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Resumo

A pesquisa envolvendo o uso de veiculos para a liberagiio controlada de agentes
anti-cdncer no interior de tumores tem-se intensificado nos Gltimos anos. Dentre os
veiculos testados destacam-se os lipossomas, ou vesiculas lipidicas. Este trabalho teve por
objetivo a preparacio e caracterizagio de lipossomas encapsulando compostos de interesse
na terapia de melanomas, em formulagdes potencialmente adequadas para administragdo
por via dermatoldgica.

Os encapsulamento em lipossomas de S-fluorouracil e bleomicina, em carater
detalhado, e de acido azelaico, em cariter preliminar, foram avaliados empregando-se
diferentes métodos de incorporagio. As formulacdes preparadas foram caracterizadas
quanto as concentragdes finais de lipidios e de drogas e quanto aos didmetros médios das
vesiculas. Os lipossomas encapsulando 5-fluorouracil, por terem apresentado melhor
eficiéncia de encapsulamento, tiveram sua estabilidade de estocagem e na presenga do
tensoativo Ci2Es avaliadas, para a verificagio da integridade da bicamada lipidica.

A bleomicina foi incorporada aos lipossomas através de encapsulamento ativo por
gradiente de pH e de injecio de etanol. Ambas as técnicas resultaram em reduzida
eficiéncia de encapsulamento.

O encapsulamento do 5-fluorouracil pelos métodos de hidratagio do filme lipidico,
incorporagdo ativa empregando gradiente de pH, injecdo de etanol e evaporagdo em fase
reversa indicaram que a dltima técnica foi a mais adequada do ponto de vista da eficiéncia
de encapsulamento, porém este processo ainda pode ser otimizado. Na presenca do
tensoativo, verificou-se que a droga promove estabilizagdo das vesiculas. Quando estocados
a 4°C, estes lipossomas ndo sofreram agregag@o ou fusio no periodo de um més, tendo,
entretanto, liberado praticamente toda a droga encapsulada neste periodo.

O encapsulamento de 4&cido azelaico mostrou-se promissor, entretanto a

quantificaciio da droga encapsulada ndo pdde ser efetuada.

Palavras-chave: Lipossomas, Encapsulamento, Acido azelaico, 5-Fluorouracil e

Bleomicina.
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Abstract

The investigation with vehicles for controlled release of anticancer agents into
tumours has been intensified in the last years. Among the vehicles tested, outstand
liposomes or lipid vesicles, for drug delivery. The aim of this work was the preparation and
characterization of liposomes entrapping compounds of interest in melanoma therapy with
potential to be topically administered.

The entrapment of S-fluorouracil and bleomycin in liposomes, in a detailed form,
and of azelaic acid, in a preliminary form, were analyzed using different incorporation
methods. The formulations werw evaluated for stability both concerning to storage and in
the presence of the surfactant Ci3Es, to verify the lipid bilayer integrity.

Bleomycin was incorporated in liposomes by active loading with pH gradients and
by ethanol injection. Both methods have resulted in low encapsulation efficiency.

The entrapment of 5-fluorouracil was tested by the hydration of a dried lipid film,
active loading with pH gradients, ethanol injection and reverse-phase evaporation
demonstrating that the last method was the most efficient in terms of encapsulation
capacity, howévér this process should be optimized. In the presence of the surfactant, it was
observed thét the drug promotes the stabilization of these vesicles. When stored at 4°C,
these iipo,smﬁzs showed no fusion or aggregation during a month, however the drug was
compietelf'reieased from the vesicles in this period. '

| The loading of azelaic acid seemed to be feasible, however the quantification of the
eﬁcapsuiamd drug could not be perforried.

-Key words: Liposomes, Encapsulation, 5-Fluorouracil, Azelaic Acid and Bleomycin.



Capitulo I- Introdugéo 1

I. Introducaeo

A pele é o tecido do corpo humano mais exposto aos efeitos ambientais externos,
tais como raios solares, umidade reduzida, ventos, agua do mar e piscina e poluigfo, entre
outros. Alteraches ambientais podem provocar a formac@o de falhas na camada de ozénio
que envolve ¢ protege a Terra dos raios ultra-violeta (UV) emitidos pelo sol. Devido as
falhas na camada de ozdnio, ficamos mais expostos a tal radiagio. Com isso, doengas de
pele, como por exemplo, cincer de pele e hiperpigmentagdes diversas sdo preocupagdes
atuais da area dermatoldgica, pois apresentam indices crescentes.

Os raios UV do sol atuam nos melanécitos, células responsaveis pela sintese de
melanina. A melanina é o principal pigmento da pele, sendo responsavel por sua coloragio,
oferecendo protecdo contra a radiagdo solar excessiva. Este pigmento € originado através da
oxidagdo da tirosina pela enzima tirosinase. A luz UV possibilita tal oxidacio,
desencadeando o processo de sua formagio. A produgiic descontrolada de tal substincia
resulta em hiperpigmentacfio da pele, o que pode levar a doengas como cincer de pele, em
especial o melanoma maligno.

Dentre os tipos de cidncer de pele, o melanoma € o mais sério e tem apresentado
maior indice de progressdo mundial. Na uitima década, o melanoma maligno cutineo foi
uma das doengas que mais rapidamente desenvolveu-se no homem e tem-se uma previsio
de que sua incidéncia vd aumentar ainda mais com o avango das falhas na camada de
ozdnio {Stominski, 1995).

Entre os diversos tipos de cédncer, o de pele é 0 mais comum entre os norte
americanos. A incidéncia anual € de 700.000 casos resultando numa taxa de mortalidade de
9000 pessoas por ano. Os maiores fatores de risco para o cincer de pele € a sensibilidade da
pele e sua exposicdo a radiagdo ultravioleta. Embora os efeitos da exposi¢do ao sol sejam
observados em idades mais avangadas, de 50 a 80 % da exposigdo total aos raios solares
ocorre até o individuo completar os 18 anos.

De acordo com a Central de registro de cincer de New South Wales, Australia, a
incidéncia de melanoma maligno € superior em homems em relaco as mulheres. Segundo
projecdo realizada para o ano 2006, deve haver um aumento de 48% dos casos em mulheres

¢ de até 80% entre os homens. Este aumento faz referéncia ao nimero de casos registrados
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em 1996 na Australia, pais com maior inicidéncia de casos de melanoma, onde neste ano
foram diagnosticados 1068 casos entre as mulheres e 1458 entre os homens. Assim, este
assunto tem recebido atualmente bastante atengfo por parte de diversos pesquisadores.

O tratamento de melanomas malignos cutdneos pode envolver, dependendo do
estagio de desenvolvimento do tumor, cirurgia, quimioterapia, radioterapia e imunoterapia,
dentre outros métodos, ou sua combinagio. Embora a remocgio cirlirgica seja normalmente
a estratégia inicial para a terapia do tumor, o uso tépico de agentes quimioterapicos & de
grande interesse para a redu¢do do tamanho original do tumor que necessita ser extirpado.
Assim, o estudo de veiculos destinados ao transporte seletivo de drogas para células de
melanoma maligno pode, eventualmente, conduzir ao aumento da qualidade de vida do
paciente.

Lipossomas, ou vesiculas lipidicas, tém sido utilizados com sucessc como
transportadores de compostos terapéuticos, agentes dermocosméticos, enzimas, material
genético e outras macromoléculas para o interior de células vivas (Lasic, 1992). Embora
estas vesiculas tenham sido descobertas em 1961 por Alec D. Bangham, somente no final
dos anos 80 foram langados os primeiros produtos contendo lipossomas para aplicagdes
dérmicas. Neste campo, as industrias que mais se desenvolveram nos Gltimos anos foram
as empresas de cosméticos.

O desenvolvimento bem sucedido de lipossomas para aplicagdes dermatologicas
depende basicamente do tipo de composto que se deseja encapsular e da metodologia de
preparagdo das vesiculas. Para a obtencio de uma formulagdo eficiente no tratamento
topico de melanomas, € essencial a seleg@o de agentes ativos adequados e de uma estratégia
de sua administragio.

A selecBo da composi¢io em lipidios, do tamanho das vesiculas e do método
utilizado para a incorporagdo do agente ativo nos lipossomas s3o elementos fundamentais
no projeto destes sistemas, determinando as caracteristicas fisico-quimicas e © impacto
bioldgico final associado & sua administragio. Para a determinagio destas variaveis €
necessario um estudo dos métodos disponiveis, da relagdo entre custo e beneficio entre
meétodos e produtos obtidos e da disponibihdade e custo da matéria-prima. Uma vez

estabelecida a metodologia, € essencial o uso de estratégias de otimizagdio de maneira a
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garantir, entre outros fatores, a incorporagio eficiente ¢ econdmica do composto ativo
selecionado, bem como a estabilidade quimica e fisica do sistema obtido.

Varios grupos de pesquisa demonstraram em estudo pré-clinicos a potencialidade do
uso de diferentes drogas encapsuladas em lipossomas na terapia de diversas doengas, entre
elas a leishmaniose, a artrite, infeccOes fungicas sistémicas e especialmente o cincer. O
projeto racional de vesiculas contendo drogas ou vacinas encapsuladas aliado ao avango
recente na tecnologia de lipossomas culminou no desenvolvimento de diversas formulagdes
injetaveis com uso ja licenciado em humanos (Chon e Cullis, 1995; Lasic e Martin, 1995),
onde destacam-se 0 Ambisome (vesiculas contendo anfotericina B) e a Doxil (lipossomas
contendo doxorrubicina).

Neste trabalho avalia-se o encapsulamento em lipossomas de trés compostos
terapéuticos, o acido azelaico (AA), o S-fluorouracil (5-FU) e a bleomicina (BLE),
empregando-se diversas metodologias, visando-se a incorporagio eficiente e estavel destas
drogas em vesiculas lipidicas. Dentre estes compostos, 0 AA é o (nico para o qual nfo

foram localizados outros trabalhos envolvendo seu encapsulamento em lipossomas.
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{i-Revisdio da Literatura e W TRAL

2. 1. Consideragies gerais sobre lipossomas Che

Lipossomas, ou vesiculas lipidicas, sdo estruturas ocas nas quais o volume aquoso
central € circundado por uma membrana composta de lipidios. O didmetro destas vesiculas
pode variar de dezenas de nandmetros a dezenas de micra.

Por consistirem de uma parte polar ou cabega hidrofilica (grupo fosfato) ligada a
uma cauda hidrofobica apolar (geralmente formada por duas cadeias longas de acidos graxos),
os fosfolipidios exibem proprniedades anfifilicas e tendem a agregar-se em estruturas
ordenadas acima de uma concentraclo critica. A estrutura em bicamadas dos lipossomas
confere-lhes a capacidade de mcorporagdo de compostos hidrofilicos, hidrofébicos ¢
anfipaticos, pois estas vesiculas apresentam um ambiente lipofilico, composto pela
membrana fosfolipidica, e um meio interno aquoso (Ostro, 1987; Lasic, 1992).

A Figura 2.1 ilustra a estrutura basica de um lipossoma e a possivel localizacdo de

moléculas quando nele incorporadas.

Figura 2.1 - Representacdo esquematica de lipossomas como veiculos para o
encapsulamento de compostos hidrofilicos no interior do cerne aquoso (representados pela
cor amarela) ou ligados a superficie interna/externa {hilds), hidrofobicos no interior da
bicamada lipidica (azul} ou de natureza anfifilica (verde} parcialmente imersos na bicamada

{adaptado de Ribas, 1997).
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As secOes seguintes irfo abordar aspectos relevantes na obtengio de lipossomas com
caracteristicas especificas, tais como: formacfo, classificagdo, composigdo, métodos de

preparagio, métodos de incorporacdo de agentes ativos e estabilidade de vesiculas lipidicas.

2.1.1. Principio da fermacio das vesiculas

Os lipossomas sdo estruturas vesiculares compostas de bicamadas lipidicas
hidratadas. Em geral, os lipossomas sdo constituidos de fosfolipidios e colesterol, contudo,
nem todos os fosfolipidios sdo capazes de formar bicamadas quando hidratados. Outras
formas de agregacio seriam, por exemplo, a hexagonal invertida (formada por
fosfatidiletanolamina sob certas condigdes) ou micelas (resultantes de lisofosfolipides).

As moléculas de fosfolipidios apresentam propriedades anfifilicas, sendo formadas
por regides polares ¢ apolares bem definidas. Estas substincias dispSem-se em formas
organizadas quando em contato com meios aquosos. A altas concentragdes, os fosfolipidios
em agua sdo capazes de formar predominantemente fases lamelares, enquanto que em
solugBes mais diluidas as moléculas normalmente formam estruturas esféricas ou ovais
fechadas nas quais as bicamadas de fosfolipidios envolvem um cerne aquoso. O tipo de
estrutura formada pela associagio de moléeulas de lipidios depende das caracteristicas das
moléculas envolvidas, podendo originar agregados com diferentes morfologias {Lasic, 1988;
Moraes, 1996), como mostra a Figura 2.2. O mecanismo de formacdo dos lipossomas ainda
ndo esta totalmente definido, pois t€cnicas para o estudo das estruturas intermedidrias deste
processo ainda estio em desenvolvimento. A instabilidade termodindmica das estruturas de
transigdo dificulta analises por técnicas de espectroscopia, difragdo e microscopia.

No inicio da década de 80, Lasic propls um mecanismo para a formagdo dos
lipossomas através da técnica de remoc@io de detergente, predizendo a formagiio de
estruturas intermediarias como micelas de fosfolipidios em forma discoide. Mais tarde, este
modelo foi generalizado de forma a abranger outras técnicas de preparacdo de lipossomas.
Neste modelo mais genérico, foi suposta a formagdo de um fragmento de bicamada lipidica

como estrutura intermediaria na formagdo dos lipossomas. Este fragmento seria
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termodinamicamente instavel nas suas extremidades, podendo entdo curvar-se, e fechando-

se, daria origem a uma vesicula (Lasic, 1988).

Figura 2.2 - Estruturas ordenadas formadas por moléculas de lipidios em solugdes aquosas.

O tipo de estrutura geométrica resuitante do empacotamento dos lipidios € determinado
pelos tamanhos relativos das cabegas polares e das caudas apolares, assim como da
concentragio lipidica. Lipidios com cabegas polares relativamente grandes formam
estruturas com elevados raios de curvatura (a, b e ¢). Lipidios com cabegas polares muito
pequenas e caudas apolares grandes sfo empacotados em estruturas invertidas, onde as
cadeias de hidrocarboneto compdem a camada externa (d e €). Misturas de lipidios com
cabegas polares grandes e pequenas também podem formar vesiculas (c). Moléculas de
lipidios com partes polares e apolares de tamanho similar tendem a formar bicamadas
achatadas (f), que podem se fechar sobre si mesmas, formando um lipossoma (figura

adaptada de Moraes, 1996).
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Vesiculas multilamelares sdo formadas espontaneamente quando um filme lipidico
seco € colocado em presenga de agua ou tampdo em excesso. Para a obtengio de vesiculas
unilamelares a partir de fosfolipidios n3o carregados € necessario que seja fornecida energia
ao sistema, por exemplo por processos de sonica¢io. O estagio com menor energia livre € o
de precipitado hidratado. As vesiculas multilamelares necessitam de um pouco mais de
energia, que deve ser aumentada para a obtengio de vesiculas unilamelares grandes e ainda
maior para as vesiculas unilamelares pequenas.

No processo de formagio de vesiculas multilamelares através de hidratagio de filme
lipidico seco, com a adigdo de 4gua as bicamadas lipidicas vdo sendo progressivamente
hidratadas e, sob agitagdo, as bicamadas se desprendem do filme depositado nas paredes do
frasco e se reorganizam na forma de vesiculas fechadas sobre um cerne aguoso, conforme

ilustrado na Figura 2.3.

Figura 2.3.- Representaco esquematica da formacio de vesiculas multilamelares através da
técnica de hidratagio do filme lipidico seco. As linhas representam as bicamadas lipidicas.

Figura adaptada de Lasic (1988).
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As fases lamelares hidratadas formadas em excesso de dgua podem ocorrer em dois
estados diferentes: (1) fase gel ou ordenada, na qual as cadeias de hidrocarboneto estdo
totalmente estendidas e empacotadas bem proximas umas das outras, € (2) fase liquida
cristalina ou desordenada, onde as cadeias de hidrocarboneto estio aleatoriamente
ordenadas e fluidas. A representagio esquematica do empacotamento das moléculas lipidicas
de uma membrana nos estados gel e liquido cristalino pode ser observada na Figura 2.4. A
transi¢do de um estado para outro ocorre através de alteragdo de temperatura ou sob
temperatura constante, e também pela mudanca da pressdio. Se as bicamadas forem
compostas de fosfolipidios carregados negativamente, a mudanca de um estado a outro pode

se dar pela alteraciio do pH da solugfo aquosa.

Estado gel (“solido™)

| mﬁj
VWJ‘

ol a0k

Estado liquido cristalino ("fluido™)

TR
-

Figura 2.4- Representagio do arranjo das moléculas de lipidios na transigdo de fases.

(Figura adaptada de New,1990).
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A temperatura de transi¢do de fases (Tm) do estado gel para o liquido cristalino
depende de fatores tais como natureza e carga do grupo polar, além do comprimento e grau
de insaturac@o das cadeias apolares. A existéncia de insaturacBes na cadeia apolar leva a
diminui¢g3o da temperatura de transi¢@io, dependendo da posicdo da dupla ligagio. Quanto
maior o comprimento da cadeia de hidrocarbonetos, mais fortes se tornam as interagdes de
van der Waals, e mais energia é requerida para romper o empacotamento ordenado, ou seja,
maior a temperatura de transicdo de fases. Esta temperatura de transigdo pode variar de -
15°C para a fosfatidilcolina de ovo (com alto grau de insaturagdo nas cadeias acila) para
mais de 50°C para a distearoilfosfatidilcolina (DSPC) completamente saturada (Barenholz e
Crommelin, 1994).

A técnica mais comumente empregada para a determinagdo da temperatura de
transig&o de fases € a Microcalorimetria Diferencial de Varredura, MicroDSC. Na Figura 2.5
podem ser observadas curvas de temperatura de transicido de fases através da
microcalorimetria para fosfolipidios de cadeias acilas de diferentes comprimentos. Como
pode ser observado, existe uma grande varia¢3o na temperatura de transi¢io de fases destes
fosfolipidios em func¢do do aumento da sua regido hidrofobica. O comprimento das cadeias
varia de 12 carbonos para a dilauroilfosfatidileolina (DLPC) até 18 carbonos nas cadeias da
distearoilfosfatidilcolina (DSPC). A dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), fosfolipidio
empregado neste trabalho, apresenta temperatura de transigio de fases de 41°C (New,
1990).

Com a mistura de diferentes fosfolipidios, ocorre alteracdo na temperatura de
transi¢do de fases ou até mesmo o seu desaparecimento completo.

Informagdes sobre a temperatura de transigio de fases sdo de fundamental
importancia para a selegio dos fosfolipidios constituintes dos lipossomas uma vez que a Ty,
determina propriedades como a fusio e agregagio de vesiculas, permeabilidade da bicamada
e sua interacdo com proteinas. Com isso, dependendo da Ta, os lipossomas podem ter sua

estabilidade e comportamento em sistemas biologicos diferenciados (New, 1990).
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Figura 2.5- Curvas de Microcalorimetria Diferencial de Varredura apresentando a
temperatura de transigio de fases de membranas compostas por um unico tipo de

fosfolipidio ou por misturas. (Figura adaptada de New, 1990).

2.1.2. Classificaciio dos Lipossomas

Os lipossomas podem ser classificados de acordo com o seu tamanho e o numero de
bicamadas lipidicas que apresentam em sua composigdo. Esta classificagdo, sob o ponto de vista
estrutural e suas possiveis morfologias, esto ilustradas na Figura 3.6.

As vesiculas lipidicas compostas por varias camadas lipidicas separadas por
compartimentos fluidos, sdo denominadas vesiculas multilamelares. Se apresentarem no seu
interior outras vesiculas de tamanhos variados, s3o conhecidas como vesiculas
multivesiculares. E, aquelas formadas por uma tnica regifio aquosa central sio denominadas
unilamelares, podendo ser pequenas ou grandes.

Contudo, a nomenclatura dos lipossomas ainda nfo esta padronizada na literatura. A
definicBo de faixas de tamanhos das vesiculas unilamelares grandes (VUG) e pequenas
(VUP) pode vanar dependendo dos autores. Segundo Mayer et al. (1986), as VUP sdo
definidas como vesiculas de “tamanho limite”, isto significa que apresentam 0 menor

tamanho possivel para que ocorra a formagdo de lipossomas. Este tamanho limite minimo
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depende das condigGes de empacotamento das bicamadas. Todas as demais vesiculas
unilamelares, para estes autores, s&o definidas como grandes. Por outro lado, Barenholz e
Crommelin (1994) sugerem que séo classificadas como grandes as vesiculas que ndo sofrem
efeitos de curvatura das suas bicamadas lipidicas nas propniedades fisicas das mesmas.
Entende-se aqui como propriedades fisicas das vesiculas a distribuicio de fosfolipidios entre
as monocamadas formadoras da lamela dos lipossomas e a transicio de fase gel/liquido
cristalino. De acordo com este critério, o didmetro minimo para que as vesiculas sejam

consideradas grandes ¢ 100 nm ¢ as VUP s#o aquelas com didmetros inferiores a este valor.

> 0 0 0 Y

a
vupP VUG VML VOL VMV
D entre 20 ¢ 160 nm D> 100 nm D> 500 nm Dentre 100 1000nm D> 1000 mm

Figura 2.6 - Classificacdo de fipossomas quanto ao didmetro (D) e 2 morfologia. VUP: Vesicula
unilamelar pequena;, VUG: vesicula unilamelar grande; VML: vesicula multilamelar; VOL.:
vesicula oligolamelar; VMV: vesicula multivesicular. O difmetro das vesiculas esta expresso em
nanbmetros. (Figura adaptada de Barenholz e Crommelin, 1994).

A técnica utilizada na preparagdo das vesiculas, a selecio de lipidios, e as condi¢Bes
de preparagio fazem com que os lipossomas possam variar em tamanho, nimero € posi¢do
das lamelas. Por exemplo, vesiculas multilamelares (VML) versus vesiculas multivesiculares
(VMV), carga ¢ rigidez da bicamada (estado de liquido cristalino versus gel). Estes
pardmetros influenciam o comportamento dos lipossomas tanto in vifro como in vivo.

Quando os lipossomas sdo administrados por vias sistémicas pode ocorrer o
processo de opsomizagdo. Neste processo, ocorre a adsor¢do na superficie dos lipossomas
de proteinas do sangue conhecidas por opsoninas. Tais proteinas promovem o

reconhecimento das vesiculas pelo sistema imunologico (chamado de sistema
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reticoloendotelial), fazendo com que estas sejam removidas da corrente sangiinea. Fatores
como o processo de opsonizagio, o perfil de liberagdo dos lipossomas na corrente
sangiiinea, sua distribuicio no corpo e a vida de prateleira sio dependentes do tipo de
lipossoma empregado, ou seja, do seu tamanho, composi¢io e método de preparagéio, dai a
importancia da escotha destes pardmetros, visando principalmente, a via de administragio e

sua estabilidade.

