas em um liquido causa
flutuacdes na intensidade da luz espalhada, gerada em um laser, que pode ser de
He-Ne, que incide sobre as particulas e que é detectada em um angulo de 90° em
relacdo a radiacdo incidente (Pecora, 1964; New, 1990). Particulas pequenas se
movimentam mais rapidamente que particulas grandes, causando diferentes
flutuacdes da radiacdo espalhada que chegam ao detector. Estas flutuacoes estao
relacionadas ao coeficiente de difusao translacional (Dt), que, por sua vez, permite
determinar o raio hidrodinamico médio (Rh) das particulas, através da relacao de
Stokes-Einstein:

KT Equacéao 1
Dt

~ 6mR

onde: k= constante de Boltzmann; T= temperatura absoluta; R= raio das vesiculas;

n = viscosidade da solugao dispersante
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A taxa de flutuacdo da intensidade de luz espalhada varia de acordo com a
velocidade de difuséo (Allen, 1997).

O equipamento utilizado foi um PCS Malvern Autosizer acoplado a um
sistema de aquisicdo de dados PCS 4700. Em cubeta de policarbonato, foi
adicionada a disperséao lipossomal e o didametro médio determinado. Os resultados
foram analisados em termos da distribuicdo ponderada de niamero de particulas e
por intensidade de luz espalhada. As medidas foram feitas a temperatura
ambiente, em solugdes diluidas das amostras (cerca de 1,0.10° molL") e
realizadas em triplicata.

3.6.2. Quantificacao do teor de fosfato

O ensaio de quantificacao do teor de fosfato, foi realizado para determinar
quantitativamente a concentracdo de fosfolipidios, avaliando-se o contetudo de
fosfato na amostra, baseado no método desenvolvido por (Chen et al, 1956).
Iniciamos com a constru¢do de uma curva analitica de fosfato utilizando um
método colorimétrico de dosagem na qual se estabelece uma relacdo entre a
quantidade de fosfato e a quantidade de fosfolipidio existente na matéria-prima.

A concentragdo molar de fosfolipidios nos lipossomas foi quantificada
através do teor de fosfato (PO,*) em solugéo (Figura 18). Solugdes padrdes com
concentragdo conhecida de fosfato e solugéo isenta de fosfato (branco) foram
adicionadas a tubos de ensaio contendo esferas de vidro. O mesmo procedimento
foi usado para determinacdo do teor de fosfatidilcolina nos lipossomas. Em
seguida, foi adicionada solucdo de &cido sulfurico 10 N e os tubos foram
colocados em placa de aquecimento de tubos na temperatura de 200 °C, deixados
sob digestao durante um periodo de 30 minutos. Apo6s este tempo os tubos foram
resfriados a temperatura ambiente. Na etapa seguinte, foi adicionado peroxido de
hidrogénio e os tubos foram reaquecidos por 30 minutos a 200 °C. Decorrido este
tempo os tubos foram resfriados a temperatura ambiente, em seguida, foi
adicionada agua deionizada Milli-Q, solucdo de molibdato de aménio a 2,5% e
solucdo de acido ascérbico a 8%. A seguir os tubos foram aquecidos em banho de

agua (Tz= 97 °C) durante 7 minutos e as amostras adquiriram coloragao azul. A
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intensidade da cor azul encontrada foi determinada por espectrofotdbmetro UV/VIS
com comprimento de onda de 830 nm. O ensaio fosfato foi realizado em triplicata
para cada amostra e as concentracoes de fosfolipidio presentes na amostra foram

determinadas através da equacao da reta construida (Anexo Il).

jo
[}

1>

H,SO, 10N
{ Aquecimento 200°C / 30 min

Resfriamento temperatura ambiente

{ H,0, 10%

<— 0
<— G
) <— (2

Aquecimento 200°C / 30 min

Resfriamento temperatura ambiente

J<—(
l<— G
] <— (2

H,O milli-Q

{ Molibidato de aménio 2,5%
Acido ascérbico 8%
Aquecimento 100°C/ 7 min

o) oo oy
L

\L \L l, Leitura em espectrofotébmetro, 2=830 nm

| Teor de fosfato l

Figura 18 — Representacdo esquematica da metodologia de quantificacao do teor

de fosfato (B — branco, P — padrao fosfato, A — amostra).

3.6.3. Avaliacao da estabilidade coloidal ao longo da estocagem

A estabilidade coloidal dos lipossomas foi avaliada através das variacoes de
didametro e distribuicdo de tamanhos das vesiculas, determinadas por PCS (item
3.6.2), em relacdo ao tempo de armazenamento. As dispersdes lipossomais foram
mantidas a temperatura de 8 °C e analisadas ao longo de 30 dias, com intervalos
de 1, 5,10, 15, 20, 25 e 30 dias.

3.6.4. Quantificacao da chalcona CH8

A determinacdo da concentracdo de chalcona CH8 em solucdo ou em
lipossomas foi realizada por espectroscopia UV/VIS, em comprimento de onda de
337 nm. Para a quantificacdo da CHS8, foi realizada uma varredura da CH8
solubilizada em acetonitrila e posteriormente uma curva analitica da CH8 em

acetonitrila, variando as concentracdes de farmaco (Anexo lll).
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As amostras de lipossomas e do permeado, foram solubilizadas em
acetonitrila e a chalcona CH8 quantificada, os testes foram realizados em
triplicata.

3.6.5. Morfologia

Para caracterizar os lipossomas e visualizar as estruturas, foi utilizada a
microscopia eletrénica de transmissdo (MET). A chalcona CHS8 foi avaliada tanto
na forma livre quanto dissolvida em solvente organico, por microscopia eletrdnica
varredura (MEV).

3.6.5.1. Microscopia Eletrénica de Transmissao (TEM)

Nesta técnica sao utilizadas telas de cobre 300 mesh, como suporte para a
amostra, recoberta com filme de parldédio (acetato de celulose) e carbono. Uma
gota da dispersdo lipossomal (1,0.10° mol.L™") foi aplicada sobre a tela, apés 5
minutos (para fixagdo das vesiculas no filme) o excesso de amostra foi retirado
encostando levemente um pedacgo de papel de filtro na tela. Uma gota de acetato
de uranila 1% (p/v) foi entdo adicionada, ap6és 1 minuto a amostra foi
cuidadosamente seca com papel de filtro e aproximadamente 30 minutos apds a
amostra foi visualizada em microscépio eletrénico de transmissédo, operando a
80 kV. Foram analisados lipossomas convencionais vazios e contendo CH8
encapsulada com auxilio de baldao rotativo, lipossomas peguilados vazios e
contendo chalcona CH8 e amostras do permeado dos lipossomas convencionais e

peguilados descritos acima.

3.6.5.2. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A chalcona CH8 na sua forma livre (pd) ou dissolvida em solvente organico
foi observada em microscopio eletrbnico de varredura. As amostras foram
recobertas com ouro coloidal sob vacuo, a seguir, colocadas na camara de
microscopia, sendo obtidas fotomicrografias.
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3.6.6. Temperatura de Transicao de Fase

Amostras de lipossomas na forma liquida foram pesadas (condi¢coes
ambientes) em cadinho de aluminio que foram hermeticamente fechados. As
medidas foram feitas na faixa de temperatura entre -20 °C a 20 °C, a uma taxa de
aquecimento de 1 °C/min. Foram analisadas amostras de lipossomas na auséncia
ou presenca de PEG-8L (peguilados), lipossomas contendo chalcona CH8 ou
vazios, agua, PEG-8L e chalcona CH8 em agua.

Com a realizagao das medidas de capacidade calorifica (Cp) das amostras
e plotando-se a Cp (kcal/mol®C) em funcdo da temperatura foi obtido o

termograma dos lipossomas.

3.6.7. Tensao superficial

A cinética de adsorcao foi determinada pelo método da gota pendente,
baseada na analise do perfil eixo-simétrico da gota (ADSA), (Rotenberg et al.,
1983; Cheng et al., 1990) usando um tensibmetro automatico. Para tal, uma gota
da solucdo aquosa de interesse foi formada por uma seringa, acoplada a uma
bomba de injecdo, na extremidade de uma agulha com ponta reta e didmetro
conhecido, contida em uma cubeta oética contendo certo volume da solucao
trabalhada, para manter a atmosfera saturada, de forma a evitar a evaporacao da
gota durante as medidas. Dessa forma, a gota pode ser filmada por meio de uma
camara CCD. Um programa com um processo de disparo programado de
filmagem, a partir do posicionamento conveniente de uma linha de referéncia,
permite filmar imagens mesmo antes da formacdo da gota. O tempo zero é
definido com a formacao da interface (gota) apés analisar o filme e selecionando-o
quadro a quadro. A tensdo superficial foi determinada digitalizando a imagem e
analisando o seu perfil, quadro a quadro, ajustando-o a equag¢do de Young-
Laplace (Davies & Rideal, 1963), utilizada para condi¢cées de equilibrio para dois

fluidos homogéneos, separados por uma interface:

AP = (p1- pa)gh = (¥/R1) + (¥/R2) Equagao 2
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para a qual AP corresponde a diferenca de pressao entre o interior e a parte
externa da gota; pi-p, a0 as densidades da fase liquida e do ar, respectivamente;
g é aceleracao da gravidade, h altura da coluna liquida na gota e Ry e R, 0s dois
raios principais de curvatura. De fato esses raios sdo expressos em termos de

coordenadas no ajuste do perfil da gota a equacéo.

3.6.8. Potencial zeta

O potencial zeta reflete o potencial de superficie das particulas, o qual é
influenciado pelas mudancas na interface com o meio dispersante, em razao da
dissociacdo de grupos funcionais na superficie da particula ou da adsorcéo de
espécies ibnicas presentes no meio aquoso de dispersdo. Os fosfolipidios
(lecitinas) sao os principais componentes presentes nas formulagcées capazes de
influenciar o potencial zeta, e fornecem um potencial negativo a interface,
enquanto que, os tensoativos ndo-idnicos tendem a reduzir o valor absoluto deste
parametro (Mosqueira et al., 2000). As caracteristicas de superficie das particulas
podem alterar a resposta biol6gica do farmaco associado. Diferentes estratégias
tém sido propostas para modificar a distribuicdo in vivo das nanoparticulas,
baseadas principalmente na reducao da hidrofobicidade da superficie das
particulas através da adsorgao fisica de um polimero hidrofilico (ex: PEG) (De
Jaeghere et al., 1999; Calvo et al., 2001; Soppimath et al., 2001).

A carga superficial dos lipossomas antes e apds permeacao e o perfil de
incorporacao do PEG-8L para a caracterizacdo dos LP foram avaliadas a partir de
medidas do potencial zeta ( £ ). As amostras foram adicionadas a cubeta contendo
os eletrodos com capacidade para aproximadamente 1 mL, medidas foram
realizadas com amostras diluidas na faixa de 1,0.10° mol.L™, utilizando tampao
HEPES, como meio de disperséao, a 25 °C.

3.7. Toxicidade

Os ensaios de toxicidade foram realizados em parceria com a Prof? Patricia
Santos Lopes, UNISO. A citotoxicidade e genotoxicidade foram avaliadas para LC

e LP vazios.
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3.7.1. Cultura Celular

Linhagens de células de ovario de hamster chinés (CHO-k1) foi
padronizada para os testes de citotoxicidade e genotoxicidade. As células foram
mantidas em meio RPMI suplementado com antibiético e antifungico (100
unidades/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina e 25 ng/ml amfotericina), 2
mol.L™" glutamina e 10% de soro bovino a 37 °C em atmosfera umidificada com
5% CO, até que as células atingissem confluéncia. Para as sub-culturas e
experimentos, as células foram tratadas usando 0,05% de tripsina e 0,02% de
EDTA em PBS (Rodas et al., 2009).

3.7.2. Preparo dos Extratos de Lipossomas

Os lipossomas foram diluidos em meio RPMI e esterilizados por filtragao. O
mesmo extrato foi utilizado para os testes de citotoxicidade e genotoxicidade
(Rodas et al., 2009).

3.7.3. Teste de Citotoxicidade

Microplacas contendo 96 pogos foram preparadas com 50 pl de extrato; e
diluidos de 100 a 6,25% em meio RPMI em quadruplicatas. Uma suspensao de
CHO-k1 contendo 6 x 10* células por ml foi preparada e 50 pl por poco foi aplicada
na microplaca. As microplacas foram incubadas por 72 horas a 37 °C em
atmosfera umidificada contendo 5% de CO.. A viabilidade celular for medida pela
adicéao de 20 pl de MTS/PMS (20:1) na incubadora, onde foi deixado por 2 horas a
37 °C. As microplacas foram lidas em espectrofotometro a 490 nm. Para os testes
de genotoxicidade, as concentracdes que apresentaram 10 a 98% de viabilidade
celular foram escolhidas (Rodas et al., 2009).

3.8. Ensaios in vitro, ex vivo e in vivo

Para determinar a elasticidade dos lipossomas e sua capacidade de

deformacao, foram feitos ensaios de permeacao através de membranas sintéticas.
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Para demonstrar a penetracdo cutdnea das composicoes lipossomais, foi
utilizado o modelo de pele de porco e a avaliacdo da eficacia das composicoes
lipossomais foi realizada por meio de tratamento tdpico da leishmaniose cutanea
em camundongos. Estudos realizados em parceria com o Instituto de Biofisica
Carlos Chagas Filho da Universidade Federal do Rio de Janeiro — UFRJ, tendo
como colaboradores a Prof?2 Dr2. Bartira Rossi-Bergmann e a doutoranda Camila
Alves Bandeira Falcao, trabalho este, com patente ja depositada em 06 de
fevereiro de 2009, numero de protocolo de depdsito: 020090011246 e intitulada
“‘Composicoes Farmacéuticas antiparasitarias contendo chalconas
encapsuladas em lipossomas”.

3.8.1. Permeacao in vitro através de membranas sintéticas de nanoporos

Para os ensaios com membranas sintéticas de nanoporos, foram utilizados
lipossomas unilamelares (1 mL), pressao de 2,5 atm (pressao transepidérmica),
temperatura de 37 °C e duas membranas de policarbonato com diametro de 30 nm
que foram sobrepostas para induzir a tortuosidade ao sistema, simulando assim as
condicoes da pele humana. Os ensaios foram feitos em extrusora de aco inox,
com amostras de LP vazios ou incorporando CH8. Lipossomas convencionais
vazios ou incorporando chalcona CH8 foram usados como controles. Apos
permeacdo das amostras o didmetro médio e a distribuicdo de tamanhos foram
determinados, conforme item 4.6.2. Ensaios posteriores foram realizados para
pressdes que variaram de 2,5 atm até 20 atm e analisados em termos das curvas
de vazdo vs. queda de pressdo, diametro e distribuicdo de tamanhos das
particulas, imediatamente apds permeacdo. A quantidade de fosfolipidio
permeado através das membranas foi determinada através do ensaio de
quantificacdo do teor de fosfato descrito acima. A concentragdo de chalcona CH8
permeada foi determinada por espectroscopia UV/VIS. As permeacbes foram

realizadas em triplicata para cada amostra.
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3.8.2. Permeacao ex vivo - modelo de célula de Franz, com pele de orelha

de porco

Os estudos de retencao e permeacao ex vivo foram conduzidos utilizando o
modelo de célula de Franz, com pele de orelha de porco como membrana. Para tal
foram utilizadas células de difusdao vertical de Franz Modificada (Hanson
Corporation), com célula de permeacao contendo 7 ml de tampao PBS como meio
dissolutor. A pele de orelha de porco foi dermatomizada a 500 um, com uma area

de permeacdo de 1,77 cm? (Rossi-Bergmann et al., 2009).

Para avaliacdo de permeacao cutinea, a pele foi colocada na célula de
difusdo, com o lado da derme voltado para baixo, ficando em contato com o meio
receptor. Na regido do estrato corneo foram aplicadas as formula¢des de chalcona
CH8 até completar o anel dosador do equipamento, removendo assim 0 excesso e
evitando a formacdo de bolhas entre a formulacdo e a membrana. Os
experimentos foram conduzidos a 37 °C e a solugao receptora foi constantemente
agitada a 300 rpm por meio de um agitador magnético. Apds tempos pré-
determinados de 2, 4, 6, 8, 10 e 12 horas, varias aliquotas de 1 ml da solucao
receptora foram coletadas para quantificacdo do conteido de chalcona CH8
permeado (Rossi-Bergmann et al., 2009).

Foram conduzidos experimentos durante 4 e 12 horas para formulacées de
chalcona CH8 nos lipossomas. Apds estes tempos, as peles foram retiradas da
célula de difusdo e o excesso de formulacdo presente nas membranas foi
delicadamente removido com auxilio de agua destilada e, posteriormente, as peles
foram secas com papel absorvente. As peles foram fixadas em superficie plana e
a area de retencao foi delimitada para a remocao do estrato cérneo. O estrato
cérneo (EC) foi removido com auxilio de 13 fitas adesivas, sendo a primeira fita
descartada. As fitas foram transferidas para tubo de ensaio contendo 3 mL de
acetonitrila, sonicado por 15 minutos e, em seguida, agitado em “mixer” por 1
minuto. Apos este procedimento, o sobrenadante foi injetado em HPLC para
quantificacdo da chalcona CH8. A pele fixa na superficie plana, sem o estrato
cérneo, foi entdo separada a area de retencao (EP+D), picotada com tesoura e
transferida para tubo de ensaio contendo 3 mL de acetonitrila. Em seguida, a pele
foi triturada em aparelho triturador do tipo Turrax por 1 minuto e, agitada em mixer
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por 1 minuto. A solucéo foi deixada entdo por 15 minutos em banho de ultra-som
para rompimento das células e depois a mistura foi centrifugada a 2500 rpm
durante 5 minutos. O sobrenadante foi analisado e quantificado em HPLC/CLAE
(Rossi-Bergmann et al., 2009).

A chalcona CHS8 foi quantificada por UV-CLAE utilizando bomba modelo
LC10 AD, injetor com loop de 20 uL, detector SPD-10A em 337 nm e interface de
controle modelo SCL-10A. A separacéo foi realizada em coluna RP-18, Regis S5-
100-ODS, 25 cm x 4,6 mm, 5 um. A fase movel utilizada foi composta de
acetonitrila e acido fosférico 0,01%, numa proporcao de 80:20 (v/v) e fluxo de 1,0
mL/min, isocratico. Nestas condicdes, o tempo de retencao da CH8 foi de 7,7 min.
O método mostrou-se linear com concentragdes variando de 0.04 ug/mL a 50
ug/mL e um coeficiente de correlagao linear de (r) de 0.9998 (Rossi-Bergmann et
al., 2009).

