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1- INTRODUCAO (justificativa e objetivo)

O estudo de sistemas nanocarreadores de farmacos tem sido uma area de intensa pesquisa nos
Gltimos dez anos. Dentre o0s sistemas transportadores de farmacos tem se destacado as
microparticulas e os sistemas coloidais (lipossomas e nanoparticulas). Uma das areas mais
promissoras na utilizacdo das nanoparticulas é a vetorizacdo dos farmacos anticancerigenos
(Puiseux et al, 1994; Yoo et al, 2000), principalmente através da administracdo parenteral,
almejando uma distribuicdo mais seletiva dos mesmos e, assim, um aumento do indice
terapéutico. Lipossomas tem sido utilizados como potenciais transportadores de farmacos em
vez das formas de dosagens convencionais devido a vantagens Unicas que incluem habilidade de
protecdo de degradagdo dos farmacos e o seu direcionamento para o sitio de acdo, reduzindo
assim a toxicidade e efeitos colaterais (Kinght, 1981). Como transportadoras de farmacos, as
microesferas tem vantagens de liberacdo controlada ou prolongada, transporte passivo ou ativo
para tecidos especificos e outras, as quais reduzirdo notavelmente os efeitos colaterais do
farmaco e aumentardo sua biodisponibilidade. Devido as vantagens desses sistemas
tranportadores pretende-se obter sistemas carreadores da isotretinoina que, além de atuarem no
transporte de farmacos como sistemas de veiculagdo ao organismo, também venham a contribuir
com a estabilidade deste farmaco.

2- METODOLOGIA

2.1 Preparacdo dos lipossomas

Amostras de lipossomas foram preparadas empregando as metodologias de hidratagdo do filme
lipidico (HFL). Na preparacdo dos lipossomas foram utilizados: (a) fosfatidilcolina na
concentracdo de 10 mM, (b) fosfatidilcolina 10 mM e isotretinoina 2mg, (c) fosfatidilcolina na
concentracdo de 10 mM e colesterol na concentracdo de 2 mM, (d) fosfatidilcolina na
concentracdo de 10mM, colesterol na concentracdo de 2 mM e isotretinoina 2 mg. Lipossomas
obtidos pelo método HFL foram preparados da seguinte maneira: a fase organica foi colocada
em um baldo de fundo redondo, no qual se formou um filme por evaporagédo do cloroférmio
induzida por atmosfera de N2. O filme foi hidratado com a fase aquosa (tampé&o IPB - Isotonic
Palitzsch Buffer) e levado ao agitador tipo vortex, apds 10 minutos de sonicacdo em processador
ultrassdnico (Misonix 2020) resultou em uma preparagdo semitransparente contendo vesiculas
unilamelares pequenas (SUVs) de tamanho uniforme. Apds a sonicagdo, as amostras foram
centrifugadas a 3000 rpm por 05 minutos. Nas preparac@es dos lipossomas que continham
isotretinoina todos os procedimentos anteriores foram realizados na auséncia de luz.

2.2 Medida do didmetro dos lipossomas

A determinacdo do tamanho das vesiculas foi realizada empregando a técnica de espalhamento
de luz em equipamento ZetaSizer Nano (Malvern, UK), técnica ndo invasiva, que permite a
analise da distribuicdo e medida do tamanho das vesiculas formadas neste processo de
interacdo.Uma aliquota (1,5 mL) de cada amostra foi introduzida na cubeta do equipamento e
analisada a 25°C. Em cada leitura, foi obtido o Z-average, que corresponde ao diametro médio
aproximado dos lipossomas.

2.3 Determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo da isotretinoina em lipossomas
2.3.1 Separacdo do farmaco livre
Lipossomas contendo o farmaco encapsulado foram separados da fracdo de farmaco livre por
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cromatografia de exclusdo por tamanho (SEC). Um mililitro das preparacGes de lipossomas foi
aplicado sobre a coluna de sephadex, correspondente a 1,4% do volume da coluna. Apos a
aplicacdo, fracdes de 2,5 ml foram coletadas e cada fracdo foi submetida a leitura de
absorbancia em espectrofotbmetro UV-VIS (Cary 50, Varian) em 342 nm para
acompanhamento da eluicdo dos lipossomas e do farmaco. As fragbes eluidas contendo
lipossomas foram combinadas e os lipossomas foram posteriormente rompidos para quantificar
o farmaco encapsulado.