2.1.3- Composicio dos lipossomas

Na composi¢do dos lipossomas, além dos fosfolipidios, que sdo os principais
componentes de membranas biologicas, pode-se utilizar o colesterol, o qual torna a vesicula
mais rigida e menos permeavel.

Existem cinco grupos de fosfolipidios que podem ser utilizados na preparagio de
lipossomas: fosfolipidios de fontes naturats, fosfolipidios naturais modificados, fosfolipidios
sermissintéticos, fosfolipidios totalmente sintéticos e fosfolipidios com grupos polares nio
naturais. Classificam-se como fosfolipidios naturais aqueles obtidos de fontes também
naturais como ovo ¢ soja, por exemplo. Nesta categoria estdo incluidos os fosfolipidios do
tipo: fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilinositol (PI) e esfingomielina
(SPM). Como alguns fosfolipidios naturais apresentam insaturagdes nas cadeias de acidos
graxos, o que facilita os processos de oxidagdo, estas moléculas podem passar por processos
cataliticos de hidrogenagdo a fim de melhorar a estabilidade de lipossomas constituidos dos
mesmos. Neste caso, denominam-se fosfolipidios naturais modificados.

No terceiro grupo, de fosfolipidios semissintéticos, estdo aqueles naturais que
possuem, por exemplo, uma cadeia acila substituida, ¢ se o fosfolipidio for totalmente
sintetizado quimica ou enzimaticamente, denomina-se totalmente sintético. Por tltimo, estfo
os fosfolipidios que tenham algum ligante acoplado na regidio polar da molécula. Como
ligantes podem ser utilizados anticorpos para conferir maior especificidade & molécula ou
por exemplo a inclusdo de polietilenoglicol (PEG) a fim de obter lipossomas de longa
circulacio, sendo entfo denominados de fosfolipidios com grupos polares nfo naturais

(Crommelin e Schreier, 1994),
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A Figura 2.7 ilustra a estrutura basica de um fosfolipidio. O grupamento X tem sua
estrutura particular para cada fosfolipidio. Na Tabela 2.1 estdo apresentados alguns

grupamentos X e os nomes dos fosfolipidios resultantes,

6 CHyY—O0— P—X
ANANANANAN |
R, C~—CH o)
Rwﬁmcﬁz

o
Figura 2.7 - Estrutura basica de um fosfolipidio

O tipo mais comum de fosfolipidio ¢ a fosfatidilcolina (PC), também conhecida como
lecitina e tanto pode ser obtida de fontes naturais como sinteticamente. A PC é extraida da
gema do ovo, soja ou menos comumente, do coragido ou da medula espinhal de bovinos.
Como a PC é o tipo de fosfolipidio mais abundante em membranas bioldgicas, esta € a
categoria de fosfolipidios mais empregada na composi¢io de lipossomas. Este lipidio ainda é
bastante utilizado por apresentar baixo custo em relacio aos demais fosfolipidios, por ter
carga liquida neutra e ser quimicamente inerte (New, 1990). Os fosfolipidios do tipo
fosfatidilcolina de fontes naturais sfo constituidos de uma mistura de fosfatidilcolinas,
variando o tamanho e grau de insaturaciio das cadeias de hidrocarboneto.

Fosfolipidios sintéticos podem ser preparados a partir de glicerol ou glicero-3-
fosfocolina derivado de fonte vegetal ou animal. Os lipidios derivados de glicerol requerem
um centro quiral preparado sinteticamente, o que pode originar a presenca de impurezas
estereoquimicas no produto final.

O colesterol € um tipo de lipidio, do grupo dos ester0is, bastante empregado no
preparo de lipossomas, uma vez que também estd presente em abundincia em células de
mamiferos. Isoladamente esta molécula no ¢ capaz de se organizar em bicamadas, mas tem
papel fundamental no empacotamento das bicamadas lipidicas. As moléculas de colesterol
preenchem os espagos vazios originados no empacotamento de fosfolipidios (New, 1990},
como ilustrado na Figura 2.8, modificando a liberdade de movimentacdo das cadeias acilas

dos fosfolipidios. Para temperaturas acima da temperatura de transi¢io de fases do principal
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fosfolipidio constituinte do lipossoma, a présenga de colesterol diminui a movimentag3o das
cadeias acila, ou seja, a membrana “condensa” levando a menor fluidez da bicamada. Abaixo
desta temperatura de transicio de fases, o empacotamento dos grupos polares dos
fosfolipidios séo enfraquecidos e, portanto, confere fluidez e permeabilidade s membranas e
ainda maior estabilidade fisica quando incorporado em lipossomas (New, 1990; Thoma e
Jocham, 1992).

Tabela 2.1~ Estrutura quimica do grupo X ligado ao grupo fosfato.

Estrutura do Grupo X Fosfolipidio
Me
| .
O—CH;— CH;— N Me Fosfatidilcolina
Me
O— CH;—CH,— N H; Fosfatidiletanolamina
NH R
o —CH/ Fosfatidilserina
cog
O——CH; CIH CH, Fosfatidilglicerol
OH OH
OH

8]
M Fosfatidilinositol
OH
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Existe também a possibilidade da preparagio de lipossomas constituidos de lipidios
do estrato corneo, camada mais externa da pele, que se traduzem em uma alternativa
interessante por serem bastante biocompativeis com a pele. Os lipidios mais abundantes no
estrato corneo sdo: ceramidas, colesterol e acidos graxos. Ceramidas e colesterol juntos ndo
formam lipossomas, € preciso a presenca de acidos graxos. Pouco se sabe ainda a respeito
das caracteristicas destes lipossomas, havendo a necessidade da realizacio de estudos
complementares com estas vesiculas, para estudar sua interagio com a pele e seu potencial
para aplicagiio em tratamento de doencas de pele, com administragdo por via tdpica, e

mesmo para outras vias de administragio (Wertz, 1992).

Q
OH

Figura 2.8 — Posi¢do ocupada pelo colesterol na bicamada lipidica. O colesterol se situa na
membrana com o grupo hidroxila na diregdio dos grupos carboxila das cadeias acil do
fosfolipidic. O nucleo planar do esterdide localiza-se paralelamente aos primeiros nove
carbonos da cadeia acil, por¢io da cadeia onde a sua movimentacdo € severamente restrita
na auséncia do colesterol. Por outro lado, 0 movimento dos Gltimos carbonos da cadeia é
relativamente livre, e aumentado com a presenga de colesterol, uma vez que a inser¢io do

esterdide no inicio da cadeia cria mais espago para os carbonos do fim da cadeia (figura
adaptada de New, 1990).
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2.1.4. Métodos de preparacio de lipossomas

A escolha da técnica de preparagio dos lipossomas deve ser baseada em fatores
como eficiéncia, simplicidade, seguranca e potencial para ampliagZo de escala.

S&o muitos os métodos de preparagdo de lipossomas, cabendo aqui descrever mais
detalhadamente aqueles de interesse neste trabalho. A Tabela 2.2 lista métodos de
preparagdo, assim como técnicas de redugio de tamanho dos lipossomas e de remogao de
material ndo encapsulado comumente empregados.

Os métodos utilizados na etapa de hidratagdo podem ser divididos em: mecanicos,
baseados na substituigBo de um solvente orginico por um meio aquoso, baseados na
remocdo de detergente, baseados na transformagio de tamanho e fusdo, e fundamentados no
ajuste de pH.

Na etapa de obtengio dos lipossomas no tamanho desejado, sio utilizados em geral
os processos de extrusio a baixa ou alta pressio € sonicagdo.

E, para a remogio do material ndo encapsulado dispde-se de técnicas como a dialise,
ultracentrifugacio, cromatografia de permeagio em gel e troca idnica.

A seguir, serdo detalhados apenas os métodos de preparacio, reducgio de tamanho e
remogdo da droga ndo encapsulada nos lipossomas empregados no desenvolvimento deste

trabalho.

Meétodo de Hidratacdo do Filme por Agitacdo Mecinica

Este método € baseado no conceito mais simples de formacgdo de hpossomas, a
dispersdo mecénica. No método de hidratagdo do filme, os lipidios s3o secos, a partir de
uma solucdo em solvente orgénico, formando um filme sobre uma superficie sélida (em um
recipiente de fundo redondo, por exemplo) e entdo dispersos pela adigdo de uma fase aquosa
seguida de agitagdo. Quando na forma de um filme seco, as moléculas de fosfolipidios ja

estdo empacotadas como nas bicamadas dos lipossomas.
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Tabela 2.2 — M¢todos de preparagio e tipo de lipossomas obtidos (tabela adaptada de

Crommelin € Schreier, 1994).

Método Tipo de vesicula
Etapa de hidratacdo do filme lipidico
1. Métodos mecinicos
a. Agitagio manual ou por vortex VML
b. Microfluidizagéo VYUP, VOL, VML
¢. Borbulhamento de gas inerte VML, VUG, VOL
d. Homogenizagio com alto cisalhamento VUG, VOL, VML
2. Métodos baseados na substituicie de solventes orginicos
por solugdes aquosas
a. Remocdo dos solventes orgénicos antes da hidratagdo VML, VOL, VUP
b. Evaporagio em fase reversa VUP
¢. Uso de solventes imiscivels em agua VUG, VOL,VML
d. Uso de solventes misciveis em 4gua (ex. injecdo de etanol) VML, VOL, vUP
3. Métodos baseados na remocio de detergentes
a. Cromatografia de permeacio em gel VUP
b. Dialise lenta VUG, VPL, VML
¢. Didlise rapida VUG, VOL
d. Técnicas mistas VML, VOL.VUG,VUP
4. Meétodos baseados na modificacio de tamanho e fusio
a. Fus8o esponténea de VUP na fase gel VUG
b. Congelamento / descongelamento VML
c. Liofilizacdo VML
d. Desidrata¢do/reidratagio seguida ou nfo de ajuste de tamanho VUP, VUG
e. Fusdo induzida pelo ion ca®* VUG, VOL, VML
f. Crescimento de lipossomas induzido por detergente VUG, VOL
3. Métodos baseados em ajuste de pH VUP, VUG
Etapa de redugdo de tamanho
1. Extrusdo a alta presséo VOL, VUP, VUG
2. Extrusdo a baixa presséo VUP, VUG
3. Tratamento com ultrassom vUP
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Com a adicdo da fase aquosa ocorre a hidratagZo entre as camadas lipidicas, que véo
inchando, e a agita¢do promove o desprendimento das bicamadas hidratadas ja na forma de
vesiculas, conforme mencionado anteriormente. Nesta etapa ocorre a formagio de vesiculas
multilamelares. A eficiéncia de encapsulamento de substéncias hidrofilicas depende do
percentual de captura da solugdo aquosa contendo o material que se deseja encapsular,
sendo bem menor em relagdo aos compostos lipofilicos, ja que estes podem apresentar até

100% de eficiéncia de encapsulamento na bicamada lipidica (New, 1990).

Método de Injec¢do de Etanol

Neste método, os lipidios sdo primeiramente dissolvidos em uma solugdo orgénica e
entdo colocados em contato com uma solugido aquosa. Os métodos envolvendo dispers@o de
solventes subdividem-se em trés categorias.

Na primeira categoria, ¢ solvente orgénico é miscivel com a fase aquosa. Na segunda
categoria, o solvente ¢ imiscivel com a fase aquosa, sendo o processo conduzido em excesso
de fase aquosa. Na terceira categoria, o solvente orgénico € miscivel com a fase aquosa,
sendo empregado em excesso.

Na categoria de solvente orgénico miscivel com a fase aquosa enquadra-se o método
de injecdo de etanol, que foi primeiramente desenvolvido por Batzri ¢ Korn (1973). Esta
técnica consiste na injecdo rapida de uma solugdo de lipidios em etanol em uma fase aquosa
salina ou outro meio aquoso, através de uma seringa provida de uma agulha fina. A forca de
injecdo em geral € suficiente para proporcionar mistura completa, de forma que o etanol ¢
diluido quase que instantaneamente na fase aquosa e as moléculas de fosfolipidios sdo
dispersas no meio organizadas em vesiculas. Com esta técnica obtém-se uma alta proporg¢io
de vesiculas unilamelares pequenas {didmetros da ordem de 25 nm), embora possam ser
formados agregados de lipidios e mesmo vesiculas maiores se a mistura nfo for suficiente
(New, 1990). Este metodo possui a vantagem de apresentar facil execugdo e ndo promover
alteracOes degradativas nos lipidios. Suas principais limitagdes sdo a baixa solubilidade de
alguns lipidios em etanol (40 mM para fosfatidilcolina), ¢ o volume de etanol a ser

introduzido no meio, que deve ser tal que a suspensdo final de lipossomas possua no
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maximo 7,5% em volume deste solvente. Estes fatos limitam a quantidade de lipidio
utilizada, originando em geral uma suspensdo de lipossomas relativamente diluida (New,
1990).

Como desvantagem do método deve ser mencionado que a eficiéncia de
encapsulamento € baixa para compostos hidrofilicos. Deve-se também considerar a
dificuldade de remogo de etanol das bicamadas lipidicas, que se faz necessaria em fungio
da via de administragdo do composto obtido. Entretanto, uma vantagem deste método € a
maior facilidade no escalonamento quando comparado a tecnologia de dispersio mecénica.

Krifiner (1992) estudou o escalonamento do processo de producio de lipossomas
para aplicago por via dérmica por este método encapsulando econazol (substincia
antimicotica com propriedade hidrofobica). A droga e a lecitina foram solubilizadas em
etanol e entdo injetadas na fase aquosa. A eficiéncia de encapsulamento da droga foi da

ordem de 90% e o didmetro das vesiculas variou de 115 a 600 nm.

Método de Evaporacdo em Fase Reversa

Este método foi desenvolvido por Szoka e Papahadjopoulos (1978), utilizando uma
emulsdo de agua em oleo, chamada de emulsdo em fase reversa por ser o reverso de uma
emulsio padrio, oleo em agua. E ainda, o método tem este nome porgue a etapa chave no
seu desenvolvimento € a remog¢&o do solvente da emulsio por evaporagio.

Os fosfolipidios sdo primeiramente solubilizados em um solvente orginico como o
éter dietilico, isopropilico, ou mesmo uma mistura destes solventes com cloroférmio na
razdo 1:1 (v:v), caso o lipidio tenha solubilidade limitada em éter. A fase aquosa, contendo o
material a ser encapsulado, é injetada na solugio orgénica. Esta preparacio ¢ entdo levada a
um banho ultrassdnico para originar uma emulsdo homogénea. O solvente orgimco ¢ entdo
removido em evaporador rotatdrio empregando-se baixo vacuo. Numa primeira etapa de
evaporagio, ocorre a formacgio de um gel, o qual deve ser submetido 2 agitagio por vortex
para que sofra um colapso, levando 4 formagdo da suspensdo de lipossomas. O esquema de

preparagdo pode ser observado na Figura 2.9.
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Uma caracteristica relevanie ¢ a alta razdo entre a fase aquosa disponivel e a
quantidade de lipidios destas vesiculas, levando a altas eficiéncias de encapsulamento da fase
aquosa. As vesiculas obtidas por este método podem ser do tipo unilamelares grandes ou
multilamelares, dependendo de alguns fatores, dentre eles, a quantidade de fosfolipidio
utilizada. Deve ser considerade que o emprego de grandes guantidades de lipidios leva a
obtengdo de vesiculas multilamelares, pois ocorre a sobreposicio de monocamadas lipidicas
umas sobre as outras, enquanto que quantidades reduzidas originam vesiculas unilamelares.
A principal vantagem deste método é a obtengdo de vesiculas unilamelares grandes ou
oligolamelares com grande espago interno, e ainda a alta eficiéncia de encapsulamento da
fase aquosa (20 a 68 %). Como principal desvantagem tem-se a exposi¢io do material a ser
encapsulado aos solventes organicos, o que pode levar & sua degradagdo. A distribuigdo de
tamanhos obtida € bastante umforme para a maioria das misturas de fosfolipidios, porém,
preparactes contendo colesterol podem apresentar distribuigdes de tamanhos relativamente
heterogéneas {Szoka e Papahadjopoulos, 1980).

é aterial a ser encapsulado
h em tagipdo

Sonicacdo
Lipidios em EE——
Cloroférmio: Etex . - G
Blilico (11} Emuisdo”agna em dlea”
o Evaporagio
Injegdio Rapida dos solventes
orgémnicos

Suspensdo
de VUGs

Colapso do gel Formagdo de gel

Figura 2.9- Etapas da preparaciio de lipossomas pelo método de evaporagio em fase

reversa. {Figura adaptada de New, 1990).
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2.1.5. Mecanismos de incorporaciio de compostos terapéuticos

A incorporagdo dos compostos terapéuticos em lipossomas pode ser feita por
incorporagdo passiva ou ativa (Mayer et al, 1986) Na incorporagdo passiva, 0O
encapsulamento do composto ocorre durante a formagdo das vesiculas. Este tipo de
encapsulamento, para compostos hidrofilicos, € realizado mediante a hidratagio das
bicamadas lipidicas com uma solu¢fio aguosa do composto em estudo. A eficiéncia de
encapsulamento € determinada pela fragdo de composto terapéutico incorporado na vesicula,
e depende do volume aquoso retido no cerne do lipossoma onde a droga esta dissolvida, o
qual, por sua vez depende do tamanho e do nimero de lamelas dos lipossomas (Moraes,
1996). Para compostos predominantemente hidrofobicos, a incorporagdo passiva pode ser
feita diretamente na bicamada lipidica, dissolvendo-se o composto e os lipidios
simultaneamente no mesmo solvente orgdnico. Neste caso, a quantidade de droga
incorporada sera limitada pela estabilidade da bicamada lipidica resultante, ou seja, a
presenca da droga ndo deve afetar seriamente o empacotamento dos lipidios.

Na incorporacgiio ativa, o composto que se deseja encapsular € misturado a lipossomas
previamente preparados encapsulando, por exemplo, acido citrico a pH 4,0 e cujo meio
externo tenha sido substituido por uma solugdo a pH 7.4. Desta forma ¢ estabelecido um
gradiente de prétons entre as fases aquosas interna e externa das vesiculas. O
encapsulamento ativo baseia-se no fato de que apenas espécies ndo protonadas (neutras)
podem atravessar a bicamada lipidica dos lipossomas, enquanto que as moléculas carregadas
ndo apresentam esta capacidade. O composto a ser encapsulado ndo deve estar ionizado no
pH externc dos lipossomas para atravessar a membrana lipidica. Uma vez encapsulado e
havendo um excesso de protons na fase aquosa interna das vesiculas, o composto ionizando-
se torna-se positivamente carregado, e ndo ¢ capaz de permear a bicamada lipidica,
permanecendo entdo, retido no interior dos lipossomas, como ilustrado na Figura 2.10.

O efeito do gradiente de protons nas concentragdes do composto terapéutico nos

ambientes interno e externo das vesiculas € descrito pela equacgio de Henderson-Hasselbach

(2.1%
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onde [HA '] € a concentracde do composto terapéutico protonado e [H ] € a concentragdo

de protons.

Madden et al. (1990) avaharam a incorporacdo de compostos terapéuticos em
lipossomas em resposta a gradientes de pH, e demonstraram que esta técnica pode ser usada
para uma ampla variedade de drogas, podendo alcangar eficiéncias de encapsulamento
proximas a 100 %. Estes autores observaram que ocorre consideravel variabilidade de
respostas ao gradiente de pH entre os diferentes compostos em funcio das caracteristicas do
composto terapéutico, tais como o pK e a tendéncia de interagir com a bicamada, e das
condigdes experimentais utilizadas,

O encapsulamento ativo de compostos em lipossomas apresenta algumas vantagens
em relagio ao encapsulamento passivo: pode-se obter elevadas eficiéncias de
encapsulamento, nd3o utiliza solventes organicos, detergentes ou condigdes onde seja
envolvido cisathamento intenso, e ainda, permite que o encapsulamento seja feito
imediatamente antes do usc dos lipossomas, evitando a degradac¢do de compostos e a
desestabilizaco da vesicula com o tempo. Como desvantagem, o gradiente de pH pode ser

dissipado com o decorrer do tempe, causando a liberagiio precoce da droga encapsulada.

2.1.6. Estabilidade

A estabilidade € um dos fatores principais das preparagdes com lipossomas, pois com
o decorrer do tempo as vesiculas podem sofrer varas alteracdes. Normalmente sdo
estudadas numa preparagio contendo lipossomas a estabilidade quimica, fsica ¢
microbioldgica.

A estabilidade quinmea dos lipossomas pode ser afetada por reacdes de degradagio

como a hidrolise das ligagdes do tipo éster ¢ a peroxidacio de insaturagdes das cadeias de
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hidrocarbonetos dos fosfolipidios (Crommelin e Schreier, 1994), Estas reagles em geral

levam a alteracdes na permeabilidade da bicamada lipidica.

Estabelecimento de ApH nas vesiculas

pH =40 pH=74

Adigao da solugdo do composto
terapéutico a pH 7 4

Figura 2.10- Representagdo esquematica do mecanismo de incorporagfio ativa de

compostos terapéuticos em lipossomas. (Figura adaptada de Justo, 1999).

A instabilidade fisica leva a problemas tais como a liberagdo indesejavel do composto

terapéutico do interior da vesicula, e a alteragdes no tamanho e forma das vesiculas



Capitulo - Revisdo da Literatura 25

{Crommelin e Schreier, 1994) decorrentes de processos de agregagfio e fusdo dos
lipossomas. O processo de agregacdo consiste na formagdo de estruturas maiores compostas
por lipossomas individuais, a principio de carater reversivel A fusdo & resultante da
formacdo de novas estruturas coloidais, sendo um processo irreversivel.

Quando colocados em contato com moléculas anfifilicas, como por exemplo, as
inimeras substdncias presenies no fluido corporeo, os lipossomas interagem com tais
particulas, liberando o material encapsulado. O estudo do efeito de interagdo dos lipossomas
com moléculas de tensoativos € uma ferramenta Gtil para a previsdo do comportamento dos
mesmos quando admimstrados in vivo.

A adigio de tensoativo as bicamadas lipidicas leva & formacdo de micelas mistas.
Esta transicdo ocorre em irés etapas. No primeiro estagio, as moléculas de detergente estdo
em equilibrio entre a fase aquosa e lipidica. No segundo estagio, as bicamadas com
moléculas de detergente incorporadas coexistem com micelas mistas. Ocorre uma formacéo
progressiva de micelas mistas em funcfo do aumento da concentragio de tensoativo até o
desaparecimento das bicamadas, no terceiro estagio (Lasch, 1990). Este comportamento
pode ser observado na Figura 2.11.

