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RESUMO

Os retindides sédo compostos derivados da vitamina A capazes de regular o
crescimento e diferenciagao celular. O uso dos retindides para o tratamento do
cancer tem progredido, particularmente para os casos de leucemia,
neuroblastoma, canceres de prostata e pulmao. O uso terapéutico dos retindides é
limitado devido as graves reagdes adversas apresentadas e a baixa solubilidade
destes compostos. A encapsulacao dos retindides em nanocarreadores, como
lipossomas e nanocapsulas, pode modificar seu perfil de farmacocinetica,
aumentar o aporte celular e melhorar a estabilidade destes compostos. Os
lipossomas foram preparados pelo método de hidratagao do filme lipidico seco e
caracterizados quanto a sua estabilidade por Alves em 2005. As nanocapsulas
foram preparadas pelo método de deposicao interfacial do polimero pré-formado.
As nanocapsulas de PLA foram caracterizadas quanto a estabilidade por Teixeira
em 2007. O didametro médio dos nanocarreadores foi de 90, 169 e 170 nm para os
lipossomas, nanocapsulas de PLGA e nanocapsulas de PLA respectivamente. As
nanocapsulas exibiram maior eficiéncia de encapsulacdo para a isotretinoina. A
citotoxicidade do farmaco, quando encapsulado, foi dose e tempo dependentes
sendo possivel observar reducdo nos valores do ICsg. Na avaliacdo da
citotoxicidade tanto pelo método de azul de trypan quanto pelo MTT, foi possivel
observar que a nanoencapsulagdo promoveu aumento na atividade antiproliferativa
da isotretinoina tanto em células K562 quanto em células de pacientes, quando
comparada a sua forma ndo encapsulada. J& com 24 horas de incubagéo, foi
observado um aumento expressivo no indice terapéutico do farmaco encapsulado
quando incubado com células de pacientes. No presente trabalho também foi
observada a presenga de tretinoina e isotretinoina tanto dentro das células K562
quanto no meio de cultura, demonstrando a isomerizagdo destes compostos
durante a incubacao. Nos ensaios de biodistribuicao tissular foi possivel observar
que as nanocapsulas de PLGA foram rapidamente sequestradas pelo figado e
pulmao.

Palavras-chave: Isotretinoina, lipossomas, nanocapsulas, leucemia.
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ABSTRACT

Retinoic acid (RA) is the main Vitamim A related compound capable of regulating
cellular differentiation and growth. The use of retinoids for the treatment of cancer
has progressed, particularly for leukemia, neuroblastoma, prostate and lung
tumors. Therapeutic uses of retinoids are limited due to severe adverse reactions,
and also their very low aqueous solubility. Encapsulating retinoids in colloidal
carriers, such as liposome and nanocapsules, can modify their pharmacokinetic
profile, increase the drug uptake into neoplasic cells and also improve the stability
of these compounds. Preparation methods of liposomes include the hydration of lipidic
film followed by sonication. After preparation, the vesicles are characterized by size,
chemical constitution, and amount of encapsulated material for Alves, 2005.
Nanocapsules were prepared by solvent displacement method. After preparation,
PLA nanocapsules are characterized by size, chemical constitution, and amount of
encapsulated material forTeixeira, 2007. The average diameter of the nanocarriers
was 90, 167 and 170 nm for liposomes, PLGA and PLA nanocapsules respectively.
Nanocapsules exhibited the highest encapsulation efficiency for 13cis RA.
Citotoxicity of the drug inside the nanocarrier systems was dose and time
dependent and also a marked reduction of 1Cg, for cultured cells was observed.

Nanoencapsulation was able to promote an increase in the in vitro therapeutic
index of 13cisRA against the proliferation of both K562 and patient myeloid
leukimia cells when compared to that of free drug. With 24 hours of incubation, was
noticed a significant increase in therapeutic index of encapsulated drug when
incubated with patients cells. In this work it was observed the presence of tretinoin and
isotretinoin both within the K562 cells as the growth medium, demonstrating the
isomerization of these compounds during incubation. In tests of tissue biodistribution it
was possible to see that the nanocapsules of PLGA were quickly kidnapped by the liver
and lung.

Keywords: Isotretinoin, liposome, nanocapsule, leukemia.
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INTRODUGAO

Embora o cancer seja uma doenca relativamente comum, nas ultimas décadas tem se
tornado um evidente problema de saude publica mundial. Segundo a Organizagdo Mundial
de Saude (OMS), a cada ano ocorrem cerca de 10 milhées de novos casos de cancer,
sendo que a metade destes em paises em desenvolvimento (STEWART, KLEIHUES,
2007). O Instituto Nacional de Cancer (INCA) estimou que em 2006 fossem esperados
234.570 casos novos para o sexo masculino e 237.480 para sexo feminino. A distribuicdo
dos casos novos de cancer segundo localizagao primaria € bem heterogénea entre estados
e capitais do pais, o que fica bem evidenciado ao se observar a representacdo espacial
das diferentes taxas brutas de incidéncia. As regides Sul e Sudeste apresentam as maiores
taxas, enquanto que as regides Norte e Nordeste mostram taxas mais baixas. As taxas da
regido Centro-Oeste apresentam um padrao intermediario (INCA 2008).

Os tratamentos basicos para o cancer sao a cirurgia, quimioterapia e radioterapia,
sendo a cirurgia e radioterapia consideradas como tratamentos locais e a quimioterapia
como tratamento sistémico, ambos podem ser usados isolados ou associados. Segundo
Bonassa (2005), a quimioterapia é definida como o emprego de substancias quimicas
isoladas ou em combinac&o, com o objetivo de tratar as neoplasias malignas, entretanto,
atua sem especificidade, ndo destruindo seletivamente e exclusivamente as células
tumorais e consequentemente agride as células normais que possuem caracteristicas
semelhantes as tumorais. Os principais efeitos colaterais da quimioterapia séao toxicidades
hematoldgica, gastrintestinal, cardiaca, pulmonar, renal, dermatolégica, disfuncao
reprodutiva, alteracbes metabdlicas, reagdes alérgicas e anafilaxia. Embora bem
estabelecida e apesar dos importantes sucessos conseguidos nos ultimos anos, a
quimioterapia permanece como objeto de pesquisas e investigacdbes com o objetivo de
ampliar e otimizar seus resultados e, descobrir novos agentes capazes de inibir
especificamente a multiplicagao de células neoplasicas, sem afetar a divisao celular normal
(SIKIC, 1996; MEN, et al, 1999; WANG, et al, 1999; ZANDWIJK, 2005).

A utilizacdo de sistemas transportadores de farmacos no tratamento do cancer vem
ampliando as expectativas e esforgos de pesquisadores de todo o mundo (BRANNON-
PEPPAS et al, 2004; KIM, 2007; ELSAYED, et al, 2007; PARK, 2007; TORCHILIN, 2007).
Essa tecnologia atende a necessidade da administracdo de quimioterapicos com
seguranga e a diminuicdo da dose com otimizagdo dos efeitos terapéuticos, permitindo
assim, o aumento da seletividade do agente antitumoral, a minimizagdo de sua toxicidade e
elevacao das taxas de cura em diferentes tipos de canceres. Como exemplo de sistema
transportador de farmacos, as nanoparticulas tém demonstrado um grande potencial na
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terapéutica de diversas patologias, com destaque para a terapia antineoplasica, ja que
possibilitam de maneira racional e efetiva, o aumento da eficiéncia terapéutica de
diferentes substéancias, inclusive aquelas consideradas potencialmente téxicas (WASAN,
MORTON, 1996; SAKS, GARDNER, 1997; FENG, HUANG, 2001; MU, FENG, 2003;
BRANNON-PEPPAS et al, 2004; KAWASAKi et al, 2005; ANDRESEN et al, 2005;
ELSAYED, et al, 2007; PARK, 2007; TORCHILIN, 2007).