2.3.2 Célculo da eficiéncia de encapsulacdo

A quantificacdo da isotretinoina encapsulada foi efetuada pela técnica de espectrofotometria,
curva de calibracdo etanol (Abs = 139,15074* Concentracdo + 0,07417, coeficiente de
correlacdo (R) = 0,99871). Um mL da fracdo encapsulada foi rompido com 2 mL de etanol e
feita a leitura no espectrofotdmetro, curva de calibracdo etanol, 342 nm. A Eficiéncia de
Encapsulacdo (EC) foi calculada tanto em funcdo da quantidade de isotretinoina originalmente
adicionada na prepara¢do dos lipossomas, quanto como razdo da quantidade de farmaco
encapsulado por mg de fosfatidilcolina.

2.4 Teste de solubilidade da isotretinoina

2.4.1 Teste de Solubilidade da Isotretinoina em IPB

Em 2 mL de IPB foi acrescentada isotretinoina até a formacao de precipitado, posteriormente
levado em banho de ultrassom por 2 horas, em seguida centrifugado a 3000 rpm por 5 minutos.
Apbés a remogdo do farmaco precipitado, foi feita a leitura do sobrenadante no
espectrofotdmetro e obtida a concentracdo através de uma curva de calibragdo da isotretinoina
em IPB (Abs = 8,29893* Concentracdo + 0,03462, coeficiente de correlacdo (R) = 0, 99931).
2.4.2 Teste de solubilidade da Isotretinoina em NaCl 0,9%

Preparada um solucéo de NaCl a 0,9%, colocou-se num tubo de ensaio 2 mL, foi acrescentada
isotretinoina até a formacao de precipitado, posteriormente levado em banho de ultrassom por
2hs, em seguida centrifugado a 3000 rpm por 5 minutos. Apds a remog¢do do farmaco
precipitado foi feita a leitura do sobrenadante no espectrofotdmetro e obtida a concentragéo
através de uma curva de calibracdo da isotretinoina em NaCl 0,9% (Abs = 3,38710*
Concentracdo + 0,00794 ; R = 0,99969).

2.5 Teste de liberacdo in vitro

A avaliacdo da liberacdo da isotretinoina encapsulada foi realizada em um sistema de dissolu¢éo
adaptado nas seguintes condi¢des: volume de meio de dissolu¢do de 1000 mL de IPB,
temperatura 37° C e agitagdo constante. Foi utilizada membrana de dilise (acetato de celulose)
em forma de tubo, dentro do qual foram colocados 7mL da preparacdo de lipossomas passados
pela SEC. O tubo de dialise foi mergulhado no meio de dissolucdo e a liberacdo da isotretinoina
foi avaliada em intervalos de 30 minutos durante 3 horas. A cada 30 minutos, foi coletada
amostra de 1mL do interior da membrana de celulose, posteriormente os lipossomas foram
rompidos com 2 mL de etanol e a leitura da absorbéancia foi efetuada em espectrofotdmetro.

2.6 Preparacéo das microesferas

As microesferas foram preparadas com 3g de gelatina misturadas a 10 mL de &gua na
temperatura de 60° C, posteriormente a solucdo gelatinosa foi gotejada em 20 mL de 6leo
mineral que estava a 60°C e com agitacdo constante. Apds 10 minutos, e ainda em agitacdo a
emulsdo 6leo/agua foi submetida ao resfriamento por 10°. Logo em seguida foram adicionados
20 mL de acetona, mantendo a agitacdo por mais 15°, entdo as microesferas foram isoladas da
solucdo por filtracdo e posteriormente A remocdo do 6leo residual foi conseguida através de
lavagens consecutivas com acetona.

2.6.1 Medida do didmetro das microesferas

A medida do diametro das microesferas foi efetuada empregando-se um paquimetro digital,
guando sua estrutura apresentava estabilidade, e ja tinha atingido sua conformacéo padréo.