A ocorréncia de tais fendmenos pode ser verificada através do perfil de turbidez da
suspensdo de lipossomas na presenga de tensoativos. Inicialmente as vesiculas ndo sofrem
alteracdo de tamanho, observando-se pequena variagfo na turbidez. Com a incorporagdo de
moléculas de tensoativos na bicamada observa-se a desestabilizacio das vesiculas, levando
ao aumento de tamanho e consequentemente da turbidez ou densidade Optica do meio. Este
fato € observado até que se tenha a completa solubilizacio das vesiculas e a formacio de
micelas mistas, promovendo entdo a diminuicdo da turbidez. Este comportamento estd

ilustrado na Figura 2.12.
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Figura 2.11- Representacio do comportamento de lipossomas na presenga de tensoativo.

(Figura adaptada de Lasch, 1990).

Qutro fator a ser considerado ¢ a inclusdo de moléculas de colesterol na bicamada
lipidica. Thoma e Jocham (1992) estudaram o efeito da adigdo de colesterol na estabilidade
de lipossomas empregados em preparagdes dermatologicas. Com a adicio de 50 % de
colesterol as vesiculas, as preparagOes apresentaram-se mais estavels, com menor taxa de
aumente do tamanho das vesiculas durante a estocagem.

Sob o ponto de vista microbiologico, os lipossomas constituem um meio bastante
atrativo para o desenvolvimento de microrganismos. Dependendo da via de administracdo, a
exigéncia sobre o controle microbioldgico € de maior ou menor intensidade. No caso de
produtos injetaveis, deve-se garantir sua esterilidade e apirogenicidade (auséncia de toxinas),

enquanto que para aplicacdes tOpicas somente esterifidade. Outro fator a ser considerado ¢ a
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interagdo dos lipossomas com preservativos antimicrobianos, que pode levar tanto a

desestabiliza¢do fisica quanto 4 quimica.
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Figura 2.12- Perfil de estabilidade de lipossomas sonicados na presenga de tensoativo.
Regido 1- as moléculas de detergente estdo em equilibrio entre a fase aquosa e lipidica;
Regido 2- as moléculas de detergente sdo incorporadas na bicamada lipidica e presenga de
micelas mistas; e na Regido 3- existéncia apenas de micelas mistas. {Figura adaptada de

Ribas, 1997).

2.1.7. Aplicac¢des Biolégicas dos Lipossomas

A grande versatilidade dos tipos de lipossomas, suas composigdes ¢ ainda o fato de
suas propriedades serem determinadas por variaveis controlaveis tornam os lipossomas
muite atrativos para aplicagGes na area médica, cosmética e outras. As formulagles de
lipossomas sio compostas de substancias anfifilicas como os lipidios, ingredientes ativos
(drogas ou moléculas bioativas), e em alguns casos preservativos como, por exemplo,

antioxidantes e agentes microbicidas, que protegem a formulag3o.
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As formulagdes contendo lipossomas podem ser administradas através de diversas
vias, tais como intravenosa, intradérmica, pulmonar, ocular, nasal e topica. E ainda, os
lipossomas podem ter sua superficie modificada de modo a conferir-lhes uma maior
especificidade, possibilitando sua aplicagfo na area de imunologia, por exemplo.

A industria cosmética € aquela que apresenta maior desenvolvimento em relagio aos
lipossomas, porém aplicagdes dérmicas de farmacos estio sendo estudadas e apresentam
grande tendéncia de desenvolvimento. A Tabela 2.3 sumariza parte da literatura localizada
em relagio & pesquisa envolvendo lipossomas para aplicagdo dérmica, abordando os
aspectos de composigdo lipidica, método de preparagio, tamanho das vesiculas resultantes,
tipo de composto encapsulado e de veiculo empregado para a suspensdo das vesiculas.

Pode-se verificar que existe uma grande variedade de lipidios empregados em
formulagdes de hpossomas para aplicagio dérmica. Dentre eles destacam-se a
fosfatidilcolina, o fosfatidilinositol, a fosfatidilserina, as ceramidas, a lecitina de soja ou ovo
e o colesterol. A presenga do antioxidante a-tocoferol ou vitamina E pode ser observada em
varias preparagdes. Entre os métodos de preparag@o, o mais utilizado € o de hidratagio do
filme, seguido pelas técnicas de remogdo de detergente, sonicagio e injesdo de etanol.

Quanto ao tamanho das vesiculas, existe uma grande vaniedade, havendo vesiculas
com didmetros de 50 a 500 nm e ainda dos tipos uni ¢ multilamelares. Os tipos de agentes
ativos encapsulados também s3o diversificados, incluindo anti-micéticos, hormédnios,
vitaminas, anti-inflamatérios e outros. Através destes trabalhos, nota-se que ndo sdo
adotadas metodologias universais aplicaveis a todas as preparagdes.

Cada preparaco ¢ formulada de maneira a atender requisitos especificos e, assim,
envolve metodologias € materiais distintos.

Ja existern disponiveis comercialmente alguns produtos constituidos por lipossomas
encapsulando compostos ativos para fins terapéuticos e cosméticos. A Tabela 2 4 apresenta

alguns destes produtos da area farmacéutica.
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Tabela 2.3— Lipossomas em aplicagdes dérmicas.
Composi¢io em Método de Didmetro | Agente ativo Veiculo Referéncia
lipidios preparacio | médio (nm) | encapsulado
Lecitina Injecdiode | Unilamelares Econazol Nio Kriftner,
etanol 100 a 500 nm mencionado 1992
PC.CH:PS Hidratacéio do VML Ciclosporina e Nio Egbaria ¢
CM:Col:PA:CS filme tamanho nio inulina mencionado Weimner,
1% tocoferol pH 7.4 mencionado 1992
PC Hidratagéo do 250 nm Lipossomas | Ndoseaplica | Rédnge
filme livres Artman,
pH 6,5 1992
Lecitina de soja Dialise de 159+ 50nm | Lipossomas | Nioseaphca | Schmid,
detergente Irvres 1992
PC:Col:PS Hidratagéio do Nio Carboxifiuo- Nio Lieb et al.,
1:0,5: 0,1 filme mencionado rescema mencionado 1992
pH 7.4
65% lecttina de ovo | Hidratagio do Nio Hidro- Nio Wohlrab, et
3,5%HC filme ou mencionado cortisona mencionado al., 1992
4,4%Vitamina E sonicacdo
27.5% Colesterol
Lecitina de soja Sonicacdo 100 a Vitamina A Gel de Meybeck,
200 nm carbopol 1992
1,25%
3 composicOes Hidratacio do VML Interferon Nio Weiner et
EL:Col:PS filme 100 nm mencionado al., 1992
(2:1:0,33) pH70e
DMPC:Col:PS desidratacio/
(2:1:0,33) reidratacio
CM:Col:PA:CHS
(4:2.5:2.5:1)
Lecitina de ovo Dialisede | Unilamelares | Proprionato Gel de Korting,
detergente 50 nm de poliacrilato 1992
Betametasona
65% Lecitina de ovo Sonicagdo Nio Hidro- Nio Wohirab e
4,4%Tocoferol mencionado cortisona mencionado | Lasch, 1987
27,5%Colesterol
3,5% Hidrocortisona
DL - a-DPPC Hidratacio do Nio Triancinolone Nio Mezei et al.,
Colesterol filme mencionado mencionado 1930

CHS, colesteril sulfato; PA, acido palmitico;, PC, fosfatidilcolina; PI, fosfatidilinositol, PS,

fosfatidilserina; CM, ceramidas;Col, colesterol.
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Tabela 2.4- Produtos compostos por lipossomas disponiveis comercialmente (tabela
adaptada de Lasic, 1998).

Produto Principio ativo Fabricante

Doxil Doxorubicina Sequus, Menlo Park, EUA

Ambisome Anfotericina B NeXtar, Boulter, CO, EUA

Creme anti-cancer Nio mencionado Asta Medica, Frankfurt,
Alemanha

Epaxal Antigeno contra hepatite A | Swiss Serum Institute, Bern,
Suica

ELA-Max Lidocaina Biozone Labs, Pittisburgh,
EUA

Entre os produtos apresentados na Tabela 2.4, o Ambisome, que se trata de
formulacio de lipossomas unilamelares encapsulando anfotericina B, utifizado na terapia de
infecgdes causadas por fungos estd disponivel comercialmente desde 1990 no mercado
europeu e desde 1997 no mercado americano. A Doxil é uma suspensio liquida de
doxorrubicina em lipossomas estabilizados estericamente e encontra-se disponivel no
mercado americano desde 1995. Para ambas as formulaces verificou-se uma reducgio
consideravel nos severos efeitos colaterais resultantes da administracio das drogas livres.

A mesma empresa fabricante da vacina contra a hepatite A vem desenvolvendo novas
vacinas para hepatite B, gripe, difteria e tétano. O interesse nesta area baseia-se no fato dos
lipossomas potencializarem a resposta imune ao antigeno.

A partir de informacg3es a respeito de formulagdes envolvendo lipossomas, espera-se
o desenvolvimento de prepara¢gdes de lipossomas na area médica encapsulando agentes
anticincer, citocinas, antifungicos, antibidticos em lipossomas convencionais ou de longa
circulagio (Lasic, 1998).

Um crescimento explosivo do uso de lipossomas foi observado no ramo de
cosmeéticos, tendo iniciado em 1987 com o produto Capture da Christian Dior e produto

anti-envelhecimento da L'Oreal.
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2.2. A pele como alvo e local de aplicagdo de agentes terapéuticos

A pele € a regifio mais externa do corpo, sendo, portanto, de acesso relativamente
mats facil em comparagio aos demais Orgdos. A aplicagio de drogas hivres, em conjunto
com substéncias promotoras de sua penetra¢io na pele, aumenta a concentragéo de droga no
interior da pele através da reducdio do coeficiente de permeabilidade da epiderme, porém
promove também um aumento dos niveis da droga no plasma, o que pode levar 2
manifestacdo de efeitos colaterais (Martin e Lloyd, 1992).

Os lipossomas constituem uma alternativa bastante promissora para o tratamento de
doengas de pele, pois aumentam a concentragdo de droga no local de a¢dio desejado,
minimizando a absorgdo sistémica da droga e conseqiientemente seus possiveis efeitos
colaterais.

A regido mais externa da pele, ou epiderme, em seres humanos possui
normalmente 0,04 mm de espessura, € em alguns casos isolados pode ter até 0,2 mm (Ceve,
1992). Esta camada mais externa, o estrato corneo, consiste de cerca de 20 camadas de
células queratinizadas e de grande quantidade de células mortas. Os pequenos intersticios
entre as células de corneocitos sdo preenchidos com estruturas guasi-lamelares consistindo
de 80% de lipidios saturados. O interior dos cornedcitos € preenchido com filamentos de
queratina. O estrato corneo, conseqiientemente, € mecanicamente muito rigido e resistente a
acidos, sendo pouco permeavel a dgua e atuando como uma barretra eficiente para a entrada
de substéncias lipofilicas. O estrato coreo previne a perda de fluidos corpéreos, lipidios e
macromoléculas da pele, assim como faz o contra-transporte dos agentes aplicados na
superficie. Diretamente abaixo do estrato comeo esta a epiderme vidvel, composta de trés
camadas: o estrato granuloso, espinoso e basal. A epiderme vidvel contém queratindcitos,
melanocitos, células de Langerhans (importantes para a resposta imune) e células de Merkel
{envolvidas na percep¢ao sensorial).

A regifio abaixo da epiderme € denominada derme e tem espessura de 10 a 20 vezes
maior que a epiderme. Na derme encontram-se vasos capilares, glindulas, células
imunologicamente ativas, terminacdes nervosas, etc. Para se ter uma idéa a respeito da

complexidade da pele, estima-se que em média um centimetro quadrado de pele contém 10
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foliculos, 15 glandulas sebaceas, 12 nervos, 100 glandulas sudoriparas, 360 cm de nervos e
trés vasos sanguineos (Asbill e Michniak, 2000).

O estrato corneo raramente € o alvo para a administragio de agentes ativos, com
excecdo dos casos de tratamento de algumas infecgBes bacterianas ou por fungos. A derme é
a regifo preferida como alvo da liberagio controlada de drogas para tratamento de doengas
da pele. Algumas drogas sdo absorvidas pela pele em maior extensdio em regides com
foliculos capilares, € em menor extensio ocorre a absorgdo através de glindulas sudoriparas.
A rota transdérmica ¢ a que apresenta maior resisténcia a penetragio de agentes ativos.
Estas rotas de penetrac¢do de substédncias na pele estdo representados na Figura 2.13.

Os lipidios, que sdo capazes de se estruturar na forma de bicamadas ndo tém sua
penetragdo aumentada quando administrados na forma de emulsdio, mas somente quando
encontram-se em estruturas lamelares. Lipossomas multilamelares possuem maior habilidade
em permear a pele através de orificios de foliculos. Preparagdes a base de lipossomas sdo
capazes de aumentar de cinco a oito vezes a liberacio de drogas nos foliculos em
comparagdo a capacidade de penetragio de preparagcGes aguosas. A composigdo lipidica € o
tamanho dos lipossomas determinam a capacidade destas vesiculas em atingir determinada
camada da pele. Lipossomas compostos de fosfatidilcolina encapsulando melamna, por
exemplo, sdo capazes de depositar a substincia em regides penféricas dos foliculos € no
interior de suas células (Sharata e Katz, 1996).

Assim, as razdes da baixa permeabilidade da epiderme devem ser entendidas antes da
formulagdo de substdncias terapéuticas, para que se tenham aumentadas as probabilidades de

sucesso decorrente de sua aplicagdo.

2.2.1. Mecanismos de penetracio de agentes ativos na pele

A superficie da pele é uma barreira eficiente para a penetracio de compostos com
peso molecular acima de algumas centenas de Daltons. A dificuldade de penetragdo de
substincias na pele é aumentada de acordo com o peso molecular do composto. Considere-

se, por exemplo, uma molécula pequena, como a de 5-fluorouracil, droga comumente
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empregada na terapia de melanomas. A quantidade de droga que penetra na pele nfio excede
uma fragio de 1%/h.cm” da dose aplicada (Cevc e Blume, 1992), ou seja, a capacidade de

penetracdo € muito pequena.

Figura 2.13 - Representacio das vias de penetragio de substincias ativas através da
pele. Rota A- penetracfo atraves dos foliculos; B- penetragiio através de glandulas
sudoriparas e C- penetragio por via transdérmica.(Figura adaptada de Sharata e Katz,
1996).

A maior barretra 4 penetracio de substincias na pele é o estrato comeo, que é
composto de cornedcitos imersos em uma matriz lipidica. Conforme mencionado
anteriormente, esta matriz lipidica é formada de camadas duplas de membranas lipidicas
compostas de colesterol, acidos graxos e ceramidas. Entdo, existe a hipOtese de que
substincias que fluidifiquem esta matriz lipidica possam promover um aumento da
penetragio de drogas através da pele. Entretanto, o uso de substincias que aumentem a
penetragdo de agentes ativos na pele pode ser limitado pela toxicidade destas substincias
{Kirjavainen et al., 1996).

O uso de lipossomas minimizaria este problema, e apesar de sua aplicagio na
liberagdo transdérmica de drogas estar sendo intensamente avaliada, existem poucos estudos

a respeito da intera¢@o entre estas vesiculas lipidicas e a pele humana.
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O mecanismo de penetracdo de preparagdes contendo lipossomas na pele ainda nio
est4 bem definido, porém algumas hipoteses foram propostas por Kirjavainen et al. (1996) e
Ceve e Blume (1992).

Segundo Kirjavainen et al. (1996), a interagio entre as vesiculas lipidicas e a pele
depende da composigdo destas vesiculas. Segundo estes autores, a presenga de cargas na
superficie das vesiculas ou de colesterol ndo influencia o processo de penetracio de
lipossomas na pele. E ainda, segundo este trabalho, os lipossomas penetram no estrato
corneo aderindo na superficie da pele, desestabilizando-se, fundindo-se ou musturando-se
aos lipidios da pele. Com isso, os lipossomas poderiam atuar como substancias promotoras
de penetragio de agentes ativos na pele.

Outra hipotese a respeito do mecanismo de penetragio de agentes ativos na epiderme
baseia-se na existéncia de um gradiente de concentracdo de agua. A superficie da epiderme €
considerada seca, normalmente contém menos de 15% de 4gua, o que representa um fator
cinco vezes menor do que nas camadas inferiores. Embora, o gradiente de concentragio de
agua transdérmico possa ser considerado como pequeno, e a permeabilidade da pele seja
também limutada, este gradiente de umidade e a forga osmética, gerada pelo gradiente de
pressdo entre a superficie e camadas internas da pele, promovem uma forga motriz suficiente
para permitir a penetracdo de vesiculas lipidicas através do estrato comeo (Ceve e Blume,
1992).

As formulagdes convencionais, como solugfes, cremes € unglientos liberam as
drogas através das células mortas do estrato cormneo por um mecanismo de difusiio passivo,
seguindo a lei de Fick. Lipossomas podem liberar drogas para o estrato cormeo ¢ a epiderme
dentro de um periodo de 30 minutos, em concentragdes significativamente superiores as
preparagdes convencionais com drogas livres (Wohlrab e Lasch, 1987).

Propriedades fisicas dos lipidios que constituem os lipossomas, como por exemplo a
temperatura de transic3o de fases, também influenciam a penetragio dos mesmos na pele.
Formulagdes de lipossomas contendo gliceril dilaurato na bicamada sio capazes de levar dez
vezes mais droga a camadas mais profundas da epiderme que preparagdes convencionais. O
gliceril laurato tem temperatura de fusdo igual a 30°C, que € um valor pouco abaixo da

temperatura normal da pele. O aumento na penetragio pode ser devido & transicio de fases
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da bicamada lipidica, na qual ocorre um rompimento parcial da vesicula, o que colocaria a
droga em contato direto com estrato corneo, promovendo entio a penetragio da mesma

através da epiderme (Sharata e Katz, 1996).

2.3. Quimioterapia de Melanomas Cutineos

As formas de tratamento de melanoma cutineo correntemente utilizadas sdo a
cirurgia, a radioterapia, a imunoterapia, a quimioterapia e a combina¢io de duas ou mais
destas técnicas. A quimioterapia ou emprego de agentes quimicos € uma das formas mais
utilizadas no tratamento de melanomas porque atua de maneira generalizada, possibilitando
o tratamento da doenga quando ja exista a presenga de metdstases, enquanto que a cirurgia e
a radiacdo sdo limitadas a areas especificas. Contudo, a quimioterapia no se mostra muito
efetiva, sendo que o agente de maior efeito no melanoma tem sido a dacarbazina e a
quimioterapia combinada permanecem sendo empregados (Harry et al., 1994).

A dacarbazina induz melhora nos pacientes em 15 a 25% dos casos, embora por um
curto periodo de tempo. Agentes alquilantes citotdxicos como o melfalano, a lomustina, a
fotemustina e outros tém sido empregados na terapia do melanoma. Contudo, a agio destes
agentes deve ser reforgada a fim de diminuir a resisténcia dos tumores, especialmente no
caso de melanomas, que apresentam uma das piores taxas de respostas a quimioterapia em
relacdo as demais neoplasias.

Vicente et al. (1998) estudaram o efeito de algumas drogas em células de melanoma
de humanos ¢ ratos, entre elas o melfalano, a lomustina, a fotemustina, e o 4-hidroxianisol
(4-HA) isolados, combinados e apds pré-tratamento com butionina sulfoximina (BSO),
acido etacrinico (EA), e acido azelaico {AA). A droga que apresentou melhor resuliado no
seu uso isolado foi o melfalano, seguida de lomustina, fotemustina e 4-HA. O uso destes
agentes de forma combinada ndo apresentou resultados promissores. O BSO aumentou a
citotoxidade do melfalano e da lomustina, enquanto que aumentou a toxicidade da
fotemustina O EA aumentou a potencialidade do melfalano, da lomustina e da fotemustina.
O AA aumentou a efetividade da lomustina e da fotemustina nas células de ratos e na de

humanos. O 4-HA ndo apresentou aumento na efetividade de nenhuma das drogas testadas.
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De acordo com os resultados obtidos, os autores sugeriram que o pré-tratamento € uma
opgdo que deve ser considerada para melhorar o efeito de drogas utilizadas no tratamento
principal.

Outros autores consideram o uso isolado de acido azelaico na terapia de melanoma.
Nazzaro-Porro et al. (1980) estudaram o efeito da administracdo de acido azelaico em 23
pacientes com melanoma cutineo. Neste tratamento foram combinadas as administragdes
por via oral (10 a 15 gramas por dia) e topica (creme contendo 15% de AA aplicado duas
vezes ao dia) por um periodo de duas a doze semanas antes de intervengio cirargica e foi
observado efeito benéfico nas lesdes de melanoma. Este resultado indicou que o acido
azelaico apresenta efeito citotoxico em melanomas humanos.

O AA, quando administrado por via oral, ndo apresentou toxicidade ou efeitos
mutagénicos agudos de acordo com estudos realizados em animais. A administragio tépica
de cremes contendo de 15 a 20% de acido azelaico é bem tolerada por humanos, nio
levando a reagdes alérgicas na pele, porém com seu uso mais frequente observa-se a
formagdo de eritemas e irritagdes cutédneas caracterizadas por escamacio, prurido e sensagio
de queimadura (Fitton e Goa, 1991).

De acordo com Fitton e Goa (1991), o AA pode ser empregado no tratamento de
casos de melanoma em que o local ou extensdo da lesdo tornem a cirurgia impraticavel.

Outra droga que deve ser considerada na terapia topica de melanomas é o 5-
fluorouracil (5-FU), agente anti-cincer. Aplicaches topicas de S-fluorouracil foram
utilizadas com sucesso em trés pacientes com lesdes de melanoma, porém ainda em carater
experimental, Harry et al. (1994).

Ryan et al., 1988, estudaram o efeito de 5-FU em pacientes apresentando melanoma
cutdneo. Especialmente para casos de pacientes com lesdes na face, estes autores
consideram que o emprego desta droga é uma alternativa relevante, pois apresenta bons
resultados sob o ponto de vista estético, e ainda, este tratamento tem custo mais baixo do
que se fosse feita uma reconstituigdo da pele, por exemplo. No caso de pacientes que ndo
possam ser submetidos a cirurgias, por razdes de saude, estes pesquisadores também
consideram a administragdo de 5-FU uma boa alternativa. Contudo, o emprego de 5-FU em

casos de melanoma apresenta algumas dificuldades. O tratamento € longo e muitas vezes



doloroso, o que leva muitos pacientes a interromperem a aplicacio da droga antes da
obtengo de resultados significativos.

Uma terceira droga a ser considerada na terapia de melanomas ¢ a bleomicina. Esta
droga, descoberta por Umezawa em 1970, apresenta atividade contra uma variedade de
tumores sélidos e linfomas. Sdo diversas as vias de administragio empregadas para esta
droga: via intravenosa, intramuscular, intradérmica e topica. A aplicagio tOpica da
bleomicina foi empregada para o tratamento de uma variedade de doencas dermatologicas e
ainda pode ser indicada no tratamento local de cincer de pele e psoriase (Carter e Crooke,
1978).