REVISAO DA LITERATURA
1.SISTEMAS TRANSPORTADORES DE FARMACOS
1.1. NANOCARREADORES

A tecnologia de liberagdo controlada de farmacos representa uma das fronteiras da
ciéncia, a qual envolve diferentes aspectos multidisciplinares e pode contribuir muito para o
avango da saude humana. Os sistemas de liberagao, freqientemente descritos como “drug
delivery systems”, oferecem inumeras vantagens quando comparados a outras formas
farmacéuticas de dosagem convencional, tais como (AZEVEDO, 2002; MOHANRAJ,
CHEN, 2006; RAWAT, 2006):

e Maior eficacia terapéutica, com liberagcdo progressiva e controlada do
farmaco, a partir da degradagao da matriz;

¢ Diminuicdo significativa da toxicidade e maior tempo de permanéncia na
circulacéao;

e Natureza e composicdo dos veiculos variada e, ao contrario do que se
poderia esperar, ndo ha predominio de mecanismos de instabilidade e
decomposic¢ao do farmaco (bio-inativagdo prematura);

e Administragdo segura (sem reagbes inflamatorias locais) e conveniente
(menor numero de doses);

o Direcionamento a alvos especificos, sem imobilizagdo significativa das
espécies bioativas;

e Tanto substancias hidrofilicas quanto lipofilicas podem ser incorporadas
aumentando consequentemente a biodisponibilidade de substancias
fracamente soluveis;

o Podem superar a resisténcia oferecida por algumas barreiras biologicas.

A ciéncia e tecnologia da nano ou microencapsulagao séo bons exemplos de como
a aplicacao técnica em determinado campo pode ser extrapolada para varios outros,
incluindo o das ciéncias farmacéuticas. Em vinte anos, a encapsulagao de substancias em
particulas pequenas tornou-se uma tecnologia de compartimentalizacdo bem estabelecida,
particularmente para a obtengdo de formas farmacéuticas sélidas de dleos, controle de
odor e sabor, protecdo de farmacos contra umidade, calor e oxidagdo, alteragcdo da
solubilidade, diminuigao da volatilizagao, prevencédo de incompatibilidades, tornar materiais
téxicos facilmente manipulaveis, possibilitar a liberacdo controlada e a vetorizagdo de
farmacos (LUZZI, PALMIERI, 1985; DONBROW, 1991; RAWAT, 2006).



Inicialmente, as microcapsulas foram obtidas com tamanhos variando de 5 a 2000
um. Entretanto, desde 1980 existe uma segunda geracao de sistemas microparticulados de
dimensdes muito menores e uma terceira geragdo de sistemas tem sido estudada com
objetivo de direcionar farmacos contidos em nanoparticulas e lipossomas, para sitios
especificos, favorecendo a agdo do farmaco no 6rgéo ou tecido pretendido (DONBROW,
1991; LASIC, 1997; PARK, 2007).

Nos ultimos anos os nanocarreadores tém sido definidos como sistemas
desenvolvidos com escala abaixo de 1 um podendo possuir diferentes constituicbes desde
materiais biodegradaveis como polimeros naturais ou sintéticos, lipideos ou fosfolipideos e
em alguns casos compostos organometalicos. Ha diferentes tipos de nanocarreadores tais
como nanocapsulas, nanoesferas, complexos lipidicos, micelas poliméricas e dendrimeros
conforme demonstrado na figura 1, bem como diferentes tipos de aplicagbes para estes
sistemas conforme demonstrado na tabela 1 (TORCHILIN, 2001; HUGHES, 2005; RAWAT,
2006; AMIJI, 2007; PARK, 2007; KIM, 2007; JABR-MILANE et al, 2008).

(a)  Nanotubos (b) Lipossomas (c) Nanoparticulas
lipidicas solidas

A~

d (i) Nanoesferas d (i} Nanocapsulas (e) Micelas poliméricas

NP,
A\
Giisi

Nanoparti
culas

s

Nanoparticulas funcionalizadas

Sitios
cataliticos
ativos

(f) Dendrimeros

(€3)

Figura 1: Diferentes tipos de carreadores (a) Nanotubos. (b) Lipossomas: vesiculas com um nucleo aquoso
envolvido por uma menbrana lipidica. (c) Nanoparticulas lipidicas sdlidas (SLN): carreadores coloidais
submicrométricos formados a partir de lipideos sdlidos. (d) Nanoparticulas poliméricas. (i) Nanoesferas:
Nanoparticulas com farmaco disperse numa matriz polimérica. (ii) Nanocapsulas: nanoparticulas com farmaco
envolto por uma membrana polimérica. (e) Micelas poliméricas: co-polimeros bloco, anfifilicos associados em
solugdo aquosa. (f) Dendrimeros: serie repetida de compostos macromoleculares que formam uma cavidade em seu
interior. (g) Nanoparticulas funcionalizadas: particulas monodispersas, de forma e tamanho uniformes com
composigao superficial definida (Modificado de Rawat, 2006).



Tabela 1. Diferentes nanocarreadores, suas aplicagdes, vantagens e limitagdes.

Sistema nanocarredor

Farmaco

Aplicagoes

Vantagens

Limitagoes

Referéncia

Nanocristais

Anfotericina B

Tratamento de

fungicas

infeccbes Adequado para

farmacos fracamente
soluveis utilizados para administragdo oral

ou parenteral

Estabilidade

Muller et al, 2001
Keck, Muller, 2006

Nanotubos de carbono

Oligonucleotideos

Terapia génica

Aumento do volume interno para

Tolerabilidade

Rojas et al, 2005.

Cisplatina armazenagem do ativo Hilder et al, 2008
Lipossomas Oligonucleotideos Antitumoral Anfifilicos Estabilidade Ciani et al, 2007

Anfotericina B Antifungico Biocompativeis Fournier at al, 2008
Particulas Lipidicas solidas (SLN) DNA Terapia génica Biodegradaveis, facil escalonamento, Estabilidade Olbrich et al, 2001.

Tretinoina protecdo a substancia encapsulada Shah et al, 2007

Wong et al, 2007

Nanocapsulas / Nanoesferas

Citosina Arabinose

Antitumoral

Diferentes tipos de substancias podem ser

Citotoxicidade de

Puri et al, 2007.

B203/H3BO3 Antioxidante encapsulados; Protegéo do ativo alguns polimeros Zhang at al , 2007
p-caroteno encapsulado. Ribeiro et al, 2008
Micelas poliméricas Taxol Antitumoral Termodinamicamente estaveis Selecao do Torchilin et al, 2001
Indometacina /Heparina Regeneracgéo Tecidual tensoativo Lee at al, 2008
Doxorrubicina Ye et al, 2008
Dendrimeros Ceramida Antitumoral Facil preparacao Biocompatibilidade Stover et al, 2008
Doxorrubicina Biodistribuicdo do Laietal, 2007.
polimero
Nanoparticulas funcionalizadas Paclitaxel Antitumoral Alvo especifico Custo de producéao Gibson et al, 2007




1.1.1. MICRO/NANOPARTICULAS POLIMERICAS

O termo micro ou nanoparticulas € amplo e genérico sendo usado de acordo com o
tamanho da particula a que se esta referindo. Particulas com tamanho menor que 1um séo
consideradas nanoparticulas, enquanto que particulas maiores sao denominadas de
microparticulas. Referem-se a dois tipos de estruturas diferentes micro/nanoesferas e
micro/nanocapsulas. Denominam-se esferas aqueles sistemas em que o farmaco encontra-
se homogeneamente disperso no interior da matriz polimérica ou cerosa.
Micro/nanoparticulas, ao contrario, constituem sistemas reservatérios onde €& possivel
identificar-se um nucleo diferenciado, que pode ser liquido ou sélido. Nesse caso a
substancia ativa encontra-se envolvida por uma membrana geralmente polimérica isolando
o nucleo do meio externo (COUVREUR et al, 2002; GUTERRES et al, 2007).