3.8.3. Avaliacao in vivo da eficacia das composicoes lipossomais no
tratamento tépico da leishmaniose cutédnea

Para avaliar a melhoria da eficacia topica da chalcona CH8 apds sua
encapsulacao em lipossomas convencionais e peguilados, foi utilizado um modelo
de infeccdo murina. Camundongos BALB/c foram infectados com 2x10°
promastigotas de L. amazonensis GFP na orelha (n=5), em um volume de 10 ul de
PBS. No dia 12 de infeccao, os animais foram separados em grupos para inicio do
tratamento que teve duracao de 30 dias, duas doses ao dia. O grupo tratado com
CH8 em lipossomas convencionais (LC) recebeu 6,6 ug CH8 / 20 ul LC / dose, e 0
outro grupo tratado com CH8 em lipossomas peguilados (LP), 6,6 ug CH8 / 33 pnl
LC / dose. Um grupo foi tratado com chalcona CH8 1% em creme lanete (CL) (200
ug CH8 / 20 mg creme Lanete / dose). Grupos controles receberam a mesma dose
das formulagdes acima sem chalcona. Foi feito um grupo controle negativo, que
nao recebeu tratamento, e um controle positivo que recebeu 3,3 ung CH8 / 10 pl
PBS de CHS8 livre, pela via intralesional, duas vezes por semana, durante 4
semanas (Rossi-Bergmann et al., 2009).
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O crescimento da lesao foi acompanhado 2x por semana com o auxilio de
um paquimetro e a carga parasitaria foi avaliada ao final do experimento por
fluorimetria do macerado das lesdes (Rossi-Bergmann et al., 2009).

3.9. Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas com o uso do programa Graph
Pad Prisma- versao 4.0, com o teste Repeated Measures ANOVA e os valores
obtidos nos resultados foram comparados por analise de variancia: One-way
ANOVA ou Two-way ANOVA e teste de Tukey. O grau de significancia estatistica
foi definido como p < 0.05 ou p < 0.001.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados experimentais e sua respectiva discussao sdo apresentados
dentro de trés grandes topicos: A) Preparagao, Caracterizagao e Encapsulagcéao da
Chalcona CH8; B) Estudos de Permeacao; C) Eficacia no Tratamento Topico da
Leishmaniose. Dentro desses topicos, figuram as caracterizacdes fisico-quimicas
pertinentes como: didmetro médio e distribuicdo de tamanhos, rendimento das
preparacoes em relacédo ao teor de fosfato, estabilidade coloidal das vesiculas em
funcdo do tempo de armazenamento, temperatura de transigéo de fases, tenséo
superficial, potencial zeta e morfologia, e as caracterizacées biolégicas tais como
toxicidade em cultura de células, permeacao ex vivo através de pele de orelha de
porco e tratamento tépico da leishmaniose em camundongos, realizados com as

diferentes formulacoes.

A) Preparacao, Caracterizacao e Encapsulacao da Chalcona CH8

4.1. Lipossomas convencionais
4.1.1. Lipossomas vazios

Lipossomas convencionais (LC) vazios foram preparados, caracterizados e
utilizados como controle para as avaliacbes dos lipossomas peguilados (LP) e
contendo a chalcona CHS.

4.1.1.1. Diametro médio e distribuicao de tamanhos

Os resultados do diametro médio e distribuicdo de tamanhos dos
lipossomas extrudados nas concentragées lipidicas 1,0.10° mol.L" e
1,0.102 mol.L™ estdo apresentados na Tabela 1. A distribuicdo de tamanhos das
populacbes das vesiculas foi analisada em termos de intensidade de Iluz
espalhada (distribuicdo I) e numero de vesiculas (distribuicdo N)
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Tabela 1 — Didmetro médio, % de ocorréncia da populacdo e distribuicao de
tamanho dos lipossomas convencionais vazios de EPC nas concentragbes
1,0.10° mol.L" e 1,0.10% mol.L™.

Intensidade (1) Numero (N)
Concentracao Faixa % Dts Faixa % Dts
1.10° 42 — 208 100 98,0+0,69 | 34-170 100 57,0 £ 1,67
1.10% 46 — 233 100 104,1+4,16 | 46— 153 100 60,5 + 3,28

Concentragdo em mol.L", Faixa de distribuicdo de tamanhos (nm), % de ocorréncia da populago, D - diametro médio

(nm4s), s — desvio padréo.

O método de espalhamento dinamico de luz (QLS) é geralmente usado
para a determinagédo do diametro médio e distribuicdo de tamanho de lipossomas
(Egelhaaf et al., 1996). A aquisicao de dados permite a determinacdo do diametro
médio e distribuicdo de tamanhos em termos de intensidade da luz espalhada.
Neste caso, o valor ponderado de intensidade (l) € proporcional ao diametro da
particula (D) elevado a sexta poténcia (I o D). Essa distribuicdo (I) mostra todo o
espectro de tamanhos de particulas presentes no meio, porém tem a
desvantagem de colocar em evidéncia as particulas maiores. Entretanto, uma
distribuicao mais realista pode ser obtida com a conversao em numero ponderado,
utiizando a Teoria de Mie. Neste caso, a distribuicdo reflete o numero de
particulas (N), o qual é proporcional ao diametro elevada a primeira poténcia (N o
D) (Van De Hulst, 1957; Kerker, 1969; Dahneke, 1983; Provder, 1987; Van Der
Meeren et al., 1988; Hanus & Ploehn, 1999).

A Tabela 1 mostra que os LC obtidos a 1,0.10° mol.L", apresentaram
distribuicdo larga de tamanhos, variando de 42 a 208 nm e de 34 a 170 nm de
acordo com as distribuicbes (I) e (N) respectivamente. Porém, predominam as
particulas de 57 nm, como determinado pela distribuicdo (N). Para LC a
1,0.102 mol.L™" a distribuicido de tamanhos também se mantém em uma faixa
larga, variando de 34 a 170 nm e 46 a 153 nm de acordo com as distribuicbes (I) e
(N) respectivamente, com particulas de 60,5 nm predominantes, determinadas
pela distribuicdo (N). Estes resultados revelam que os lipossomas obtidos estdo

predominantemente, com didmetro menor que 100 nm, considerado adequado
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para a aplicacao transdérmica pretendida (Cevc, 2004). Uma vez que o didmetro
médio dos lipossomas a 1,0.10% mol.L"" aumentou somente cerca de 6% em
relacdo @ menor concentragdo lipidica 1,0.10° mol.L”', como esperado para
lipossomas extrudados, torna-se mais interessante trabalhar com a maior

concentracéao lipidica devido ao maior nimero de vesiculas em solugao.

4.1.1.2. Rendimento em relacao ao teor de fosfato

No método de quantificagdo do teor fosfato, promove-se a digestao do
fosfolipidio a fosfato inorganico e CO. por hidrélise acida em altas temperaturas.
Em seguida ocorre a complexacdo do ortofosfato formado com molibidato de
amdnia, gerando o acido fosfo-molibdico, que €& entdo reduzido pelo acido
ascérbico, formando um complexo azul, o fosfomolibidato, detectavel

espectrofotometricamente.

Para os LC vazios a 1,0.10° mol.L", o rendimento da preparacdo dos
lipossomas pelo método de Bangham foi de 98 %, e para os lipossomas a
1,0.102 mol.L™" foi de 100 %. Portanto, praticamente ndo houve perdas, e todo o
fosfolipidio adicionado para formacgao filme seco, esteve presente na dispersao
lipossomal apds hidratacdo. Um exemplo da curva analitica de fosfato esta
apresentada no Anexo |Il.

4.1.1.3. Estabilidade coloidal ao longo do tempo de estocagem

A estabilidade coloidal dos LC vazios a 1,0.10% mol.L”', mantidos sob
refrigeracdo (8 °C) por um periodo de 30 dias, foi avaliada através de medidas do
didmetro médio e distribuicdo de tamanhos, apresentada na Tabela 2 e
graficamente na Figura 19.
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Tabela 2 — Perfil de estabilidade coloidal em relacdo ao tempo, em termos de
didmetro médio, % de ocorréncia da populacao e distribuicdo de tamanhos, para
lipossomas convencionais vazios a 1,0.10% mol.L™', mantidos sob refrigeracdo

(8 2C) por um periodo de 30 dias.

Intensidade (1) Numero (N)
Tempo (dias) Faixa % Dts Faixa % Dts
0 38 — 41 25,9 41,3 + 2,46 35 -47 99,6 41,0+1,33
117-135 741 1264+385 | 117-135 04 126,1 £2,97
1 44 - 48 44,7  455+217 B
127-146 553 1370360 | 4751 999 4592294
5 36 —44 30,6 41,2 +4,74 32-48 99,7 40,3+4,74
108-146 694 127,3+855 | 108—-132 0,3 120,6 +4,17
10 36 — 41 27,2 39,2 + 3,61 33-44 99,7 38,6 £3,80
110-146 728 1274+3,16 | 118-136 0,3 127,1 +3,85
15 38-42 33,2 41,0 £ 4,03 34 - 46 99,8 40,6 £ 3,07
126 -139 66,8 131,0 £6,51 126-139 0,2 132,8+4,87
20 33-40 23,1 37,4 +£7,09 33-45 99,7 36,7 +7,11
100-135 76,9 1214+737 | 100-123 0,3 111,6+9,26
25 40 - 46 29,2 42,2 + 3,38 37 -49 99,6 41,8+241
115-142 70,8 128,2+5,30 115 - 142 0,4 123,8+4,84
30 35-38 36,0 37,9 + 3,34 32-40 99,9 37,9+347

124 -133 64,0 129,3+9.31 | 116-133 0,1 124,5+6,54

Faixa de distribuicao de tamanhos (nm), % de ocorréncia da populagao, D - diametro médio (nm4s),s — desvio padrao.
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Figura 19 — Evolucao do perfil de estabilidade coloidal em relacdo ao tempo, em
termos de diametro médio e distribuicédo, para lipossomas convencionais vazios a
1,0.102 mol.L™", mantidos sob refrigeracdo (8 °C) por um periodo de 30 dias.
Imediatamente apds a preparacgao (t=0).

Os resultados mostram que as amostras de LC vazios apresentaram
inicialmente duas populagdes, a primeira populacao na faixa de 38 a 41 nm e a
segunda populacéo na faixa de 117 a 135 nm (distribuicao I), com predominancia
das particulas de 41 nm (distribuicdio N). A segunda populacdo pode ser
desconsiderada, uma vez que a porcentagem de ocorréncia € menor que 1%.
(distribuicdo N). A evolugdo com o tempo de estocagem mostra um
comportamento dinamico entre as duas populag¢des, porém com a variagdo do
didmetro médio da populagao principal da distribuicdo N ndo excedendo 10% ao
longo do tempo. Com estes resultados pode-se considerar que a preparacao
lipossomal se mantém estavel por um periodo de 30 dias de armazenamento sob

refrigeracao (8 °C), sendo este um periodo seguro de estocagem.
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4.1.1.4. Morfologia

A Figura 20 apresenta as estruturas dos LC vazios, compostos de lecitina
de ovo, apés homogeneizacdo e reducdo de tamanhos em membranas de

nanoporos de 100 nm de didmetro, em diferentes aumentos.

Figura 20 — Morfologia dos lipossomas convencionais vazios compostos de
lecitina de ovo (LIPOID — E80) a temperatura ambiente (laboratorial).

Observa-se nas microscopias que os LC extrudados compostos de lecitina
de ovo sao aproximadamente esféricos com superficies bem delineadas. Essa

morfologia reflete a fluidez da bicamada lipidica composta de lecitina de ovo, a
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qual encontra-se no estado liquido-cristalino a temperatura de 25 °C. O contorno
espesso ao redor das particulas ressalta o dominio lipidico na bicamada e
confirma a formacao dos lipossomas com dois dominios distintos: interior aquoso

e bicamada lipidica.

4.1.2. Encapsulacao da chalcona CH8

A chalcona CH8 foi encapsulada em LC através de dois processos
definidos em relacdo a forma da adicao da chalcona: durante a formacéao do filme
lipidico e a lipossomas pré-formados. Para o primeiro caso foi estudado o efeito do
solvente na formacéao do filme. No segundo caso, a eficiéncia de encapsulacéo foi
estudada com relacdo ao estado da chalcona, sélido ou liquido (dissolvida em

etanol) e em diferentes condicées de mistura.

4.1.2.1. Adicao de chalcona CH8 ao filme lipidico

Devido a dificuldade de solubilizacdo da CH8, esta foi adicionada na
formagao do filme lipidico em cloroférmio puro ou em mistura cloroférmio-metanol
(9:1) e os lipossomas resultantes destas preparacdes foram analisados. O uso do
cloroférmio-metanol é amplamente usado para a preparacdao de filmes de
fosfolipidios, uma vez que estes apresentam regides hidrofilicas (cabecgas polares)
e regiodes hidrofébicas (caudas de acidos graxos). O metanol sendo um solvente
polar auxilia a solubilidade das regides hidrofilicas e o cloroférmio um solvente
apolar solubiliza as regides hidrofébicas dos lipidios.

A influéncia do solvente na formacao do filme lipidico contendo CH8 foi
avaliada visualmente. Os lipossomas formados (ndo extrudados) a partir dos
filmes em ambos os solventes foram analisados através de medidas de diametro

médio e da distribuicdo de tamanhos (nm) (Tabela 3).
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Tabela 3 - Influéncia do solvente — cloroférmio puro ou cloroférmio-metanol (9:1) —
na formagao do filme lipidico contendo chalcona CH8. Concentragdo de lipidios a
1,0.10% mol.L™.

Intensidade (1) Numero (N)

Solvente Faixa % Dts Faixa % D+s

Cloroférmio 66 — 6640 39,6 87,8+ 4,6 66 — 492 99,8 76,4 £5,7
36,2 309,0 £ 9,1
24,2 1934,0 +23,5

Cloroférmio 287 — 351 67,2 316,0 + 12,9 260 — 388 96,4 317,4%6,3
-metanol 1168 - 1427 32,8 1333,1+30,9 | 1168-1577 3,6 1310,4 +8,6

Faixa de distribuicao de tamanhos (nm), % de ocorréncia da populacéo, D - diametro médio (nmzs),s — desvio padrao.

Observacgdes visuais mostraram que utilizando apenas cloroférmio, o filme
apresentou-se coeso e espesso, com dificuldades de hidratagdo para a formagao
dos lipossomas, ficando predominantemente no fundo do baldo. Na preparagao
utilizando a mistura cloroférmio-metanol, o filme mostrou-se mais fino e menos

coeso, localizando-se na parede do baldo, facilitando assim a hidratacao.

Comparando os lipossomas formados (Tabela 3), pode-se verificar que o
metanol, dispersa melhor a CH8 entre os lipidios. Quando foi utilizado somente o
cloroférmio, os lipossomas apresentaram distribuicdo muito larga de tamanhos,
variando de 66 a 6640 nm de acordo com a distribuicéo (l) e de 66 a 492 nm, com
predominancia de 76 nm, como determinado pela distribuicdo (N). Utilizando
cloroférmio-metanol, a faixa de distribuicdo de tamanhos diminui, variando de
287 a 351 nm, distribuicéo (I) e 260 a 388 nm, distribuicdo (N), com particulas de
317 nm predominantes.

As microscopias da Figura 21 mostram a dispersao da CH8 (1 pg/uL) em
cloroférmio-metanol. A presenca de agregados demonstra que a solubilizagdo nao
€ completa, apesar da maior facilidade de dispersdo comparada a utilizacdo do
cloroférmio puro. Destes resultados pode-se inferir que a distribuicdo mais
uniforme da chalcona no filme lipidico formado com cloroférmio-metanol favorece
a distribuicdo mais estreita de tamanhos, e a distribuicdo mais uniforme da

chalcona nos lipossomas.
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mistura cloroférmio-metanol (9:1).

Uma vez que os resultados acima se mostraram melhores para formacao
do filme lipidico a partir do cloroférmio-metanol (9:1), estes solventes foram
padronizados para as preparacdes subsequentes dos lipossomas em estudo neste
trabalho.

4.1.2.1.1. Homogeneizacao e reducao de tamanhos

Os lipossomas formados pelo método de Bangham sao multilamelares e
polidispersos, devendo sofrer reducdo e homogeneizacdo de tamanhos para
tornarem-se lipossomas unilamelares e atenderem as necessidades da aplicagao.

A extrusdo € um processo pelo qual os lipossomas MLV séo forcados a
passar através de membranas com tamanhos de poros definido, para reduzir os
tamanhos e fazer com que os mesmo figuem com didmetro médio préximo
daquele dos poros (New, 1990). Este € um método amplamente usado na
preparacao de lipossomas, por gerar distribuicbes estreitas de tamanhos, como
demonstrado em varios trabalhos da literatura (Hope et al., 1985; Mayer et al.,
1985; Castile & Taylor, 1999; Zhang et al., 2004).

Os LC contendo chalcona CH8 encapsulada durante a formagao do filme
lipidico foram extrudados em membranas sintéticas de nanoporos com diametro
de 100 nm, para reducdo de tamanhos para poderem ser utilizados para a
aplicacao pretendida. As medidas de diametro médio e distribuicdo de tamanhos
(nm) estdo apresentadas na Tabela 4.
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Tabela 4 — Diametro médio dos lipossomas convencionais contendo chalcona
CH8 encapsulada durante a formacéao do filme lipidico, antes e apds extrusao para
reducado e homogeneizacao de tamanhos.

Intensidade (1) Numero (N)

Amostra Faixa % D+s Faixa % D+s

Antes 287 — 351 67,2 316,0+12,9 | 260 - 388 96,4 317,4 £6,3
extrusdo 1168 —1427 32,8 1333,1 + 1168 — 1577 3,6 1310,4 + 8,6
30,9

Apos 38 — 240 100,0 107,5+272 30 — 152 100,0 51,6+1,7
extrusao

Faixa de distribuicdo de tamanhos (nm), % de ocorréncia da populagéo, D - diametro médio (nmzs),s — desvio padréo.