Como os demais agentes quimioterapicos mencionados, a bleomicina administrada na
sua forma livre leva a uma série de efeitos colaterais. Outro ponto critico € o pouco tempo
que se mantém na corrente sangiiinea ap6s sua administragio, o que leva a diminuigio de
sua eficacia.

Diante desta revisdo da literatura a respeito de terapia de melanomas, foram
selecionadas, neste trabalho, as drogas 5-fluorouracil, acido azelaico e bleomicina para o
encapsulamento em lipossomas para aplicagio por via topica. Os trés compostos
mencionados mostram-se promissores no tratamento de melanoma. Com o acido azelaico
ndo foram localizados trabalhos envolvendo seu encapsulamento em lipossomas. Porém,
considerou-se importante sua veiculacio em lipossomas ndio apenas para o tratamento de
lesdes de melanoma, como também para a terapia de manchas de pele e acne, reduzindo seus
efeitos colaterais e ainda promovendo o aumento de sua absorcdo através da pele.

Para o 5-fluorouracil e bleomicina foram localizadas algumas investiga¢Ses (citadas
no decorrer deste trabalho) que mostraram resultados promissores com o encapsulamento
destes farmacos em lipossomas. Contudo, ainda n3o foram desenvolvidos sistemas de
lipossomas encapsulando tais drogas para administragio por via topica.

Desta forma poder-se-ia aumentar a penetracio destes agentes, AA, BLE e 5-FU, na
pele e reduzir efeitos colaterais provocados pela aplicagdo dos compostos em sua forma

livre. A seguir, estas drogas serdo mais detalhadamente abordadas.
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2.3.1. Acido azelaico

O acido azelaico é um acido dicarboxilico saturado constituido de 9 carbonos, obtido
através da oxidagdo do acido oléico pelo acido nitrico (Nazzaro-Porro, 1987). Sua formula

quimica estrutural pode ser observada na Figura 2.14.

HO OH

Figura 2.14- Formula quimica estrutural do acido azelaico.

Dentre algumas de suas propriedades fisicas e quimicas de relevincia para este
trabatho, deve-se destacar que este composto ndo apresenta absor¢io de luz apreciavel no
espectro visivel, sendo apenas limitadamente solivel em agua, enquanto que no solvente
organico etanol sua solubilidade ¢ aumentada.

De acordo com Prieto e Lopez (1993), o acido azelaico € um composto terapéutico
interessante para o tratamento de lentigo maligno, especialmente em casos de pacientes que,
por algum motivo, ndo possam ser submetidos a cirurgia.

Acidos dicarboxilicos de 8 a 12 carbonos sdo inibidores competitivos de tirosinase in
vitro, enzima ligada a sintese de melanma. O 4cido azelaico apresenta menor custo, além de
ser mais solivel em relagdo a outros acidos dicarboxilicos quando incorporado em bases de
cremes (Nguyen et al., 1993).

A pesquisa a respeito do AA no tratamento de melanoma ¢€ justificada pelo fato deste
composto apresentar efeito citotoxico sobre células anormais de melandcitos enquanto que
em células sadias o seu efeito é praticamente inexistente {(Nazzarro-Porro et al., 1980). O
mecanismo de ac¢do deste composto ainda necessita de investigagdo, porém € sugerido que a

agio seletiva do acido azelaico esti relacionada ao fato deste composto ser capaz de




penetrar mais em células anormais em comparag¢do a células normais (Nazzarro-Porro,
1987).

Quando aplicado em concentragdes de 10 a 100 mM, o acido azelaico demonstrou
efeito anti-proliferativo in vifro em células de melanoma humano. Este efeito é observado
principalmente pela inibigdo na sintese de DNA. Citotoxicidade foi observada em
concentragdes superiores a 40 mM, devendo-se ressaltar que o0 AA ndo € ativo contra estas
células em concentragdes inferiores a 10 mM (Nguyen et al., 1993).

A administragio do acido azelaico tem sido empregada por diversas vias tais como:
oral, intravenosa, intra-arterial, intra-linfatica (15% em solugdo de sal de sbdio) e topica (em
geral, creme com concentragéo de 20% em AA), de acordo com Fitton e Goa (1991).

Um dos fatores mais importantes no estudo de uma droga de agdo dermatologica é a
capacidade, assim como o mecanismo, de absorcio percutdnea da mesma. Na aplicagio
topica de um grama de creme contendo 20% de acido azelaico, Nguyen et al. (1993)
verificaram uma absorc¢do percutinea de aproximadamente 3% e, no plasma, foi quantificado
0,038 pg/mL (2,1x107 M). A absorgio percutinea do acido azelaico € determinada pelo
veiculo no qual este estd suspenso, por exemplo, o uso de um gel contendo 15% de acido
azelaico conduz a 8% de absorgdo, enquanto que num ungiiento de polietilenoglicol solivel
em agua, a absor¢do ¢ de apenas 3%.

Diante destes fatos, verifica-se que este composto poderia ter sua absorgdo cutanea
substancialmente aumentada se encapsulado em lipossomas, aumentando-se a penetracéo do

agente ativo na pele.

2.3.2. 5-Fluorouracil

As pirimidinas fluoradas e seus nucleosideos possuem atividade anti-cancer. Dentre
estes compostos, destaca-se o S-fluorouracil, que é uma das drogas anti-cincer mais ativas.
Este composto terapéutico € utilizado clinicamente em casos de céncer do trato
gastrointestinal, pulméo, do aparelho genital feminino e em terapia de melanomas como um
complemento terapéutico ou como tratamento primério (Zambonin et al., 1996; Ryan et al.,
1988).
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A formula quimica estrutural deste composto esta apresentada na Figura 2.15.

Figura 2.15- Formula quimica estrutural do 5-fluorouracil.

Comercialmente existe disponivel o 5-FU em creme Lima (1993), constituido de 5 %
da droga suspensa numa base emulsionada agua-oleo, para administragio topica (Efurix ®,
Hoffman-La Roche). A administragio desta droga por via tdpica apresentou resultados
satisfatorios em pacientes com melanoma. Esta droga ¢ usada como alternativa em casos de
pacientes que por razdes de saude, como por exemplo, problemas cardiacos, ndo possam ser
submetidos a cirurgia (Ryan et al., 1988). '

Um fator limitante na terapia desta doenca com 5-FU livre consiste nos efeitos
colaterais indesejados causados por sua administragdo (Zambonin et al., 1996). Isto se deve
ao fato de que quando administrado na sua forma livre, proporciona picos de concentragio,
fato este que vem a agravar seus efeitos colaterais, como danos ao epitélio gastrointestinal
quando administrado na forma oral ou endovenosa, mielotoxicidade e a possivel ocorréncia
de distarbios cerebelares. Além disso, a droga apresenta pouco tempo de aglio in vivo
(Simmons et al., 1988).

Diante deste fato, este Gltimo grupo de pesquisadores estudou o encapsulamento de
5-FU em lipossomas com o objetivo de prolongar o efeito ativo e reduzir a toxicidade da
droga em pessoas que sofrem de glaucoma. Com este sistema, os picos indesejaveis de

concentragio da droga foram significativamente reduzidos. Estudos suplementares sdo



necessarios a fim de se estabelecer a efetividade do composto encapsulado em lipossomas
em relacdo a sua administragdo na sua forma livre.

Elorza et al. (1993) também estudaram lipossomas encapsulando 5-FU a fim de
verificar a liberagdo deste composto através da bicamada lipidica. Foram preparados
lipossomas pelo método de evaporagfio em fase reversa, obtendo-se uma eficiéncia de
incorporacio da droga em torno de 60%. Neste trabalho também foi estudado o efeito do
lipidio empregado na capacidade destes lipossomas em reter a droga no seu interior. Foi
observado que a liberagfio deste composto das vesiculas esta relacionada a sua atividade
superficial, e que lipossomas compostos por DSPC sfo capazes de manter o 5-FU
encapsulado por mais tempo que lipossomas compostos por esfingomielina bovina.

Dentre as propriedades fisicas e quimicas da droga importantes no desenvolvimento
de formulagBes de 5-FU encapsulado em lipossomas devem-se destacar: sua solubilidade em
agua € de 0,1 g/100 ml., apresenta absor¢do de luz na regifio do ultra violeta a 254 nm,
pKa igual a 8,04 ¢ ainda, ¢ uma droga fotossensivel (Merck Index, 1996; Jarugula et al,
1996 e Krogsgaard et al., 1996).

| Outros aspectos relevantes sio referentes a estabilidade desta droga. Segundo Amer
et al. (1998), ¢ 5-FU apresenta trés produtos de degradac@o conhecidos, flucroacetato de
sodio, uréia e formaldeido. Alguns fatores que levam a tal degradagio sfo condigdes
alcalinas (pH>9) e temperaturas elevadas. Tais produtos de degradagio do 5-FU absorvem
espectrofotometricamente na mesma regifio da droga nd3o afetada, com isso, sua
determinacgo colorimétrica direta ficaria comprometida.

Outro fator importante relaciona-se a estocagem do composto terapéutico.
(Martindale, 1993) relata que a droga deve ser estocada em frascos de PVC, pois, quando

em solugdo, é capaz de interagir com o vidro.
2.3.3. Bleomicina
Bleomicinas fazem parte de um importante grupo de agentes tumoricidas obtidos

como produtos de fermentagio do Streptomyces verticillus. Esta droga é empregada

clinicamente como uma mistura de dois peptideos quelantes de cobre, bleomicinas A; e B,
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Como pode ser observado na Figura 2.16, estas bleomicinas diferem apenas no seu grupo
amino-terminal, que podem ser alterados em fungdo de grupos amina adicionados ao meio

de fennentag:ﬁo (Goodman, 1996).
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Figura 2.16- Formula quimica estrutural da Bleomicina A; e B,

Esta droga ¢ comumente comercializada na forma de sulfato de bleomicina
(Blenoxane®, Bristol-Myers Squibb), apresentada em frasco-ampola contendo 15 unidades
da droga.

A aplicagio da bleomicina (BLE), como agente isolado ou em associagio a outros
agentes quimioterapicos, ¢ indicada em diversos casos de neoplasias como carcinoma
espinocelular, de cabega e pescogo, incluindo boca, lingua, amigdalas, nasofaringe,
orofaringe, mama, palato, 1abios, mucosa bucal, gengiva, epiglote, laringe, pele, pénis, colo
uterino e vulva. Esta droga pode ser administrada por via intramuscular, intravenosa ou
subcutinea (Lima, 1993). A bleomicina pode ser empregada na terapia de uma variedade de
doengas de pele. Injetada intradermicamente, apresentou atividade contra diversos tipos de
verrugas. Sua aplicagdio topica pode ser empregada no tratamento local de varios tipos de
cincer de pele (Carter e Crooke, 1978).

De acordo com Roy e Kim (1991), no tratamento de neoplasias a dose terapéutica
requerida deve ser administrada por um periodo prolongado, visto que existe a

comprovagéo de que sua administragdo nesta forma € menos toxica do que no caso de



inje¢Oes de altas doses intermitentes. A administragdo continua da droga torna o tratamento
inconveniente, doloroso e de alto custo para o paciente. Com isso, o encapsulamento de
bleomicina em lipossomas seria indicado.

Dentre as propriedades fisicas importantes no desenvolvimento de formulagSes de
bleomicina encapsulada em lipossomas, deve-se destacar que a droga ¢ bastante solivel em
agua, e pouco soluvel em alcool (AHFS, 1992), apresentando massa molecular média igual a
1400 Da.

Dentre os trabathos envolvendo encapsulamento de bleomicina em lipossomas,
destaca-se o de Roy e Kim (1991), que descrevem a preparagio de lipossomas
multivesiculares por um método consistindo numa modifica¢io do método de evaporagio
em fase reversa descrito por Szoka e Papahadjopoulos (1978). Estes lipossomas
multivesiculares, apresentando didmetros médios de 19,1 um e eficiéncia de encapsulamento
de 73 %, foram desenvolvidos para administracio por via subcutinea e os autores
mostraram que o emprego destes lipossomas aumentou o indice terapéutico da droga.

Com base na revisio da literatura apresentada, foram preparados lipossomas
encapsulando AA, 5-FU e BLE empregando os métodos de hidratagiio do filme com
incorporagdo ativa e passiva, de injegdo de etanol e de evaporagdo em fase reversa,

conforme descrito na proxima sec@o.



I1I- Objetivo

Este trabalho teve como objetivo a preparacio e caracterizagio de lipossomas
encapsulando eficiente e estavelmente os compostos utilizados na terapia de melanomas,
acido azelaico, S-fluorouracil e bleomicina. A influéncia do método de encapsulamento, da
razdo molar inicial agente terapéutico/lipidio e da temperatura, dentre outros fatores, na
eficiéncia de incorporagiio das drogas em lipossomas foi abordada. O comportamento das
amostras quanto a estabilidade de estocagem e & presenca de um composto capaz de
desestabilizar a bicamada lipidica, o tensoativo Cy2Es, a fim de inferir sobre o
comportamento de tais vesiculas quando em presenga de fluidos biolégicos também foi

pardmetro avaliado.



IV- Materiais e Métodos

4.1. Materiais

Fdrmacos: Acido azelaico e 5-fluorouracil obtidos da Sigma Chemical Company, e
Bleomicina, na forma de Sulfato de Bleomicina (Blenoxane), adquirido da Bristol-Myers
Squibb.

Lipidios: Dipalmitoilfosfatidiicolina (DPPC) e Colesterol (Col) obtidos da Sigma
Chemical Company.

QOutros materiais. Reagente tamponante N-[2-hidroxietil]piperazina-N’-[2-acido
etanossulfonico] (hepes), cloreto de sédio, I-octanol, gel Sephadex (G-50, carbonato de
sodio e polioxietileno 5-lauril éter (Ci2Es) foram obtidos da Sigma, Chemical Company.
Hidroxido de sodio e 4cido citrico foram obtidos da Quimibras Inddstrias Quimicas S.A.
Etanol, metanol, cloroférmio, 1so-octano, perdxido de hidrogénio (30 %), 4cido bérico,
acido ascorbico, 1-butanol, dodecilssulfato de sodio (SDS), éter dietilico e Tris-HC! foram
adquiridos da Merck. Acido sulfirico 10 N foi obtido da Quimica Especializada Erich Ltda.
Molibdato de amdnio foi obtido da ECIBRA. Tetraborato de sodio foi adquirido da Synth.
Monofosfato de sédio hidratado foi obtido da Baker Analized Reagente. A dgua utilizada foi
bidestilada e purificada em sistema Milli-Q da Millipore. Todos os reagentes utilizados

tinham qualidade analitica certificada.

4.2. Métodos

4.2.1. Caracterizacao preliminar das drogas livres

4.2.1.1. Determinacdo das caracieristicas de solubilidade das drogas

As solubilidades de AA e de 5-fluorouracil foram testadas em agua, tampdo hepes a
10 mM com 120 mM de NaCl a pH 7.4 e no solvente organico etanol. A BLE teve sua
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solubilidade testada apenas nos meios aquosos. As drogas foram misturadas aos solventes
mencionados de forma que suas concentragdes iniciais atingissem 10 mM. No caso da ndo

solubilizagdio nesta concentragdo, verificada por observagiio visual, adicionou-se mais
solvente até que a droga fosse completamente solubilizada. A solubilidade de 5-fluorouracil
foi também testada em tampdo Tris-HCl com 140 mM de NaCl a pH 7.4 para uma

concentragio inicial de 5-fluorouracil de 100 mM.

4.2.1.2. Determinagdo do coeficiente de particdo de dcido azelaico e 3-fluorouracil em

sistema 1-octanol / solugdo tampdo hepes

Solugdes de AA e S-fluorouracil tiveram seus coeficientes de partigiio determinados
no sistema l-octanol/tampio hepes a 10 mM com 120 mM de NaCla pH 7.4. O composto
S-fluorouracil ainda teve seu coeficiente partigdo determinado no sistema 1-octanol/Tris-HCI
a 10 mM com 140 mM de NaCl a pH 7.4 e sem a adi¢do do NaCl. Estes ensaios foram
realizados para que se pudesse inferir a respeito da possivel localizacio das drogas nos
lipossomas quando neles incorporados.

Estes experimentos foram efetuados para solucdes de acido azelaico em hepes nas
concentragdes de 0,1 mM; 0,5 mM; 1,0 mM; 2,5 mM e 5,0 mM . Para o 5-fluorouracil, fo
utilizada a concentragio de 5 mM. Para a bleomicina n3o foi realizado o ensaio de partic3o,
por esta droga ser bastante hdrofilica, caracteristica esta que resultaria na migragdo do
composto praticamente todo para a fase aquosa.

Primeiramente, a fase orgénica, 1-octanol, foi saturada com 10% de tamp@o hepes e
em tubos com tampa foram misturados 1 mL. de cada solugio de droga com 1 ml de
I-octanol saturado. Os tubos foram entdo agitados por inversio, manualmente, por 30
vezes. AS amostras permaneceram em repousc em temperatura ambiente por 30 minutos
para a separacdo das fases. Com o auxilio de uma pipeta Pasteur, foi coletada a parte
aquosa, inferior, e a concentragio de droga nesta fase foi determinada.

Em todas as situagdes, a concentragio dos compostos terapéuticos em 1-octanol foi
estimada como sendo a diferenca entre a quantidade originalmente adicionada ao sistemaea

quantidade determinada na fase aquosa. O coeficiente de particdo aparente, P, foi definido



como a razdo entre as concentragdes do composto na fase superior € na fase inferior apds a
incubagdo. Nio foram feitas corre¢Ges para a inclusdo de material adsorvido nas paredes dos

tubos ou nas interfaces ar/octanol e octanol/solugiio aquosa.
4.2.1.3. Determinagdio da concentracdo micelar critica do dcido azelaico

As caracteristicas de dispersio de AA em agua foram estudadas pela alteragdo na
tensdo superficial deste solvente em presenga do referido composto. Para tal, foi utilizado
um tensiémetro Kriiss modelo K-12. Foram feitas medidas da tensdo superficial do acido
azelaico em agua nas concentragbes de 0,1; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 6,0; 8,0 e 10 mM. O
equipamento dispde de uma placa plana de platina que foi imersa em cada solugio de AA,
até a profundidade de 1 mm, e forneceu 10 medidas de tensdio superficial para cada amostra.
Para cada concentracio foi calculada a média da tensdo superficial da série de medidas
realizadas e entfo graficou-se a tensdo superficial versus concentragdo, e através de analise

grafica foi obtida a concentragdo micelar critica.
4.2.1.4. Comportamento do dcido azelaico em interfaces ar-dgua

Moléculas anfifilicas tém tendéncia de se orgamzar quando dispersas em uma
interface ar-dgua, formando um filme monomolecular. Como o AA apresenta regides da
molécula com caracteristicas hidrofilicas e hidrofébicas distintas, averiguou-se o seu
comportamento neste tipo de interface com a finalidade de se inferir sobre sua possivel
localizagdo na bicamada lipidica dos lipossomas. Para tal, foram realizados ensaios de
compresso do AA utilizando uma cuba de Langmuir-Blodget modelo 611 da Nima
Technology.

O experimento consistiu da aplicagio de aliquotas de solugdo de cloroformio
contendo AA solubilizado em uma cuba preenchida com 420 mL de agua destilada,
equipada com duas barreiras moveis. Depois da aplicagdo da amostra, as barreiras foram

fechadas. Durante a compressio monitorou-se a pressio superficial.
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O experimento foi realizado com uma solugdo de AA a 1,5 mM. Primeiramente,
50 pL de amostra foram colocados, manualmente, na superficie da agua com o auxilio de
uma seringa de vidro de 100 pl. de capacidade de forma lenta para minimizar perturbagdes
no sistema. Em seguida, aguardou-se aproximadamente 2 minutos para ocomrer a
evaporagdo do cloroformio e entdo foi iniciado o fechamento das barreiras. Os valores da
pressdo superficial medidos foram registrados por um computador. A isoterma de Langmuir,
para temperatura ambiente igual a 20°C, fo1 obtida graficando-se a area ocupada por
molécula contra a pressdo superficial.

O mesmo procedimento foi realizado com a aplicagio de 2,05 ml. de amostra.

4.2.2. Preparacio dos lipossomas contendo acido azelaico por injecio de etanol

A preparagio dos lipossomas encapsulando AA pelo método de injegdo de etanol é
uma técnica de simples e rapida execugdo, sendo baseada na metodologia descrita por Batzri
e Korn (1973).

No desenvolvimento de lipossomas por este método foi empregado um planejamento
experimental do tipo 2°, ou seja, foram estudados os efeitos de trés fatores em dois niveis
cada um. As variaveis independentes ou fatores foram: razdo molar inicial AA/lipidios
(AA/Liicia), temperatura da solugdo tamp@o no momento da injecdo (Tiy) e didmetro da
agulha (D). A Tabela 4.1 mostra os valores destas variaveis estudados no planejamento
experimental. As variaveis dependentes avaliadas foram a razfo molar final AA/lipidios
(AA/Lgna) € 0 didmetro médio das vesiculas.

Neste caso ndo foi possivel a fealizag:éo do experimento referente ao ponto central
porque ndo se dispunha de uma agutha com didmetro intermediario aos utilizados.

As vesiculas foram preparadas a partir de DPPC e colesterol na razdo molar
percentual de 60:40, respectivamente, variando-se a concentragio de acido azelaico a2 fim de
obter razdes molares iniciais droga/lipidio iguais a 0,1 e 0,2. As concentra¢des molares de
DPPC e colesterol foram mantidas em 24 mM e 16 mM, respectivamente, mantendo-se a

concentragio total de lipidios em 40 mM (antes da injeciio na fase aquosa), valor este
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proximo a solubilidade maxima em etanol. Em conseqiiéncia, as concentragdes de acido
azelaico utilizadas foram de 4 mM (razdo inicial AA:L igual a 0,1) ¢ 8 mM (razio inicial
AA:L iguala0,2).

Primeiramente foram preparadas solugdes de lipidios e acido azelaico em etanol e,
em seguida, aliquotas de 0,25 mL destas solugGes foram injetadas em um béquer de 10 mL
de capacidade contendo 4,75 mL de tamp&o hepes 10 mM com 120 mM de NaCl a pH 7,4.
No momento da injegiio, o béquer contendo a solugfio tampdo estava imerso em um banho
ultrassdnico na temperatura previamente estabelecida. Os volumes de injegdo e de solucfo
tampéo foram calculados a fim de manter a presenca de 5% de etanol na suspensdo final de
lipossomas € a concentragdo de lipidios final (ap6s a injegdo) em 2 mM. Foram empregadas
as temperaturas de 25°C e 45°C no momento da preparagdo das vesiculas porque a primeira
€ a temperatura ambiente e a segunda por estar acima da temperatura de transigdo de fase do

DPPC, a fim de se verificar a influéncia desta variavel no processo.

Tabela 4.1 — Fatores e niveis do planejamento fatorial de experimentos.