Farmacos quando encapsulados no interior de particulas poliméricas nado estao
prontamente disponiveis para o sistema biologico porque dependem da dissolugéo ou
desintegracado do polimero e/ou da difusdo do farmaco do interior da particula polimérica
para sua liberagcdo. Os polimeros usados para a obtengcado de micro/nanoparticulas podem
ser divididos em trés classes: polimeros soluveis em agua, polimeros biodegradaveis e
polimeros ndo biodegradaveis. As propriedades quimicas e fisico-quimicas da particula
bem como do polimero s&o de grande importancia e podem influenciar na elaboragéao de
sistemas microparticulados quando se pretende a liberagdo controlada, prolongada ou
vetorizagdo de farmacos, uma vez que a farmacocinética do farmaco passa a ser
dependente do sistema no qual ele esta contido (LEE, ROBINSON, 1987; DONBROW,
1991; AHSAN, et al 2002; TORCHILIN, 2006).

Sistemas obtidos com polimeros hidrossoluveis sdo normalmente utilizados quando
se pretende a liberagao do farmaco em curto periodo ja que as microparticulas constituidas
por polimeros hidrossoluveis nao necessitam sofrer qualquer degradagdo para se
dissolverem no meio bioldgico. Ao contrario, sistemas contendo polimeros biodegradaveis
necessitam sofrer algum tipo de reagdo no organismo. Particulas obtidas com essa classe
de polimeros possibilitam maior controle na liberacdo de farmacos, uma vez que alguns
desses polimeros podem se decompor em poucas horas, outros podem resistir a
degradagédo durante dias ou semanas (ANDREO-FILHO, OLIVEIRA, 1999; TORCHILIN,
2006).

A preparacao de nanoparticulas passa a ser crucial e se concentra em dois pontos:
modificagdes (aprimoramentos) que criem novas rotas ou melhorem outros métodos e
funcionalizagdo quimica das particulas. Os novos sistemas carregadores coloidais para
liberagdo controlada e dirigida de farmacos procuram mudar a distribuicdo da substancia
ativa, aumentando a permanéncia na circulagdo sistémica para que se alcance maior

6



eficacia terapéutica, com doses menores, e baixa toxicidade. Logo, o potencial terapéutico
destes dispositivos biodegradaveis encapsulando o ingrediente ativo depende do tempo de
circulagao na corrente sanguinea e, principalmente, do destino in vivo do carregador, que
deve ser direcionado a alvos especificos, frequentemente designados por “drug targets”
(BROOKING, DAVIS, ILLUM, 2001).

Entretanto, existe uma barreira importante para ser superada: o sistema
reticuloendotelial (LOCKMAN et al, 2002). Apdés administragéo intravenosa de nanoesferas,
assim como de outros carregadores coloidais, as proteinas do plasma conhecidas como
opsoninas (imunoglobulinas IgM e IgG, relacionadas a resposta imunolégica inata do
organismo), sdo rapidamente adsorvidas na superficie das particulas. Esta opsonizagao
leva ao rapido reconhecimento pelas células do sistema mononuclear fagocitario
(macrofagos, principalmente no bago e células de Kuppfer, no figado) e consequente
fagocitose das particulas, especialmente no figado (60-90%), baco (2-20%), medula éssea
(0,1-1%) e quantidades variadas nos pulmodes (SHERSTOV, et al, 1996). Em fungédo da
existéncia destas barreiras, investigagdes estdo tem sido feitas, no sentido de reduzir a
captura das particulas coloidais pelo sistema reticuloendotelial e assim aumentar a
concentracdo destes veiculos no sangue e consequentemente no alvo desejado
(KREUTER et al, 2002; DAVDA, LABHASETWAR, 2002).

Uma das mais promissoras, entre as varias estratégias que foram tentadas é utilizar
nanoparticulas que tenham em sua superficie cadeias de polimeros hidrofifilicos como, por
exemplo, o poli-6xido de etileno (PEO) ou PEG. Isto pode ser feito pela utilizagdo de
copolimeros-bloco como, por exemplo, PEO-PLA em que a porcédo hidrofébica de acido-
poli-latico (PLA) forma a matriz polimérica enquanto que a porgédo hidrofilica forma a
cobertura. A presenga destes polimeros sobre a superficie da particula decresce a
adsorgao de opsoninas e subsequente fagocitose, ou seja, o carregador nao € reconhecido
pelo sistema de defesa do organismo. Uma aplicagdo destes sistemas é a utilizagéo de
nanoparticulas sélidas que encapsulem drogas anticancer para serem direcionadas mais
facilmente ao alvo (KWON, 2002).

1.1.1.1. METODOS DE OBTENGAO DE SISTEMAS MICRO OU NANOENCAPSULADOS

Muitos métodos tém sido desenvolvidos para o preparo de micro ou nanoparticulas,
estes métodos podem ser classificados em mecanicos, fisico-quimicos e quimicos
(COUVREUR et al, 1995; SCHAFFAZICK et al, 2003; MOHANRAJ, CHEN, 2006).

Os métodos mecanicos, utilizados para obter microparticulas, sdo facilmente
adaptaveis a producédo em larga escala. Como exemplos podem ser citados os processos
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de revestimento em leito fluidizado e spray drying. O primeiro mantém em suspensao as
particulas contendo farmacos, através de um fluxo de ar continuo. As particulas sao entao
revestidas por atomizacdo do material de revestimento. O tempo de exposicdo destas
particulas ao material de revestimento determinara a espessura do filme de revestimento.
Este sistema é capaz de encapsular farmacos sélidos ou liquidos adsorvidos em particulas
sélidas, e o tamanho médio varia de 35 a 5000um. Ja no método de spray drying, o
farmaco em solugdo ou em dispersdo € atomizado juntamente com o material de
revestimento solubilizado ou fundido, em uma camara de evaporacdo causando rapida
solidificacdo da superficie das goticulas atomizadas originando as particulas (BENITA,
1996; DONBROW, 1992; ANDREO-FILHO, OLIVEIRA, 1999).

Os métodos fisico-quimicos sdo basicamente representados pelos métodos de
coacervacao e polimerizagao interfacial. A coacervacao pode ser simples ou complexa. A
coacervacao simples envolve a formagao do coacervado devido a mudangas fisico-
quimicas no meio, como alteragdes de pH, temperatura, for¢a ibnica, ja a coacervagao
complexa resulta da complexagao entre dois polieletrolitos de cargas opostas e a formagéao
do coacervado pode ser dada tanto em meio homogéneo, originando particulas monoliticas
(micro/nanoesferas), quanto em meio heterogéneo onde o coacervado se deposita na
superficie da fase dispersa (BENITA, 1996; ANDREO-FILHO, OLIVEIRA, 1999).