Os resultados mostram que antes da extrusdo co-existem duas populacdes
de vesiculas variando de 287 a 351 nm e de 1168 a 1427 nm de acordo com as
distribuicoes (I). A distribuicdo (N) mostrou predominancia do diametro 317 nm em
96,4% das vesiculas. Apbés a extrusdo, os lipossomas passaram a apresentar
somente uma populacdo de vesiculas, devido a homogeneizacdo de tamanhos,
porém com uma distribuicdo larga, variando de 38 a 240 nm e 30 a 152 nm de
acordo com as distribuigdes (1) e (N), com particulas de 51,2 nm predominantes,
determinadas pela distribuicao (N).

Comparando com os LC vazios (Tabela 1), observa-se que tanto o didametro
predominante quanto a distribuicdo foram semelhantes, diferindo em cerca de
16% em relagcdo ao diametro médio dos LC (60,5 nm). Isto evidencia tanto a
redistribuicdo dos lipidios nos lipossomas na extrusao, quanto a reduzida
capacidade da bicamada lipidica para incorporacao da CHS.

Durante a extruséo, verificou-se que houve retencdo da CH8 na membrana,
facilmente visualizada pela coloracdo amarela acentuada caracteristica da CH8.
Essa retencdo, produzida pela agregacao da CH8 livre, além de produzir perdas
do farmaco, contribuiu para a reducao dos poros através da sua obstrucao parcial,
confirmando os resultados obtidos. Uma solugcado seria empregar métodos de
homogeneizacdo que n&o utilizem membranas, como a microfluidizagéo,

reduzindo assim a perda do material encapsulado (Mayer et al., 1985).
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Devido as limitac6es decorrentes do processo de adicdo da CH8 ao filme
lipidico e extrusao através de membranas, decidiu-se partir de LC vazios pré-
formados para posterior encapsulacao da CH8.

4.1.2.2. Adicao da chalcona CHS8 a lipossomas pré-formados
4.1.2.2.1. Chalcona solida

A chalcona CH8 no estado soélido, apresenta-se como cristais finos
semelhantes a agulhas. A CH8 nesta forma foi adicionada a LC a 1,0.10° mol.L™
pré-formados sob agitacdo mecanica. Devido a CH8 ser muito hidrofébica
esperava-se que esta se inserisse naturalmente na bicamada lipidica como uma
forma de solubilizagdo no meio aquoso, mesmo na forma solida. No entanto,
observou-se que a velocidade de sedimentacido dos sélidos e a interagcdo com o
vidro do recipiente foram muito maiores que a de insercao na bicamada lipidica,
resultando no acumulo da CH8 no fundo ou nas laterais do becker. O tamanho dos
cristais também contribuiu para os efeitos observados. Devido a essas limitacdes,

partiu-se para a adicdo da CH8 na forma liquida (solubilizada em etanol).

4.1.2.2.2. Chalcona liquida

A chalcona CHS8 foi triturada, com o intuito de melhorar sua solubilidade e,
apos, dissolvida em etanol. Neste caso, a insercdo da CH8 na bicamada lipidica
ocorre com a solubilizacdo do etanol na agua e desprotecdo da molécula
hidrofébica.

Para avaliar a eficiéncia de encapsulagcdo da CH8 nos lipossomas pré-
formados, estudou-se inicialmente a influéncia da concentracdo de fosfolipidios
(1,0.10% a 5,0. 102 mol.L"). Para a encapsulagdo mais eficiente, avaliou-se as
condi¢cées de mistura através da agitacdo com impelidores do tipo pa dentada e

ancora, reciproca em shaker e em bal&o rotativo.

Beatriz Zanchetta 77



Resultados e Discussao

4.1.2.2.2.1. Influéncia da concentracao lipidica

Com o objetivo de avaliar o efeito da concentracao lipidica dos lipossomas
na encapsulacdo da chalcona CH8, foram preparados LC vazios variando a
concentragao lipidica de 1,0.10%; 2,0.10%; 3,0. 107 4,0. 10? ¢ 5,0. 10° mol.L" e a
chalcona CH8 em etanol foi gradativamente adicionada sob agitacdo em baldo

rotativo.

A encapsulagao da chalcona CH8 (mg/mL) esta apresentada na Figura 22
em fungdo da variacdo da concentragdo lipidica dos lipossomas (mol.L"). Em
todos os casos a eficiéncia de encapsulacao foi considerada 100%, por nao se
observar sedimentacdao da CHS livre adicionada. Portanto, os valores da ordenada
representam a CH8 adicionada e encapsulada nos lipossomas.

DO

1107 2107 3107 4107 5107

Concentragio de CH8 {mg/mL)

Concentragéo lipidica {moI.L'1)

Figura 22 — Concentracao de chalcona CH8 (mg/mL) encapsulada em fungcédo da

concentragao de lipidio.

Para as duas primeiras concentracdes lipidicas (1.102.10% e 2.102 mol.L™),
a quantidade de CH8 encapsulada foi a mesma, no entanto, para as
concentracdes seguintes (3.10%, 4.102 e 5.102 mol.L™"), houve uma diminui¢do na
quantidade de chalcona CH8 encapsulada. Observava-se sedimentacao da CH8
para quantidades maiores adicionadas. A analise estatistica revelou que as
amostras na concentragdo lipidica de 1.10% e 2 2.102 mol.L"" sdo semelhantes
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estatisticamente (P > 0.05), o mesmo resultado foi obtido para as amostras na
concentragao lipidica entre 3.10% e 5.102 mol.L™".

A Figura 23 apresenta a encapsulacdo em fungdo da razdo molar
farmaco/lipidio (CH8:EPC).

Razdo Molar (CHB/L)
=
[+=]
[l

.

4102 5107

1.10 .u- .1|J'2
Concentragéo Lipidica {moI.L'1]
Figura 23 - Razado molar farmaco/lipidio (CH8:EPC) para as diferentes

concentracgodes lipidicas dos lipossomas.

Analisando esses resultados, pode-se observar que a razdao molar
CH8:EPC diminuiu com o aumento da concentragdo de fosfolipidios na forma de
lipossomas. Essa diminuicao indica uma tendéncia para saturacao da bicamada
lipidica com menor quantidade de CH8, a medida que a concentracdo de
fosfolipidio aumenta.

Para explicar melhor esses efeitos, analisou-se o diametro médio e
distribuicao de tamanhos das populagdes de vesiculas, dos LC vazios e com CH8
na faixa de concentracdo de fosfolipidios estudada. Os resultados sao
apresentados graficamente na Figura 24 em termos de diametro médio com
distribuicdo (N). No Anexo V, podem ser visualizadas as tabelas para cada
concentragdo lipidica (1,0.10%, 2,0.10% 3,0.10% 4,0.10% 5,0.102 mol.L™"),

separadamente.

Os LC vazios a 1,0.10%2 mol.L", apresentaram distribuicdo larga de
tamanhos, variando de 46 a 233 nm e de 46 a 153 nm de acordo com distribuicdes
(I) e (N) respectivamente, com as vesiculas de 60,5 nm predominantes, como
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determinado pela distribuicdo (N). O aumento da concentracao lipidica estreitou a
distribuicdo de tamanhos dos LC vazios, a qual foi semelhante para as varias
concentragédes, 2,0.10%; 3,0.10%; 4,0.10%; 5,0.102 mol.L™”", com diametro médio da

ordem de 55 nm aproximadamente (distribuigcdo N).

2 | C vazio LC c/ CHS8
80+
704
604
504
40+
304
204
104

i

Diametro médio (nm)

.10._.2 .10._.2 .1I].'.2 .1I].'.2 .1u".2
Concentragdo Lipidica {moI.L'1)
Figura 24 — Influéncia da encapsulacao da chalcona CH8 no didmetro médio dos
lipossomas convencionais vazios de 1,0.10% a 5,0.10% mol.L™!, determinagdo em

termos de numero de vesiculas — distribuigéo (N).

Quando a CHS8 foi adicionada a LC vazios a 1,0.102 mol.L™”, a distribuicao
de tamanhos ficou mais estreita, variando de 64 a 101 distribuigéo (I) e 50 a 127
de acordo com as distribuicdo (N), com particulas de 76,3 nm predominantes.

Para as outras concentracdes lipidicas o diametro predominante foi 70 nm.

Analisando estes resultados verifica-se que concentracoes lipidicas maiores
que 1,0.102 mol.L™' reduzem pouco o tamanho dos LC vazios, resultando em uma
menor quantidade de fosfolipidios por lipossoma, e uma maior quantidade de
lipossomas em solucdo. A adicdo de CH8 embora aumente o tamanho dos
lipossomas, mantém o mesmo comportamento em relacdo ao aumento da
concentracdo de lipidios. Para todas as concentracbes lipidicas, a analise
estatistica revelou diferenca significativa (P < 0.001) entre o didmetro médio dos
LC vazios e contendo CHS8.
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Relacionando os resultados de didametro com a quantidade de CHS8
encapsulada (Figuras 22 e 24), pode-se inferir que a curvatura imposta pelos
lipossomas de menor tamanho obtidos a concentracdes lipidicas maiores que
1,0.102 mol.L" , reduz a capacidade da bicamada de acomodacgdo da CHS,
reduzindo também a razdo molar CH8/EPC. No entanto, esta interpretacdo nao
explica a encapsulacéo obtida a 2,0.10% mol.L™ , devendo ser melhor investigada

por outras caracterizagoes.

Comparando os resultados de encapsulacao com os apresentados no item
4.1.2.1.1., verifica-se a influéncia do método de preparacdo no diametro das
vesiculas obtidas com CHS8. No primeiro caso, a encapsulacao reduziu o tamanho
dos lipossomas e neste caso, com lipossomas pré-formados, aumentou em

relacdo aos LC vazios.

Diante desses resultados, a concentracdo de 1,0.102 mol.L", foi
selecionada para experimentos de otimizagdo de encapsulacédo da chalcona CH8

variando as condi¢des de mistura.

De um modo geral, a encapsulacao de substancias ativas em lipossomas
depende essencialmente da natureza e da concentracdo do fosfolipidio, da
concentracdo da substancia e das condicoes de obtencdo dos lipossomas. A
localizagdo da substancia ativa na estrutura lipossomal depende do coeficiente de
particdo entre as fases aquosa e lipidica, sendo que a quantidade maxima da
substancia a ser incorporada é dependente da solubilidade total em ambas as
fases e do tipo de estrutura do lipossoma (multilamelar ou unilamelar). No caso da
CHS8, devido ao seu carater altamente hidrofébico, a particdo € prioritariamente

para a bicamada lipidica.

4.1.2.2.2.1.1. Rendimento em relacao ao teor de fosfato

Para os LC vazios a 1,0.10° mol.L", o rendimento da preparacdo dos
lipossomas pelo método de Bangham foi de 98 %, e para os lipossomas
1,0.102 mol.L™" foi de 100 %. No ensaio fosfato para os LC de 1,0.10% a 5,0.10
mol.L™", o fosfato foi dosado para os lipossomas vazios e apds a encapsulacdo da
chalcona CH8. O rendimento das preparacdes foi de 95 a 100 %. Apds a
encapsulagao da chalcona CH8 foram realizados calculos para corre¢ao do fosfato
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presente na suspensao lipossomal. Portanto, praticamente ndo houve perdas
significativas no processo de para formacao filme seco para os lipossomas vazios

e durante a encapsulacao da chalcona CHS8.

4.1.2.2.2.2. Influéncia das condicoes de mistura

Com base nos resultados obtidos, a influéncia das condicées de mistura foi
estudada para a os lipossomas na concentracdo de 1,0.102 mol.L", pois estes
apresentaram melhores resultados na formacéao do filme delgado mais uniforme e

melhor aspecto apds hidratacao do filme lipidico, através de observagdes visuais.

As condicbes de mistura estudadas foram: agitacdo mecanica de alto
cisalhamento com impelidor pa dentada, agitacdo mecanica de baixo cisalhamento
com impelidor ancora, agitacao reciproca com Shaker e agitacdo rotatéria com
baldo rotativo.

A Figura 25 apresenta a concentracdo de chalcona CH8 encapsulada
através da adicdo gradativa a LC pré-formados, em funcdo das condi¢des de

mistura.

0.35-
0.30-+
0.25+

0.20
0.15+
0.104
0.05+
0.00-

Concentragido de CHB (mg/mL)

Figura 25 — Concentracdo de chalcona CH8 (mg/mL) encapsulada através da
adicdo a lipossomas convencionais pré-formados, em funcdo das condicées de
mistura, agitacdo mecanica | - alto cisalhamento com impelidor pa dentada;
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agitacdo mecénica Il - baixo cisalhamento com impelidor ancora; agitagéo
reciproca com Shaker e agitacao rotatéria com baldo rotativo.

Os resultados mostram que embora a velocidade de agitacdo tenha sido
igual (140 rpm) em todos os casos, houve diferenga na concentragdo da chalcona
CH8 encapsulada que variou de 0,149 a 0,329 mg/mL quando a mistura foi feita
por agitacdo mecanica de alto e baixo cisalhamento, agitacdo reciproca ou com
agitacao rotatéria, respectivamente. Esse comportamento deve-se as diferencas
no contato entre a chalcona CHS8 e os lipossomas, ou mesmo aos diferentes niveis
de cisalhamento impostos por cada condicdo. A agitacdo mecanica de alto
cisalhamento apresentou diferenca significativa (P < 0.001) quando comparada
aos demais niveis de cisalhamento (agitacdo reciproca, rotativa e baixo
cisalhamento). No entanto, quando a mistura foi feita por agitacdo rotatéria e
agitacdo mecanica de baixo cisalhamento ndo houve uma diferenga significativa
(P > 0.05), com concentracao variando de 0,318 a 0,329 mg/mL, o que pode estar
relacionado ao tipo de agitacdo mais branda imposta, sendo estas duas agitacoes
consideradas brandas, favorecendo a encapsulacao. A encapsulagao do farmaco
parece necessitar de um tempo mais prolongado de contato com a membrana

lipidica, para a sua acomodagao adequada.

Como se pode observar nos resultados obtidos, a dosagem da chalcona
CH8 apresenta valores muito reduzidos se comparados aos requeridos
terapeuticamente para o farmaco na forma livre. Nas condicées do balao rotatorio
a concentracao de CH8 (0,329 mg/mL) representa aproximadamente um terco da
dose usual e recomendada para a chalcona CHS8 livre. Entretanto, varios trabalhos
na literatura registram aumento na eficiéncia terapéutica de farmacos

encapsulados em lipossomas.

A encapsulacdao em fungcdo da razao molar farmaco/lipidio (CH8/EPC) é
apresentada na Figura 26, para as diferentes condi¢gdes de mistura no processo

de encapsulacao da chalcona CHS8.
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0.16-
0.144
0.12+
0.10+
0.08+
0.06+
0.04-+
0.02+
0.00

Razio molar (CHB/L)

Figura 26 — Razdo molar farmaco/lipidio (CH8:EPC) para as diferentes condicoes
de mistura: agitacdo mecénica | - alto cisalhamento com impelidor pa dentada;
agitacdo mecénica Il - baixo cisalhamento com impelidor ancora; agitacéo
reciproca com Shaker e agitacao rotatéria com baldo rotativo.

Analisando os resultados, pode-se observar que a razao molar CH8:EPC
diminuiu com a agitagdo mecanica de alto cisalhamento, sendo significativa (P <
0.001), no entanto, a agitacdo mecéanica de baixo cisalhamento e a agitacédo
rotatéria se mostram semelhantes (P > 0.05), sendo estas duas condi¢des de
mistura consideradas brandas e por isso ndo apresentam diferencas significativas.
Para as demais condigcdes de mistura (reciproca, rotatéria e baixo cisalhamento),
apesar do nivel de agitacdo ter sido o mesmo (140 rpm), 0 método de mistura
utilizando agitacao rotatéria, apresentou maior proporcdo CH8:EPC (0,13) o que
corresponde a uma incorporacdo molar um pouco maior que 10% de chalcona
CH8 em relacao ao total de fosfolipidio.

A Tabela 5 e a Figura 27 mostram a influéncia da encapsulagdao da
chalcona CH8 no didametro médio e distribuicdo de tamanhos dos lipossomas pré-
formados, em fungéo das diferentes condi¢cdes de mistura — agitagdo mecanica de
alto cisalhamento com impelidor pa dentada, agitacdo mecénica de baixo
cisalhamento com impelidor ancora, agitacao reciproca com Shaker e agitacao

rotatoria com balao rotativo.
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Tabela 5 — Variagdo do didmetro médio dos lipossomas convencionais a
1,0.102 mol.L™" em funcéo das diferentes condi¢ées de mistura.

Intensidade (I) Nuamero (N)
Condicoes de . — . _

B fa Faixa % D+ts Faixa % D+ts
Controle (LC Vazio) 46 — 233 100 104,1 £3,8 46-153 100 60,5+29
Agtagdomecanical 4494 100 117,2%44 | 39-194 100 61,8%4,0
(alto cisalhamento)

Agitacao reciproca 43 - 217 100 117,9+£6,3 34 - 217 100 61,1 £3,7
pdtagdomecanicall -,y _g45 100 1265475 | 41-185 100 64,5+28
(baixo cisalhamento)

N L 64 — 101 97,5 86,5+ 3,3 50-127 100 76,3+3,8

Agitacéo rotatéria

2025 - 2600 2,5 25550,0 £ 22,0
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Figura 27 — Evolugao grafica da encapsulacado da chalcona CH8 na variacdo do
diametro médio dos lipossomas convencionais a 1,0.102 mol.L”" em funcéo das
diferentes condi¢cbes de mistura.
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Os LC vazios a 1,0.10% mol.L", apresentaram distribuicdo larga de
tamanhos, variando de 46 a 233 nm distribuicao (I) e de 46 a 153 nm de acordo
com a distribuicao (N), porém, predominam as particulas de 60,5 nm. Para os
lipossomas contendo chalcona CH8 encapsulada pelo método de agitacdo
mecéanica de alto cisalhamento, agitacdo reciproca e agitacdo rotatoria, as
vesiculas apresentaram diametro médio de 61,8; 61,1; 645 e 76,3 nm

predominantes.

Como a encapsulacado da CH8 em lipossomas pré-formados aumenta o seu
diametro médio, como demonstrado anteriormente (item 4.1.2.2.2.1.), os maiores
didmetros foram obtidos com as agitacoes de baixo cisalhamento.

Analisando os resultados de encapsulacao da CH8 apresentados nos itens
412221. e 41.2.22.2., a dispersdo lipossomal a 1,0.10% mol.L"" contendo
chalcona CH8 encapsulada pelo método de baixo cisalhamento apresentou maior
eficiéncia de encapsulagdo. Portanto, a agitacdo com baldo rotativo foi
selecionada para os estudos subsequentes. A agitagdo com agitador de ancora

apresenta-se promissora para o escalonamento de processos.