Fatores Niveis
- +
Diametro da agutha (um) 4 7
Temperatura (°C) 25 45
Razio molar inicial AA / L {mmol/mmol) 0,1 0,2

Para a injegdo foi utilizada uma seringa de vidro de 1mL de capacidade e agulhas de
10 ¢m de comprimento. Com a agulha imersa na solugio aquosa, a mistura de lipidios e
acido azelaico em etanol foi injetada, manualmente, o mais rapido possivel na solugio
tampéo mencionada. A formagdo das vesiculas se deu de maneira instantinea. O esquema
experimental empregado esta ilustrado na Figura 4.1. Na Tabela 4.2 estdo listados os

experimentos realizados de acordo com o planejamento experimental.
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liptdios + droga
em etanol

Banho ultrassdnico

Figura 4.1 - Preparaciio de lipossomas encapsulando AA pelo método de inje¢do de etanol.

Tabela 4.2 - Experimentos de encapsulamento de AA realizados pelo método de injegdo de

etanol.
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Remogdo da
droga nio
mcorporada

Gl ?
SN

1
o 3
k\\\i‘

7
%

Lipossomas contendo a droga

incorporada

Ensaio | Didmetro da agulha | Temperatura AA /L inicial
(um) {°C) (mmolAA/mmoll))
1 7 45 0,2
2 4 45 0,2
3 7 25 0,2
4 4 25 0,2
5 7 45 0,1
6 4 45 0,1
7 7 25 0,1
8 4 25 0,1




4.2.3. Preparaciio dos lipossomas contendo bleomicina

4.2.3.1. Preparagdo dos lipossomas contendo bleomicina pelo método de injegdo de etanol

Ag vesiculas foram preparadas conforme ja descrito para o acido azelaico. A solugio
de lipidios (DPPC e Col, 60:40 mol%) em etanol foi injetada em uma solug¢do de bleomicina
em tampdo hepes 10 mM com 120 mM de NaCl a pH 7,4. A razio molar inicial
droga/lipidio testada foi de 1,5. Para tal, a concentracio de lipidios foi de 2,0 mM (apds a
inje¢@o) e de droga, 3,0 mM. A mistura de BLE aos lipidios em presenga de etanol ndo foi

efetuada devido a reduzida solubilidade da droga neste solvente.

4.2.4.2. Preparacdo dos lipossomas contendo bleomicina por incorporacdo ativa

Os lipossomas compostos por DPPC e Colesterol (60:40 mol% respectivamente),
com 7,5 mM de concentragio total de lipidios, foram preparados pelo método de hidratacio
do filme seguida de extrusio. A droga foi incorporada por encapsulamento ativo, baseado
em estabelecimento de gradiente de pH de acordo com o procedimento descrito
anteriormente.

Para tal, foi utilizado um planejamento fatorial de experimentos do tipo 2°, ou seja,
dois fatores, estudados em dois niveis. Os fatores ou varidveis independentes selecionados
foram a temperatura de incubac@io da droga com os lipossomas e a razio molar inicial
droga/lipidio. Desta forma, foram realizados os experimentos apresentados na Tabela 4.3.

Foram utilizadas as temperaturas de 25 e 37°C por serem a temperatura ambiente e
corpérea, respectivamente, de tal forma que a droga nfio fosse submetida a condigtes
drasticas de temperatura, a fim de evitar a degradacio da mesma. Quanto aos limites
estabelecidos para a razio molar inicial droga/lipidio, selecionou-se valores para os quais as

concentracdes fossem tais que possibilitassem a detecgfio da droga encapsulada.
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Tabela 4.3 - Ensaios de encapsulamento ativo de Bleomicina

Ensaio | Temperatura D/Lisiciat
(°C) (mmolBLE/mmolL)
1 25 0,2
2 37 0,2
3 25 1,0
4 37 1,0
5 31 0.6
6* 31 0,6

* Ensaios em duplicata referentes ao ponto central

4.2.4. Preparacio dos lipessomas contendo S-fluorouracil

4.2.4.1. Preparacdo dos lipossomas contendo 5-fluorouracil por incorporacdo ativa

Foram preparadas vesiculas unilamelares pequenas extrudadas com a composigdo de
DPPC/Col (em razdes molares percentuais de 60:40) apresentando um gradiente de pH de
3,5 unidades. Este método foi selecionado por produzir lipossomas com estreita distribuigéo
de tamanhos, por ser de execucfo relativamente simples e pela droga em questio apresentar
caracteristicas compativeis com seu emprego.

As vesiculas foram preparadas de forma a apresentar concentra¢do total de lipidios
de 7,5 mM. Para tal, os lipidios foram pesados em frasco de fundo redondo com capacidade
de 50 mL e solubilizados adicionando-se uma solugio de cloroférmio/metanol {(9:1 v/v). Os
solventes foram removidos em evaporador rotatério sob vacuo. A evaporagdo fol
constituida de duas etapas, nos primeiros 20 minutos os solventes orginicos foram
evaporados & temperatura ambiente e em seguida por mais 15 minutos a temperatura de
55°C. Depois de totalmente evaporados os solventes, foi obtido um filme lipidico seco

depositado na parede interna do frasco. Este filme ltpidico foi hidratado com uma solucio



contendo 300 mM de acido citrico a pH 4,0 por 15 minutos a 65°C, também em evaporador
rotatonio, com o vacuo desconectado. Apos a hidratagdo, a suspensdo contendo as vesiculas
multilamelares foi extrusada 15 vezes através de duas membranas filtrantes de policarbonato
da Osmonics Inc., sobrepostas, com didmetro de poro igual a 100 nm a fim de se obter
vesiculas unilamelares. A temperatura de extrusdo foi de 65°C e a cada passagem pela
extrusora a amostra permanecia em repousc por 3 minutos para que fosse atingido o
equilibrio térmico.

Esta etapa foi realizada em extrusora de aco inox, modelo T. 001 da Lipex
Biomembranes Inc. de 10 ml de capacidade provida de sistema de aquecimento através de
camisa térmica para circulagio de agua.

A extrusio foi realizada sob pressio de 10 Kgfiom®. Para tal, a extrusora foi
acoplada a um cilindro de nitrogénio equipado com valvula reguladora de pressdo.

Depois de concluida a extrusdo, realizou-se o processo de encapsulamento da droga
por incorporagdo ativa, através da geragdo de um gradiente de pH entre o interior dos
lipossomas e o meio externo. Tal gradiente foi gerado por titulagdo da suspensdo de
lipossomas a pH 4,0 com Na,CO; a 2 M até que se atingisse o pH de 7,5. Com isso, o
gradiente de pH gerado foi de 3,5 unidades.

As vesiculas foram convenmientemente diluidas com tamp3o hepes 10 mM e 120 mM
de NaCl a pH 7,4 para uma concentracgdo de lipidios de 2 mM e em seguida incubadas com
solugo de S-fluorouracil em hepes de modo a obterem-se as razbes molares iniciais
droga/lipidio iguais a 0,4; 1,2 e 2,0.

Nestes ensaios foi empregado um planejamento estatistico de experimentos a fim de
verificar a influéncia dos fatores razio molar inicial droga/lipidio, temperatura e tempo de
incubagdo da droga com as vesiculas na razdo molar final droga/lipidio (D/L.) € no didmetro
das vesiculas. Neste planejamento, os efeitos dos trés fatores mencionados foram avaliados
em dois nivels, ou seja, planejamento experimental do tipo 2°, o que originou oito
experimentos. A Tabela 44 apresenta os fatores e os respectivos niveis utilizados no

encapsulamento ativo de 5-fluorouracil nos lipossomas.
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Como ponto central do planejamento, foi realizado o experimento em duplicata nas
seguintes condigSes: temperatura igual a 48,5°C, tempo de incubagdo de 35 minutos e razio
inicial droga/lipidio igual a 1,2.

As suspensdes de lipossomas e 5-fluorouracil foram mantidas em incubadora modelo
G-24 da New Brunswick Scientific Co., Inc. a 200 rpm de rotacdo para cada experimento
nas condighes estabelecidas pelo planejamento experimental. Todas as amostras foram

protegidas da luz durante e apés os ensaios realizados.

Tabela 4.4 - Esquema do planejamento experimental para o encapsulamento ativo de 5-

fluorouracil.
Fatores Niveis
Inferior (-) | Superior (+)
Temperatura (°C) 37 60
Tempo (ininutos) 10 60
Razdo inicial 5-fluorouracil/L (mmol/mmol} 0,4 2,0

De acordo com o planejamento estatistico apresentado realizaram-s¢ os
experimentos descritos na Tabela 4.5. A numeracio dos ensaios foi utilizada apenas de
forma ilustrativa, uma vez que os experimentos foram realizados em ordem cronologica

aleatéria.

4.2.4.2. Preparacdo dos lipossomas contendo 5-fluorouracil por incorporacdo passiva

Foram preparadas vesiculas unilamelares pequenas extrudadas, na mesma composi¢@o
j4 descrita anteriormente, pelo método de hidratagéo do filme lipidico em presenca da droga,
com incorporagdo passiva de S-fluorouracil. Este método foi selecionado de maneira

alternativa & incorporagéo ativa do 5-fluorouracil.



A concentracio de lipidios também foi mantida em 7,5 mM. As solugdes de hidratacio
utilizadas foram 5-fluorouracil nas concentragdes de 10, 20, 30 ¢ 50 mM em tampdo Tris-
HCI a 10 mM com 140 mM de NaCl a pH 7,4. Este tampao foi utilizado pois a droga
apresenta maior solubilidade neste que em tampfic hepes. Com isso, foi possivel o teste de
maiores razdes molares imiciais droga/lipidio. A etapa de hidratagdo do filme lipidico foi
realizada a 55°C por 15 minutos, em evaporador rotatorio a 200 rpm. Apos a hidratagio, as
suspensGes contendo as vesiculas multilamelares foram extrudadas conforme descrito na
secio 4.2.4.1.

Tabela 4.5 - Experimentos realizados no encapsulamento ativo de 5-fluorouracil em

lipossomas.
Ensaio Tempo Temperatura D/Liicial
(min) 0 {mmol5-FU/mmolL)
] 10 37 0.4
2 60 37 0,4
3 10 60 0.4
4 60 60 .4
5 10 37 2.0
6 60 37 2,0
7 10 60 20
8 60 60 20
9 35 48,5 1,2
10 35 48,5 1,2

4.2.4.3. Preparacdo dos lipossomas contendo 3- fluorouracil por injegdo de etanol

O encapsulamento desta droga também foi testado pelo método de injegdo de etanol

de acordo com procedimento proposto por Batzn e Korn (1973).
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Neste caso, fo1 utilizada apenas a agulha de 4 um de difmetro interno. A composigio
das vesiculas foi a mesma utilizada no método de hidratagfo do filme ja descnto.

Como a 5-fluorouracil apresentou maior solubilidade em tamp3o Tris-HCI, a solugdo
aquosa consistiu-se de 5-fluorouracil a 50 mM neste tampdo, ¢ assim, foram injetados, nesta
solugdo, os lipidios solubilizados em etanol. A concentracdo final de lipidios ap6s a injecdo
foi de 2 mM, resultando entfio, em uma razio molar inicial droga/lipidio de 25:1. Foi
testada esta razdo inicial droga/lipidio relativamente alta porque quando a droga é
solubilizada na fase aquosa, a eficiéncia de encapsulamento pelo método de injegdo de etanol
pode ser bastante reduzida (New, 1990).

Esta técnica de injecdo de etanol também foi testada com a 5-fluorouracil
solubilizado na solugdo etandlica e entdo injetada na fase aquosa livre de droga. Desta
forma, a técnica permitiria maiores eficiéncias de encapsulamento caso a droga fosse
incorporada na bicamada lipidica dos lipossomas. Para tal, a concentragdo de lipidios em
etanol foi 2 mesma empregada anteriormente, 40 mM, e a concentragio de S-fluorouracil foi
de 20 mM, solubilidade méxima da droga em etanol e 4 temperatura de 25°C, a fim de se
evitar a degradacgdo da droga.

Em todas as situaces estudadas, a exposicdo da droga 2 luz e a vanagdes de

temperatura foi minimizada para evitar degradacio.

4.2.4.4. Preparacdo dos lipossomas contendo 5-fluorouracil pelo método de evaporagdo

em fase reversa

Foram preparados lipossomas na mesma composicio dos anteriores, ou seja, DPPC e
Col (60:40 mol%). O procedimento utilizado, descrito por New (1990), constitui-se das
etapas descritas a seguir.

Foram pesadas massas de DPPC e Col (60:40 mol%) correspondentes a

concentragao de 3,0 mM (em relagéo a fase orgdnica) para a preparagio de 10 mL de uma



solucfio de éter dietilico e cloroférmio (1:1) num baldo de fundo redondo com tampa. A esta
solugdo adicionou-se 1 ml. de tampdo Tris-HCl 10 mM com 140 mM de NaClapH 74
contendo 50 mM de 5-FU injetando-se rapidamente a solu¢éo com uma seringa hipodérmica
de 4 um de didmetro interno e 1 mL de capacidade.

O sistema foi tampado e colocado em banho ultrassénico por 2 minutos, e entdo
transferiu-se o frasco para um evaporador rotatério para a remogdo dos solventes orgénicos,
a 37°C com batxo vacuo, até que se formasse um gel. |

Suspendeu-se o vacuo, removeu-se o frasco do evaporador ¢ submeteu-se a amostra
a agitaciio imtensa em voOrtex. Nesta etapa, o gel sofre um colapso e transforma-se num
fluido, embora viscoso, ou seja, a suspensdo de lipossomas. Depois de formada a suspensdo
de lipossomas, continuou-se a evapora¢do por 15 a 20 minutos, e entdo se removeram os
tragos de solvente orgénico por cromatografia de permeacdo em gel ou dialise.

Uma vez que porque fatores como forga idnica do meio, razdo fase aquosa/orginica
e concentracio inicial de droga sdo importantes sob o ponto de vista da eficiéncia de
encapsulamento do composto de interesse ¢ do volume de fase aquosa capturado (Szoka e
Papahadjopoulos, 1978), ensaios suplementares foram realizados utilizando a técnica de
evaporagio em fase reversa. Nestes ensaios, a concentragdo de lipidios foi reduzida, foram
avaliadas duas razdes molares iniciais droga:lipidio, e a razfo fase aquosa:orginica foi de
1:3 ao invés de 1:10 empregada anteriormente.

Pesaram-se as massas de DPPC e Col (60:40 mol%) correspondentes & concentragdo
de lipidios de 2,0 mM na fase orgénica, adicionou-se 45 mlL de uma solugfio de éter dietilico
e cloroformio (1:1) num baldo de fundo redondo com tampa, aco qual adicionaram-se 15
mL de tampéo Tris-HCl 10 mM a pH 7,4, como descrito anteriormente. Concentracbes de
droga de 50 e 15 mM, solubilizada em tampio Tris-HCl a pH 7.4, foram utilizadas. Desta
forma, assegurou-se uma razdo molar inicial de droga/lipidio igual a 83 e 2,5,
respectivamente. Em seguida, os lipossomas foram submetidos a extrusdo a 55°C através de
membranas de policarbonato com didmetro de poro de 100 nm a fim de homogeneizar a

populagio de vesiculas em relagfo ao didmetro (Szoka et al., 1980).
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4.2.5. Remocéo das drogas nio encapsuladas

ApOs o encapsulamento, para a separacfio entre os lipossomas e a droga ndo
encapsulada, as amostras foram submetidas 4 cromatografia de permeagio em gel ou a
dialise.

4.2.5.1. Separaciio por cromatografia de permeagdo em gel

A coluna utilizada foi adquirida da Sigma, com dimensées de 2,5 cm de didmetro
por 10 cm de altura, perfazendo um volume de leito de 49 mL. A coluna foi empacotada
com gel de Sephadex (-50 previamente equilibrado com tampio adequado a cada amostra e
saturada com lipossomas vazios.

Antes de proceder a separagfo das amostras, foi verificada a eficiéncia de separagio
da coluna através da realizagio de cromatografia de amostras contendo lipossomas vazios e
as drogas livres.

As amostras foram injetadas em aliquotas de até 3,0 mL e eluidas com o tampdo
utilizado para equilibrar a coluna. Fracdes de cerca de 0,8 mL foram coletadas e as
amostras ricas em lipossomas foram combinadas. A cromatografia foi realizada a

temperatura ambiente.
4.2.5.2. Separagdo por didlise

As preparagdes de lipossomas obtidas pelo método de evaporagio em fase reversa
tiveram o S-fluorouracil ndo encapsulado removido por didlise. Primeiramente, as
membranas {Inlab) foram fervidas em agua deionizada por 30 mnutos e cortadas nas
dimensdes de 12,5 mm por 16 mm. Amostras de 2 mL foram vertidas nos sacos de didlise,
que foram entdo imersos em 100 mL de tampdo Tris-HC! e mantidas sob refrigeragiio a 4°C.
A cada dez horas fol realizada uma troca do tampdo externo, perfazendo um total de guatro

trocas.



4.2.6. Caracterizacio dos lipossomas

As amostras, ap6s a remogdo das drogas no incorporadas, foram caracterizadas
quanto & concentracdo de lipidios e de droga, ao didmetro médio e a estabilidade conforme

descrito a seguir.

4.2.6.1. Determinacdo da concentragdo de lipidios

Para a determinagio da concentragio de lipidios utilizou-se o método de
quantificacio de fosfato fundamentado em Chen Jr. et al. (1956). Este método ¢ baseado na
digestdo do fosfolipidio a fosfato inorganico e CO, por H.SO, e H;O,. O ortofosfato forma
um complexo com molibdato de aménio, que quando reduzido pelo dcido ascorbico, forma
um complexo azul detectavel espectrofotometricamente.

O meétodo consistiu das etapas descritas a seguir. Lavou-se toda a vidrana utilizada
com detergente isento de fosfato e enxaguou-se com A4gua deionizada para evitar
interferentes na analise. Prepararam-se padrdes de concentragio conhecida de fosfato
orgénico (distearoilfosfatidilcolina) e inorganico (fosfato de sodio dibasico heptaidratado) na
faixa de 0,2 mM a 2,7 mM. Em tubos do tipo Pyrex®, contendo cada um duas esferas de
vidro, adicionaram-se 100 pl. dos padrdes (em duplicata), das amostras (em triplicata)
convenientemente diluidas e do branco (tampioc hepes ou Tris). Em seguida, adicionaram-se
500 pL de H,SO;4 a2 10 N a cada tubo. Aqueceram-se os tubos 4 temperatura de 200°C
durante 30 minutos em placa digestora. Removeram-se os tubos do digestor e, apds o seu
resfriamento a temperatura ambiente, adicionaram-se 165 pL de agua oxigenada a 30% livre
de fosfato. Retornaram-se os tubos ao digestor por mais 30 minutos. Retiraram-se os tubos
do digestor e apos seu esfriamento a temperatura ambiente, adicionaram-se 4mL de 4gua
deionizada ¢ 500 pL de uma solucdio aquosa de (NH,)sMo704.4H;0 a 2,5% (m/v). Em
seguida, agitou-se vigorosamente em vortex cada tubo. Adicionaram-se 500 pl de uma
solucdo aquosa de acido ascorbico a 10% (m/v) e agitou-se novamente. Aqueceram-se as

amostras em banho-maria a 100°C por 7 minutos e apds o seu resfriamento, mediu-se a
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absorbancia a 830 nm contra agua deionizada e entdo se subtraiu a absorbéncia referente a
média obtida para as amostras em branco.

A concentragdo molar de lipidios totais foi calculada dividindo-se a concentragdo de
fosfolipidios determinada pela curva de calibragio (com os padrdes) pela fragao molar de

fosfolipidio presente na amostra (igual a 0,6), para considerar a presencga do colesterol.

4.2.6.2. Determinagdo da concentragdo de dcido azelaico

O AA nio apresenta absorgio espectrofotométrica na faixa de 190 a 1100 nm. Para
determina¢do da concentragdo de AA foi utilizada a técnica conhecida como “microemulsion
electrokinetic chromatography” (MEEKC) proposta por Watarai (1991).

Para preparar 50 gramas de microemulsdo foram pesados 1,655 g de SDS; 44,635 g
de tampéo borato 10 mM a pH 9,0 e 3,305 g de 1-butanol. Num segundo frasco pesou-se
0,405 g de iso-octano e entdo se acrescentou este altimo a mistura pesada no primeiro
frasco, para se evitar a evaporagio deste solvente. Em seguida a microemulsdo foi colocada
em banho ultrassénico por 30 minutos.

A anilise foi realizada em um equipamento de eletroforese capilar P/ACE 5010 da
Beckman. Foi utilizado um capilar de silica fundida de 50 um de didmetro interno e
comprimento de 37 cm. As amostras foram injetadas por pressdo com nitrogénio e a
temperatura do capilar foi mantida em 30°C. A voltagem aplicada para a separacdo foi de 18
KV e o tempo de injegdo de amostra foi de 10 segundos. Antes da primeira analise de cada
dia o capilar era lavado com NaOH 1,0 M por trés minutos € com a microemulsio por
cinco minutos. Entre cada analise o capilar foi recondicionado com a passagem de NaOH
0,1 M por um minuto, seguida da microemuisdo por mais um minuto (Altria, 1999).

Foi testada a resolugdo do método neste sistema através da injecdio de amostras de
concentragdes conhecidas de 4dcido azelaico, lipossomas, e de misturas artificiais de acido
azelaico e lipossomas. As concentracdes de acido azelaico foram verificadas atraveés do
calculo das areas dos picos observados. Como as amostras estavam em presenga de hepes,
este composto foi utilizado como padrdo interno, sendo entdo a area do pico referente ao

acido azelaico dividida pela &rea do pico do hepes. Este procedimento cormrige possiveis



diferengas na quantidade de amostra injetada automaticamente pelo equipamento. As curvas
de calibracfio (concentragio de AA e de lipidios versus area) foram construidas

considerando-se esta corre¢io com a drea do pico referente a0 tampio hepes.

4.2.6.3. Determinacdo da concentragdo de bleomicina encapsulada

As vesiculas foram solubilizadas com metanol na proporgo volumétrica de 4:1 (v/v,
metanol:amostra) para ter seu contetido de BLE encapsulado determinado por medida direta
de absorbéncia a 289 nm imediatamente ap4s a mistura. As curvas de calibragio foram
obtidas para lipossomas vazios, para droga livre e para misturas artificiais de lipossomas e

droga a varias concentragdes.

4.2.6.4. Determinagdo da concentragdo de 5- fluorouracil

A determinag@o da concentraggo de S-fluorouracil encapsulado nos lipossomas foi
realizada usando-se como agente solubilizante dessas vesiculas uma microemulsio (ME)
composta por 0,81% iso-octano, 6,61% 1-butanol e 3,31% dodecilssulfato de soédio em
tampdo borato 10 mM a pH 9,0. As amostras foram misturadas 3 ME na proporgdo de 1:3
(v/v) e tiveram suas absorbincias medidas a 254 nm apds uma hora. Foram construidas
curvas de calibragio dos lipossomas vazios, da droga livre e de misturas de concentragfes
conhecidas de droga e de lipossomas.