2.6.2 Medida da dureza das microesferas

Para medir a dureza das microesferas foi utilizado durémetro digital com acionamento
manual (Nova ética).
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2.8 Desenvolvimento da metodologia analitica por Cromatografia Gasosa de Alta Resolucéo
(HRGC) para quantificacdo da isotretinoina encapsulada nas microesferas

A andlise cromatografica em GC foi realizada em equipamento Varian modelo 3900 com injetor
automatico e detector por ionizacdo em chama (FID). Foi utilizada coluna VF-1ms (100%
dimetil polisiloxano) de 15 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e 0,25 pum de
espessura do filme de revestimento interno. Os parametros utilizados foram: hidrogénio como
gas de arraste, razdo de split 1:5, programacdo do forno da coluna de 90°C como temperatura
inicial por 2 minutos, razdo de aquecimento de 10°C/min até temperatura final de 200°C
permanecendo por 3 minutos, temperatura do injetor de 200°C e temperatura do detector de
300°C.

3- RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Obtencao dos lipossomas
Tabela 1. Parametros de tamanho das vesiculas.

Constitui¢éo do lipossoma Diametro médio (nm) Desvio Padrdo
pPC 106,66 2,516
PC + CHOL 118,33 1,527
PC + Isotretinoina 75,38 0,311
PC + CHOL + Isotretinoina 77,66 2,081

Na anélise de lipossomas constituidos por fosfatidilcolina e colesterol, observou-se, assim como
demonstrado por Cdcera et al (2003), um pequeno aumento do didmetro das vesiculas em
relacdo aos constituidos com somente PC, devido a melhores caracteristicas de empacotamento
da bicamada promovido pelo colesterol. O didmetro dos lipossomas contendo a isotretinoina
encapsulada permitiu observar que, na presenca do farmaco, o diametro médio das vesiculas foi
reduzido, passando para 75,38 nm com DP 0,311. As caracteristicas fisico-quimicas da
isotretinoina direcionam sua localizacdo preferencialmente na fragdo lipofilica dos lipossomas.
A insercédo deste farmaco na bicamada lipidica pode provocar alteragdo no angulo de curvatura
da bicamada, levando a consequente reducdo do tamanho das vesiculas. De maneira semelhante,
os lipossomas de PC e CHOL com isotretinoina apresentaram reducdo do diametro quando
comparados aos lipossomas somente de fosfatidilcolina com colesterol, sendo o diametro médio
de 77,666 com DP 2,081.

3.2. Determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo da isotretinoina (ISOg) em lipossomas

Foram feitas leituras no espectrofotdmetro com absorbancia em 342, as fracbes com a
isotretinoina encapsulada passada pela SEC, foramas 7,8 e 9. Para proceder ao doseamento do
farmaco encapsulado, as fracBes foram reunidas e 1mL das vesiculas foram rompidas
empregando-se etanol na proporc¢do de 1:2. A eficiéncia de encapsulagéo foi calculada para as
amostras de lipossomas preparadas com concentragdo determinada de 2mg/mL de isotretinoina.
Nos lipossomas preparados com 2 mg de isotretinoina ,comparou-se a diferenca entre os
lipossomas preparados com PC e com PC mais CHOL.Ndo foram observadas diferencas
significativas, sendo a eficiéncia de encapsulacdo do lipossoma preparado com 10 mM de
fosfatidilcolina de 1,286mg em 8 ml e o lipossoma formado de 10mM de fosfatidilcolina com
2mM de CHOL de 1,164 mg, também em 8 mL.

3.4 Teste de solubilidade da isotretinoina em IPB e NaCl

Através da analise em espectofotdmetro e das curvas de calibracdo da ISOg em IPB e NaCl, a
isotretinoina apresentou uma solubilidade média de 0,401 mg/mL em IPB (DP 0,001) e 1
mg/mL em NaCl (DP 0,012).