4.1.2.2.2.3. Identificacao da saturacao da bicamada lipidica

Espectros de varredura em UV/VIS da CH8 no solvente acetonitrila, devido
a maior solubilidade da CH8 (Figura 28) foram obtidos para identificar com maior
precisdo, a capacidade de incorporacdo da CH8 na bicamada lipidica.

1,04
0,94
0,8
0,7
« 06
o
§ 0.5
S 04
5 0,3
0.2

0,14

0,0

||||||||||||

Comprimento de onda (nm)
Figura 28 — Espectro de varredura UV/VIS da chalcona CH8 no solvente

acetonitrila.

86 Beatriz Zanchetta



Resultados e Discussao

Os resultados mostram que em meio organico e em baixas concentragdes,
a chalcona CH8 tem um espectro de absor¢céo na regiao do UV, com duas bandas
maiores localizadas nas faixas de 325 a 375 nm e 200 a 250 nm. Estes resultados
confrmam o comprimento de onda maximo referenciado em literatura de
A= 337 nm (Boeck et al., 2006).

A presenca de chalcona CH8 nos lipossomas foi acompanhada por
espectrofotometria de varredura, a medida que a CH8 era adicionada aos
lipossomas pré-formados, pelo método do baldo rotativo. Os espectros da

varredura sao apresentados na Figura 29.

14-
124
1,04

0,8-

Abs

0,6
0,44

0,2 -

0,0-

200 250 300 350 400 450 500

nm
Figura 29 - Espectro de varredura dos lipossomas em presenca de CHS.
Varredura para lipossomas vazios (=), lipossomas contendo: 0,078 mg/mL de
CHB8 (w=), 0,149 mg/mL de CHS ( ), 0,215 mg/mL de CHE (mmmm),
0,274mg/mL de CH8 ( ), 0,329 mg/mL de CH8 (m===), 0,379 mg/mL de CH8

( ), 0,548 mg/mL de CH8 (====) ¢ CH8 em presenca de tampao HEPES ().

Na regido do espectro de varredura de 200 a 250 nm, foi verificado que

ocorre uma absorcdo. Os espectros mostram alteracdo da absorcdo no
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comprimento de onda de 205 a 215 nm, no qual os lipossomas foram detectados.
O espectro da chalcona CH8 na forma livre, parcialmente solubilizada em tampao
HEPES, é apresentado em azul mais escuro, o primeiro espectro e mais
deslocado dos demais. Os perfis decresceram em intensidade com relagcdo ao
perfil do lipossoma vazio (em preto), exceto o vermelho, identificando a presenca
da chalcona encapsulada nos lipossomas. O decréscimo foi proporcional a
quantidade de chalcona encapsulada. Uma vez que os lipossomas foram diluidos
em HEPES, e supbe-se que toda a chalcona adicionada foi encapsulada nos
lipossomas, nao foi detectado o pico na regido de 337 nm caracteristica da
absorgdo da chalcona CH8 livre. A maxima capacidade de encapsulacao foi
identificada em 0,329 mg/mL de CH8 (curva rosa), a partir da qual observava-se
precipitacdo da CH8. Estes resultados corroboram com o anteriormente
apresentado no item 4.1.2.2.2.

4.1.2.2.2.4. Estabilidade Coloidal ao longo da estocagem

A estabilidade fisica pode estar relacionada ao rompimento das vesiculas
com o concomitante extravasamento do material encapsulado ou a agregacgao das
particulas menores formando vesiculas multilamelares grandes (Talsma et al.,
1992).

As avaliagdes da estabilidade de lipossomas sédo de grande interesse para
sua aplicacao como veiculos de formulacdes farmacéuticas. Como parametro de
estabilidade das preparacdes de lipossomas contendo chalcona CH8, o tamanho

das vesiculas foi acompanhado em funcédo do tempo de armazenamento.

Uma vez que os lipossomas a 1,0.102 mol.L™' de EPC contendo chalcona
CH8 encapsulada pelo método de balao rotativo, apresentaram maior eficiéncia de
encapsulagdo, a estabilidade coloidal das vesiculas foi analisada nessas
condicOes de preparacao. A estabilidade coloidal (Tabela 6) foi analisada por um

periodo de 30 dias de armazenamento sob refrigeracao (8 °C).
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Tabela 6 — Perfil de estabilidade coloidal em relacdo ao tempo, em termos de
diametro médio e distribuicdo, para lipossomas convencionais a 1,0.10% mol.L™
contendo chalcona CH8, mantidos sob refrigeracdo (8 °C) por um periodo de 30

dias de armazenamento.

Intensidade (1) Nuamero (N)
Tempo (dias) Faixa % Dts Faixa % Dts
0 67 — 213 99,7 113,7+4,0 | 53—-213 100 86,4 + 3,1
1 26 — 356 100 160,1+4,6 | 21 —-160 100 37,7+12
2 31-46 14,5 40,8+1,8 | 25-56 99,8 39,2+24
125 - 229 84,1 166,8 +3,8 | 125-153 0,2 139,9+9,9
5 53 - 63 25 612+24 | 45-75 99,4 59,4 +2,0
176 — 209 75 181,1+4,3 | 149-209 0,6 164,5+ 12,0
10 17 -20 4.1 18,7+ 1,1 _
69-933 951 159.7+57 | /=22 999 48615
15 45 - 53 17,4 47,3+1,7 | 38-63 99,7 46,5+ 3,4
149 - 176 82,3 173,9+5,1 | 149-209 0,3 178,3+ 14,4
20 50 - 61 1,5 55,9+4,3 | 50-61 90,3 56,1 +1,6
168 — 185 98,5 173,6 £2,9 | 152-205 9,7 172,4 + 21,7
25 67 - 90 45,4 781+34 | 60-100 99,6 75,3 +41
183 — 247 54,6 2224 +8,5 | 183 — 247 0,4 214,3 + 29,8
30 30-37 7,9 33,0+32 | 25-46 99,7 32,0 +3,2
102 - 186 90,7 140,0 +5,4 | 102 — 152 0,3 126,8 + 5,1

Faixa de distribuicao de tamanhos (nm), % de ocorréncia da populagéo, D - diametro médio (nm4s), s — desvio padréo.

Os resultados mostram que as amostras preparadas apresentaram
inicialmente somente uma populacao de vesiculas, nas faixas de 67 a 213 nm e
53 a 213 nm de acordo com as distribuicdes (I) e (N) respectivamente, com
predominancia das particulas de 86,4 nm (distribuicdo N). A partir do segundo dia
de armazenamento, duas populacdes de vesiculas foram observadas, com
variagao de didmetro médio inicial de aproximadamente 55% se mantendo até os
trinta dias com duas populacdes de vesiculas. A variacdo no diametro médio pode
ser muito provavelmente pelo rearranjo imposto pelas moléculas de chalcona CH8
na organizacdo das bicamadas lipidicas. Embora ndo fosse observada nenhuma
precipitacdo, considera-se que a formulacdo é instavel na forma liquida sob

refrigeracao, devendo ser armazenada na forma soélida.
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4.1.2.2.2.5. Morfologia

Na Figura 30, pode-se visualizar as microscopias dos LC contendo

chalcona CH8 encapsulada com agitacao branda (baldo rotativo).

Figura 30 — Morfologia dos lipossomas convencionais contendo chalcona CH8
encapsulada.

Os LC com chalcona CH8 encapsulada mantém a caracteristica
aproximadamente esférica dos LC vazios. Portanto, a chalcona CH8 inserida nas
bicamadas ndo modifica significativamente a morfologia dos LC vazios.
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4.2. Lipossomas Peguilados

A preparacao dos lipossomas peguilados (LP) foi realizada através da
incorporacao do PEG-8L aos lipossomas convencionais. A incorporacao de PEG-
8L em lipossomas ocorre com sua migracao para a bicamada lipidica, onde as
cadeias de acido graxo se inserem entre as cadeias de fosfolipidios, e a porcao de
PEG modifica a superficie das vesiculas através de uma camada hidratada pelas

caudas da cadeia polimérica.

O efeito global é um disturbio no empacotamento da bicamada lipidica na
membrana, induzindo a desestabilizacdo e uma alta propensao para estruturas
curvas tais como micelas. Como uma consequéncia disto, a energia necessaria
para a deformacdo é diminuida permitindo que as vesiculas adquiram formas
transitérias mantendo sua integridade. Devido a esses efeitos os lipossomas
peguilados sdao também chamados de lipossomas elasticos ou deformaveis
(Honeywell-Nguyen & Bouwstra, 2005)

A incorporacdo do PEG-8L foi feita nos LC a 1,0.10° mol.L™" de EPC,
contendo CH8 adicionada ao filme lipidico ou adicionada a lipossomas pré-
formados pelo método do balado rotativo. Os LC vazios na mesma concentragao
foram usados como controle para a analise da peguilacdo. A proporcao utilizada
para preparar os lipossomas peguilados foi 60% de fosfolipidio para 40% de PEG-
8L (v:v), ambos em concentragdes molares. A incorporacao do PEG-8L aos LC foi
acompanhada através da variagdo de didmetro médio e distribuicdo de tamanhos
(nm), ao longo do tempo de incubagdo. Como comparativo, temos na Tabela 7 a
distribuicdo de tamanhos e o diametro médio da solucado do tensoativo PEG-8L
livre. Adicionalmente, a peguilacdo também foi analisada pela variagao da tenséo

superficial e potencial zeta.
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Tabela 7 — Diametro médio, % de ocorréncia da populacdo e distribuicao de
tamanho do tensoativo PEG-8L livre em solugédo de tamp&o HEPES.

Intensidade (1) Numero (N)
Faixa % Dts Faixa % Dts
42,8 — 270,6 99,9 112,0+ 2,4 34 -170,7 100 156,1+7,6

Faixa de distribuicao de tamanhos (nm), % de ocorréncia da populagéo, D - diametro médio (nmzs), s — desvio padréo.

A solucdo de tensoativo de PEG-8L apresentou uma populacdo com
didametro de 112,0 quando foi analisada por intensidade de luz espalhada e de

156,1 para niumero de ocorréncias.

4.2.1. Lipossomas vazios
4.2.1.1. Incorporacao do PEG-8L

A Tabela 8 apresenta a distribuicdo de tamanhos dos lipossomas apés a
incorporacdo do PEG-8L por um periodo de 24 horas, estes resultados séo
apresentados graficamente na Figura 31 por um periodo de 1 hora e na Figura 32

por um periodo de 24 horas.
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Tabela 8 — Cinética de incorporacdo do PEG-8L em lipossomas convencionais

vazios a 1,0.10° mol.L™ em funcéo do tempo de incubacdo acompanhadas por um

periodo de 24 horas.

Intensidade (1) Numero (N)
Tempo (h) Faixa % Dts Faixa % Dts

0 34 -54 11,9 43,0 +8,7 34 -54 98,7 43,6 +3,3
108 — 171 87,5 131,9+26,9 | 85—-171 1,3 124,6 + 245

0,25 36 — 48 24,6 427 +53 36 — 51 99,6 417 +37
119-158 754 137,8 + 33,4 | 119 - 148 0,4 133,6 + 32,8

0,50 51 -55 31 53,8+12,2 | 47-59 99,3 53,4+438
146 — 157 69 1475+189 | 136 — 157 0,7 146,9 + 26,3

0,75 51 -54 34,7 546+95 47 — 58 99,1 545+19
135-145 65,3 145,7 + 31,8 | 135 - 156 0,9 143,7 + 16,9

1 47 — 64 32,5 55,2+36 43 - 71 98,8 52,6 +4,6
106 -175 67,5 137,9+248 | 96— 158 1,2 126,6 + 18,3

2 41 — 48 21,5 446 +6,4 36 — 55 99,1 43,7 +3,6
111 -128 785 1247 + 17,9 | 96 — 147 0,9 121,3 + 19,1

5 53 - 58 31,6 54,7 +7,6 48 — 65 99,2 54,3+59
131 -145 68,4 1443 +42.8 | 131 — 160 0,8 145,4 + 23,9

10 42 — 48 23,8 442 +29 39 - 51 99.6 440+2,6
129 -148 76,2 139,5+18,6 | 129 — 148 0,4 138,5 + 31,6

15 63 — 84 90,7 749 +11,9 _

005_258 93 2465+439 | 209 100 71,4269

20 14 - 27 8,5 19,7+2.8 14 - 32 99,6 16,6 + 2,4

39-213 91,2 96,9+16,5 | 39-65 0,4 51,3+9,9
122 -140 58,9 129,3 + 23,2 113 — 140 09 1427 + 37 3

173-198 24,7 185,7 £+ 33,8 ’ e

Faixa de distribuicao de tamanhos (nm), % de ocorréncia da populagao, D-

diametro médio (nm#s),s — desvio padra  o.

Apés incubacado com PEG, os lipossomas apresentam duas populagcdes de

vesiculas, uma populacdo com menor diametro e maior porcentagem populagoes,

caracteristica dos lipossomas e, outra populagdo com maior diametro € menor

porcentagem de populacoes,

caracteristicas do PEG

livre.

Resultados

semelhantes foram obtidos por Oliveira (2007), com lipossomas preparados a

partir de lecitina de ovo comercial, produzida pela Degussa.
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Para os LC a 1,0.10° mol.L™", houve uma predominancia de particulas de
60,5 nm, determinado por distribuicdo (N). Os LP vazios a 1,0.10° mol.L",
apresentaram inicialmente duas populagées de vesiculas, com uma distribuicao (1)
larga de tamanhos, variando de 108 a 171 nm e de 34 a 54 nm para distribuicao
(N). Porém, predominam as particulas de 43,6 nm, como determinado pela
distribuicdo (N). Apds 24 horas de incubacdo, as particulas com 46 nm
(distribuicdo N) foram predominantes. Ao longo do tempo de incubagdo, houve
uma variagao no didmetro médio de aproximadamente 10%. O didmetro médio
dos LP vazios se mostrou menor em praticamente todos os tempos analisados,
devido a re-estruturacéo lipidica em consequiéncia da incorporag¢éo do PEG-8L.

A Andlise de tamanho demonstra que a presenca de PEG-8L reduz o
didmetro médio dos LC (60 nm). A distribuicdo prévia monodispersa muda para
duas populagdes por volta de 50 e 100 nm, predominando a populacdo de menor
tamanho, O equilibrio de particdo foi atingido em 24 horas, onde o PEG-8L foi
distribuido entre a membrana lipidica e as micelas, as quais coexistem em

solucéao.
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Figura 31 — Evolucdo da cinética de incorporagcdao do PEG-8L aos lipossomas

convencionais vazios a 1,0.10° mol.L™", em funcdo do tempo de incubacdo,

acompanhadas por um periodo de 1 hora. t=0 — imediatamente apds a adicao do

PEG-8L.

Beatriz Zanchetta

95



Resultados e Discussao

160 =0 100 =0

=583
NN
bl =
DD dh
NN

I=1h 100 t=1h
100 '
5 75
® 35
25
'] I LI .-'!FH\\-._ -
100 =zh 100 - h

= RER

Jelilelad
e iy
[-TL1-]

FAANN

- £ 1 -
== 5 ‘E’ S0

; A fs
=
= ] P T r E o T T T LI | T (1
= 1. -10n 5 o -10n
w75 = s
s o 35

23
E g P — "III\"' L J‘f\\ T

1. =15 B gLi]] =15 R

=83
2l g bbb el bbbl
el iy =
@ e
delatan

=210 B 7] =20 h
100 = =
5 i 3
23
3
1] - L} } /-‘\:H-‘_\-\_‘T T T T T T T d
=24 108 -21
100 = 4
s 4 3
25 25
[ . — /"h'l. I i o3 "'ﬂ\ T
100 10 100
Diametro medic (nmj

Diametro medio (nmj

Figura 32 — Evolucdo da cinética de incorporagcdao do PEG-8L aos lipossomas
convencionais vazios a 1,0.10° mol.L™", em funcdo do tempo de incubacio,
acompanhadas por um periodo de 24 horas. t=0 — imediatamente apds a adi¢do
do PEG-8L.

4.2.1.2. Morfologia

A morfologia dos LP vazios, compostos de lecitina de ovo e PEG-8L
(60:40), pode ser visualizada na Figura 33. Na Figura 34 fez-se uma comparacao
das vesiculas convencionais e peguiladas.
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o

Figura 33 — Morfologia dos lipossomas peguilados vazios compostos de lecitina
de ovo (LIPOID — E80) e PEG-8L (60:40).

A analise por MET revelou vesiculas esféricas com um contorno espesso e
mais claro que o interior das vesiculas, apresentando uma melhor definicdo do
delineamento da superficie dos lipossomas. Essa melhor definicio deve ser
provavelmente devido a presenca do PEG inserido na superficie da bicamada
lipidica. Devido as perturbacdes resultantes da incorporagédo do PEG-8L, pode-se
também observar a presenca de mais de uma lamela compondo a regido lipidica

dos lipossomas.
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(A) (B)

Figura 34 — Morfologia dos lipossomas convencionais vazios (A) e lipossomas

peguilados vazios (B) ap6s incubacdo com PEG-8L por 24 horas.

De acordo com o apresentado acima, nota-se que os LP se diferem dos LC,
embora mantendo a caracteristica aproximadamente esférica. No entanto, a
bicamada se apresenta com um contorno mais homogéneo e espesso com certa
luminosidade ao redor da vesicula, produzida pela insercao do PEG na bicamada
lipidica, conforme ja identificado anteriormente por Lasic (1993).

4.2.1.3. Tensao Superficial

A incorporacdo do PEG-8L foi também analisada por medidas da tenséo
superficial da solucdo aquosa de PEG-8-L livre na faixa de concentragdes (1.10° a
2.10° mol.L") e adicionado aos LC vazios. A tenséo superficial do PEG-8-L livre e
a sua a curva para determinacdo da concentracdo micelar critica (CMC) séao
mostradas na Figura 35 A e B, respectivamente. A Figura 36 mostra os resultados
de tensdo superficial acompanhada ao longo de 48 horas, quando o PEG-8L, na
mesma faixa de concentracdo acima indicada, foi adicionado aos LC vazios. Os
efeitos comparativos na tensao superficial do PEG-8L livre e incorporado aos LC

vazios sao apresentados na Figura 37.
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Figura 35 — Influéncia da concentracdo de PEG-8L na tensao superficial (A) e
curva para determinacdo da CMC do PEG-8L livre (B).