No caso de lipossomas preparados por evaporagdo em fase reversa, utilizou-se
metanol para a solubiliza¢io das vesiculas na propor¢do de 4:1 (v/v, metanol: lipossomas),
medindo-se a absorbancia também a 254 nm, imediatamente apés a mistura.

Em todos os casos estudados, a quantificagio da droga foi efetuada dentro de
12 horas apds o inicio de sua manipulagio, para evitar a interferéncia dos produtos de

degradagdo.
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4.2.6.5. Determinagdo dos didmetros médios das vesiculas

Determinou-se o tamanho das vesiculas encapsulando as drogas através da medida
de seus raios hidrodindmicos por espectroscopia de espalhamento de luz por incidéncia de
raios laser (Quase-Elastic Light Scattering, QLS) em equipamento da Malvern Instruments
modelo Autosizer 4700,

As amostras de lipossomas foram diluidas na solugio tampéo adequada, Tris-HCI ou

hepes, até concentragdes inferiores a 1,0 mM em lipidios.
4.2.6.6. Avaliacdo da incorporagdo das drogas nos lipossomas

A avaliagdo da incorporagio das drogas nas vesiculas foi avaliada através de dois
pardmetros, a eficiéncia de encapsulamento percentual e a concentragfio interna do material
encapsulado nos lipossomas.

A eficiéncia de encapsulamento percentual, g, foi definida como a relagdo entre a
razdo molar final droga/lipidio apds a remogio do composte ndo encapsulado e a razéo

molar inicial empregada na preparacdo das vesiculas como mostra a equagéo 4.1.

moles de droga/moles de lipidio
A )ﬁnai *100
( moles de droga/moles de lipidio )

(4.1

A concentragdo interna de droga encapsulada por vesicula foi estimada através do
didmetro medio final das vesiculas e as concentragdes de lipidio e de droga encapsulada. A
area da secdo transversal para 60 mol% de DPPC e 40 mol% de colesterol foi considerada
50,2 A? (DPPC igual a 71 A? e colesterol 19 A?) {(Israclachvili e Mitchel, 1975).
Considerando-se que 60% das moléculas de lipidio que compdem um lipossomas unilamelar
estdo localizadas na parte externa da bicamada lipidica {(Powers et al., 1990), calculou-se o
numero de moléculas de lipidio por lipossoma de um determinado didmetro, o nimero de

vesiculas por volume de amostra, o volume correspondente de solugio aquosa capturada, o



mimero de moléculas de droga encapsuladas por lipossomas e, finalmente, a concentragdo

interna do material encapsulado.

4.2.6.7. Estabilidade das vesiculas na presenca de tensoativo C) Es

A estabilidade dos lipossomas encapsulando 5-fluorouracil suspensos em tamp@o
hepes 10 mM a pH 7,4, preparados pelo método de evaporagdo em fase reversa fot
monitorada através de medidas de absorbancia na presenca do tensoativo polioxietileno
S5-lauril éter (Co2Es).

O ensaio foi realizado em placas de microtitulagio de poliestireno da
Costarcorporation, Cambridge (EUA), com 96 pogos de fundo redondo. A leitura da
absorbincia a 340 nm foi realizada utilizando uma leitora de placas do tipe ELISA, modelo
EL312e, da Bio-Tek Instruments Inc.

Foram preparadas solugdes estoque de tensoativo em tampio hepes a pH 7,4 na
faixa de concentragio de 3 a 96 mol%. A porcentagem de tensoativo destas solugdes foi
definida como a razdo entre o mimero de moles de tensoativo e o nimero de moles total de
tensoativo e lipidios, multiplicada por 100.

Adicionou-se a cada pogo 120 pL de solugdes estoque de tensoativo com 80 uL de
lipossomas a 2,5 mM a fim de garantir que a concentragfio final da mistura fosse de I mM
em lipidios.

A analise foi realizada em triplicata e as amostras foram distribuidas na placa de
acordo com a Figura 4.2.

Os brancos (br) foram constituidos de solugio de tensoativo na concentragio
indicada (120 pL) e de solugdo tampéo (80 L) ao invés de lipossomas. Obteve-se a média
das absorbancias e subtraiu-se o valor da absorbincia do branco correspondente a cada
concentragdo de tensoativo

Plotou-se a absorbéncia normalizada em fungio da concentragio de tensoativo.

Definiu-se absorbancia normalizada conforme a equagio 4.2.

Abs. Norm. = (A, ~ Ag)/ Ao (4.2)
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onde A, ¢ a média da absorbincia subtraido o efeito do branco ¢ Ay é a media da

absorbancia em 0% de tensoativo subtraido o efeito do branco.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
0% | 5% { 10% | 20% | 30% | 40% | 50% | 60% | 70% | 80% | 90% | 96%

0% 5% 10% [ 20% | 30% | 40% | 50% | 60% | 70% | 80% | 90% | 96%
0% | 5% | 10% | 20% | 30% | 40% | 50% | 60% | 70% | 80% | 90% | 96%
br0 | brS {brl0 | br20 | br30 { br40 | br50 | br60 | br70 | br80 | bro0 | broé
3% | 7% | 15%25% | 35% {45% | 55% ] 65% | 75% | 85% | 93% | 100%
3% | 7% | 15%|25% | 35% | 45% | 55% | 65% | 75% | 85% | 93%| 100%
3%| 7% | 15%|25% | 35%{45% | 55% | 65% | 75% | 85% [ 93% | 100%
br3 | br7 | br15 [br25 | br35{brd45 | br55 | br6S | br75 | br85 [br93 | br100

o6 = =m0 w

Figura 4.2- Distribuigio das amostras na placa do tipo ELISA. As porcentagens referem-se

a concentragio de tensoativo. Os brancos sdo denotados por br.

4.2.6.8. Estabilidade de estocagem das vesiculas encapsulando 5- fluorouracil

As vesiculas encapsulando 5-fluorouracil preparadas pelo método de evaporagio em
fase reversa foram avaliadas quanto 4 sua estabilidade em fungio do tempo de estocagem.
Para tanto, os lipossomas foram avaliados quanto 3 sua agregacfio ou fusdo, assim como
quanto a retencdo da droga encapsulada.

As amostras foram submetidas & medida de didmetro médio e de concentragio de
droga periodicamente por quatro semanas, apds a remogdo da droga por dialise, conforme

descrito anteriormente.



V-Resultados e Discussio

5.1. Preparacdo e caracterizacdo dos lipossomas encapsulando dcido azelaico

5.1.1, Avaliacdo preliminar do comportamento da droga livre

As caracteristicas fisico-quimicas de compostos encapsulados em lipossomas sdo
importantes para se prever 0 comportamento destes compostos quando em contato com as
bicamadas lipidicas. Informacdes a respeito de solubilidade da droga, do coeficiente de
particio, da tensdo superficial e de seu comportamento na interface ar-dgua podem ser de
grande valia para a compreensio do comportamento da droga na presenca de lipossomas.
Assim, antes de se proceder com a preparagio dos lipossomas e encapsulamento do
composto pré-determinado foram realizados alguns ensaios preliminares de caracterizago
da droga.

Testou-se a solubilidade de AA em tampio hepes até o limite de 10 mM de droga.
Nesta concentragio o composto no foi solubilizado, a maxima solubilidade foi observada a
6 mM. Assim, seu encapsulamento em lipossomas pelo método de hidratagio do filme seria
pouco recomendado.

Em etanol, 0 AA ¢ mais solivel. Na concentragdo de 10 mM o composto foi
completamente solubilizado. Este comportamento indica uma possibilidade de sua
incorporagio em lipossomas pelo método de imegdo de etanol.

A medida do coeficiente de partigdo para o AA em sistema 1-octanol/tampdo hepes a
10 mM e pH 7,4 com 120 mM de NaCl foi realizada nas concentragdes de droga de 0,5 a
5 mM. Os resultados obtidos estdo listados na Tabela 5.1 e o coeficiente de partigio foi
definido como a razdo entre as concentragdes do composto na fase orgénica ¢ aquosa.

Através destes resultados, verifica-se que quanto maior a concentragido de AA, maior
a tendéncia de migrac@o do composto para a fase aquosa, indicando uma possivel saturagéio
Vdo 1-octanol. Estima-se que, para estas amostras, a concentracdo de AA em l-octanol
tenha variado de 0,15 a 0,31 mM. Estes dados indicam que possivelmente a incorporagio

desta droga poderia ser feita na bicamada lipidica dos lipossomas, desde que baixas razbes
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molares droga/lipidio fossem utilizadas. Desta forma, com base na boa solubilidade do
AA em etanol e no seu coeficiente de particio em I-octanol, a técnica de injegio de etanol,

possivelmente traria bons resultados.

Tabela 5.1 — Coeficientes de particdo de acido azelaico no sistema 1-octanol/hepes.

Temperatura ambiente, hepes a 10 mM e 120 mM de NaCl a pH 7,4.

Concentracio de AA inicial Coeficiente
em tamp#o hepes (mM) de particdo
0,5 0,800
1,0 0,250
2,5 0,140
5,0 0,031

Com a finalidade de averiguar as formas possiveis de arranjo molecular do AA, tanto
entre si quando em solugdo aquosa como quando em interfaces ar-agua, para se estimar sua
maneira de empacotamento quando incorporado aos lipossomas, realizou-se ensaios para a
avaliagdo da tensdo superficial de solugdes de AA em agua, em distintas concentragdes. A
Figura 5.1 mostra os resultados obtidos.

Como pode ser observado, ocorre um decréscimo da tensio superficial com o
aumento da concentragdo de acido azelaico, indicando que este composto apresenta
atividade superficial. A Figura 5.1 indica também que o AA se acumula na interface ar-agua
até que, ao satura-la, comeca a se estruturar em micelas para que possa se manter de forma
estavel em agua. A partir do grafico mostrado na Figura 5.1, pode-se determinar a
concentragio micelar critica (c.m.c.) do AA, igual a 4,3 mM, na junglio das retas que
descrevem o comportamento do sistema a altas e baixas concentra¢des. Uma hipétese seria
que quando agregadas na forma de micelas, as moléculas de AA apresentem a organizacio
ilustrada na Figura 5.2. As micelas formadas poderiam ser esféricas, cilindricas ou mesmo

planas.



Uma vez que este composto apresentou atividade superficial, acumulando-se na
interface ar-agua a ponto de reduzir sensivelmente a tensdo superficial da agua, decidiu-se
estudar seu comportamento quando comprimido lateralmente em uma interface do mesmo
tipo. Este ensaio possibilitaria a determinagio da area ocupada por molécula de AA quando
sob maxima compressdo, fornecendo indicios da maneira pela qual tal molécula se

apresentaria quando na bicamada lipidica.
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Figura 5.1- Variagdo da tensdo superficial de solugSes aquosas com distintas concentragdes

de AA. Para cada amostra foram obtidas 10 medidas de tensfo superficial.

Figura 5.2 — Modelo proposto para a agregagéo das moléculas de AA para a formagio de

uma micela,
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Moléculas anfifilicas pouco solaveis em agua, quando na interface ar-dgua ordenam-
se mantendo a cabeca polar hidrofilica em contato com a agua e a cauda apolar em contato
com o ar. Inicialmente, supds-se que, quando na interface ar-dgua, as moléculas de AA

poderiam apresentar a conformacdo ilustrada na Figura 5.3.

Figura 5.3 — Comportamento esperado das moléculas de AA na interface ar-agua.

Como se pode observar, a monocamada formada pelas moléculas de AA ndo sofre
ruptura, conforme indicado na isoterma de Langmuir apresentada na Figura 5.4, ou porque
apresenta elevada compressibilidade, ou devido a sua limitada, mas existente, solubilidade
em agua, o que faria com que, sob pressiio, as moléculas migrassem para a fase aquosa,
onde poder-se-iam organizar na forma de micelas.

O padrdo de organizagdo inicialmente idealizado para estas moléculas na interface ar-
agua poderia ndo estar ocorrendo devido a grande tensdo a que estaria sujeita a cadeia
apolar do AA, muito curta {(com apenas 9 carbonos) para se dobrar, permitindo que as duas
cabegas polares ficassem simultaneamente em contato com a agua.

Segundo Gaines, Jr{1966), a compressdo de acidos dicarboxilicos com cadeias
carbdnicas inferiores a 12 grupos metil em cuba de Labgnuir-Blodget é, de fato, de dificil
obtengdo, uma vez que as monocamadas podem ser consideradas como gasosas ou
expandidas. Assim, um filme de AA em estado condensado, com as moléculas mais
proximas umas das outras, teria baixa estabilidade e ndo apresentaria o fendmeno de

colapso.



i & L i A i 1
10 20 30 40 50 60 70
Area por molécula de AA (Angstron quadrado)

Figura 5.4 — Isoterma de Langmuir para o icido azelaico. Temperatura ambiente igual a
20°C. Foram aplicadas aliquotas de acido azelaico solubilizado em cloroférmio em uma cuba

contendo 420 mL de agua deionizada.

Desta forma, com base no conjunto de resultados descritos, supde-se que a referida
molécula podera acumular-se parcialmente tanto na bicamada lipidica quanto no cerne

aquoso de um lipossoma quando encapsulada.

5.1.2. Avaliacio da adequaciio da técmica de quantificacio de dcido azelaico
encapsulado

Para a defini¢8o da técnica de quantificagdo de AA foi necessaria a realizacio de uma
revisdo rigorosa da literatura. Dentre as técnuicas promissoras, destaca-se a de Passi et al.
(1983), que quantificou acidos dicarboxilicos, inclusive de nove carbonos, apés uma reagao
de derivatizaclio para originar um éster que posteriormente seria identificado por
cromatografia liquida de alta resolugdo (HPLC). Esta técnica ndo foi testada neste estudo
para a quantificacio do AA encapsulado em lipossomas por ser uma técnica relativamente

complexa, com muitas etapas que demandariam longo tempo de analise.
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Outra técmica utilizada para quantificagio de AA foi proposta por Mamnka et al.
(1997) utilizando eletroforese capilar. Neste trabalho, os autores quantificaram acidos
dicarboxilicos presentes em amostras de chuva. Este procedimento foi testado com
lipossomas preparados pelo método de tnjegdo de etanol, mas nfio apresentou resultados
satisfatorios, provavelmente devido a presenca dos lipidios.

Assim, para a quantificagdo de AA foi selecionado o método proposto por Altria
(1999), utiizando uma microemulsdio para a separagio e a quantificagdo de AA por
eletroforese capilar (Microemulsion Electrokinetic Chromatography, MEEKC).

Primeiramente foi verificada a possibilidade de separagdo do acido azelaico e dos
lipidios apdés o rompimento das vesiculas com a microemulsio. Os tempos de migragio
destes compostos foram bem distintos, em torno de 5 minutos para o AA e 8 minutos para

os lipidios, conforme mostrado no eletroferograma tipico ilustrado na Figura 5.5.

0,015
0,012+ DPPC +
£ «~~ Hepes Colesterol
g i
S
c; 0,009+
|
o L
2 [
= |
£ 0,006 Acido ‘
2 azelaico J?
b e :
< !
0,003- i f
I il
0000t o

0 2 4 8 8 10 12 14
Tempo de Migragdo (min)

Figura 5.5 — Eletroferograma de uma mistura artificial de lipossomas e acido azelaico.
Capilar de silica fundida de 50 um de didmetro interno e 37 c¢m de comprimento. A
temperatura do capilar foi mantida a 30°C, a inje¢do foi feita sob pressdo com nitrogénio por

10 segundos e a voltagem aplicada foiigual a 18 KV,



Com isso, confirmou-se a viabilidade do uso da técnica sob o ponto de vista da
separagdo entre as espécies. Em seguida, foi construida uma curva de calibragio para o
acido azelaico a partir de misturas artificiais entre a droga e os lipossomas, usando-se hepes
como padrio interno. Observou-se boa linearidade, coeficiente de correlagio igual a 0,998,

entre as areas do picos e as concentracdes na faixa de 0,125 a 2,5 mM de AA.

5.1.3. Encapsulamento passivo de AA em lipossomas preparados por injecio de etanol

Foi testado o método de injegdo de etanol para o encapsulamento de 4cido azelaico
de acordo com o procedimento descrito anteriormente.

Imediatamente apos a injecio e obtengdo dos lipossomas, as amostras foram
submetidas & cromatografia de permeacdo em gel, e apds esta etapa de separacio as
amostras foram caracterizadas.

Os lipossomas preparados apresentaram os didmetros médios € as concentragdes
lipidicas listados na Tabela 5.2. A variagio observada na concentragdo final dos lipidios
deve-se 4 mistura de nimeros distintos de fragdes coletadas na cromatografia. As Figuras
5.6 ¢ 5.7 ilustram distribuigdes de didmetros de vesiculas tipicas obtidas usando-se agulhas
com didmetros de 4 e 7 um, respectivamente. Os lipossomas preparados com agulha de
maior didmetro apresentaram didmetro médio maior e distribuicio de tamanhos mais ampla
em comparagdo aos lipossomas obtidos com a agulha de menor didmetro. Nota-se que, nas
condi¢hes testadas, os didmetros obtidos foram bastante superiores aos citados na literatura,
de cerca de 25 nm (Batzri e Korn, 1973).

Utilizando o programa Fatorial, desenvolvido por Bruns (1996), foram calculados os
efeitos de interagdo de cada um dos fatores estudados no didmetro médio das vesiculas:
didmetro da agutha, temperatura e a razdo molar inicial droga/lipidio. Os efeitos calculados
estdo apresentados no Quadro 5.1

Como esperado, o fator que apresenta maior efeito sobre a vandvel resposta
diametro médio das vesiculas, ¢ o didmetro da agultha utilizada na injecio. Observando-se a
Tabela 5.2, pode-se notar que a agulha de menor didmetro origina vesiculas também de

menor didmetro. Isto se deve também ao fato de que no momento da injegdo, com a agulha
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mais grossa € mais dificil obter-se uma injegdo rapida e homogénea. Este fato possivelmente
leva a uma distribuicio menos uniforme de tamanhos de vesiculas ¢ também a obtengio de

lipossomas de maior tamanho.

Tabela 5.2 - Concentragdo lipidica e didmetros médios das vesiculas encapsulando AA

preparadas pelo método de injecio de etanol.

Ensaio | Didmetro da | Temperatura | AA/L | Concentragdo de| Didmetro
agulha (pm) G inicial | lipidios (mM) | meédio (nm)
1 7 45 0,1 1,10 299,2
2 4 45 0,1 0,71 263,0
3 7 25 0,1 0,90 215,7
4 4 25 0,1 0,97 273,9
5 7 45 0,2 0,98 195,0
6 4 45 0,2 1,14 339,8
7 7 25 0,2 0,82 209,2
8 4 25 0,2 0,88 308,2
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Figura 5.6- Distribuigio de tamanhos de lipossomas com AA. Método de injec@o de etanol.
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Figura 5.7 — Distribuigdo de tamanhos de lipossomas com AA. Método de injegio de
etanol. Agulha de 7 im, temperatura de 25°C e razdo droga/lipidio inicialigual a 0,1.

Quadro 5.1 — Efeitos calculados do planejamento experimental para o encapsulamento de

acido azelaico.

Efeitos principais

Efeito do didmetro da agulha = 66,45
Efeito da temperatura = -22.5
Efeito da razdo inicial AA/L =201

Efeitos de interagdo entre dois fatores

Efeito de interac@o entre didmetro da agulha e temperatura = 12,15
Efeito de interagio didmetro da agulha e razdo inicial D/L = 55 45

Efeito de interagio entre temperatura e razio inicial D/L = 13,8

Efeito de interagdo entre os trés fatores = -35,05
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O efeito da razdo molar inicial AA/L isoladamente poderia ser desprezado, porém
- quando em conjunto com os demais fatores deve ser considerado para se adotar medidas de
otimizagdo deste processo.

A temperatura tem efeito significativo, fato também esperado uma vez que a
temperatura de 45°C estd acima da temperatura de transicdo de fases do DPPC, igual a
41°C.

Através da Figura 5.8, que mostra a superficie de resposta do planejamento
experimental, pode-se visualizar o efeito das varidveis independentes temperatura e razéo
inicial droga/lipidio no dimetro médio das vesiculas obtidas. Pode-se observar que a
variavel que apresenta maijor efeito sobre o didmetro médio dos lipossomas €, efetivamente,
o didmetro da agulha.

A fim de verificar a estabilidade estrutural das amostras preparadas, apés trinta dias
os diimetros médios das vesiculas foram determinados novamente. Os resultados estdo

apresentados na Tabela 5.3.

Tabela 5.3 — Diametros médios de vesiculas encapsulando AA apds 30 dias a 5°C e

variagbes percentuais com relagio aos didmetros médios iniciais.

Ensaio | Dimetro medio ap6s 30 dias (nm) | Vanagdo (%)
1 3489 16,6
2 493,1 87,5
3 347.1 60,9
4 423,4 54,6
5 367.9 88,7
6 3933 15,7
7 4992 138,6
8 374,2 214
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Figura 5.8 ~ Superficies de resposta do planejamento de experimentos do tipo 2° cujos

fatores sdo: razfo inicial droga/lipidio, temperatura e didmetro da agutha.
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Como pode ser observado, em todos os casos houve aumento apreciavel do
didmetro médio das vesiculas. Isto significa que pode estar havendo agregagdo ou fusdo
destas vesiculas. Como a distribuigdo de tamanhos em geral ¢ bem ampla, pode estar
havendo fusdo das vesiculas menores, que sdo normalmente mais sujeitas a este processo.
As preparagdes que apresentaram melhor estabilidade de estocagem, com 15,7% a 21,4% de
aumento nos seus didmetros poderiam ser vidveis comercialmente, se num periodo de tempo
mais prolongado tivessem seu tamanho estabilizado,

A quantifica¢io do acido azelaico através de analise por eletroforese capilar nédo foi
concluida devido a problemas mecanicos apresentados no equipamento, que por sua vez nio
puderam ser solucionados no decorrer deste trabalho. Por este motivo, ndo foi dado
prosseguimento aos estudos envolvendo 4acido azelaico. Ndo foi encontrada na literatura
outra técnica para a detecgio deste composto que fosse viavel em preparagdes contendo
lipossomas. O uso da eletroforese capilar seria extremamente interessante porque permitiria

a quantificagfio da droga e ainda do fosfolipidio na mesma analise.

5.2. Preparacdo e caracterizagdo dos lipossomas encapsulando bleomicina

5.2.1. Avaliacfie preliminar do comportamento da droga livre

Quanto a solubihidade em tampio hepes 10 mM a pH 7,4 com 120 mM de NaCl, esta
droga apresentou boa solubilizagdo na concentragio de 10 mM. Diante deste resultado,
pode-se supor que quando encapsulada suas moléculas devem ser alojadas no cerne aquoso

dos lipossomas.