No processo de evaporagao do solvente (deposi¢ao interfacial de polimero pré-
formado, polimerizagao interfacial, etc), o farmaco e o polimero sédo dissolvidos em um
solvente orgéanico volatil e emulsificados em meio aquoso contendo tensoativo. Apds a
emulsificagdo, o solvente organico é eliminado por agitagdo, aquecimento ou pressao
reduzida (REIS et al, 2006). Esta técnica apresenta claramente vantagens quando
comparada a outros métodos existentes como o uso de solventes organicos
farmaceuticamente aceitos, alta eficiéncia de encapsulacao, alta reprodutibilidade, melhor
controle do tamanho das particulas e facil escalonamento (LAMPRECHT et al, 1999;
SOPPIMATH et al, 2001; REIS et al, 2006; CHECOT-MOINARD et al, 2008).

Ja nos métodos quimicos como polimerizagao interfacial ou copolimerizagao, que
podem ocorrer no meio externo e/ou na interface, podem ser obtidas particulas do tipo
reservatorio (micro/nanocapsulas), sendo que o tamanho destas particulas é diretamente
proporcional ao didmetro da fase interna e do controle da reagao, inicializag&do, propagacgao

e término da formacao da cadeia polimérica (DOMB et al, 2002).



1.1.1.1.2. Método de preparagcido das nanocapsulas biodegradaveis por

deposicao interfacial de polimero pré-formado.

O método de deposicdo interfacial de polimero pré-formado através do
deslocamento do solvente, primeiramente descrito por Fessi e colaboradores, em 1989, é
baseado na emulsificagdo espontanea da fase interna organica contendo o polimero
dissolvido, dentro da fase aquosa externa. Ocorre entdo um processo de
emulsificagao/solidificacdo usado para a fabricagdo das nanocapsulas. Na deposicao
interfacial € introduzido um d&leo de natureza biocompativel miscivel no solvente do

polimero, mas imiscivel na mistura final.

Neste método, o polimero é dissolvido juntamente com o farmaco lipossoluvel, 6leo
e fosfolipideos em acetona. A mistura organica (solugao acetona-6leo) € injetada
lentamente dentro de um meio aquoso sob agitagdo, resultando numa emulsificagcao
espontanea da solugcdo oleosa na forma de nanogoticulas, devido a instabilidade na
interface que surge através da rapida difusdo da acetona quando atravessa a interface e
provoca a diminuigdo da tensao interfacial. Durante a evaporagdo da acetona ocorre a
migragdo do polimero insoluvel através da interface dleo/agua, ou seja, ele se deposita
entre a agua e as nanogoticulas de 6leo formando a membrana da nanocapsula (FESSI et
al, 1989; O’ DONNELL ET AL, 1997; SOPPIMATH et al, 2001; REIS et al, 2006).

Este método de utilizagdo do polimero pré-formado evita o aparecimento de
moléculas residuais que podem ocorrer durante a polimerizagdo (mondmeros, oligdmeros,
precursores da polimerizagdo) o que pode proporcionar a cada lote fabricado maior ou
menor toxicidade e requer um meticuloso processo de purificacdo do material coloidal apds
a polimerizagéo, além do mais, moléculas de mondmeros ativados podem interagir com o
farmaco durante o processo de polimerizagcao e, por exemplo, levar a desnaturacao e
inativacdo de farmacos proteicos (LAMPRECHT et al, 1999; REIS et al, 2006; CHECOT-
MOINARD et al, 2008).

As propriedades farmacéuticas das micro/nanoparticulas podem ser determinadas
por varios fatores como natureza, solubilidade e encapsulagdo do farmaco; tipo de
polimero (peso molecular e composigao), propriedades do solvente organico, concentragao
e propor¢cao da mistura das fases aquosa e organica, bem como a propor¢ao entre os
componentes de cada uma das fases (polimero / farmaco / tensoativo(s) / estabilizante(s) /
aditivo(s)), natureza e concentragdo do(s) tensoativo(s), forca mecéanica de particao /
agitacdo e outras condigdes como temperatura e pH (O’ DONNELL et al, 1997;
MOSQUEIRA et al, 2000; MU,FENG, 2003; GUINEBRETIERE et al, 2002; RODRIGUES et
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al, 2003; SCHAFFAZICK et al, 2003; LEGRAND et al, 2007; CHECOT-MOINARD et al,
2008).

1.1.1.2.COMPONENTES DA FORMULAGAO DE NANOCAPSULAS

1.1.1.2.1.Polimeros

As propriedades quimicas e fisico-quimicas da particula bem como do polimero sao
de grande importdncia e podem influenciar a elaboracdo de sistemas
micro/nanoparticulados quando se pretende a liberagdo controlada, prolongada ou
vetorizagdo de farmacos, uma vez que a farmacocinética do farmaco passa a ser
dependente do sistema no qual ele esta contido (PRISTA ET AL, 1993(B); LEGRAND et al,
2007; CHECOT-MOINARD et al, 2008).

Moléculas de polimeros, comumente utilizadas para a obtencao de nanoparticulas,
sdo altamente ramificadas (tridimensionais), caracteristica responsavel por muitas das
suas propriedades, como densidade, dureza, flexibilidade, viscosidade, transparéncia, etc.
Por outro lado, a existéncia de ligagbes cruzadas entre as cadeias ramificadas vizinhas e
até cadeias oxidadas, modifica as propriedades dos polimeros, pois o fato dos polimeros
terem cadeias muito ramificadas leva a que suas moléculas se acomodem mal umas as
outras, dispondo-se sem regularidade, como numa estrutura amorfa, entdo este polimero
obtido tera fraca cristalinidade. A cristalinidade do polimero seja ela fraca ou forte,
depende do seu processo de preparagao e € dada em porcentagem de material cristalino
(de 10% a 55%, apresentando maior ou menor quantidade de cadeias ramificadas
respectivamente). De maneira geral a textura cristalina depende da temperatura e diminui a
medida que esta se aproxima do ponto de fusao do polimero. Os polimeros pré-formados e
biodegradaveis comumente utilizados na obtengdo de sistemas nanoparticulados sao
poliésteres de acidos, sendo os mais empregados o D,L-PLA, D,L-PLGA, policaprolactona
(PCL), polihidroxibutirato, polialquilcianoacrilatos e respectivos copolimeros (PRISTA ET
AL, 1993 (A); DOMB et al , 2002).

Homopolimeros cristalinos de acido latico ndo possuem boa solubilidade na maioria
dos solventes organicos, entretanto polimeros amorfos de D,L- acido latico e os
copolimeros de D,L- acido latico e glicolico com baixo teor de acido glicélico sdo soluveis
na maioria dos solventes organicos. As propriedades fisico-quimicas do PLGA utilizado
neste trabalho para a fabricagdo das nanocapsulas esta descritas na tabela 2 (KIBBE,
2000; DOMB et al,2002 ).
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Em meio aquoso, os poliésteres sofrem degradagdo hidrolitica através do
rompimento de suas ligagdes ésteres, tornando-se acidos hidroxicarboxilicos nao toxicos.
Estes acidos hidroxicarboxilicos sdo eventualmente metabolizados no organismo e
eliminados como agua e diéxido de carbono através da via do acido citrico ou ciclo de
Krebs (KIBBE, 2000). O processo de biodegradacdo do PLGA é descrito com uma
sucessao de etapas quando estes sdo expostos aos fluidos do organismo. Inicialmente o
material sofre hidratacdo, com a presenca das moléculas da agua, o processo de
degradacéo inicia através da hidrolise das ligagdes ésteres, originando produtos na forma

de monémeros soluveis e nao toxicos de acido latico e glicdlico.