De acordo com as curvas cinéticas das Figuras 35 A e 36 pode-se dizer que
o equilibrio nas medidas foi praticamente instantaneo em todas as situacdes. Nao
houve mudangas significativas na tensédo superficial nas 48 horas de incubacao
dos LC com o PEG-8-L nas varias concentragdes. Portanto, o tempo de 1 hora de
incubacdo foi adotado nos experimentos de incorporacdo do PEG-8L, para
garantir o estabelecimento do equilibrio. Da Figura 35 B conclui-se que a
concentracdo micelar critica (CMC) do PEG-8-L em agua situa-se em torno da
concentracdo 1.10° mol.L™", e é da ordem de 28 mN/m.
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Figura 36 — Cinética de incorporacdo do PEG-8L aos lipossomas convencionais
vazios, (A) tempo 0, imediatamente apés adicdo do PEG-8L, (B) 3 horas,
(C) 6 horas, (D) 12 horas, (E ) 24 horas e (F) 48 horas apds incubacao.

A Figura 37 foi construida para analisar o equilibrio entre o PEG-8L

incorporado e nao incorporado, abaixo representado, e estabelecido durante a
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incubagdo. Considerando que ndo houve mudancas relevantes nos valores de
tensdo superficial, durante as 48 horas de incubacao, o grafico da Figura 37 foi
construido com uma média dos valores de tensao superficial nos varios tempos (0

a 48 h), para cada concentracao de PEG-8L.

PEG nao incorporado K PEG incorporado (LIP + PEG)
>
4
65—
60—- Lipossomas Convencionais
/ —
554 e
Z 504 Contribujcéo do
IS PEG Incofporado
©
S 457
B, . !
S 40 \
w ®
@ .|
£ %7 - LIP + PEG-8L Contribuicsio do PEGY
= ] - PEG-8L néo incorporado
30
_ u
25

I T I T I T I T I T I T I !
0 1x10e-5 2x10e-5 1x10e-4 5x10e4 1x10e-3 2x10e-3
PEG-8L(mol.L)
Figura 37 — Tensao superficial em funcdo da concentracdo do PEG-8L livre e

adicionado a lipossomas convencionais vazios.

Os resultados obtidos mostram que a tensao superficial dos LC é maior que
a do PEG-8L livre, e a adicao de PEG-8L modifica a tensao superficial desses em
toda a faixa de concentragdo. A concentragdo tao baixa quanto 1.10° mol.L™", ha
um aumento da tensado superficial dos LC, devido a hidrofilicidade da superficie ar-
agua, conferida pela adicdo do PEG-8L. Com o aumento da concentracdo de
PEG-8L, a redugdo da tensado superficial evidencia a sua incorporagdo na
bicamada lipidica. A Figura 38 esquematiza a distribuicao das moléculas de lipidio
e PEG-8L entre a superficie ar-agua e o seio da solucao nas varias concentracoes
de PEG-8L adicionadas aos LC.
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Figura 38 — Representacao esquematica da distribuicdo das moléculas de lipidio e
PEG-8L entre a superficie ar-agua e o seio da solucao nas varias concentracoes
de PEG-8L adicionadas aos lipossomas convencionais na incubagéo.

Para quantificar a propor¢ao relativa do PEG-8L incorporado e néao
incorporado em solugao, tragou-se uma linha de referéncia no valor da tensao
superficial 60 mN/m, a partir da qual foi iniciada a reducdo. A diferenga entre o
valor da tensao superficial dos lipossomas ap6s a adicao do PEG-8L (curva em
vermelho) e a linha de referéncia, caracteriza a contribuicdo do PEG-8L
incorporados aos lipossomas. Ja a contribuicao do PEG-8L nao incorporado, pode
ser caracterizada pela diferenca entre o valor de tensao superficial do PEG-8L
livre (curva preta) e dos lipossomas apds adicdo do PEG-8L (curva vermelha).

A partir dessas consideracoes, os calculos, cujo detalhamento é mostrado
no Anexo VI, foram feitos para a concentracdo adicionada de PEG-8L
4x10* mol.L™", que corresponde a proporcdo molar 60:40 EPC:PEG, usada na
preparacao dos lipossomas. Dos resultados obtidos tem-se que:
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Razao entre as tensodes superficiais LIP+PEG / PEG livre: 1,42

Considerando o comportamento linear entre a tensdo superficial e a

concentracdo de PEG na faixa de 2.10° a 5.10* mol.L™.
PEG incorporado em lipossomas (LIP+PEG): 2.10“* mol.L™

PEG nao incorporado: 2.10* mol.L™

Portanto, no equilibrio, 50 % do PEG adicionado é incorporado nos LC e
50 % permanece distribuido entre superficie ar-agua e predominantemente na

forma de micelas em solucao.

Considerando 60 nm como o didmetro médio dos lipossomas, tem-se:
NUmero de lipossomas dispersao: 2,2 x10'® lipossomas.L™

Numero de moléculas de PEG-8L incorporas: 4450 moléculas/lipossoma

(aproximadamente).

Estes resultados mostram que na formulacédo de lipossomas preparada na
proporcdo molar 60:40 EPC:PEG, coexistem PEG-8L livre e incorporado em
lipossomas, e que as 6000 moléculas de PEG/lipossoma sdo responsaveis por
grande parte da densa camada branca localizada na superficie dos lipossomas

como mostrado nas micrografias da Figura 33.

4.1.1.1. Potencial zeta

Particulas em suspensdo apresentam acumulo de carga superficial que
origina um potencial elétrico (potencial zeta - {). A medida desta propriedade
permite obter informacdes sobre a estabilidade do sistema e de como as
propriedades superficiais sdo modificadas nos processos e formulagcdes. A Figura
39 apresenta a influéncia coloidal, da adicdo de PEG-8L, nas varias

concentracdes, aos LC vazios.
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Figura 39 — Influéncia coloidal da adicado de PEG-8L nas varias concentracoes

aos lipossomas convencionais vazios.

Os resultados de potencial zeta, obtidos apresentados na Figura 39 revelam
valores situados entre -5,85 e -13,97 para as varias concentragcdes de PEG-8L.
Em todas as concentracdes, o potencial zeta decresce apo6s 1h incubacao. Os LC
vazios possuem o maior potencial zeta em valor absoluto, o qual decresce com a
adicao de PEG-8L. Os valores absolutos mais baixos foram até a concentragao de
1x10* mol.L" de PEG-8L, os quais crescem expressivamente na faixa de 5x10
mol.L™" e 2x10° mol.L™". Este comportamento demonstra a distribuicdo do PEG-8L
incorporado nos LC e na forma de micelas em solugdo, como esquematizado na
Figura 38.

4.2.1.5. Toxicidade

A determinacdo da toxicicidade das formulagdes lipossomais €
imprescindivel para as aplicacbes farmacéuticas. A Figura 40 e a Tabela 9
mostram o potencial de citotoxicidade e genotoxicidade dos LC vazios e
peguilados, estudados neste trabalho.

Os resultados mostram que em ambos 0s casos a citotoxicidade aumenta

com a concentragdo de lipossomas nas amostras, porém, em concentragbes em
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torno de 1%, a citotoxicidade € muito baixa, sendo esta, a mesma concentracao
utilizada para os ensaios de permeacao.

—— L
—— L

mo

)

- i

T
10

Concentracdo da formulacdo lipossomal (%)

(5]
(=]
|

“iabilidade das células (%)

Figura 40 — Viabilidade das células a partir da concentracdo da formulacéo
lipossomal. (m) — lipossomas convencionais; (@) — lipossomas peguilados (Rodas
et al., 2009).

Sabendo-se da ndo toxicidade da EPC e do PEG-8-L, atribui-se os efeitos
observados aos componentes toxicos do solvente, que ainda permaneceram
presentes apds o procedimento de formacao dos lipossomas, ou seja, o solvente
nao foi totalmente evaporado na formacao do filme lipidico.

Quando foi analisada a frequéncia de micronucleos, pode-se observar que
quando foi usado S9 (ativador metabdlico), a frequéncia de micronulcleos tem um
valor de seguranca quando comparado com o0s resultados sem S9, tanto na
formulacédo de LC ou LP. Este resultado permite determinar uma concentragéo de
seguranca dos lipossomas para formulacdes tépicas ou para administracao oral,
devendo se ressaltar que a concentracao utilizada nos ensaios in vitro, ex vivo e in
vivo, estavam dentro da faixa de seguranca, pois foram utilizadas na concentragao
de 1.10% mol.L".
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Tabela 9 — indice de Proliferacdo das células e correspondente percentual de

freqUéncia de micronucleo de formulacao de lipossomas (Rodas et al., 2009).

Formulacao

sem S9

com S9

indice de
Proliferacao

Frequéncia

micronucleo (%)

indice de
Proliferacao

Frequéncia

micronucleo (%)

Controle (meio de

1,848 £0,013 2,18 +0,06 1,823+0,013 5,64 +0,29
cultura)
Lipossomas = 4 55710002 8,13 +1,59 1,521 +0,008 3,98 +1,07
convencionais 10%
Lipossomas 4 59710006 1,61 +0,81 1,745+0,009 1,67 +0,39
convencionais 3%
Lipossomas 1,765+0,017 0,87 +0,26 1,714+0,057 1,98 +1,18
convencionais 1%
Lipossomas 1,098 0,002 12,83 + 3,86 1,724 +0,001  595+1,78
peguilados 10%
Lipossomas 4 41610004 4,20 +0.32 1,202 40,003 3,71 +0,20
peguilados 3%
Lipossomas 1773+0,008 2,71 +0,09 1235+0101  212+094

peguilados 1%

4.2.2. Lipossomas contendo chalcona CH8

4.2.2.1.

Incorporacao do PEG-8L

A incorporacdo do PEG-8L as vesiculas ja contendo chalcona CH8

encapsulada, foi

caracterizada através do diametro médio e distribuicao,

morfologia, tensdo superficial e temperatura de transicdo de fases. A Tabela 10
apresenta a distribuicdo de tamanhos dos lipossomas apés a incorporacdo do

PEG-8L por um periodo de 24 horas.
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Tabela 10 — Cinética de incorporacao do PEG-8L em lipossomas convencionais a

1,0.10° mol.L™" contendo chalcona CH8 encapsulada, em funcdo do tempo de

incubagéao, acompanhadas por um periodo de 24 horas.

Intensidade (1) Numero (N)
Tempo (h) Faixa % Dts Faixa % Dts

0 37 —-46 9,3 41,2+3,3 29 - 74 99,1 39,2+2,8
93 — 296 89,8 160,4+453 | 93-186 0,9 124,2 + 25,9
0,25 99-118 69,5 1150+23,8 | 99-139 98,8 112,6 +33,7
233-276 30,5 234,8+559 | 196 — 276 1,2 235,9 £ 55,8

0,50 53 — 66 26,9 63,8 + 8,9 42 — 84 99,1 60,4 +4,3
168 -211 73,1 171,3+20,0 | 133 - 211 0,9 170,3 £+ 22,8

0,75 33 -41 6,6 36,1+27 26 — 52 98,9 34,6 £ 3,0
82 — 262 93,3 146,5+33,8 | 65—-165 1,1 105,2 + 15,6

1 48 — 57 16,3 54,6 +5,8 40 - 67 99 52,8 + 3,9
158 -187 83,7 158,8+36,9 | 133-187 1 159,5 + 19,6

2 33-52 8,8 40,0+ 2,6 26 — 166 100 36,7+1,8

66 — 263 91,1 146,4 + 25,9

5 35-49 15,1 41,1+4.4 29 — 49 99,8 40,7 £4,9
136-162 84,9 1592+249 |136-162 0,2 149,4 + 25,6
10 79-94 50,3 90,0+ 12,7 | 67 —111 98,3 87,3+11,9
156 —-200 49,7 185,9+38,0 | 156 — 220 1,7 187,3 43,2

15 42 — 265 100 113,1+21,9 | 33-167 100 58,2 £ 4,9

20 37 - 342 100 116,7+18,4 | 31 -173 100 50,6 = 6,1

24 48 — 53 30,6 50,7 £ 3,7 48 — 59 99,8 51,0+4,8
146-218 694 177,0+150 | 161-178 0,2 170,3+ 19,5

Faixa de distribuicao de tamanhos (nm), % de ocorréncia da populagao, D-

diametro médio (nmx#s), s — desvio padrao.

Dos resultados obtidos verifica-se que apés a incubacao com PEG-8L, dos

lipossomas contendo CH8, também sao produzidas 2 populagdes, semelhantes a

incorporacao do PEG-8L em lipossomas vazios. A distribuicdo de tamanhos oscila

entre as duas populacdes, com as faixas de variacdo de cada populacédo estando

definidas durante o tempo de aproximadamente 1 hora. Pouca variacdo na

distribuicdo foi verificada em 24h. Semelhante aos LC, essas distribui¢cdes

apresentam também somente as duas populacdes caracteristicas dos lipossomas

e do PEG livre, indicando que a inser¢cao do PEG-8L nao expulsa a chalcona CH8

da bicamada lipidica.
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4.2.2.2. Morfologia

As microscopias dos LP contendo CH8 encapsulada pelo método de
agitacdo branda (em baldo rotativo) na proporcdo molar 60:40 (EPC:PEG) sao
apresentadas na Figura 41.

Figura 41 — Morfologia dos lipossomas peguilados contendo chalcona CH8
encapsulada, na propor¢cao molar de 60:40 (EPC:PEG).

A incorporagdo do PEG-8L em lipossomas contendo chalcona CH8
encapsulada manteve a integridade dos lipossomas e a sua forma
aproximadamente esférica. No entanto, pode-se observar claramente
modificacées na regido lipidica na superficie das vesiculas. Nessa regido, a
presenca da CH8 parece preencher os espacos entre as bicamadas lipidicas
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resultando em aspecto liso, e a camada de hidratacdo do PEG-8L aparece mais
difusa em torno da particula. O PEG-8L parece distribuir-se regularmente em toda
a superficie, com o aparecimento de pontos brancos mais densos, que podem
representar os pontos de insercao das moléculas de PEG-8L na superficie dos

lipossomas.

4.2.2.3. Tensao Superficial

A Figura 42 apresenta a cinética de incorporacdo do PEG-8L nos
lipossomas contendo CH8. Do mesmo modo que para os LC vazios, o equilibrio
na medida da tensdo superficial € atingido instantaneamente, e nado ocorrem
modificacoes na tensao superficial ao longo de 48 horas de incubacdo. A
incorporacao do PEG-8L nos LC contendo CHS8 reduz a tensao superficial mesmo
para a mais baixa concentragcdo, demonstrando a influéncia da presenca da CH8
no equilibrio. Para concentra¢cdes mais altas de PEG-8L, os valores de tensao
superficial resultante sdo préximos aos dos LC vazios peguilados (Figura 39).
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Figura 42 — Cinética de incorporacdo do PEG-8L aos lipossomas convencionais

contendo chalcona CH8 encapsulada, (A) tempo 0, imediatamente apds adi¢cao do
PEG-8L, (B) 3 horas, (C) 6 horas, (D) 12 horas, (E) 24 horas e (F) 48 horas apds

incubagéo.

110

Beatriz Zanchetta




Resultados e Discussao

4.2.2.4. Temperatura de Transicao de Fase
A temperatura de transicdo de fase dos lipossomas foi determinada por
calorimetria diferencial de varredura (DSC). Sendo uma técnica termodinamica
muito eficiente, sensivel e nao invasiva, utilizada para a caracterizacdo do
comportamento termotrépico e da estabilidade térmica das bicamadas lipidicas e
para a investigacao de interacdoes farmaco-membrana (Puglisi et al., 1995). Esta
técnica foi utilizada com o objetivo de analisar a influéncia da chalcona CH8 na

bicamada lipossomal.

Para todas as estruturas formadas por fosfolipidios existe uma temperatura
na qual as cadeias acila sofrem transformacao (reversivel) passando de um
estado mais ordenado gel (L,) para um estado mais fluido e desordenado, liquido-
cristalino (Lg). A temperatura na qual ocorre esta transicdo é denominada de
temperatura de transicdo de fase (Tm). As curvas de capacidade calorifica (Cp)
versus temperatura foram obtidas diretamente das medidas de calorimetria
diferencial de varredura através das quais pode-se obter a Tm, que é a
temperatura onde a Cp é maxima, através deste pode ser calculado o valor da

entalpia (A.

A Tm foi determinada para os LC e LP contendo a chalcona CH8. Os
lipossomas vazios, de ambos os tipos, e a chalcona livre, foram usados como
controles. Os termogramas (Figura 43) obtidos pela técnica de DSC para os varios
sistemas e seus controles, foram utilizados para analisar as interacdes entre a

chalcona, PEG-8L e a bicamada dos lipossomas.
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Figura 43 — Termograma de DSC para agua (=====): |ipossomas convencionais
vazios (====): chalcona CH8 em agua (=== ); lipossomas convencionais contendo
chalcona CH8 encapsulada ( ====); PEG-8L em adgua (====); lipossomas peguila-
dos vazios (====); lipossomas peguilados contendo chalcona CH8 encapsulada
( ). No topo as temperaturas de transicao de fase (Tm) obtidas de cada curva

com taxa de aquecimento de 1 °C/min.

Comparando os termogramas obtidos, observa-se que a temperatura de
transicao de fases dos LC (8,7 °C) foi maior que a dos LP (2,5 °C). Esta reducao
aparece em consequéncia da maior fluidez, ou desorganizagdo das membranas
lipidicas produzida pela inser¢do da porgao hidrofébica do tensoativo PEG-8L na
bicamada lipidica, e a repulsdo da parte hidrofilica do polimero localizado na
superficie dos lipossomas, como mostrado na Figura 44.

A incorporacgao da chalcona reduziu o valor da temperatura de transicao de
fase para ambos os lipossomas, convencional e peguilado. No convencional a Tm
passou de 8,7 °C para 0,0 °C, enquanto no peguilado a variacao foi de 2,5 °C para
0,3 °C. A diminuicdo nos valores da Tm indica que a chalcona perturbou o
empacotamento dos lipidios ao se inserir na bicamada lipidica. Essa
desorganizacao foi muito mais intensa para os LC, cujo empacotamento dos
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lipidios € maior, comparados com os peguilados, nos quais o empacotamento ja
sofreu os efeitos da insercdo do PEG aumentando assim a fluidez da membrana.
O balanco de forgas entre os lipidios na bicamada e as cadeias de PEG na
superficie € mostrado na Figura 44. Trotta et al. (2003), obtiveram resultados
semelhantes de diminuicdo da temperatura de transicao de fases dos lipossomas
quando o ativo natural hidrofébico glicirrizinato foi encapsulado em lipossomas de

lecitina de soja.