5.2.2. Encapsulamento de bleomicina em lipossomas

Para o encapsulamento de BLE em lipossomas foram testados os métodos de injecio
de etanol e de incorporagio ativa da droga em lipossomas extrudados.
0O método de injegio de etanol foi realizado em uma Gnica condigdo para esta droga,

empregando-se a inje¢do da solugdo de lipidos em etanol em uma solugio de BLE a 3 mM



em tampdo hepes devido a dois fatores. A droga é praticamente insoluvel em etanol (Merck
Index, 1996), o que inviabiliza sua mistura 4 solugdo de lipidios neste solvente orginico
e, devido a seu custo elevado (cerca de US$ 90,00 o frasco de 15 mg), a utilizagdo de
amostras aquosas de BLE com concentragdes elevadas ndo ¢ viavel do ponto de vista
econdmico em termos de escalonamento.

Nestas condigOes, 0s lipossomas obtidos ndo resultaram em encapsulamento
apreciavel da droga, obtendo-se uma eficiéncia de encapsulamento nula.

O didmetro médio destas vesiculas, igual a 300 nm, apresentou valor comparavel
com os didgmetros cobtidos na incorporagio de acido azelaico pelo mesmo método. Na
Figura 5.9 observa-se a formacfo de trés populacdes de vesiculas, sendo a amostra entdo

caracterizada como polidispersa.
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Figura 5.9- Distribui¢do de tamanhos dos lipossomas preparados pelo método de injecdo de

etanol para o encapsulamento de Bleomicina.

Ensaios subseqtientes foram, ento, realizados explorando-se a incorporagio ativa de
BLE em lipossomas preparados por extrusdo, de acordo com o planejamento fatorial

descrito anteriormente para avaliar os efeitos das variaveis temperatura de incubagfio da
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droga com os lipossomas e razdo molar droga/lipidio inicial no comportamento do sistema.

A Tabela 5.4 mostra os resultados obtidos.

Tabela 5.4 - Eficiéncia de encapsulamento ativo da droga bleomicina e didmetro médio das
vesiculas. Concentracdo de lipidios inicial igual a 1,0 mM. Didmetro médio das vesiculas
antes da incubagdo era igual a 160 nm. Concentragio inicial de bleomicina igual a 0,2; 0,6 ¢

1,0 mM para as razbes molares imciais de 0,2; 0,6 ¢ 1,0 mM respectivamente.

Ensaio | T (°C) | D/Liniciat | D/Lfina Eficiéncia de Didmetro | Concentragdo
encapsulamento medio interna de
(%) (nm) droga (mM)
1 25 0,2 0,002 1,00 1532 0,6
2 25 1,0 0,000 0,00 153.8 0.0
3 37 0.2 0,006 2.80 1854 2.1
4 37 1,0 0,004 0,38 1640 1.5
5 31 0,6 0,001 0,10 164.,0 0,2
6 31 0,6 0,002 0,32 1534 0,7

Destaca-se que a concentragio de bleomicina inicial nas amostras ndo foi empregada
em maiores niveis devido ao elevado custo deste composto. Apesar da baixa eficiéncia de
encapsulamento, a concentragdo interna de droga chega a 2,1 mM, valor razoavel frente a
concentra¢do inicialmente em solu¢do (0,2 mM) quando da incubacfio na presenca dos
lipossomas vazios.

Utilizando o programa Fatorial, desenvolvido por Bruns (1996), foram calculados os
efeitos de interacio de cada um dos fatores estudados: temperatura e a razdo molar inicial
droga/lipidio no didmetro médio das particulas. Os efeitos calculados estdo apresentados no
Quadro 5.2

Como pode ser observado pelos valores dos efeitos das variavers, tanto a
temperatura como a razdo D/Liea s3o fatores importantes sob o ponto de vista dos
diametros das vesiculas obtidas pelo método de encapsulamento ativo, Porém, observa-se

também que a temperatura apresenta maior efeito em relagio ao didmetro meédio das



vesiculas. A elevagio da temperatura levou ac aumento do didmetro médio dos lipossomas
para ambas as razdes D/L iniciais, sendo que este efeito foi mais pronunciado para a D/Laeia
menor. Ja a elevagio da  D/Liea promoveu o aumento do didmetro médio das

vesiculas a temperatura mais baixa, e o inverso fol observado para a temperatura mais

elevada.

Quadro 5.2 - Efeitos das variaveis do planejamento experimental para encapsulamento de

Bieomicina por incorporagdo ativa no didmetro final das vesiculas.

Efeitos principais
Efeito da temperatura = 21,2
Efeito da razdo inicial D/L = -10,4
Efeitos de interagdo entre os dois fatores

Efeito de interagio entre temperatura e razdo imcial D/L = -11,0

Didmetro

Temperatura (°C)

! j P
1 T L

3,2 1.0
Razdo molar inicial DL

Figura 5.10 - Diagrama apresentando os resultados obtidos para a variago dos didmetros
médios das vesiculas de acordo com os niveis de temperatura ¢ razdo molar droga/lipidio.

Razdo molar inicial droga/lipidio igual a 0,2 e 1,0. Temperaturas de incubagio de 25 e 37°C.
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Apesar dos lipossomas terem sido extrusados em membranas de policarbonato de
poros bem definidos de 100 nm, observa-se que os seus tamanhos sdo significativamente
maiores que este valor, o que possivelmente resulta da etapa de incubacfo dos lipossomas
com a droga, na qual estes sdo submetidos a elevagdo de temperatura e agitagdo por trinta
minutos, O diagrama apresentado na Figura 5.10 ilustra estas observagdes.

A superficie de resposta referente ao didmetro médio das vesiculas obtidas pode ser

observada na Figura 5.11. Neste grafico pode-se visualizar claramente que a temperatura é o
fator que mais influencia o didmetro das vesiculas.
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Figura 5.11 — Superficies de resposta do planejamento de experimentos do tipo 2° cujos

fatores sdo: razdo inicial droga/lipidio e temperatura. Como resposta analisada tem-se o

didmetro medio das vesiculas.

A Figura 512 apresenta uma distribuicio de tamanho tipica das amostras de
lipossomas preparadas por extrusdo na presenca de bleomicina, indicando a obtengdo de
uma unica populagio de vesiculas.

Através de analise da Tabela 5 4, observa-se que as eficiéncias de encapsulamento de
bleomicina nas vesiculas foram extremamente baixas de uma forma geral, considerando-se
que o método utilizado pode resultar em eficiéncias de encapsulamento proximas a 100%
(Mayer et al., 1990). Os efeitos calculados em relagdo a variavel resposta de eficiéncia de

encapsulamento sdo apresentados no Quadro 5.3, onde se verifica que ambos os fatores

devem ter a mesma influéncia nos resultados,
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Figura 5.12- Distribuicio de tamanhos de vesiculas preparadas por incorporagio ativa de

Bleomicina. Na razio molar inicial droga/lipidio de 0,2 e temperatura de 25°C.

A Figura 5.13 apresenta a superficie de resposta do planejamento experimental em
relacio & varidvel resposta razdo droga/lipidio final, onde nota-se que em valores
intermediarios de razdo molar droga/lipidio inicial e de temperatura de incubaco, obtém-se
os melhores resultados em termos de encapsulamento. Uma possivel causa para este
comportamento seria a elevada massa molecular da droga (em torno de 1400 Da), que
dificultaria sua permeagdo através da bicamada lipidica que, nas temperaturas dos ensaios, se
apresentaria relativamente rigida. O aumento da temperatura de incubagio
BLE/lipossomas, se ndo resultasse em degradacdo da droga, poderia aumentar a eficiéncia
de encapsulamento. QOutra possivel razio seria a presencga de grupos hidroxila na estrutura
da droga {em um total de 7), que podem reduzir a permeagio da droga através da bicamada
lipidica, conforme observado por Nichols ¢ Deamer (1976) para o encapsulamento de
catecolaminas e por Moraes et al. (1996} na incorporagcdo de p-boronofenilalanina.

Assim, outras técnicas devem ser exploradas para se incorporar este composto em

lipossomas em condigdes de maior eficiéncia.
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Quadro 5.3 — Efeitos calculados do planejamento experimental para encapsulamento de

bleomicina por incorporagdo ativa (para variavel resposta, eficiéncia de encapsulamento).

Efeitos principais
Efeito da temperatura = 1,19
Efeito da razdo micial D/L = -1.6
Efeitos de inferacdo entre os dois fatores

Efeito de interagio entre temperatura e razdo inicial D/L = -0,81
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Figura 5.13 — Superficie de resposta do planejamento de experimentos do tipo 2° cujos

fatores sd3o: razdo inicial droga/lipidio e temperatura. Como resposta analisada tem-se a

razdio final droga/lipidio.



5.3. Preparagdo e caracterizacdo dos lipossomas encapsulando 5-fluorouracil

5.3.1. Avaliacde preliminar do comportamento da droga livre

Segundo o Merck Index (1996), a solubilidade maxima do 5-FU em agua ¢ de
7,7 mM. A solubilidade de 5-FU foi entdo testada nos tampdes hepes e Tris-HCl e em
etanol. Em tampdo hepes a droga apresentou solubilidade maxima a 10 mM, ja no tampéo
Tris-HCl a solubilidade maxima & temperatura ambiente foi de 50 mM, o que o indica para o
encapsulamento passivo deste composto em lipossomas por hidratagdo do filme lipidico.
Elorza et al. (1993) utilizaram uma solugio de 5-FU em Tris-HCl a 200 mM, porém, os
autores nfo mencionaram a temperatura de solubilizagdo. Em etanol, a solubilidade maxima
de 5-fluorouracil foi de 10 mM.

A medida do coeficiente de parti¢iio de 5-FU no sistema 1-octanol/hepes resultou em
um valor igual a zero, o que indica que a droga, quando encapsulada em lipossomas, teria a
tendéncia de se acumular no cerne aquoso.

O coeficiente de parti¢do de 5-fluorouracil em 1-octanol/tampdo Tris-Cl 10 mM a

pH 7,4 sem a adi¢8o de sal e com 140 mM de NaCl est4 mostrado na Figura 5.14.

16 -
—e—sem NaCl
1,2 4 f —a-- 140 mM de
| NaCl
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Coeficiente de particdo
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Concentracdo de 5-fiuorouracil {mM)

Figura 5.14- Coeficiente de particio de 5-Fluorouracil no sistema 1-octanol/tampio Tris-
HCl a 10 mM sem a adi¢do de NaCl e com 140 mM de NaCl. Temperatura ambiente igual a
25°C.
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Também se utilizando tampfio Tris-HCl verifica-se a tendéncia da droga em
acumular-se na fase aquosa, conforme mostrado na Figura 5.14. No caso do tampdo com
alta for¢a ibnica, esta tendéncia € ainda mais pronunciada para a maior concentragio de
droga utilizada. De acordo com esses resultados pode-se supor que a droga acumular-se-ia
preferencialmente no cerne aquoso das vesiculas lipidicas, embora a concentragdes mais
elevadas tenha pequena afinidade pela bicamada lipidica. Estes dados sdo comparaveis aos
citados por Tsukada et al., 1984, em Elorza et al., 1993 que determunaram o coeficiente de
particiio de 5-fluorouracil em sistemas 1-octanol/tampéo citrato de 0,15 e 0,20 a 20 e 30°C
respectivamente.

Devido as caracteristicas estruturais da molécula de 5-FU e ao seu pKa de 8,04
(Krogsgaard et al., 1996), uma técnica de encapsulamento promissora seria a baseada na
incorporagdo ativa. Seu encapsulamento em lipossomas por injecdio de etanol poderia ser
também recomendavel, entretanto, sua incorporagfio passiva no cerne aquoso da vesicula
poderia ser limitada pela baixa solubilidade da droga na solugdo de hidratacio.

Como no processo de encapsulamento ativo submete-se o sistema contendo a droga
e os lipossomas & elevagio de temperatura, a droga livre foi submetida as temperaturas
requeridas durante os ensaios de encapsulamento a fim de se observar sua estabilidade
térmica em termos da variagdo de absorbincia de uma solucio de 5-FU em hepes a uma
concentragio de 0,4 mM de droga. A absorbincia medida apds o tratamento térmico foi
comparada & absorbancia da droga na mesma concentragdo sem passar por nenhum
tratamento, ou seja, & temperatura ambiente. A Tabela 5.5 mostra os resultados obtidos.

Os dados apresentados mostram que os tratamentos térmicos causam um aumento na
absorbincia medida. Nota-se que este aumento € verificado mesmo para a temperatura de
37°C, ou seja, em condigGes onde se aplica a droga in vivo. Assim, para o calculo da
quantidade de droga encapsulada, as absorbancias devem ser adequadamente corrigidas.
Para cada temperatura e tempo de incubacgfic das vesiculas no encapsulamento ativo, o valor

de absorbéncia medido foi corrigido de acordo com a percentagem de variagdo observada.



Tabela 5.5 - AlteragBes na absorbancia de solugdio de 5-FU a 0,4 mM por exposicdo a
diferentes temperaturas por distintos periodos, iguais aos tempos de incubaciio da solugiio

de droga com os lipossomas vazios por ocasido do encapsulamento ativo.

Temperatura Tempo de exposi¢do | Absorbdncia a Variagdo da
(‘;C) (min) 254 nm absorbancia (%)
Ambiente —— 0,1550 —

37 10 0,1862 20,1

37 60 0,1845 19,0

60 10 0,1825 17,7

60 60 0,1804 16,4

48 35 0,2178 40,5

5.3.2. Encapsulamento ativo de 5-FU em lipossomas extrusados

Foi testado prnimeiramente o encapsulamento ativo de 5-FU em lipossomas
extrudados compostos de DPPC/Col usando-se um planejamento fatorial de experimentos.
As razbes molares iniciais 5-FU/lipidio foram de 0,4; 1,2 e 2. Estes valores foram
estabelecidos através de andlise dos resultados obtidos por Mayer et al. (1990). Os
intervalos de tempo de incubagiio foram de 10, 35 e 60 minutos e as temperaturas de
incubagdo de 37, 48 ¢ 60°C.

As amostras, apds a cromatografia de permeagio em gel, apresentaram as
concentracdes de lipidios e os didmetros médios listados na Tabela 5.6. A variacio da
concentracdo lipidica deve-se a4 mistura de nimeros distintos de fragdes coletadas na
cromatografia. A quantificagio do 5-FU encapsulado nas vesiculas foi realizada utilizando
uma microemulsdo para o rompimento das vesiculas. As concentra¢des de droga foram
calculadas considerando-se a correcgo das absorbancias medidas devido aos efeitos de

tempo e temperatura de incubagdo droga/lipossomas. Os resultados obtidos indicam que,
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para todas as amostras, a concentragdo final de 5-FU foi menor que o limite minimo de
deteccdo de 0,1 mM.

A partir de tais resultados observa-se que o método de encapsulamento ativo ndo se
mostrou eficiente para a incorporagdo de 5-fluorouracil em lipossomas. Esta técnica
proporciona otimos indices de encapsulamento de acordo com Mayer et al. (1990), porém a
eficiéncia de encapsulamento varia consideravelmente entre diferentes drogas (Madden et
al., 1990).

Utilizando o programa fatorial desenvolvido por Bruns (1996), foram calculados os
efeitos de interagdo de cada um dos fatores estudados (tempo, temperatura ¢ a razdo inicial
droga/lipidio) no didmetro médio das vesiculas. Os efeitos calculados estdo apresentados no
Quadro 5.4

Quadro 5.4 — Efeitos calculados do planejamento experimental sobre o didmetro médio das

vesiculas obtidas no encapsulamento ativo de 5-fluorouracil.

Efeitos principais

Efeito do tempo = 78,25
Efeito da temperatura = 78,25
Efeito da razio inicial D/L = 104,25

Efeitos de interagio entre dois fatores

Efeito de interagdo entre tempo e temperatura = 104,25
Efeito de interagiio entre tempo e razio inicial D/L = 105,75

Efeito de intera¢do entre temperatura e razdo inicial D/L = 102,75

Efeito de interagdo entre os trés fatores = 76,75

Como se pode observar, todos os fatores exercem influéncia significativa sobre o

tamanho dos lipossomas obtidos. Conforme mencionado anteriormente, a temperatura de



transicdo do DPPC ¢ de 41°C, mas a transigio de fases de gel para liquido cnistalino de um
lipidio ja pode ser iniciada em temperaturas inferiores a esta, nas quais ja existe alteragio
no empacotamento das moléculas de fosfolipidio (New, 1990). Com isso, mesmo a
temperatura mais baixa empregada nos ensaios pelos distintos intervalos de tempo poderia
induzir a ocorréncia de alteragGes estruturais nas vesiculas durante o encapsulamento, dai a

obtenc¢Zo de lipossomas de tamanhos superiores a 100 nm.

Tabela 5.6 - Concentragfo final de lipidios e didmetros médios das vesiculas obtidas por

encapsulamento ativo de 5-FU. Concentragio inicial de lipidios de 1,0 mM.

Ensaio | Tempo | Temperatura| D/L. |Concentragio | Didmetro
(min.) *C) inicial | de lipidios médio

(mM) (nm)
1 10 37 0,4 0,47 184
2z 60 37 0,4 0,66 129
3 10 60 0,4 0,73 132
4 60 60 0.4 0,37 132
5 10 37 2,0 0,55 130
6 60 37 2,0 0,50 133
7 10 60 2.0 0,63 130
8 60 60 2,0 0,56 495
9 48,5 33 1,2 0,51 224
16 48,5 35 1,2 0,65 220

Com relagdo a razio molar inicial droga/lipidio, deve-se destacar que mesmo o
menor valor empregado poderia ser considerado como relativamente elevado, podendo
afetar o empacotamento dos lipidios na bicamada se a droga 14 se acumulasse.

Propriedades fisicas da droga como seu pKa sio de grande importincia para o
sucesso do encapsulamento ativo. Como mencionado anterionnenté, o 5-FU tem pKa igual
a 8,04. Este foi um dado que a apontou como candidata em potencial para o uso desta

técnica, pois desta forma uma fracio das moléculas poderia estar neutra a pH 7,5
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(pH externo as vesiculas), podendo entfio permear a membrana lipidica dos lipossomas e,
entdo, acumular-se no seu interior, uma vez que no cerne aquoso, apresentaria carga
positiva.

Na Figura 5.15 pode ser observada a superficie de resposta do planejamento de
experimentos para a incorporacdo de 5-fluorouracil em lipossomas por encapsulamento
ativo. Como se verifica nas superficies de resposta, quanto maiores forem os valores de
temperatura, tempo e razdo inicial droga/lipidio, maiores serfio as vesiculas obtidas.

Outro fator importante é que a droga, quando incubada com as vesiculas, pode levar
a diminuicdo do gradiente de pH previamente estabelecido (Madden et al., 1990), o que
levaria ao ndo encapsulamento da droga ou ao fato de que uma pequena quantidade poderia
ser encapsulada e num curto periodo de tempo ser hiberada das vesiculas.

O coeficiente de particfio € ainda outro fator a ser considerado, pois baixos valores
indicam uma dificuldade da droga em atravessar membranas biologicas. Porém, baixos
coeficientes de partigdo iscladamente ndo podem explicar o encapsulamento ativo ou ndo de
drogas em lipossomas (Madden et al, 1990).

Segundo mencionado por Elorza et al.(1993), em pH 74 a forma neutra da
5-fluorouracil apresenta atividade superficial, com uma concentragdo micelar critica
estimada de 8x10™° M. Assim, se uma fragio desta droga efetivamente se apresentasse
organizada em micelas, sua permeacfo através das bicamadas lipidicas seria mai dificil pelo
aumento da massa molecular da espécie na forma agregada, o que se traduziria em uma
limitag8o & transferéncia de massa. Em consequiéncia, a obtengdo de uma baixa incorporagio
da droga.

Embora a altas temperaturas a bicamada estivesse mais fluida e, portanto, mais
permeavel, as interagdes hidrofobicas que mantém as moléculas de 5-fluorouracil agregadas
em micelas poderiam estar sendo favorecidas, impedindo sua incorporag@o pelas vesiculas.
A combinagdo de alguns destes fatores ou até mesmo a ocorréncia de interagGes entre 5-FU
e 05 lipossomas podem ter conduzido aos resultados obtidos. Desta forma, outras técnicas
de encapsulamento da droga foram empregadas para sua incorporagdo mais eficiente em
lipossomas, como de injegdo de etanol utilizando solugio aquosa de 5-FU e de incorporagdo

passiva no cerne aquoso da vesicula, empregando solugdes da droga em tampéo Tris-HCL.
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Figura 5.15 — Superficie de resposta do planejamento de experimentos do tipo 2° cujos
fatores sdo: razdo inicial droga/lipidio, tempo e temperatura de incubagio da solugio de

droga e lipossomas. Como resposta analisada tem-se o didmetro médio das vesiculas.
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5.3.3. _Eﬁcapsuﬂamenm passivo de 5-FU em lipossomas

A tentativa de aumento da eficiéncia de encapsulamento e de captura da solugdo de
S-fluorouracil em lipossomas foi efetuada explorando-se trés diferentes enfoques: a
incorporacdc da droga durante a formac¢fio das vesiculas por inje¢do de etanol, por
hidratagdo do filme lipidico seco e por evaporagdo de fase orgdnica em presenga de solugdo
aquosa da droga.

O método de inje¢io de etanol com a injegdo dos lipidios na solu¢do aquosa em
tampio Tris-HCI, apesar da alta raziio molar inicial droga/lipidio (igual a 25), praticamente
ndo levou ao encapsulamento da droga (eficiéncia de encapsulamento de 0.4 %). Esta baixa
eficiéncia pode ser devido ao fato da droga ter sido solubilizada na fase aquosa, o que leva a
baixas eficiéncias de encapsulamento através desta técnica. Contudo, a concentragdo interna
de droga para esta amostra ¢ estimada em 24 mM, ou seja, 48% da droga micialmente
disponivel em solugdo foi capturada durante a formacdo das vesiculas. O didmetro médio
das vesiculas obtidas foi de 253 nm.

A Tabela 5.7 apresenta os resultados obtidos para as amostras encapsulando  5-FU
pelo método de hidrataciio do filme, seguido de extrusdo, com incorporacdo passiva da
droga.

A eficiéncia de captura € definida como a razdio percentual entre a concentragdo de
droga no cerne aquoso da vesicula e a concentragio de droga na solugdo inicial.

Como pode ser observado, o aumento da concentra¢do de droga ndo levou ao
aumento do diimetro das vesiculas, ndo se verificando uma relacio entre esta variavel e os
didmetros obtidos. Verifica-se também que as eficiéncias de encapsulamento e de captura da
solucdo de droga ndo sofreram grandes variagdes com o aumento da concentragdo, exceto
para a concentragdo superior que apresentou a menor eficiéncia de encapsulamento. Apesar
da baixa eficiéneia de encapsulamento da droga, sua concentragio no interior das vesiculas
apresentou valores razoaveis, com uma tendéncia 4 estabilizagdo talvez por saturagdo. De
acordo com Ozer ¢ Talsma (1989), a dose de 5-fluorouracil para fins quimioterapéuticos €

de 20-30 mg/Kg/dia por cinco dias, quando injetada por via intravenosa.