A degradacdo prossegue por um processo enzimatico, pela quebra de ligagdes
ésteres ou clivagem hidrolitica passiva (ELKE et al, 2004). Terminada a hidrélise dos
polimeros, tem inicio a oxidagdo a acido latico e acido glicdlico. As unidades de acido
glicdlico sofrem conversdao em glicina que por sua vez é convertida em acido piruvico. Na
presengca de acetil coenzima A, o acido piruvico decompom-se em citrato e ocorre
liberacdo de dioxido de cardono. O citrato sera entdo incorporado no Ciclo de Krebs,
resultando em diéxido de carbono e agua, podendo sua eliminagao ser feita através da
urina e da respiragdo. Dessa maneira, o material é reabsorvido e totalmente metabolizado
(ALI et al, 1993).

A velocidade de biodegradacdo e caracteristicas como solubilidade de sistemas
formulados com poliésteres, podem ser controladas por alteragdes nas propriedades fisico-
quimicas dos polimeros como cristalinidade, hidrofobicidade, estereoquimica do
mondmero, propor¢cdo de co-polimero e peso molecular do polimero. Os pesos
moleculares variam de 2000 até mais de 100.000. Propor¢des de co-monémeros de acido
latico e acido glicélico para o PLGA variam entre 85:15 a 50:50 (KIBBE, 2000). Para o co-
polimero PLGA, a medida que a proporgao Lactideo/Glicolideo é alterada diminuindo o
acido latico e aumentando acido glicolico, por exemplo, propor¢gdes como 85:15 / 75:25 /
50:50 quantidades relativas de acido lactico e acido glicdlico, respectivamente irdo
determinar a cristalinidade e a taxa de hidrélise do polimero e consequentemente a
velocidade de liberagéo do farmaco através da matriz polimérica (DESHPANDE et al, 1998;
MU & FENG, 2003).

Outro tipo de polimero utilizado como agente estabilizante de sistemas
nanoparticulados , capaz de proporcionar aumento na viscosidade da fase externa aquosa
aumentando a estabilidade da dispersao coloidal, € um copolimero bloco nao ibénico, o
polioxietileno-polioxipropileno, chamado comercialmente de Poloxamer 188® ou Pluronic®
F-68 e suas especificacbes e caracteristicas fisico-quimicas estdo descritas na Tabela 3

(KIBBE, 2000; CUNHA et al, 2003)
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As caracteristicas do Poloxamer 188® em termos de peso molecular, aparéncia,
hidrofilicidade/hidrofobicidade e solubilidade sdo determinadas pelo comprimento da cadeia
constituida com unidades de polioxietileno — (EO-) (porg¢ao hidrofilica) e unidades de
polioxipropileno — (PO-) (porgéo hidrofébica). A distribuicdo do peso molecular é
dependente das reacdes que ocorrem durante a polimerizagdo de éxido de propileno e a
capacidade de solubilizagdo do poloxamer é comandada pela sua porgédo hidrofébica
presente na cadeia polimérica (cerca de 20-28% de unidades de poliéxipropileno—(PO-)). O
Poloxamer 188® pode ser utilizado como emulsificante em emulsdes oleosas intravenosas
e na preparagao de sistemas soélidos de dispersdes, agente solubilizante, podendo
aumentar a biodisponibilidade oral de farmacos insoltveis em agua. E dtil ainda como
agente de revestimento para antibioticos e revestimento e ligante para comprimidos (pode
garantir uniformidade de conteudo durante a granulagéo), também é usado em bases para
pomadas e supositorios além de varias outras aplicagées (KIBBE, 2000; QUADIR, 2006;
ATTWOOD et al, 2007). Ha relato do uso deste copolimero dibloco com D.L-PLA como
carreador para o paclitaxel e testosterona (ZHANG et al, 1996; HANGAN et al, 1996) e com
PCL para solubilizagdo da indometacina (KIM et al, 1998). Varios relatos na literatura
incluem copolimeros com blocos poliésteres e sua alta capacidade de solubilizar certos
farmacos nestes sistemas (GAUCHER et al, 2005; ALIABI, LAVASANIFAR, 2006; SAVIC
et al, 2006; ATTWOOD et al, 2007).

Muitas das mudangas fisicas ou quimicas dos polimeros sao resultantes de fatores
ambientais como luz, calor, umidade e atividade biolégica de enzimas e ou
microorganismos. Essas mudangas resultam em cisdo e consequentemente
transformagdes quimicas e formagdo de novos grupos funcionais que caracterizam
reagdes de degradacdo polimérica. A degradagdo se reflete em mudangas nas
propriedades mecanicas, Opticas ou caracteristicas elétricas diretamente relacionadas a
erosao, descoloragdo, separagao de fase, delaminagdo entre outras. Polimeros séao
sensiveis a fotodegradacdo por absorverem uma porgdo do espectro ultravioleta. A
absorgao dessa radiagéo altamente energética ativa elétrons que se tornam muito reativos
e promovem a oxidagao, clivagem ou outro tipo de degradagao. A radiacdo UVA (315-400
nm) € a maior responsavel pela degradacao dos grupamentos terminais da molécula
polimérica (SHAH et al, 2008).
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Tabela 2. Propriedades fisico-quimicas do PLGA utilizado para a fabricagdo das nanocapsulas (KIBBE, 2000).

Polimero

Foérmula geral Solubilidade*® Ponto de Densidade Viscosidade Peso molecular Cor
~ 0 *
Nome genérico e quimico (CAS) fusdo (°C) (g/mL) (dL/g)
PLGA Poli (DL-lactideo-co-glicolideo) 85:15 [-OCH (CH3) CO -] « MeCl, Indefinido 1,34 0,5-0,8 dL/g 50000-75000 Transparente
[FOCH, CO -1y THF (HFIP)
1,4-dioxano-2,5-dione, polimero com (3S-cis)- EtOAc
3,6-dimetil-1,4-dioxano-2,5-dione
C3HsO
CHCl;

* MeCl, = cloreto de metileno, THF= tetrahidrofurano, EtOAc= acetato de etila, C3HsO= acetona, CHCI3 = cloroférmio, HFIP= hexafluoroisopropanol)

13



Tabela 3. Especificacdes e caracteristicas fisico-quimicas do Poloxamer 188° (polietileno-
propilenoglicol copolimero) (KIBBE, 2000; RIBAS, 2007).

Nome quimico

a - hidro - w -hidroxipoli(oxietileno)

copolimero bloco de poli-(oxipropileno) — poli-
(oxietileno)

Peso molecular

7680-9510 (peso médio = 8400)

Foérmula geral

HO(C2H40)4(C3HsO)n(C2H40).H
possui cerca de 80% de a e 20-27% de b

Viscosidade

1000cP quando fundido a 77°C

Ponto de fusdo

52-55°C

Caracteristicas
gerais

Escamas solidas ou granulos brancos e cerosos.
Carga anibnica.

A porcao polioxietilenoglicol [=80%] é hidrofilica e
a porgao polioxipropilenoglicol é hidrofébica

Acidez/alcalinidade

pH 5 a 7,4 para uma solugéo aquosa a 2,5%

Densidade 1,06 g/mL
HLB 29
Solubilidade Livremente soluvel em etanol (95%) e agua

1.1.1.2.2. Fosfatidilcolina

A fosfatidilcolina, quimicamente denominada 1,2 diacil-sn-glicero-3-fosfocolina pode
ser de origem vegetal extraida da lecitina de soja purificada (p.ex.:Lipoid S100®
concentragao de pureza € = 99%) e de origem animal extraida de gema de ovo. Segundo a
Farmacopéia dos Estados Unidos, USP 30, a lecitina de soja € definida como uma mistura
complexa de fosfatideos insoluveis em acetona, os quais consistem principalmente em
fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina, e fosfatidilinositol combinados a varias
outras substancias como triglicerideos, acidos graxos, e carboidratos, quando separados

de uma fonte de 6leo vegetal cru (KIBBE, 2000).