A diminuicdo da Tm é causada pelas interacbes do grupo fosfato do
fosfolipidio com o da molécula de chalcona CH8, que em pH préximo de 7 esta em
quase sua totalidade na forma zwitteribnica, proporcionando um aumento no
afastamento entre as cadeias fosfolipidicas. Esta repulsdo afasta os lipidios,
levando a uma diminuicdo da energia requerida para que ocorra a Tm, e

consequentemente, a temperatura em que ocorrera a transicao sera maior.

Nestes termogramas obtidos a velocidade de aquecimento 1 °C/min., ndo
foram observadas pré-transicoes de fase, que podem ser um indicativo da rapida
mudanca de fase, ndao havendo na regidao de pré-transicao de fase, na qual ha

coexisténcia dos anfifilicos no estado gel e no estado liquido-cristalino.

Figura 44 - Diagrama esquematico dos efeitos da insercdo do PEG-8L no
empacotamento da bicamada lipidica dos lipossomas, adaptado de Lasic & Martin
(1995).
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B) Permeacao de Lipossomas

4.3. Transporte dos Lipossomas Através de Membranas Sintéticas de
Nanoporos

Para avaliar a elasticidade dos lipossomas foram realizados ensaios de
permeacdo em membranas sintéticas de nanoporos, com diametro
aproximadamente igual aos poros da pele. O transporte dos lipossomas através
de membranas de nanoporos tem por objetivo avaliar a quantidade de lipidio e de
chalcona CH8 que consegue permear a membrana e, portanto, supostamente,
alcancar as camadas mais profundas da pele.

O transporte através de membranas de nanoporos foi realizado apos
incorporacdo do PEG-8L na concentragcdo molar de 40% aos LC vazios e
contendo chalcona CH8, lipossomas convencionais vazios e contendo chalcona
CH8 foram utilizados como controle. O didametro médio foi analisado para cada
caso, apds a permeacao, para verificar a transicdo de formas e a variagcao de
didmetro médio do permeado.

4.3.1. Quantificacao da CH8 permeada

A Tabela 11 apresenta a quantidade de chalcona CH8 que permeou através
da membrana sintética em diferentes pressoées (2,5 a 20 atm), contida em LC e LP
analisada em porcentagem de chalcona CH8 permeada em relacao ao seu valor
inicial encapsulado nos lipossomas. Na Figura 45 temos a representacao grafica
das quantidades permeadas. Observe-se que devido a CH8 ser uma substancia
lipossoluvel, na andlise empregada para determinar a concentracao de chalcona
CHB8, foi utilizado como solvente a acetonitrila que tanto serviu para desintegrar as
vesiculas lipossomais como para extrair a CH8 encapsulada. A CH8 livre agrega-

se e ndo permeia através do sistema de membranas.
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Tabela 11 — Quantificagdo da chalcona CH8 encapsulada em lipossomas
convencionais e peguilados (40% de PEG), apds permeacdo em membrana
sintética, nas pressoes de 2,5; 5; 12 e 20 atm, em porcentagem de chalcona CH8

permeada.

LIPOSSOMAS PRESSAO CHS Inicial CHS Final PERMEADA

(atm) (mg/mL) (mg/mL) (%)

2,5 0,0037 11,12

Convencionais 5 0,0329 0,0043 13,22

12 0,0057 17,45

20 0,0062 18,81

2,5 0,0027 10,84

Peguilados 5 0,0246 0,0033 13,53

12 0,0043 17,58

20 0,0047 19,54

0.035-
0.030+
0.025+
0.020+
0.015+4
0.010+
0.005+ 7

0.000 m”””
L & & F
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Figura 45 — Quantificacdo da chalcona CH8 apds permeacao de lipossomas
convencionais (LC) e peguilados (LP) em membrana sintética, nas pressdes de
2,5;5;12 e 20 atm.

Os resultados experimentais mostram que a quantidade de CH8 permeada

aumenta com a pressao aplicada na permeacdo. A andlise estatistica para a
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quantidade de CH8 permeada revelou que ha somente diferencga significativa (P <
0.05) entre as pressdes de 2,5 e 20 atm. Ja para a permeacao dos lipossomas
peguilados, houve diferenca significativa (P < 0.01) quando se analisou as

pressdes de 2,5 com 12 atm e 20 atm.

Em relacdo a permeacgao dos LC contendo chalcona CH8, é possivel que a
chalcona CHS8 tenha se inserido na bicamada lipidica, conferindo elasticidade ao
sistema, aumentando a capacidade de deformacgdo, fazendo com que permeasse
mais chalcona (0,0037 mg/mL) quando comparado aos LP (0,0027 mg/mL),
podendo estar relacionado com uma possivel competicao entre a chalcona CH8 e
o PEG-8L pelas bicamadas lipidicas, provavelmente o PEG ao se inserir na
bicamada tenha expulsado a chalcona CH8, deixando-a livre em solucdo, o que

dificulta sua passagem na forma livre através de poros muito pequenos.

4.3.2. Teor de fosfato apés permeacao

A quantificacao do fosfato foi realizada para verificar a quantidade de lipidio
que permeou a membrana. Na Tabela 12, estdo apresentados os valores do teor
de fosfato dos LC e LP vazios e contendo chalcona CH8 encapsulada. Os
resultados sdo apresentados nesta tabela, para as pressdes de 2,5 atm (presséo
do gradiente transepidermal), 5 atm (pressdo pouco acima do gradiente
transepidermal), 12 atm (presséao intermediaria) e 20 atm (pressao mais elevada).
A determinagcdo do teor de fosfato foi realizada em triplicata e a curva padrao
plotada, obtendo-se um coeficiente de regressao linear acima de 0,99.
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Tabela 12 — Quantificacdo do teor de fosfato dos lipossomas convencionais e
peguilados (40% de PEG-8L), vazio e contendo chalcona CH8 encapsulada, apés
permeacdo em membranas sintéticas de nanoporos de diametro de 30 nm, a uma

temperatura de 37 °C e sob pressoes de 2,5; 5; 12 e 20 atm.

PRESSAO PO, %Inicial PO, Final PERMEADO

LIPOSSOMAS (atm) (mmol.L")  (mmol.L") (%)

25 0,09 9.4

Convencionais 5 0,26 26,0
Vazio 1,00

12 0.30 30,4

20 0,37 375

2,5 0.16 26.6

Peguilados 5 0,60 0,29 48,2

Vazio 12 0,39 655

20 0,51 850

25 0.13 16,8

Convencionais 5 0,80 0,29 35,7

com CH8 12 0.33 408

20 0.38 47 8

25 0.16 343

Peguilados 5 0,48 0,24 49,1

com CH8 12 0,28 57,3

20 0.33 68.3

Os resultados mostram que a dosagem de fosfato, das fracdes permeadas,
aumenta com o aumento da pressao e foram mais elevadas para os LP que para
LC vazios ou contendo CH8. Comparando esses resultados com os da Tabela 11,
observa-se que a razdao CH8/EPC se reduz com a pressao, ou seja, embora
aumente a quantidade de CH8 permeada, a quantidade de lipidio aumenta muito
mais, indicando que parte dos lipossomas perderam a CH8 encapsulada na
permeacgdo, principalmente no caso dos peguilados. Isso explica a retencéao
acentuada da CH8 na membrana sintética e a baixa quantidade de CH8 permeada
em ambos os tipos de lipossomas.
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4.3.3. Diametro médio e distribuicao de tamanhos dos lipossomas
permeados

A Figura 46 apresenta uma distribuicdo de didmetro meédio comparativa
para LC e LP (60:40), vazios ou contendo chalcona CH8 encapsulada, apés a
permeacao, em funcao da pressao aplicada ao sistema (2,5; 5; 12 e 20 atm).

B2 | Cvazio EERILP vazio B C ¢/ CH8 LP ¢/ CH8
80~
70+
60 =
504
404
30-
20-
10-

oLE

Diametro médio (nm)

Pressao (atm)

Figura 46 — Efeito da pressao (2,5; 5; 12 e 20 atm) aplicada ao sistema, sob o
didmetro médio dos lipossomas convencionais e peguilados (60:40), vazios ou
contendo chalcona CH8 encapsulada.

Observa-se nos resultados, que o diametro médio dos lipossomas se reduz
com a pressao aplicada. Esses efeitos sdo mais pronunciados nos lipossomas
vazios convencionais comparados aos peguilados. A reducdo do tamanho dos
lipossomas apds a permeacdo também € mais acentuada para os lipossomas
vazios (LC e LP) do que contendo CH8. A redug¢édo no tamanho com a presséao é
uma consequéncia do rompimento das vesiculas durante a passagem através dos
poros. A incorporacao do PEG-8L e da CH8 forneceu elasticidade aos lipossomas
e capacidade de permeacdo através de poros estreitos. No caso da CH8 a
elasticidade deve-se a maior fluidez da bicamada como visto nos espectros de
DSC e na temperatura de transicao de fases.
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A elasticidade conferida por compostos hidrofébicos presentes na bicamada
de lipossomas também foi evidenciado em trabalho realizado por Trotta et al.
(2003) com lipossomas contendo glicirrizinato encapsulado fornecendo lipossomas
de diametro médio 301 nm + 25. Com os LC vazios de lecitina de soja
apresentados no trabalho de Trotta et al. (2003), ocorreu apenas a filtracao dos
lipossomas com diametro menor que o dos poros da membrana. Neste caso, a
lecitina de soja, devido a sua maior temperatura de transicao de fases (55 C) é
muito menos fluida que a lecitina de ovo a temperatura ambiente. Resultados
semelhantes de elasticidade também foram obtidos em trabalho subseqglente de
Trotta et al. (2004) com o metotrexato também hidrofébico, co-encapsulado em
lipossomas compostos de lecitina de soja e glicirrinato.

Os valores de didmetro médio e distribuicao de tamanhos para cada uma
das formulacdes lipossomais em funcédo da pressao aplicada é apresentado no
Anexo VII Os resultados obtidos concordam com o comportamento do didametro
médio apresentado na Figura 46, onde observa-se maior capacidade de
deformacéo dos lipossomas peguilados em relacdo aos convencionais vazios, € a
influéncia positiva na elasticidade conferida pela CH8 em ambos os tipos de

lipossomas.

4.3.4. Morfologia

A capacidade de deformagao das vesiculas foi também avaliada através da
morfologia dos lipossomas antes e apds a permeacao, para os LC vazios (Figura
47), LC contendo chalcona CH8 encapsulada (Figura 48) LP vazios (Figura 49) e
LP contendo chalcona CH8 encapsulada (Figura 50). Nas figuras a letra A,
representa as microscopias antes da permeacao e a letra B, apés permeacao (P=
2,5 atm).
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Figura 47 — Morfologia dos lipossomas convencionais vazios compostos de
lecitina de ovo (LIPOID — E80) antes (A) e ap6s permeacgao (B) através de
membranas (P= 2,5 atm).

As microscopias da Figura 47 mostram que os LC vazios apresentam
deformacdo em relagdo a forma esférica, mesmo antes da permeacgao, devido a
fluidez da bicamada conferida pela lecitina de ovo a temperatura ambiente. Essas
deformacgdes aparecem mais acentuadas apds a permeagao.
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Figura 48 — Morfologia dos lipossomas peguilados vazios compostos de lecitina
de ovo (LIPOID — E80) e PEG-8L (60:40) antes (A) e ap6s (B) permeacao através
de membranas (30 nm) com pressao de 2,5 atm.

Para os lipossomas peguilados vazios, a densidade da camada superficial
produzida pela insercdo do PEG-8L mostra formas mais esféricas antes da
permeacdo, com deformagdes mais nitidas apds a permeacdo. Os campos
analisados mostram algumas agregacdes dos lipossomas apds a permeacao e
algumas formas alongadas, que podem representar o PEG liberado da superficie
dos lipossomas durante a permeacao.
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Figura 49 — Morfologia dos lipossomas convencionais contendo chalcona CH8
encapsulada antes (A) e apés (B) permeacao através de membranas (30 nm) com
pressao de 2,5 atm.
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Figura 50 — Morfologia dos lipossomas peguilados contendo chalcona CH8

encapsulada, incubados com PEG-8L (60:40) antes (A) e apds (B) permeacao
através de membranas (30 nm) com presséao de 2,5 atm.

Nas microscopias das Figuras 49 e 50 pode-se observar que para 0s
lipossomas contendo CH8 as mudancas apds a permeacao sao muito menos
pronunciadas que para os lipossomas vazios, tanto para os convencionais quanto

para os peguilados.

4.3.5. Tensao Superficial
A Figura 51 apresenta os resultados da tensao superficial dos LC e LP vazios,
antes e apoOs permeacdo, assim como do tensoativo PEG-8L utilizado como
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controle. A influéncia da encapsulagdo da chalcona CH8 na tensao superficial
pode ser avaliada na Figura 52, antes e apdés permeacado e comparativamente
com os lipossomas vazios.
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Figura 51 — Tensdo superficial dos lipossomas convencionais vazios (A) e
peguilados vazios (B) e da solucao de PEG-8L livre (C), utilizado como controle,
medidas antes e apds permeacdo em membranas sintéticas de nanoporos de 30

nm de didmetro, sob pressao de 2,5 atm e temperatura de 37 °C.

Apoés a permeagao, a tenséo superficial aumenta tanto para os lipossomas
convencionais e peguilados, quanto para o PEG-8L isento de lipossomas em
solucdo. Nos dois primeiros casos a tensao superficial apés a permeacao fica
proxima da tensdo superficial da agua, fato que se deve tanto a reducdo da
concentracao dos lipossomas apos a permeacgao, quanto a redistribuicado do PEG-

8L nas préprias vesiculas e/ou a sua liberagdo dos lipossomas, ambos devido ao
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cisalhamento imposto nos poros durante a permeacado. No caso da permeacao do
PEG-8L na auséncia de lipossomas, o aumento da tensado superficial deve-se a
redistribuicio do PEG-8L entre as micelas e a superficie ar-agua apéds a
permeacao. Portanto, no caso dos lipossomas, o valor da tensao superficial obtido
€ uma resultante de ambas as contribuicées: do PEG-8L nos lipossomas e na

forma de micelas em solugéao.

= LIP conv CH8 - antes permeagao = LIP elast CH8 - antes permeagao
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80 LIP conv Vazio 80 LIP elast Vazio
75 75
704 1 704 W
Eesd i° Eel
=l g
E 60 E 60
3 s, 3 «]
5 50| § =]
3 A
@ 45 B 45 S -
(=]
3 a0 8 4]
S L)
~ 35 ls 35
304 304
2B+ T T T T T T T T 1 2
0 5 10 15 20 25 30 3B 40 45 0 5 10 15 20 25 30 3B 4 4
Tempo (min) Tempo (min)

Figura 52 — Tensao superficial dos lipossomas convencionais contendo chalcona
CH8 (A) e peguilados contendo chalcona CH8 (B), medidas antes e apés
permeagdo em membranas sintéticas de nanoporos de 30 nm de diametro, sobr
pressao de 2,5 atm e temperatura de 37 °C, comparativamente com os lipossomas

vazios.

A Figura 52 mostra comportamento semelhante da tensdo superficial dos
lipossomas contendo CH8, em relacao aos lipossomas vazios, com o aumento da
tensdo superficial apés a permeacgao. Pode-se observar que a tensédo superficial
dos lipossomas peguilados antes da permeacéao é igual para os lipossomas vazios
ou contendo CHS8, ou seja, a CH8 nao interfere na atividade de superficie,
devendo ser atribuida somente ao PEG incorporado. O mesmo comportamento
ndao acontece com o0s lipossomas convencionais antes da permeacdo, cuja

encapsulacdo da CH8 aumenta a sua tensao superficial.
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4.3.6. Potencial Zeta
Na Figura 53 apresenta-se a influéncia do PEG-8L no potencial zeta dos

lipossomas apo6s a permeacao (P= 2,5 atm).

104
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-304

-354
-40+

Potencial Zeta (mV)

B2 antes da permeagéo
-45= B4 ap6s permeagéo

Figura 53 — Efeito da permeacéao (P= 2,5 atm e 37 °C) sobre o potencial zeta dos

lipossomas. LC — lipossomas convencionais e LP — lipossomas peguilados.

Os valores do potencial zeta apresentados na Figura 53 mostram a
influéncia do PEG. Este reduz significativamente (P < 0.01) a carga eletrostatica
da camada adjacente a superficie dos lipossomas, em relacdo aos LC vazios
antes da permeacgdo. A presenca da CH8 diminui o potencial zeta, sendo esse
efeito mais acentuado para os LP. Esse efeito comprovam a reestruturacdo dos
lipidios na bicamada com mudancgas na superficie, decorrentes da encapsulacéo
da CH8.

Apoés a permeacgdo o potencial zeta diminui em valor absoluto, sendo mais
acentuado nos LC vazios do que nos LP. Isto demonstra a maior integridade dos
LP apbés a permeacado, em relacdo aos LC. A presenca da CH8 reduziu a

intensidade desses efeitos apds a permeacao tanto para ambos LC e LP.

4.3.7. Reologia de Lipossomas em Membranas de Nanoporos

A Lei de Darcy foi desenvolvida em 1856, pelo engenheiro hidraulico

francés Henry Darcy (1803-1858) ao conduzir seu famoso experimento de
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escoamento de agua através de meios porosos. Essa lei considera a linearidade
entre a vazdo e a queda de pressdao; e a constante de proporcionalidade
representa a permeabilidade do meio, que s6 depende das suas propriedades
fisicas. Posteriormente, essa lei foi estendida para representar o escoamento da
grande parte de fluidos em meios porosos, incluindo membranas (Slattery, 1972).

Numa visdo de engenharia, a pele humana foi simulada por uma membrana
com raio de poro igual ao tamanho de poro do estrato cérneo (30 nm) e a
permeacao de lipossomas foi analisada como uma permeacdo em meio poroso
complexo. A Lei de Darcy prevé que nao existe vazao de solucdo na auséncia de
uma diferenca de pressao transmembrana. Hunter & Frisken (1998) apontam essa
mesma afirmacao para dispersdes coloidais como as de lipossomas.