Tabela 5.7- Caracterizagio dos lipossomas encapsulando 5-FU solubilizada em Tris-HCl a
pH 7.4 com 140 mM de NaCl preparados por incorporagio passiva durante o processo de

hidrata¢@o do filme lipidico. Concentragfo lipidica inicial: 7,5 mM.

C it d€ | Cpnade | Cguar de | Didmetro Eficiéncia de Concentragdo | Eficiéncia
5-FU lipidios | 5-FU médio encapsulamento interna de de captura
mM) | @mM) | (uM) (nm) (%) droga (mM) o)

10 4,32 | 70,00 { 155,20 1,22 6,3 63
20 4,87 | 149,00 176,20 1,15 10,6 53
30 4,97 1246,00 | 16030 1,24 18,8 63
50 5,94 | 237,00 ] 151,90 0,60 16,0 32

C - concentragdo

A fim de alcangar resultados melhores que os obtidos com as técnicas utilizadas, o
encapsulamento da droga foi testado também pela técnica de evaporagio em fase reversa.

A implementacdo da técmca de preparagdo de lipossomas por evaporagdio em fase
reversa foi uma etapa que exigiu bastante esforco, além de demandar tempo prolongado em
laboratorio. Como descrito anteriormente, este método € constituido de varias etapas, e
diversos fatores devem ser selecionados, dentre eles: tamanho do recipiente empregado,
ajuste do vacuo para que ndo houvesse arraste da amostra, periodos de evaporac3o nas
etapas de formacdo da emulsio em banho de ultrassom, eliminagio dos solventes organicos,
tempo de agitacio sob vortex e temperatura de evaporagdo. Além destes fatores, devem ser
consideradas também a determinacio da concentragio lipidica, a razdo volumétrica entre a
fase aquosa e orglnica e a razdo molar inicial droga/lipidio. Nos ensaios iniciais, 0s
lipossomas n#o foram submetidos a etapa de extrusdo. Contudo, nio foi possivel a obtengio
de vesiculas estaveis, sendo observada a precipitagdo e formagio de agregados quando a
suspensdo era mantida em repouso. Qutro problema associado a este 4 ndo extruso foi a
remocdo da droga livre que ndo pdde ser realizada através de cromatografia de permeagio
em gel, devido a retengdo das vesiculas com grandes didmetros no topo da coluna. A

remog¢do da droga por didlise tem o incoveniente de poder provocar a liberagdo prematura
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da droga, uma vez que grandes volumes de solugio tamp3o s#o empregados no processo
{400 mL para 2 mL de amostra), que ¢ lento, 48 horas.

Isto poderia atuar como forga motriz, em termos de maiores gradientes de
concentragdo entre a droga no compartimento aquoso interno e externo as vesiculas,
resultando na reducdo da eficiéncia de encapsulamento.

Uma vez estabelecidas faixas para as varidveis fisicas mencionadas anteriormente, as
vesiculas foram submetidas & extrusio, facilitando entdo, o processo de remocdo da droga
livre por cromatografia de permeagio em gel, além da obtengo de suspensbes de
lipossomas bastante estaveis sob o ponto de vista de agregagio.

Trés preparacGes obtidas por esta técnica variando-se a forcga iGnica da fase aquosa,
a razio fase aquosa/fase orginica, a concentragio inicial de lipidios e a razio molar inicial

droga/lipidio estdo apresentadas na Tabela 5.8.

Tabela 5.8 — PreparagOes de lipossomas obtidos pela técnica de evaporagdo em fase
reversa. Fase aquosa: tampdo Tris-HCl a 10 mM e pH 7,4 com 140 mM NaCl e sem a
adicdo de NaClL

Fase | *Ciiciat | *Cinicim | Razdo fase | Didmetro | Ciuems | Efic. de | Efic. de
aquosa de de aquosa/fase | médio 5-FU | encaps. | captura
5.FU | lipidios | orginica | (nm) | (mM) | (%) (%)
(M) | (mM)
140 mM| 4,54 3,0 1:10 %2000 | 1,2 27 2.4
de NaCl
Sem 12,5 1,5 I3 137 66,6 1.8 135,2
Na(Cl
Sem | 3,75 15 1:3 137 632 57 | 4002
Na(Cl

* Concentragio inicial de droga ou lipidio no volame total (fase aquosa + fase orgfinica)

*#* | ipossomas pio extrudados

Nos dois primeiros ensaios, a concentracio da droga na fase aquosa foi de 50 mM, e no iltimo ensaio, de
15 mM.



Utilizando-se a fase aquosa com alta for¢a i6nica, a eficiéncia de encapsulamento da
droga foi de 2,7%. Este valor, maior que os obtidos nos ensaios anteriores, ainda pode
ser considerado como relativamente pequeno para esta técnica, possivelmente devido a
elevada concentragiio de sal presente no tampio o que favoreceria a formagio de micelas de
5-FU, dificultando o encapsulamento da droga pelos lipossomas. De acordo com Szoka e
Papahadjopoulos (1980) a eficiéncia de encapsulamento pode alcangar até 65% se a fase
aquosa apresentar baixa forga 10nica (em torno de 10 mM de NaCl), e a incorporagio da
droga pode diminuir com o aumento da forga iGnica da fase aquosa. As amostras preparadas
com tampdo sem a adigio de NaCl e com razio fase aquosa/orginica igual a 1:3 (v/v) para
as concentracdes de droga de 50 e 15 mM apresentaram praticamente a mesma
concentragfio final de droga encapsulada. Conseqiientemente, a eficiéncia de encapsulamento
utilizando a menor concentragdo inicial de droga foi superior. Eficiéncias de captura acima
de 100 % podem ter sido obtidas devido a capacidade da droga de ser adsorvida na interface
lipidio/meio aquoso externo devido a sua atividade superficial.

As vesiculas ndo extrudadas apresentaram didmetro médio em torno de 2.000 nm.
Este valor € superior ao esperado, de 500 nm, de acordo com New (1990), porém, Taylor et
al. (1990) obtiveram lipossomas, preparados também pelo método de evaporagio em fase
reversa, constituidos de DPPC e colesterol (1:1) com didmetro médio de 3400 nm. Diversos
fatores podem ser responséveis pelo tamanho das vesiculas obtidas por este método. Dams
et al. (1999) estudaram a influéncia de vanaveis como tempo de sonicagio para
homogeneizag¢io da emulsio, tempo de evaporagio do solvente em evaporador rotatorio €
tempo de agitacio em vortex nos tamanhos das vesiculas obtidas. Estes pesquisadores
verificaram que todos estes fatores afetam o didmetro das vesiculas obtidas. O tempo de
sonicagdo foi estudado num intervalo de tempo de 15 minutos. Observou-se que nos
primeiros 3 minutos o didmetro das vesiculas aumentou, atingindo o valor maximo de 600
nm. Este valor manteve-se constante por dois minutos e, apds este periodo, sofreu uma
diminui¢do significativa (300 nm). A influéncia da evaporacdo do solvente no tamanho das
vesiculas foi avaliada no intervalo de 10 a 30 minutos. O aumento do tamanho das vesiculas
foi diretamente proporcional ao tempo empregado, sendo obtidas vesiculas de 1000 nm ou

mais para 30 minutos de evaporagio. O tempo de agitacio em vortex por 15 a 60 segundos
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foi avaliado. Aumento gradual dos didmetros foi observado com maiores tempos de
agitacio. E ainda, fol observada a formagdo de vesiculas do tipo multilamelares apos tempo
prolongado de agitacio em vortex.

Outra razdo para as variagOes no didmetro das vesiculas e na baixa eficiéncia de
incorporacdo da droga seria a emulsificagdo incompleta durante a sonicagdo ou a remocio
mais rapida do éter dietilico que do cloroférmio, que resultaria em alteragdes estruturais na
bicamada lipidica (Elorza et al., 1993), e a propria presenca do sal em alta concentragio
pode ser associada a variagio no tamanho das vesiculas obtidas. Devido a tais fatores, foram
testadas as formulagdes com reduzida forga ibnica, razio fase aquosa/orgénica de 1:3,
menor concentracdo de lipidio e extrusio das vesiculas a fim de aumentar a eficiéncia de
encapsulamento e obter preparagdes mais estaveis.

A extrusdo das vesiculas através de membranas de policarbonato foi também
efetuada para que outras rotas além da transdérmica, pudessem ser utilizadas na
administragdo da droga encapsulada em lipossomas. As particulas obtidas apresentaram
didmetros médios superiores aos poros da membrana de policarbonato, 137 nm, para ambas
as concentragbes de droga fato este que pode estar relacionado a composi¢io dos
lipossomas. Szoka e colaboradores (1980) também observaram difmetros de 140 nm em
vesiculas compostas por fosfatidilcolina e colesterol (1:1), enquanto que os lipossomas
compostos de fosfatidilglicerol e fosfatidilcolina (1:4) apresentaram didmetro de 80 nm,
ambos extrudados em membrana de policarbonato de poros de 100 nm.

Estes mesmos autores verificaram também que a eficiéncia de encapsulamento do
composto ativo, citosina B-D-arabinosideo foi reduzida de 48 para 12% apés a etapa de
extrusio de lipossomas constituidos de fosfatidilcolina e colesterol, o que poderia estar

associado s reduzidas eficiéncias de encapsulamento obtidas de S-fluorouracil.

5.3.4. Estabilidade das vesiculas contendo 5-fluorouracil preparadas pelo método de

evaporacio em fase reversa

Com o objetivo de verificar o eferto liquido das etapas de preparagio de lipossomas

pelo método de evaporagdo em fase reversa na estabilidade da droga, o procedimento de



preparagdo das vesiculas foi aplicado em uma solugfio de droga livre. As etapas equivalentes
4 evaporagdo do solvente orginico em rotavapor e i extrusdo das vesiculas multilamelares
foram realizadas a 65°C, por um periodo de 75 minutos. A cada 15 minutos retirou-se uma
aliquota da solugfio, € monitorou-se sua absorbancia a 254 nm. O ensaio colorimétrico para
a determinacio de S-fluorouracil nfo degradada foi realizado para a solugdio de droga
submetida ao processo apos 60 e 75 minutos a 65°C e para uma solugiio de droga sem
passar por tal tratamento.

Nio foi observado um aumento na absorbancia da solugio de droga em fungdo do
tempo de imersdo no banho. O ensaio colorimétrico, como pode ser observado na Tabela
5.9, revelou a mesma concentracdo de droga ativa nas solugGes ndo tratada e tratadas. Desta
forma, assegurou-se que a droga encapsulada nos lipossomas preparados pela técnica de

evaporagio em fase reversa encontrava-se na sua forma ativa.

Tabela 5.9 - Determinacio da atividade de 5-fluorouracil apos submetido ao tratamento

térmico. Temperatura de 65°C e concentracio de droga igual a 0,5 mM.

Tempo de tratamento (min) Absorbéncia a 555 om
Sem tratamento 0,135
60 0,132
75 0,130

Com estes resultados observa-se que o processo de degradaciio da droga sofre
influéncia do meio empregado. Neste caso, o melo era rico em solvente orgénico e ndo for
observada a degradacio da droga em fungdo de sua exposi¢do & temperatura de 65°C por
tempos de 60 ¢ 75 minutos. Quando em excesso de agua, foi observada a degradacio da 5-
fluorouracil mesmo em temperaturas inferiores, de acordo com resultados apresentados

anteriormente por ocasido do encapsulamento ativo da droga.
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5.3.4.1. Estabilidade na presencga do tensoativo C,F s

A estabilidade das vesiculas preparadas pelo método de evaporagio em fase reversa
encapsulando ou nfio a droga, suspensas em tampao hepes a pH 7.4, foi avaliada na presenca
do tensoativo Ci;Es, conforme descrito na secio de materiais e métodos. O perfil dos
lipossomas vazios {com tamp3o Tris-HCI no interior) e dos lipossomas
encapsulando S-fluorouracil, ambos supensos em tampdo hepes estdo apresentados na
Figura 5.16. Com a adi¢o da droga ocorre uma certa estabilizagdo das vesiculas em relaggo
aos lipossomas apenas com o tamp#o encapsulado, nfo se verificando aumento apreciavel da
absorbéncia até a concentragio de tensoativo de 90%. Apds este valor de concentragio,
observa-se um pico de absorbdncia caracteristico da solubilizagdo das vesiculas e com
formaco de micelas mistas de lipidios e tensoativo.

De acordo com Elorza et al. (1993), o S-fluorouracil apresenta uma tendéncia em
permanecer adsorvido na interface lipidio/fase aquosa externa devido 4 atividade superficial
apresentada por esta substincia. Desta forma, as moléculas de droga poderiam estar
estabilizando a bicamada lipidica. Destaca-se que a presen¢a da droga livre n3o afeta o

comportamento de amostras consistindo apenas do tensoativo.
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Figura 5.16- Perfil de estabilidade dos lipossomas vazios (com tamp&o Tris-HCl no interior)

e com 5-flucrouracil encapsulado a 0,1 mM. Concentracdo de lipidio igual a 1 mM.



5.3.4.2. Estabilidade de estocagem

A estabilidade de estocagem das vesiculas encapsulando 5-fluorouracil com 5,7% de
eficiéncia foi avaliada quanto ao didmetro médio e a capacidade de reter o material
encapsulado no seu interior. Como pode ser observado na Figura 5.17, a variagdo de
didmetro foi pequena durante os 28 dias de monitoramento, atingindo méximos de 22 e 6%
para os lipossomas vazios e com 5-FU respectivamente, o que permite concluir que ndo
houve agregacdo ou fusfo das vesiculas, podendo o sistema ser considerado estivel do

ponto de vista fisico.
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Figura 5.17- Vanacio do difmetro dos lipossomas vazios e encapsulando S-fluorouracil em
fun¢io do tempo de estocagem sob refrigeracio a 4°C. Lipossomas vazios: concentracio
lipidica de 6,0 mM e didmetro médio inicial de 128,6 nm. Lipossomas com 5-FU:

concentragio de lipidios de 6,0 mM e diimetro médio inicial de 137,8 nm.

Quanto a capacidade de reten¢io da droga, ndo foi verificado um comportamento
similar ao do didmetro das vesiculas. Conforme pode ser observado na Figura 5.18, apos 48

“horas, praticamente 30% da droga havia sido liberada das vesiculas, apds duas semanas mais
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de 50% do material encapsulado ja havia sido liberado e ao final de trés semanas
praticamente ndo havia 5-flucrouracil no interior dos lipossomas. De maneira equivalente,
Elorza et al. (1993) observaram a liberagio de cerca de 20 a 30% de S-fluorouracil

encapsulada em lipssomas compostos por DSPC em apenas uma hora a 37°C.
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Figura 5.18- Libera¢&o do 5-Fluorouracil encapsulado nos lipossomas em fungdo do tempo

de estocagem sob refrigeracio a 4°C.

De acordo com QOzer e Talsma (1989), que estudaram a estabilidade de lipossomas
também encapsulando 5-fluorouracil, o comportamento destes sistemas depende da
composicdo do meio aquoso e da bicamada, da interacio entre a droga e a bicamada lipidica
e das condigdes de estocagem. Os autores verificaram que o principal paridmetro responsavel
pela retengio da droga nas vesiculas foi a composi¢iio lipidica. Lipossomas compostos de
lecitina de soja, colesteril hemissuccinato e colesterol (10:1:4, em base molar) estocados sob
refrigeracdo tiveram 84 % da droga encapsulada liberada do seu interior em duas semanas.
Ja os lipossomas compostos por DPPC, colesteril hemissuccinato e colesterol (10:1:4),
composi¢io similar, mas ndo idéntica, a das vesiculas preparadas neste trabalho,

apresentaram liberagio da droga até 30 %, atingindo este patamar em 4 semanas. Tal



comportamento poderia ser atribuido a presenga do colesteril hemissuccinato, que confere
uma carga liquida negativa para os lipossomas.

Outro fator relevante € que quando a estocagem € conduzida em condigbes iso-
osmoticas e isotdnicas, a liberagio da droga pode ser reduzida. Para tal, a concentragfo de
sais no tampdo, por exemplo, deveria ser aumentada, uma vez que a concentrag¢io de droga
no interior das vesiculas € estimada em cerca de 60 mM, enquanto que a do tampio
Tris-HCI foi de 10mM.

De acordo com a estabilidade de estocagem destes lipossomas pode-se dizer que os
mesmos 8O poderiam ser administrados imediatamente apos o seu preparo. Isto porque no
periodo de 24 horas aproximadamente 15% da droga encapsulada ja seria liberada das
vesiculas.

Uma vez que o objetivo deste trabalho foi a obtengfio de preparagdes farmac&uticas
de lipossomas para administra¢io topica, as vesiculas foram incorporadas em gel utilizado
comercialmente como veiculo de substincias ativas para finalidades cosmecéuticas. A
incorporagdo destes lipossomas no veiculo mencionado foi realizada apenas em carater
preliminar. Foi utilizado um gel de Carbopol 940 a 0,8% e foram incorporados lipossomas
com concentracio lipidica de 2,0 mM e de droga igual a 0,27 mM, em uma proporgéo de
60% em massa de dispersdo de lipossomas para 40% de gel.

Observou-se visualmente se os lipossomas promoveriam uma desestabilizaggo do gel
no decorrer de um més, Nio foi verificada nenhuma alteracio na mustura neste periodo.
Contudo, a verificagdo da estabilidade dos hipossomas quando incorporados neste veiculo
deve ser realizada empregando técnicas capazes de identificar a presenca ou nio de
lipossomas em um meio como este. Tais ensaios demandariam longo tempo, requerendo,
inclusive, o desenvolvimento de metodologias de caraterizagdo distintas das utilizadas na
realizagfo deste trabalho, como a microscopia eletrdnica de transmissio, 0 que estaria além
do escopo deste trabatho.

Desta forma, observa-se que o método de preparacéo de lipossomas por evaporagéo
em fase reversa que resultou nas amostras com maior eficiéncia de encapsulamento de 5-FU,

apresenta diversas variaveis que podem ainda ser otimizadas para a obten¢do de sisternas
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com maiores eficiéncias de encapsulamento e capacidade de retencdo da droga, que

resultariam em aplicabilidade mais ampla na area médico-farmacéutica.



V1- Conclusdes e Sugestoes

6.1. Conclusdes

A partir dos resultados obtidos com a preparacdo e caracterizagio de lipossomas

encapsulando Acido azelaico, 5-Fluorouracil e Bleomicina pode-se concluir que:

1.

O ensaio de particio de acido azelaico no sistema 1-octanol/hepes mostrou uma
tendéncia de acimulo desta droga na bicamada lipidica. Somando-se tal observagio ao
fato deste composto apresentar boa solubilidade em etanol, a técnica injecfio de etanol
foi considerada como indicada para seu encapsulamento em lipossomas.

O efeito do didgmetro da agulha foi o fator mais significativo em relagdo aos didmetros
das vesiculas obtidas pelo método de injeciio de etanol em presenga de acido azelaico,
sendo que as amostras preparadas com a agulha de maior didmetro apresentaram faixas
de distribuigdo de tamanhos mais amplas. As vesiculas apresentaram consideravel
aumento de didmetro apos 30 dias de estocagem, indicando limitada estabilidade das
amostras.

O método de incorporagio ativa da bleomicina levou & eficiéncia de encapsulamento
maxima de 2,8%, valor este considerado como baixo para esta metodologia.

A temperatura de incubag@o bleomicina/lipossomas foi a variavel que resultou em maior
influéncia no tamanho das vesiculas obtidas por incorporagdo ativa. Apesar das vesiculas
terem sido submetidas a extrusio em membranas de poros de 100 nm, os didmetros
apresentaram-se significativamente superiores a este valor, possivelmente devido &
incubagdo da droga com os lipossomas.

O método de injeglio de etanol praticamente ndo levou ao encapsulamento de bleomicina
em lipossomas, resultando na formagio de populagGes de vesiculas polidispersas com
relacdo 205 didmetros.

A incorporacdo de 5-FU em lipossomas pelos métodos de encapsulamento ativo e de
injegdio de etanol, com a droga solubilizada na fase aquosa, nfo conduziram a eficiéncias

de encapsulamento apreciaveis.
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7. A incorporagio passiva de 5-FU durante a hidratagdo das bicamadas Lipidicas resultou
em eficiéncias de encapsulamento de até 1,2%, valor este aceitivel para esta
metodologia, resultando em concentragio de droga de até 18,8 mM no cemne aquoso das
vesiculas com didmetros médios de 155 nm.

8. A técnica de evaporagio em fase reversa levou a maior eficiéncia de encapsulamento de
5-FU (5,7%) quando comparada as demais técnicas testadas, embora este valor seja
baixo em comparagio aos citados na literatura. O diimetro médio final das vesiculas
teve valor bastante elevado (2000 nm), implicando na necessidade de realizagdo de
extrusdo das vesiculas, que apresentaram entdo didmetros médios de 137 nm,

9. Os lipossomas encapsulando 5-fluorouracil preparados pelo método de evaporagdo em
fase reversa apresentaram boa estabilidade de estocagem sob o ponto de vista de
agregacio ou fusio das vesiculas, ndo se verificando alteragSes substanciais no didmetro
das vesiculas durante 28 dias de estocagem sob refrigeragéo a 4 °C. Quanto 2 capacidade
de reteng@io da droga, observou-se sua acentuada liberagio durante todo o periodo de
estocagem, o que recomendaria, para aplicagles terapéuticas, sua administragéo

imediatamente ap0s o preparo.
6.2. Sugestdes para trabalhos futuros

De acordo com os resuitados obtidos neste estudo do encapsulamento de 4cido
azelaico, 5-fluorouracil e bleomicina em lipossomas, seriam interessantes 0s seguintes

trabalhos futuros:

1. Dar continuidade & incorporagdo do acido azelaico em lipossomas, uma vez que oS
resultados obtidos neste trabalho mostraram-se promissores. Enfocar principalmente a
caracteriza¢io das vesiculas em termos de eficiéncia de encapsulamento, que ndo pdde
ser concluida neste trabalho devido a problemas mecénicos no equipamento de detecgdo.

2. Avaliar o processo de incorporagio passiva de bleomicina por evapora¢do em fase

reversa.



Otimizar a técnica de encapsulamento de 5-fluorouraci! por evaporagiio em fase reversa,
que apresentou melhores resultados.

Avaliar outras composigoes lipidicas para a incorporagio de 5-fluorouracil, uma vez que
este é um fator importante em relag3o a estabilidade das vesiculas.

Quanto a estabilidade dos lipossomas encapsulando 5-fluorouracil, seria interessante
avaliar sua estocagem na forma liofilizada, pois o meio aquoso em excesso associado ao
processo de dialise pode implicar no aumento da forga motriz para a saida da droga do
interior das vesiculas.

Avaliar a factibilidade do uso de veiculos capazes de incorporar as vesiculas visando a
administragdo topica dos lipossomas empregando técnicas mais sofisticadas, como a
microscopia eletrdnica de transmissdo, para verificar a integridade ou ndo das vesiculas
quando incorporadas nas vesiculas.

Incorporagdo das drogas pelo método de desidratagio e reidratagio.
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