A fosfatidilcolina pura (99%) é extraida com solvente organico e, isolada das outras
classes de lipideos usando uma serie de colunas cromatograficas. Sado soluveis em

cloroférmio, metanol, etanol, tolueno, éter e insoluveis em agua. Os fosfolipideos naturais
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decompdem-se em pHs extremos e quando aquecidas, sdo higroscopicos, e sujeitos a
degradacéo microbiana (KIBBE, 2000).

Os fosfolipideos possuem grande eficiéncia em manter a estabilidade da emulséo,
sendo utilizados na fabricacdo das nanocapsulas como estabilizante da fase oleosa da
emulsdo oleo/agua formada na primeira etapa de preparagéo, reduzindo a energia de
superficie na interface e devido a grande afinidade pela fase oleosa e aquosa (FENG e

HUANG, 2001), dispdem-se na interface juntamente com o poloxamer 188°.

1.1.1.2.3. Oleo vegetal biocompativel: Oleo de soja

O dleo de soja refinado possui composigao tipicamente conhecida de acidos graxos,
apresentados como glicerideos, sendo os principais: acido linoleico 50-57%, acido
linolénico 5-10%, acido oléico 17-26%, acido palmitoleico 9-13% e acido estearico 3-6%
(KIBBE, 2000). Emulsdes contendo 6leo de soja tém sido usadas como veiculos para a
administragdo oral e intravenosa de farmacos lipossoluveis como, por exemplo, 0s

retindides que podem ser incorporados dentro da fase oleosa (NANKERVIS et al, 1994).

1.1.1.3. CARACTERIZAGAO E ESTABILIDADE FiSICO-QUIMICA DE SISTEMAS
POLIMERICOS NANOPARTICULADOS.

1.1.1.3.1. Avaliagao morfolégica e distribuicdo de tamanho da particula.

As microscopias eletrénicas de varredura (MEV) ou de transmissao (MET) tem sido
muito empregadas na obtengdo de informagdes relativas a forma e ao tamanho das
nanoparticulas (POHLMANN et al, 2002; RODRIGUES et al, 2003 TEIXEIRA et al, 2005;
SANTOS et al, 2006; JAGER et al, 2007; POLETTO et al,2007). Outra técnica que tem sido
empregada para caracterizar a morfologia de superficie das nanoparticulas é a microscopia
de for¢ca atdbmica, a qual fornece informagdes com alta resolucdo em trés dimensodes, em
escala nanométrica, sendo capaz ainda de fornecer alta resolucao de superficie em nivel
atomico.

De uma forma geral, as nanoparticulas obtidas através de diferentes métodos, apds
preparagado, apresentam uma distribuicdo unimodal, com baixo indice de polidispersao
(SANTOS-MAGALHAES et al, 2000; POHLMANN et al, 2002; RODRIGUES et al, 2003;
TEIXEIRA et al, 2005; SANTOS et al, 2006; JAGER et al, 2007). Outro método usualmente
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empregado para a determinagdo da distribuigdo de tamanho das nanoparticulas € o
espalhamento de luz difusa ou espectroscopia de correlagcéo de fotons. Este método esta
baseado na propriedade das particulas em suspensao se difundirem por todas as diregbes
e estarem em movimento permanente (movimento Browniano), espalhando o feixe de luz
quando este incide sobre elas, determinando assim o raio hidrodindmico das particulas em
suspensao (LIMA, 1995; HOFFMANN et al, 1997; RODRIGUES et al, 2003; SANTOS et al,
2006; JAGER et al, 2007)

1.1.1.3.2. Potencial Zeta ({)

O potencial zeta reflete o potencial de superficie das particulas influenciado tanto
pelas mudangas na interface com o meio dispersante quanto pela dissociacdo de grupos
funcionais na superficie da particula ou a adsor¢ao de espécies ibnicas presentes no meio
aquoso de dispersao. Este parametro é determinado pela medida da mobilidade
eletroforética.

Os fosfolipideos, os poloxamers e os diferentes polimeros constituintes das
nanoparticulas sao os principais componentes presentes nas formulagdes capazes de
influenciar o potencial zeta, especialmente os poliésteres, como PLA e PLGA. Os
fosfolipideos fornecem um potencial negativo a interface, enquanto que os poloxamers
tendem a reduzir o valor absoluto deste parametro. As caracteristicas superficiais da
particula podem influenciar tanto a estabilidade fisico-quimica quanto a resposta biologica
do farmaco associado. Geralmente dispersées com valores de potencial zeta em torno de
30 mV, positivo ou negativo, demonstram maior estabilidade ja que a repulsdo entre as
particulas previne a agregacao ( POHLMANN et al, 2002; GREF, COUVREUR, 2006).

Alem da calorimetria exploratéria diferencial (DSC) (CALVO et al 1996, TEIXEIRA et
al, 2005) da difragcao de raio X (CRUZ et al, 2006 (A)) e espectroscopia de infravermelho a
determinacao do potencial zeta também pode elucidar o mecanismo de associagao de
farmacos as nanoparticulas. Um exemplo disto foi o trabalho de Alonso e colaboradores
(1991) em que o potencial zeta de nanoesferas de poli(cianoacrilato de butila) foi
determinado para se inferir sobre o mecanismo pelo qual o farmaco e o polimero
interagiam, sugerindo uma interagao eletrostatica entre eles.

Estudos comparativos entre nanocapsulas e nanoesferas foram realizados para a
proposi¢cao da organizagao destas particulas. Calvo e colaboradores (1996) observaram os
efeitos da composicao de diferentes formulagbes sobre os valores de potencial zeta. Foi
verificado que a presenca de fase oleosa nas nanocapsulas conferiu a estas um potencial

zeta mais negativo em relagdo as nanoesferas permitindo aos autores sugerir que a
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camada polimérica ao redor das goticulas de oleo seria um filme polimérico delgado.
Mosqueira e colaboradores (2000) demonstraram que o Oleo estaria completamente
encapsulado, existindo um filme polimérico ao redor das goticulas, por nao ter observado
em seu trabalho alteracdo do potencial zeta em funcdo da natureza do nucleo oleoso.
Pohlmann e colaboradores (2002) e Jager e colaboradores (2007) também propuseram
modelos para nanocapsulas e nanoesferas utilizando além da medida do potencial zeta
outras técnicas de caracterizagdo como microscopia eletrdbnica e a medida da

fluorescéncia.

1.1.1.3.3. pH da dispersao de nanoparticulas

O monitoramento do pH ao longo do tempo pode fornecer informagdes relevantes
sobre a estabilidade da dispersdo de nanoparticulas. A alteracdo do pH pode ser o indicio
de degradacao do polimero (GUTERRES et al, 1995; SANTOS et al, 2005), no entanto, a
diminuicdo dos valores de pH de suspensdes coloidais poliméricas, em um curto periodo
de tempo, pode ser atribuida tanto a ionizagdo de grupos carboxilicos presentes no
polimero, quanto a hidrélise, dependendo da hidrofobicidade do polimero (CALVO et al,
1996; LOPES et al, 2000).

1.1.1.3.4. Estabilidade quimica, fisico-quimica, biolégica e microbiolégica.

As suspensdes coloidais normalmente ndo possuem tendéncia a separacédo de
fases, até alguns meses apds a preparagao, pois o processo de sedimentagao é lento para
particulas submicrométricas, sendo minimizado pelo movimento Browniano. No entanto
existem varios fatores que podem influenciar a estabilidade das suspensdes coloidais
(aglomeracédo e sedimentagdo) como, por exemplo, a adsor¢gdo de moléculas ativas as
superficies das nanoparticulas, presenca de tensoativos adsorvidos, estabilidade quimica
do polimero utilizado na sua obtengao dentre outros (SCHAFFAZICK et al, 2003).