4.3.7.1. Comportamento da e vazao versus pressao para os lipossomas

As curvas de permeacado dos lipossomas em funcdo da pressdo sao
apresentadas na Figura 54, juntamente com a curva de permeacao de agua. Nela
observa-se que os varios lipossomas uma resisténcia inicial ao escoamento a
baixas pressdes, ou seja, foram observadas baixas vazdes nessas condicdes.
Porém, para pressdes acima de 8 atm, observa-se uma grande sensibilidade da
vazao com a pressdo. Observa-se também que para as mesmas pressoes, as
vazdes dos lipossomas sdo maiores para os LP comparados aos LC ambos
vazios. A presenca da CH8 nos lipossomas reduz as vazdes para os LP, enquanto
que aumenta acentuadamente a capacidade de permeacdo dos LC. Esses
resultados comprovam as evidéncias anteriores com relacdo a elasticidade
imposta pelo PEG-8L e CHS8, e neste ensaio ficou evidente a diferenciacdo de
elasticidade da CH8 nos LP, comparada aos LC. A elasticidade dos LP, confirma

os resultados da literatura apresentados por Bouwstra et al. (2003).
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Figura 54 — Curvas de permeacao de agua deionizada, lipossomas convencionais
e peguilados em duas membranas de policarbonato sobrepostas, com diametro

nominal de poros 30 nm.
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Figura 55 — Permeacao dos lipossomas na regidao de 10 a 18 atm, ajustadas a

uma reta.

A Figura 55 ressalta a regido linear das curvas, compreendida entre as
pressées 10 e 18 atm. O comportamento mostra que apds a resisténcia inicial a
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baixas pressoes, os lipossomas escoam através das membranas obedecendo a lei
de Darcy para meios porosos. Essa evidéncia simplifica o estudo do escoamento
através de membranas de nanoporos podendo-se utilizar uma modelagem
matematica ja bem estabelecida para andlise do escoamento de sistemas mais
simples que os lipossomais, e de meios porosos também mais simples

comparados as membranas de nanoporos ou a pele.

O comportamento observado é o mesmo da Figura 54, e mostra que a
permeacao € muito mais facilitada com a presenca da chalcona CH8 em LC do
que com a chalcona CH8 em LP, até mesmo em relacdo aos LP vazios. Portanto,
esses resultados confirmam que a chalcona CH8 contribui muito mais para a
elasticidade dos lipossomas, do que o PEG-8L, trazendo vantagens com relagao a

producéo, e aos custos associados.

4.4. Permeacao ex vivo - modelo de célula de Franz, com pele de orelha
de porco

No ensaio de permeacao cutanea usando as formulagdes lipossomais em
pele de porco, ndo foi detectado por CLAE-UV qualquer pico referente a
passagem da chalcona nas amostras de tampao coletadas abaixo da pele até 12
horas de aplicagao, respeitando os limites de quantificacéo e deteccao do método
analitico. Esses resultados mostram que em ambas as formulacdes lipossomais a
chalcona CH8 ficou retida na pele por pelo menos 12 horas, sugerindo que nao

devem ser absorvidas para a circulagao sistémica durante o tratamento.

A retencdo cutanea ex vivo da chalcona CH8 veiculada em lipossomas

convencionais ou peguilados esta representada na Figura 56.
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Figura 56 — Demonstracdo da penetracdo cutanea ex vivo das composicoes
lipossomais utilizando o modelo de pele de porco. Em (A) é apresentado o
percentual de chalcona retida no estrato corneo e em (B) o percentual de chalcona
CHS8 retido na epiderme e derme (Rossi-Bergmann et al., 2009).

Para as duas formulagbes, houve um aumento significativo na
concentragdo de chalcona CH8 retida nas camadas da pele, tanto de extrato
cérneo (EC), quanto na epiderme e derme (EP+D) com o tempo de aplicacado de
12 h. Apds esse tempo, 8,43 + 4,13 ug/cm? e 6,06 + 4,54 pg/cm? de chalcona CH8
foram quantificados no EC, nas formulacdes de lipossomas convencionais e
peguilados, respectivamente. Ja na EP+D, 2,86 + 1,78 pg/cm2 e 2,22 + 1,58
ng/cm? foram quantificados paras as formulagées de lipossomas convencionais e
peguilados, respectivamente. Nao foi observada diferenga significativa entre as
formulacdes, indicando que mesmo sem PEG-8L, a formulagdo de lipossomas
convencionais é capaz de atingir camadas mais profundas da pele. Ambas as
formulacdes levaram a um aumento da retencao cutdnea em relagdo a formulacao
com creme lanete, que apresentou retengcdo em 12h de 7,59 + 1,20 ug/cm2 para o

estrato corneo, e 0,94 + 0,20 ug/cm2 para epiderme e derme.

Em todas as camadas da pele, houve maior retencédo de chalcona CH8 em
funcéo do tempo, sendo 12 horas o tempo de aplicacdo mais adequado, ja que foi
possibilitou maior deteccao da chalcona. Apds 12 h, a concentracao de chalcona
CH8 na EP+D aumentou 3,6 vezes em relacao ao tempo de 4h, para a formulagao

de chalcona CH8 em lipossomas convencionais, e 3,5 vezes para o0s peguilados.
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O desempenho dos lipossomas convencionais com chalcona CH8 foi
melhor que com os lipossomas peguilados, que contém PEG-8L em sua
superficie. Entre os lipossomas vazios, o com PEG-8L apresentou melhor
desempenho, demonstrando a importancia da chalcona CH8 para a elasticidade

da membrana lipossomal.

Avaliando os resultados de retengdo cutdnea, ambas as formulacbes foram
capazes de penetrar na pele, atingindo a derme. As formulagdes lipossomais
apresentaram perfil de retengdo semelhante, com maior eficacia no tempo de 12h,
sendo uma relacdo tempo-dependente. Ambas obtiveram melhores resultados de
retencédo cutdnea em relacdo ao creme lanete, quando se avalia a % de chalcona
CHS8 retida.

As formulagcbes lipossomais mostraram-se eficazes em promover a
retencdo da chalcona CH8 nas camadas de pele, sendo porém indicadas para
aplicacao tépica ao invés de sistémica, ja que nao foram capazes de permear em

grande propor¢ao através da pele.

C) Eficacia in vivo no tratamento topico da Leishmaniose

4.5. Avaliacao das composicoes lipossomais

Na avaliagdo de atividade in vivo com o tratamento pela via topica, o
tratamento tépico de camundongos com os LC contendo 6,6 pug chalcona CH8
apresentou a mesma atividade que o controle positivo intralesional, que recebeu
3,3 ug da chalcona CHS8 livre (Figura 57). O mesmo efeito é obtido com a
avaliacao da carga parasitaria ao final do experimento (Figura 58). Este resultado
demonstra a capacidade da formulacdo em LC de penetrar a pele e veicular a
chalcona a regido infectada, possibilitando assim, o tratamento por uma via nao
invasiva. O grupo tratado com a formulagéo de chalcona CH8 em LC apresentou
maior eficacia que o grupo tratado com uma dose bem mais alta de 200 ug de
chalcona CH8 livre em creme lanete. Os demais grupos que foram tratados com
os veiculos vazios (lipossomas convencionais - LC, lipossomas peguilados - LP e
creme lanete - CL) apresentaram perfil semelhante ao grupo nao tratado,
indicando atividade especifica da chalcona.
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Figura 57 — Eficacia da chalcona CH8 veiculada em lipossomas convencionais e
peguilados no tratamento de leishmaniose cutdnea murina pela via tépica.
Camundongos BALB/c foram infectados com 2x10° promastigotas de L.
amazonensis GFP na orelha. Tratamento administrado pela via topica por 30 dias
consecutivos, 2x ao dia, 12 dias ap06s infecgao; intralesional 2x por semana,
durante 4 semanas, 12 dias ap6s infeccao. Crescimento de lesdo com tratamento
tépico com formulacdes lipossomais na dose de 6,58 ug chalcona CH8, e creme
lanete de 200ug chalcona CH8. Tratamento do grupo controle intralesional com

3,29 ug chalcona CH8. Crescimento de lesdo medido semanalmente com auxilio
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de paquimetro (Rossi-Bergmann et al., 2009).
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Figura 58 — Eficacia da chalcona CH8 encapsulada veiculada em lipossomas
convencionais e peguilados no tratamento de leishmaniose cutanea murina pela
via tépica. Camundongos BALB/c foram infectados com 2x10° promastigotas de L.
amazonensis GFP na orelha. Tratamento administrado pela via topica por 30 dias
consecutivos, 2x ao dia, 12 dias apo6s infeccdo; intralesional 2x por semana,
durante 4 semanas, 12 dias apoés infeccdo. Carga parasitaria medida por unidades
de fluorescéncia especifica, obtida 42 dias apds infeccdo. Fluorescéncia basal =
7575+1289, (Médiat+ SD, n=5), *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 (Rossi-Bergmann
et al., 2009).

O uso da formulagcdo de chalcona CH8 encapsulada em lipossomas
convencionais € a mais vantajosa, pois apresenta o mesmo desempenho que 0s
lipossomas peguilados, sem a etapa adicional de incorporagédo de PEG-8L, na
avaliacao de retencao cutanea em células de Franz. E sua eficacia foi maior que o
peguilado no tratamento pela via tdpica, apresentando o0 mesmo controle da
infeccdo que o grupo tratado com chalcona CHS8 intralesional, com o uso

preferencial de uma via ndo invasiva.
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5. CONCLUSOES

A leishmaniose é uma doencga negligenciada e o tratamento é a grande
arma de combate devido a complexidade de sua epidemiologia. Sendo até os dias
de hoje, o farmaco de primeira escolha, o Sb*, introduzido no inicio do século
passado, toxico e injetavel. A descoberta de novos farmacos e a veiculacdo em
sistemas de liberacdo variados se torna um atrativo interessante, ainda mais na

forma de administracéo por via tépica.

Conclui-se portanto, que a encapsulacao da chalcona CH8 em lipossomas
¢é factivel, sendo confirmada para ambas as formulacées lipossomais (LC e LP),
com modificagdes na morfologia, diametro médio, tensao superficial e temperatura
de transicdo de fase em relacdo aos LC vazios. Os estudos de permeacado (in
vitro) em membranas sintéticas de nanoporos com didmetro de 30 nm mostraram
que os LP vazios possuem maior capacidade de permeacao que os LC vazios, e
que a CH8 produz elasticidade aos LC aumentando a sua capacidade de
permeacdo mesmo em relagdo aos LP contendo CH8. Os estudos de permeacgao
em pele de orelha de porco (ex vivo) mostraram que a CH8 em ambos os tipos de
lipossomas foi capaz de permear as camadas da pele, atingindo a derme. A
avaliagdo da atividade in vivo no tratamento da leishmaniose mostra que as
formulagdes lipossomais foram mais eficientes que a CH8 livre, destacando-se a
eficacia da CH8 em LC, cuja acdo foi semelhante a aplicacdo da CHS8 livre
intralesional. O desenvolvimento tecnoldgico da preparacao de LC e LP contendo
CHS8 contribuem para o tratamento mais eficaz da leishmaniose cutanea.

Conclusées parciais mostram que:

e A encapsulagdo da CH8 em lipossomas convencionais € favorecida pela
agitacao branda , durante a sua adicao a lipossomas pré-formados.

¢ A maxima capacidade de incorporagdo em torno de 10%, foi obtida com
agitacao em baldo rotativo e em “shaker”.

e A presenca de CH8 aumenta de 20% o didmetro médio dos lipossomas
convencionais, sugerindo sua inser¢ao na bicamada lipidica.

e A incorporacdo do PEG-8L, gera duas populacdes, sendo a menor

caracteristica dos lipossomas, e a maior, correspondente ao PEG-8L livre.
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O PEG-8L é incorporado na bicamada lipidica dos LC, produzindo maior
fluidez e elasticidade e a incorporacao também modifica a tensédo superficial
e o potencial zeta dos LC

A incorporagdo do PEG-8L em lipossomas contendo CH8, nao alterou as
duas populagdes iniciais, indicando que nao houve expulsdo da CHS8
encapsulada.

A maior facilidade de permeacdo em membranas com pressao foi obtida
com lipossomas convencionais encapsulando a CH8.

Lipossomas convencionais e encapsulando a CH8 apresentam
comportamento linear de vazao versus queda de pressao na faixa de 5 a 12
atm.

A incorporacao da CH8 em lipossomas convencionais de lecitina de ovo é
factivel e promove elasticidade expressiva na membrana, trazendo
simplicidade ao processo de obtencao de lipossomas elasticos.

Lipossomas convencionais contendo CH8 encapsulada em ensaios in vitro
e in vivo se mostram mais eficazes para o transporte de CHS.

A nova formulacao farmacéutica, composta de lipossomas convencionais e
CH8 apresenta-se promissora para o tratamento da Leishmaniose cutanea,
com patente ja depositada em 06 de fevereiro de 2009, numero de
protocolo de depodsito: 020090011246 e intitulada “Composicoes
Farmacéuticas antiparasitarias contendo chalconas encapsuladas em

lipossomas”.
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6. Sugestoes para préximos trabalhos

v Preparar e caracterizar lipossomas peguilados em diferentes concentragcdes
de tensoativo, avaliando a influéncia do PEG-8L na elasticidade dos

lipossomas.

v' Estudar a encapsulacdao de outras substancias ativas (hidrofilicas ou
hidrofébicas) nos sistemas lipossomas estudados (LC e LP)

v Realizar estudos das interagcdes moleculares entre chalcona CH8, PEG-8L

e EPC através de monocamadas de Langmuir.

v" Aprimorar processos de escalonamento para encapsulacdo, sendo que a
agitacdo mecanica de baixo cisalhamento com impelidor ancora apresenta-

se promissora.

v' Caracterizar mais detalhadamente a estabilidade durante o
armazenamento, podendo ser melhor estocado na forma sélida
(liofilizacao).

v' Estabelecer metodologia analitica para a quantificagcdo (CLAE) da chalcona

CH8 em presenca de lipidios.

v Incorporacao da formulagao lipossomal em uma forma farmacéutica para
administracdo tdpica, diminuindo efeitos toxicos e indesejaveis, levando a

uma uma melhor aceitacao por parte dos pacientes ao tratamento.
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ANEXO |

Ficha técnica LIPOID E80
Lipoid
LIPOID E 80

Description
Fatfree egg lecithin with 80 % phosphatidyl choline

Art. - No. 103
EINECS - No. 297-639-2
CAS - No. 93685-90-6

Chemical Composition

Phospholipids [g/100]
Phosphatidyl choline (+ LPC)
Phosphatidyl ethanolamine
Lysophosphatidyl choline

Lysophosphatidyl ethanolamine

Sphingomyelin

Non-polar lipids [g/100 g]
Triglycerides
Cholesterol
Free fatty acids
DL-a-Tocopherol

Typical fatty acid composition in % to total fatty acids

Palmitic acid
Stearic acid
Oleic acid
Linoleic acid
Linolenic acid

Polyunsaturated fatty acids C 20 and higher

Analytical Data
Phosphorus [9/100 g]

Water [g/100 g]
Ethanol [g/100 g]
Peroxide value [meq O/kg]
lodine value

Acid value

Heavy metals  [ppm]

Physical Data

Consistency
Colour

Solubility (5 % Solution)
Water
Fat
Chlorinated hydrocarbons
Ethanol

Document D-103 of 01.02.2006
Supersedes 07.02.2003

80.0-85.0
7.0-95
n.m.t. 3.0
n.m.t. 0.5
20-3.0

n.m.t. 3.0
n.m.t. 1.0
n.m.t. 0.05
0.05-0.1

28-34
12-15
26 - 30
13-18
n.m.t. 1.0
6-10

3.7-4.0
n.m.t. 2.0
n.m.t. 0.2
nmt. 3
65-69
7-10
n.m.t. 10

coarse agglomerates
yellowish — yellow

dispersible 20°C
soluble 60°C
soluble 20°C
soluble 20°C

page 1of 2
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Bacteriological Data

C.F.U.

Yeasts

Moulds

Escherichia coli
Salmonellae
Staphylococcus aureus
Pseudomonas aeruginosa

Endotoxins
Endotoxins
Aflatoxins
Aflatoxin B1
Aflatoxins B1, B2, G1, G2

Particle Test
Particle test

Packaging

Standard packaging 5 kg in double PE-bag

Storage Conditions

[/al
)
e
(/10 g
[/110 g]
[10g]
[110 g]

[EU/g]

[ppb]
[ppb]

Lipoid

n.m.t. 100
n.m.t. 10
n.m.t. 10
negative
negative
negative
negative

n.mt. 6

n.m.t. 2
n.mt 4

complies with method PM 1

Recommended storage: in closed containers at— 20+ 5 °C

Close opened containers immediately.

n.m.t. = not more than

All data and recommendations as well as formulations made herein are based on our present state of
knowledge. We disclaim all liability on risks or formulae that may result from the use of our products,

including improper and illicit use.
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ANEXO I

Curva analitica de fosfato

A curva analitica de fosfato, exemplificada na Figura 59, foi realizada para

analise das amostras em relacido ao rendimento das preparacoes.

1,000 1

£

£ 0800 -

c

S 0,600

<«Q

-g 0,400 -

4 =0,526x - 0,0015

Ne] 4 y 3 )

< 0,200 R2= 0,999
0,000 . . . ,

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00

Concentracao de fosfato (mg/mL)

Figura 59 — Curva analitica de fosfato. y= ax + b; onde a= 0,5797; b= -0,0043 e

R= 0,997; onde: y= variavel dependente (absorbéancia), x= variavel independente

(concentragdo em mg/mL), a= coeficiente angular da reta, b= coeficiente linear da

reta e r= coeficiente de correlagéo.

As curvas foram realizadas simultaneamente com as amostras, compostas

por 5 pontos de concentracédo de padrdes fosfato no comprimento de onda A= 830

nm. Todas as curvas realizadas apresentaram um coeficiente de regressao linear

entre 0,98 e 0,99.

Beatriz Zanchetta

167



Anexos

ANEXO Il

Curva analitica da chalcona CH8

A curva analitica da chalcona CH8, exemplificada na Figura 60, foi realizada

para quantificacdo da CH8 encapsulada em lipossomas e permeada.

Curva Padrao da Chalcona

1,4000 -
1,2000 -
1,0000 ~
@ 0,8000 -
< 0,6000 -

0,4000 - y =16,605x + 0,2003
0.2000 4 R2 = 0,9846

0,0000 r r r r r r )
0,0000 0,0100 0,0200 0,0300 0,0400 0,0500 0,0600 0,0700

Concentracao (mg/mL)

Figura 60 — Curva analitica da chalcona CH8.