3.5 Estudo de liberacéo in vitro

No estudo realizado empregando como meio de dissolu¢do o préprio tampao constituinte da
preparacdo dos lipossomas (IPB), ndo foi observada liberacdo do farmaco, o que pode ser
decorrente da isotonicidade do tampao. Brisaert et al (2001) também identificaram esta situacdo
no teste de liberacdo in vitro da tretinoina encapsulada em lipossomas. Mesmo ap0s trés horas
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de ensaio, a concentracdo de isotretinoina encapsulada nos lipossomas permaneceu constante.
Estes resultados reafirmam o alto grau de interacdo da isotretinoina com os fosfolipideos da
bicamada lipidica, o que dificulta sua liberacdo. A solubilidade da isotretinoina é outro fator que
deve ser ressaltado, uma vez que por ser insolivel em agua e apresentar baixa solubilidade tanto
no tampdo, o meio de dissolucdo ndo contribui para que o farmaco deixe o ambiente lipidico.
Este teste também € indicativo de que lipossomas contendo isotretinoina encapsulada
representam uma formulacdo de relativa estabilidade do ponto de vista da manutencdo do
material encapsulado, uma vez que foi demonstrado que ndo ocorre vazamento da isotretinoina
pra 0 meio externo da formulagéo, demonstrando eficiéncia na retencdo do farmaco.

3.6 Obtencédo de microesferas

As microesferas de gelatina preparadas apresentaram diametro médio de 0,65 mm (DP = 0,11).
Com a utilizagcdo do durémetro ndo foi possivel medir a dureza das microesferas, pois sua
elasticidade levou a mudancas na sua conformacdo de esférica para achatada. As microesferas
obtidas apresentam uma excelente morfologia e homogeneidade, confirmando a sua possivel
utilizagdo como sistemas carreadores de farmacos.

4-CONCLUSAO / COMENTARIOS FINAIS

= A cromatografia de exclusdo demonstrou ser uma técnica simples e eficaz na separacao
das fracBes contendo o farmaco encapsulado e livre, possibilitando seu emprego em
analises quantitativas posteriores, mesmo com a diluicdo promovida na amostra..

= A localizagdo da isotretinoina na bicamada lipidica, provoca aumento do angulo de
curvatura da membrana lipossomal. Diminuindo o didmetro do lipossomas com a
isotretinoina encapsulada.

= A eficiéncia de encapsulacdo da isotretinoina em lipossomas (utilizando-se 10 mM de
fosfatidilcolina) foi de aproximadamente 1,2 mg do farmaco, originando uma
preparacdo com grandes potenciais para aplicacdo terapéutica.

= Obtencdo de microesferas de gelatina com didametro médio de 0,65 mm.

5-REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BRISAERT, M.; GABRIELS, M.; MATTHUS, V.; PLAIZIER - VERCAMMEN, J.
Lipossomes with tretinoin: a physical and chemical evaluation. Int. J. Pharma. and Biomedical
Analysis, v. 26, p. 909 — 917, 2001

COCERA, M.; LOPEZ, O.; CODERCH, L.; PARRA. JL.; MAZA, A. Permeability
investigations of phospholipid liposomes by adding cholesterol. Colloid and Surfaces.
Amsterdam, v. 221, p. 9 - 17, 2003

KINGHT, C. G. Lipossomes from physical structure to therapeutic applications. Elsevier,
Amsterdam, 1981.

PUISEX, F.; BARRAT, G.; COUARRAZE, G.; COUVREUR, P.; DEVISSAGUET, J. P.;
DUBERT, C.; FATTAL, E.; FESSI, H.; VAUTHEIR, C.; BENITA, S. Em polimeric
biomaterials : Dimitriu, S., ed; Marcel Dekker; New York, 1994, cap. 16.

YOO, H. S.; LEE, K.H.; OH J, E.; PARK, T. G. In vitro and in vivo anti — tumor activities of
nanoparticles based on doxorubicin — PLGA conjugates. J, Controlled Release, v. 68, p. 419 —

431, 2000.

! Bolsista de iniciago cientifica. Faculdade de Farmécia - Laboratério de Tecnologia
Farmacéutica, nubiaccastro@yahoo.com.br
2 Orientador/ Faculdade de Farmacia/UFG, emlima@farmacia.ufg.br