O tamanho da particula, o potencial zeta, a distribuicdo de massa molar do
polimero, o teor de farmaco e o pH sédo parametros fisico-quimicos, ja bem estabelecidos,
utilizados para monitorar a estabilidade das suspensdes poliméricas coloidais conforme
demonstrado na tabela 4 que traz alguns estudos disponiveis na literatura referentes a

estabilidade de nanoparticulas contendo diferentes farmacos.
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Tabela 4. Estudos de estabilidade de dispersdes de nanoparticulas poliméricas em fungao

do tempo de armazenamento.

Farmaco Polimero Sistema Condigbes de Resultados Referéncia
armazenamento
Indometacina PCL NC, NS t.a. 6 meses EC inalterada Calvo et al,
Diminui¢&o do pH 1996.
Discreta reducéo do
potencial zeta
Indometacina PCL, PLA NC, NS t.a/50°C 3 meses Redugédo da EC Pohlmann et
al, 2002.
Diclofenaco PCL NC, NS t.a. 3,5 meses Reducéo do pH Schaffazick
EudragitS90 Redugéo da EC et al, 2003.
precipitacao
Xantona PLGA NC, NS 4°C 4 meses Presenca de cristais Texeira et al,
metoxyxantona com 4 meses; 2005.
Nenhuma alteragao
no potencial zeta e
no tamanho
Acido Usnico PLGA NC 8ha25°Ce16ha- Reducéo do pH Santos et al,
18°C, 120 dias Estavel 2005.
t.a. 36 meses
Melatonina Eudragit S100 NC t.a. 12 meses Suspenséo Schaffazick
suspensao e apresentou et al, 2006.

po

precipitados

3,5 meses

P6-estavel pelos 12

meses

*NC= nanocéapsulas, NS= nanoesferas, t.a= temperatura ambiente, PCL= policraprolactona, EC=

eficiéncia de encapsulagao.

A aplicabilidade industrial de nanoparticulas dispersas em meio aquoso pode ser

limitada devido aos problemas de agregacdo das particulas, estabilidade quimica do

polimero e do farmaco. Além disso, € importante ressaltar que formas farmacéuticas

liguidas sédo susceptiveis a contaminagdo microbiolégica. Estes problemas podem ser

evitados ou retardados através de operacdes de desidratacdo das suspensdes de

nanoparticulas como a liofilizagao (sublimagéo) e a nebulizagao (spray-drying ou asperséao)
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ampliando assim as perspectivas de utilizacdo clinica destes sistemas carreadores de
farmacos (POHLMANN et al, 2002; SCHAFFAZICK et al, 2003).

1.1.1.4. APLICACOES

A obtencéo de micro/nanoparticulas pode proporcionar desde a obtencédo de formas
sélidas de 6leos, mascarar sabor e odor desagradaveis, protegdo contra umidade, calor e
oxidacgao, alteragao da solubilidade do farmaco, diminui¢gdo da volatilizagado de farmacos
liquidos, prevencao de incompatibilidades entre substancias ativas na mesma formulagao,
aumento das caracteristicas de fluxo de materiais solidos em processo de compressao,
obtengdo da liberagdo controlada e vetorizacdo de farmacos além do aumento da
biodisponibilidade dos farmacos e redugdo dos seus efeitos colaterais, seja apods
administragao local (MO & LIM, 2005), oral (MU & FENG, 2003; MULLER et al, 2004), retal
(FAWAZ et al, 1996), como também o aumento da atividade terapéutica e modificagdo da
distribuicdo tecidual dos farmacos pela via parenteral, além de favorecer a reducao da
frequéncia aplicagdes por esta via (SONG et al, 1997; O'HAGAN et al, 1998; WIN & FENG,
2006).

Nos ultimos 20 anos, sistemas carreadores poliméricos tem sido extensivamente
estudados para o controle e liberacdo de farmacos pela sua eficacia e seletividade das
formulagdes (FESSI et al, 1989; GUTERRES et al, 1995; SANTOS-MAGALHAES et al,
2000; COUVREUR et al, 2002; TEIXEIRA et al, 2005; REIS et al, 2006; SCHAFFAZICK et
al, 2003; COUVREUR, VAUTHIER, 2006(B), GUTERRES et al, 2007). Estes sistemas
podem ser administrados por diferentes rotas que incluem a via endovenosa, podendo
veicular uma variedade de substancias por esta via, como por exemplo, corantes
biomarcadores fluorescentes e fotossensibilizantes (SAXENA et al, 2004), antineoplasicos,
citostaticos e imunossupressores (WANG et al, 1997; WIN & FENG, 2006; COUVREUR et
al, 2006(A)), antibiéticos (PAGE-CLISSON et al, 1998; SANTOS-MAGALHAES et al, 2000),
proteinas (SONG et al,1997; RIBEIRO et al, 2005; CHUNG et al, 2006), a via ocular, oral,
intraperitoneal, intramuscular pulmonar, subcuténea e cutdnea (BARRAT, 2000). Foram
comercialmente introduzidas apenas em 1995 pela L'Oreal paris no mercado cosmético
(GUTERRES et al, 2007). O interesse pelo emprego desta tecnologia pode também ser
evidenciado pelo numero de patentes registradas nas bases internacionais na ultima
década (Figura 2) e a grande potencialidade de medicamentos que podem vir a ser
submetidos a avaliagdo clinica visto que até o momento apenas dois foram submetidos
(Tabela 5) [COUVREUR, VAUTHIER, 2006(A), COUVREUR, VAUTHIER, 2006(B),
MUNDARGI et al, 2008]..
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Tabela 5: Farmacos associados a nanoparticulas poliméricas submetidos a avaliagao

clinica

- rd - - Nome do - ~ ~ -
Principio Ativo Indicagcao Terapéutica
produto
Acetato de Buserelin Suprecur® MP Cancer de Prostata
Paclitaxel Abraxan® Cancer de mama
o ® Céancer de mama, Sarcoma de Kaposi,
Doxorrubicina Transdrug . _
cancer ovariano.
o Risperidal® S
Risperidona Antipisicotico
Consta
Acetato de Leuprolide Lupron ® Depot Cancer de Prostata

100 -
90 -
80 -
70 -
60
50 -
40 -+
30
20 +

0 ‘

__.|I|L

1997

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007

Figura 2: Numero de registros internacionais de patentes depositadas via PCT envolvendo

produgao e utilizagdo de nanocapsulas ou nanoesferas. Fonte: WIPO database (Dezembro/2007).
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1.1.2. LIPOSSOMAS

Descobertos ha quarenta anos por Alec Bangham e colaboradores, os lipossomas
podem ser definidos como estruturas esféricas, com dimensbes variando entre alguns
nandmetros a alguns micrdmetros de didmetro, em que uma fase aquosa é totalmente
cercada por uma ou mais bicamadas de fosfolipideos em forma de vesiculas. Os sistemas
lipossomais sdo constituidos basicamente por fosfolipideos, esterdis e um antioxidante,
resultando em estruturas uni e multilamelares formadas espontaneamente quando os
fosfolipideos séo dispersos na fase aquosa. Substancias com variadas caracteristicas de
hidro e lipofilia podem ser encapsuladas em lipossomas, seja na bicamada lipidica ou no
compartimento aquoso interior (LASIC et al, 1989; GREGORIADIS, 1995).