As curvas foram realizadas periodicamente, compostas por 5 pontos de
concentracao de CH8, que apresentaram sempre um coeficiente de regressao
linear entre 0,98 e 0,99.
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ANEXO IV

Encapsulacao da Chalcona CH8 - influéncia da concentracao lipidica

A CH8 na forma liquida foi adiciona aos lipossomas convencionais pré-
formados, nesta etapa foi avaliada a influéncia da concentracédo lipidica dos
lipossomas na encapsulacao da CH8. Os resultados do diametro médio e da
distribuicdo de tamanhos dos LC vazios nas concentragdes lipidicas de 1,0.10%;
2,0.10%; 3,0.10%; 4,0.102 € 5,0.102 mol.L”" e dos LC contendo CH8 encapsulada,
estdo apresentados separadamente para cada concentragao lipidica nas Tabelas
13, 14, 15, 16 e 17, respectivamente.

Tabela 13 - Influéncia da encapsulacdo da CH8 no didmetro médio dos
lipossomas convencionais vazios a 1,0.102 mol.L™" de EPC.
Intensidade (1) Numero (N)
CH8 (mg/mL) Faixa % Dts Faixa % Dts
(Egr:};‘;'lg) 46-203 100 104,1+12,6 | 46—153 100  60,5+23

0.078 30365 03 asa8asee 60164 100 882225
0,149 18191956 10 1913p+Be | 60151 100 93017
ot 200 355 297 a1pres | 6179 100 8B40
nere 3225 - 3662 93%32 348564?011342,8 S4-137 100 76917
02 oots 2802 b5 25850+07 | 50-127 100 763%20

Faixa de distribuicdo de tamanhos (nm), % de ocorréncia da populagéo, D - diametro médio (nmzs), s — desvio padrao.
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Tabela 14 - Influéncia da encapsulacdo da CH8 no diametro médio dos

lipossomas convencionais vazios a 2,0.10? mol.L™" de EPC.

Intensidade (1) Numero (N)
CH8 (mg/mL) Faixa % Dts Faixa % Dts

Controle 45 -60 48,8 53,2+1,6 39-69 99,5 50,3+1,8
(LC vazio) 106 — 161 51,2 136,3+12,4 | 106 — 140 0,5 122,7 £ 4,6
0,078 47 — 157 100 116,9+11,9 | 40-186 100 62,3 £ 3,5
0,149 52 — 242 100 111,0+122 | 44-172 100 69,5 +2,7
0,215 65 — 231 100 112,1+43 49 — 175 100 77,8 £2,6
0,274 54 — 251 100 1155+8,8 45-178 100 70,2 £ 3,7
0,329 55 - 228 100 111,2+34 45 - 164 100 749+29

Faixa de distribuicao de tamanhos (nm), % de ocorréncia da populagéo, D - diametro médio (nmzs), s — desvio padréo.

Tabela 15 - Influéncia da encapsulacdo da CH8 no diametro médio dos
lipossomas convencionais vazios a 3,0.102 mol.L™" de EPC.
Intensidade (1) Numero (N)
CH8 (mg/mL) Faixa % Dts Faixa % Dts
Controle 55 -59 21,5 57,2+2,6 51 -63 97,4 56,8 +1,3
(LC vazio) 128-137 785 1288+94 | 119-137 2,6 128,7 £ 6,5
0.078 53 - 61 23,6 58,0+ 21 49 — 66 96,7 57,3+3,3
’ 115 - 142 76,4 127176 | 107 —-142 3,3 124,8 £9,5
0,149 37 -55 8,6 453+1,2 37 -55 96,5 45,7 +1,7
100 -123 91,4 121,3+£5,5 82 -150 3,5 119,4+6,9

Faixa de distribuicdo de tamanhos (nm), % de ocorréncia da populagéo, D - diametro médio (nmzs), s — desvio padrao.
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Tabela 16 — Influéncia da encapsulacdo da CH8 no didametro médio dos

lipossomas convencionais vazios a 4,0.102 mol.L™" de EPC.

Intensidade (1) Numero (N)
CH8 (mg/mL) Faixa % Dts Faixa % Dts
Controle 42-266 100 1187+119 | 33-168 100 563 +22
(LC vazio)
0.078 55-60 325 561+23 | 55-64 986 571+14
) 120—149 675 1341+82 |112-149 14  1319+72
0.149 48-53 92 499+11 | 43-58 965  497+07
118-130 908 1297+64 |107—144 35  1294+49
0215 74-79 527 756+32 | 69—-85 987 716+25

149-160 47,3 158,0+8,9

139 - 171 1,3 149,56 +7,3

Faixa de distribuicdo de tamanhos (nm), % de ocorréncia da populagéo, D - diametro médio (nmzs), s — desvio padrao.

Tabela 17 - Influéncia da encapsulacdo da CH8 no didametro médio dos

lipossomas convencionais vazios a 5,0.102 mol.L™" de EPC.

Intensidade (I) Numero (N)
CH8 (mg/mL) Faixa % Dts Faixa % Dts
Controle 48 — 64 40,0 54,2 +2,1 43 - 71 99,6 52,1 £+1,7
(LC vazio) 118-176 60,0 151,5+6,9 |130-159 0,4 1449+ 4.4
0.078 63-73 23,6 58,0 + 2,1 55 -82 94,6 58,6 + 2,1
’ 138-148 76,4 1271+76 |117-132 54 126,8 £ 5,5
0,149 54 — 71 17,8 68,5+ 1,9 61-75 98,5 68,6 £ 2,6

127-163 822 147937

138 — 158 1,5 148,1 + 6,1

Faixa de distribuicao de tamanhos (nm), % de ocorréncia da populagéo, D - diametro médio (nmzs), s — desvio padréo.
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ANEXO V

Encapsulacao da Chalcona CH8 - influéncia das condi¢coes de mistura

A CH8 na forma liquida foi adiciona aos lipossomas convencionais pré-
formados na concentragdo lipidica de 1,0.102 mol.L™, nesta etapa foi avaliada a
influéncia das condi¢cdes de mistura na encapsulacdo da CH8. Os resultados do
didmetro médio e da distribuicdo de tamanhos dos LC vazios e dos LC contendo
CH8 encapsulada através de agitacdo mecanica de alto cisalhamento com
impelidor de pa dentada, agitacdo mecanica de baixo cisalhamento com impelidor
ancora, agitacao reciproca com Shacker e agitacado rotativa com balao rotatério,
estdo apresentados separadamente para cada condicdo de mistura nas Tabelas
18, 19, 20 e 21, respectivamente.

Tabela 18 — Variagdo do diametro médio dos lipossomas convencionais a 1,0.10
mol.L™" de EPC em funcéo da concentracdo de CH8 encapsulada nos lipossomas
pré-formados, com agitacdo mecanica de alto cisalhamento (impelidor de péa
dentada).

Intensidade (1) Numero (N)
CH8 (mg/mL) Faixa % Dts Faixa % Dts
Controle 46-203 100 104,1+12,6 | 46—153 100 60,5 +2,3
(LC vazio)
0,078 65 — 207 100 113,2+7,9 | 52-147 100 83,5+ 4,6
0,149 48 — 194 100 117,0+10,4 | 39— 194 100 61,8+1,9

Faixa de distribuicao de tamanhos (nm), % de ocorréncia da populacéo, D - diametro médio (nm4s), s — desvio padréo.
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Tabela 19 — Variagdo do diametro médio dos lipossomas convencionais a 1,0.10

mol.L™" de EPC em funcdo da concentracdo de CH8 encapsulada nos lipossomas

pré-formados, com agitacao reciproca (Shacker).

Intensidade (1) Numero (N)
CH8 (mg/mL) Faixa % Dts Faixa % Dts
Controle 46-203 100 104,1+12,6 | 46—153 100 60,5+ 2,3
(LC vazio)

0,078 68-226 100 110,8+155 | 58—190 100 86,3+ 3,3
0.149 26 — 33 5,1 32,1+0,6 20 — 41 98,7 30,9+1,1

’ 82-165 949 1185+88 | 65— 131 1,3 101, + 4,0
0,215 54-216 100 121,3+3,1 | 43-216 100 71,4+16
0,274 43-172 100 117,9+53 | 34-217 100 61,1+2,5

Faixa de distribuicao de tamanhos (nm), % de ocorréncia da populagao, D - diametro médio (nm4s), s — desvio padréo.

Tabela 20 - Variagdo do diametro médio dos lipossomas convencionais a 1,0.10

mol.L™" de EPC em fungéo da concentracdo de CH8 encapsulada nos lipossomas

pré-formados, com agitacao rotatéria (balao rotativo).

Intensidade (I) Numero (N)
CH8 (mg/mL) Faixa % Dts Faixa % Dts
(Egr\‘f;;"lg) 46-203 100 104,1+126 | 46-153 100  60,5+2,3
0.078 330 - 365 905?,37 31503?230;245?6 60-164 100  88,2x25
0,149 (o o 5’1%0 18513’31,21’ 12232,6 60-151 100  93,0£1,7
0210 200 355 Zgjg 3%72,,561125,?4 61-9 100 88421
nere 3253662 BB 345h0:d4g | 54137 100 76917
0:529 2346 - 2552 927,255 22?255,0112 é? 50-127 100 76,3£20

Faixa de distribuicdo de tamanhos (nm), % de ocorréncia da populagéo, D - diametro médio (nmzs), s — desvio padrao.

Beatriz Zanchetta

173



Anexos

ANEXO VI

Cinética de Complexacao

Para determinar a concentracédo de vesiculas dividiu-se a concentracéo de
fosfolipidios pelo numero de agregacao. Este numero refere-se ao nimero total
(ny) de moléculas de lipidios por lipossoma.O numero de fosfolipidios presente nas
vesiculas foi calculado a partir da area ocupada pela cabeca polar da molécula de
fosfatidilcolina de ovo (A,c). Como o lipossoma é uma vesicula composta por

bicamada, o nUmero de moléculas presente na camada externa (n) € dado por:

477 R?
n =
e Apc
R: raio hidrodinamico
onde,
R = D
)

D: didmetro hidrodinamico dos lipossomas (corresponde a espessura da bicamada
lipidica)

Considerando a espessura da bicamada (L) de 4 nm (Lasic, 1997), o
namero de lipidios na camada interna (n;) é calculado pela diferenca entre o

didmetro externo e a espessura da bicamada lipidica.

_4n(R - 2)?
n; = Apc

O total estimado de moléculas no lipossoma (n;) € a soma de n, € n;(Lasic,
1997).
n,=n, +n

4mR?>  4m(R — 2)?
n, = +
A A

pc pc
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Dado que, o didametro médio hidrodinamico, considerado neste caso, é 60
nm (600 A) e que a area ocupada pela cabeca polar da molécula de fosfatidilcolina
de ovo é 71 A, tem-se que:

600Y2 600 2
2= 2= 40
nt=4n(712 ) +4n( 271 40)

1130400 4 849056

- = 15921 + 11959 = 27880
T 71 71 +

Uma vez considerado o didmetro de 60 nm, obte-se 27880 moléculas.

Se a concentracao utilizada nas preparacdes foi de 1.10° mol.L™, pode-se
calcular a quantidade de lipossomas por litro, considerando que 1 mol tem
6,023.10% moléculas.

1 lipossoma —— 27880 moléculas
X ——  6,023.10%°.10°
_6,023.10%
¥ = 727880
x = 2,16.10

Portanto, em um litro temos 2,16.10'® lipossomas.

A complexagao do PEG-8L foi avaliada através da contribuicao do PEG-8L
incorporado e nao incorporado, determinada pela razao (R) entre o PEG
incorporado no lipossoma (PEG-L) e o PEG na micela (PEG-M), a seguir:

_ PEG—L 60,00—4514 14,86
T PEG—-M 45,14 —3469 10,45

=142
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Assim, a razao do PEG incorporado no lipossoma e na micela, pode ser definido
por:

PEG — L

PEG—M

PEG—M =y.PEG - L

Desta forma, o balanco de PEG pode ser calculado:
PEG — L+ PEG — M = 0,4.1073
PEG —L+vy.PEG — L =0,4.1073
PEG —L(1+y) = 041073

0,4.1073

PEG—-L=——"—
1+y)

Razao de PEG incorporado no lipossoma:

PEG — L _ PEG — L
lipossoma ~ 2,16.1016

1molde PEG —— 6,023.10%
0,4.10° — z
z =6,023.10%3 x 0,4.1073
z=2,41.10%°

Tem-se entdo 2,41.10%° moléculas em um litro.

moléculas de PEG — L 2,41. 10%0

= =1,12.10%
lipossoma 2,15.1016
0,4.1073
% de PEG incorporado
2 P -1ty x 100
PEG total 0,4.103 1+y

Razao de PEG na micela:
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PEG — M = Razio X PEG — L
PEG — L + (Razdo x PEG — L) = 0,4.1073
PEG — L(1 + Razdo) = 0,4.1073

0,4.1073 0,4.1073

PEG — L = 0 Razao) ~ 1+ 142) - 1€ 107
PEG _016.107° _ 074.10-20
lipossoma  2,15.1016 ’
1molde PEG —— 6,023.10%
0,74.10% — w

w = 6,023.102% x 0,74.1072° = 6,023.10% = 4,45.103

Tem-se, portanto, 4450 moléculas de PEG por lipossoma.

Beatriz Zanchetta
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ANEXO ViI

Permeacao in vitro — diametro médio

A permeacéo foi realizadas para as formulagdes lipossomais: LC vazios, LC
contendo CH8, LP vazios e LP contendo CH8, através de membranas sinteticas
de nanoporos de 30 nm de didmetro, a 37 °C, com pressao variando de 2,5 a 20
atm, os resultados estdo apresentados para cada formulacdo separadamente nas
Tabelas 21, 22, 23 e 24, respectivamente.

Tabela 21 - Permeacao dos lipossomas convencionais vazios, através de
membranas nas pressdes de 2,5; 5; 12 e 20 atm.

Intensidade (1) Numero (N)
Pressao (atm) Faixa % Dts Faixa % Dts
Antes da 46-203 100 104,1+126 |46—-153 100  60,5+23
permeacao

14 - 22 7,0 17,7+1,9
2,5 57-360 85,7 1357+18,6 |14-28 99,9 16,2+1,5
571-1436 7,3 919,6 £56,9

16 -19 5,7 17,3+1,2

5 44 -179 89,1 109,9+86 |16-22 99,8 17,5+0,7
206-414 52 329,4+33,3

12 29 - 31 15,1 30,4+0,9 |27-33 99,4 30,2 1,1

89 -95 849 950+34 |89-102 0,6 94,6 = 3,1

20 25-193 100 89,9+28 |[21-116 100 36,0 £1,7

Faixa de distribuicao de tamanhos (nm), % de ocorréncia da populacéo, D - diametro médio (nm4s), s — desvio padréo.
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Tabela 22 — Permeacéo dos lipossomas peguilados vazios (razdo molar 60:40 de
EPC:PEG), através de membranas nas pressdes de 2,5; 5; 12 e 20 atm.

Intensidade (1) Numero (N)

Pressao (atm) Faixa % Dts Faixa % Dts
Antes da 50 — 55 51,5 51,1+2,5 45 — 61 99,8 51,0+1,9
permeacao 137 — 151 48,5 1454 +6,3 | 137 - 151 0,2 144.,6 £ 26,7
o5 42 — 46 32,9 43,2+1,9 38 — 51 95,6 42,6 +1,8

’ 126 - 140 67,0 130,4+86 |114-140 0,3 127,1 £ 16,9
5 22 — 168 100 66,9 +24 22 -83 100 31,0+0,6
38 - 47 92,6 452+ 14 _
12 287428 74 3511:244 | O 7°7 100 433:16
20 46 — 62 53,4 542 +23 42 — 69 99,5 52,8 +1,9
114 -140 46,6 129,6 £5,2 | 114 -140 0,4 127,1 £ 3,8

Faixa de distribuicdo de tamanhos (nm), % de ocorréncia da populagéo, D - diametro médio (nmzs), s — desvio padrao.

Tabela 23 - Permeacdo dos lipossomas convencionais contendo CHS8
encapsulada, através de membranas nas pressdes de 2,5; 5; 12 e 20 atm.

Intensidade (1) Numero (N)
Pressao (atm) Faixa % Dts Faixa % Dts
Antes da 64 — 101 97,5 86,5+ 6,6

permeacio 24802615 25 25500889 | -0 127 100 76336

43-108 68,4 65,8 +5,3

2,5 543-1085 27,1 812,9+66,7 43-108 100 50,8 +3,3
6854 -8530 4,6 8037,6 £96,3

5 56 — 60 35,1 57,6 £ 3,6 56-65 99,1 58,1+29

130 — 161 64,9 145,8 £6,2 122-161 0,9 140,8+6,9

1o 50 - 57 36,1 54,4 £ 3,9 26 — 61 99,0 53,8+27

116 — 143 63,9 131,4 + 8,1 116-143 1,0 130,0+5,8

0 48 — 59 39,5 53,4+29 44- 63 98,6 52,4+25

103 — 137 60,5 120,0 £ 4,5 103-137 1,4 117,0+£6,0

Faixa de distribuicao de tamanhos (nm), % de ocorréncia da populagéo, D - diametro médio (nm4s), s — desvio padréo.

Beatriz Zanchetta 179



Anexos

Tabela 24 — Permeacao dos lipossomas peguilados contendo CH8 encapsulada
(razao molar 60:40 de EPC:PEG), através de membranas nas pressoes de 2,5; 5;

12 e 20 atm.
Intensidade (1) Numero (N)
Pressao (atm) Faixa % Dts Faixa % Dts
Antes da 48 — 59 29,3 58,0 £4,3 48-66 994 57,3%3)9

permeacao 162 - 179 70,7 173,21+ 9,0
55 - 67 34,6 62,3 + 3,1

2:5 118—157 653  138.6+65
; 62-83 624  702+39
138-206 375 1653+ 13.3
0 41-47 247 43546
88-101 753  959+709
20 32-39 263 37013

71 -96 73,6 87,2+ 4,1

147-198 0,6 171,8+15,8

51-67 98,1 61,1+52
110-157 19 133,1+115

56-92 995 67,5%39
138—-186 0,5 160,0+11,9

38-50 972 43,0%2,1
82-109 2,8 94,7+48

29-43 982 364%1,0
71-106 1,8 855+6,3

Faixa de distribuicdo de tamanhos (nm), % de ocorréncia da populagéo, D - diametro médio (nmzs), s — desvio padrao.
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