Devido a similaridade da estrutura entre a bicamada lipidica e a membrana celular,
os lipossomas sao capazes de interagir efetivamente com as células, permitindo o
direcionamento do farmaco ao 6rgao alvo e, portanto, com menor toxicidade que o farmaco
livre (FARREL et al 1997; MCPHAIL et al, 2000).

Os lipossomas sdao amplamente estudados para os mais diversos fins, entre os
quais transporte de farmacos. Apresentam baixa toxicidade e imunogenicidade, s&o
biodegradaveis e capazes de proteger os compostos encapsulados da diluicdo e
degradagéao no sangue, de forma que, quando alcangam o tecido alvo, podem liberar doses
concentradas de medicamento, aumentando a eficacia do tratamento (AOKI et al, 1997).
Os lipossomas modificam as propriedades farmacocinéticas, o tempo de transito na
circulagdo sanglinea e o metabolismo do farmaco encapsulado (AOKI, et al, 1997;
SHARMA, 1997, PHARTHASARATHY, 1998; SOU et al, 2007). Entretanto, o grande
desafio na utilizagcdo de lipossomas reside na sua estabilidade frente as condigdes
adversas encontradas nos meio fisiolégicos, além das dificuldades de armazenamento e
preparo (WEINSTEIN, LESERMAN, 1984; VEMURI, et al, 1995(A); ISHIHARA et al, 2002;
SAPRA, ALLEN, 2003; ANDERSON, et al, 2004; MARCELINO, 2007).

As varias aplicacbes terapéuticas dos lipossomas tém mostrado resultados
positivos, destacando-se: terapia antimicrobiana de infecgcdo por virus, bactérias e
protozoarios; tratamento de varios tipos de cancer; terapia genética; terapia de reposi¢cao
de enzimas em disfungdes metabodlicas hereditarias; terapias de reposi¢cdo hormonal,
desintoxicagdo de tecidos com depdsitos metalicos; tratamento de artrite; tratamentos
oftalmicos e dermatoldgicos; substituto de sangue em emergéncias; vacinas; etc
(WEINSTEIN, LESERMAN, 1984; FIELDING, 1991; GREGORIADIS, 1995; SAPRA,
ALLEN, 2003; GOYAL et al, 2005; TORCHILIN, 2005; TORCHILIN, 2007).
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A utilizacado de lipossomas como transportadores para a liberagao de farmacos

apresenta muitas vantagens, dentre as quais citam-se (MACHY, LESERMAN, 1987):

Lipossomas podem ser programados para a liberagdo controlada de

farmacos durante um periodo prolongado de tempo.

Lipossomas tém uma tendéncia natural a ligar-se a determinados tipos de
tecidos e células. Lipossomas sé&o pequenos o bastante para escaparem da
circulagdo sanguinea para o tecido nos quais o endotélio capilar esteja

danificado.

Lipossomas sao quimicamente similares a outras células que circulam no
sangue, de modo que sao biologicamente compativeis com outras células e

também faceis de serem metabolizados pelo organismo.

Lipossomas conjugados com anticorpos ligam-se as células alvo com maior

avidez que a forma soluvel destes mesmos anticorpos.

Lipossomas apresentam-se como meétodo util para proteger produtos labeis
biologicamente ativos, como proteinas e peptideos, frente a sua inativagao
ou degradagao no organismo. Lipossomas também podem prevenir o efeito

téxico de certas substancias antes que elas atinjam o sitio de agao.

A possibilidade de direcionar seletivamente os lipossomas para tipos
celulares especificos através do emprego de anticorpos, horménios,
carboidratos ou outros ligantes abrem novas perspectivas para o transporte

de farmacos encapsulados.

A interagcédo dos lipossomas com células do organismo € a base de sua aplicagdo no

transporte de farmacos. Essas interagcdes podem ser de quatro tipos: intercambio

molecular entre a parede dos lipossomas e as membranas celulares, adsorgdo dos

lipossomas a superficie das células, fusdo de membranas, endocitose ou fagocitose e,

dependem do tipo de célula, do tipo de lipossoma e das condigdes experimentais (Figura 3)
[PUISIEUX, 1983; WEINSTEIN, LESERMAN, 1984; TORCHILIN, LEVCHENTO, 2003 (A);
TORCHILIN, et al, 2003 (B)].
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Figura 3: Formas de interagao entre lipossomas e células do organismo.

Fonte: www.bio.davidson.edu (Dezembro 2007)

Desde sua descoberta ha quarenta anos por Alec Bangham e colaboradores os
lipossomas vém cumprindo cada vez mais a sua promessa como veiculos para o
transporte de farmacos com as mais diversas aplicacbes. A encapsulacdo de certos
farmacos, como antineoplasicos, antivirais, antifungicos, antibacterianos, antiparasitarios,
em lipossomas pode aumentar sua eficacia na ordem de 35 a 40 vezes e/ou reduzir de
modo significativo sua cardio-, nefro-, gastro-, ou hepatotoxicidade (LASIC, 1989; LIMA,
OLIVEIRA, 2002).

Em alguns casos, a encapsulagéo em lipossomas elevou a eficacia terapéutica do
farmaco entre 700 a 1800 vezes em comparagao com o farmaco livre (OSTRO, CULLIS,
1989). Dentre as varias classes de farmacos com potencial aplicagao para a encapsulagao
em lipossomas, os retinéides ocupam lugar de destaque. Os retindides sdo uma classe de
compostos envolvidos em uma variedade de processos biolégicos, como a visao,
embriogénese, controle de crescimento epitelial e diferenciagdo celular (CORTESI et al,
1994). Em razao de sua atividade sobre a proliferagéo e diferenciagao celular, os retindides
tém demonstrado grande eficacia na prevencédo do desenvolvimento de lesdes pré-
neoplasicas e no crescimento de canceres estabilizados, principalmente no sistema
hematopoiético (SPORN, 1976; LOTAN, 1980 (A); LOTAN et al, 1980(B)).

A isotretinoina tem demonstrado efeito inibidor da carcinogénese em modelos
experimentais com animais de laboratério e em culturas de células, inibindo também a
proliferagdo de varias linhagens de células neoplasicas, como por exemplo, células de
leucemia mieldide, leucemia linfocitica, melanoma e adenocarcinoma mamario (SPORN et
al, 1976; HARISIADIS et al, 1978; LOTAN, 1980(A); LOTAN et al, 1980(B); BREITMAN et
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al, 1981; SUN et al, 2002). Entretanto, o uso terapéutico dos retinéides encontra algumas
limitacoes, devido aos relatos dos problemas relacionados a sua estabilidade e aos seus
efeitos adversos, principalmente quando empregados topicamente em doses elevadas ou
administrados sistemicamente (CORTESI et a/,1994).

1.1.2.1 COMPOSIGAO DOS LIPOSSOMAS

Lipossomas sdo constituidos basicamente por fosfolipideos, esterdis e um
antioxidante (VEMURI et al, 1995 (A)). Os fosfolipideos podem ser de natureza sintética ou
natural. Dentre os sintéticos o mais utilizado € o cloreto de dioctadecildimetil-amonio
(DODAC) (CARMONA-RIBEIRO et al, 1983; CARMONA-RIBEIRO et al, 1984) e dentre os

naturais utiliza-se principalmente a fosfatidilcolina (PC) (Figura 4).
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Figura 4: Fosfatidilcolina: Férmula estrutural, arranjo espacial e representagdes esquematicas.

Fonte: www.uic.edu (Dezembro 2007).

O colesterol, esterdide utilizado na preparagao de lipossomas, tem como objetivo
melhorar as caracteristicas de empacotamento da bicamada. Devido a estrutura de sua
molécula e as suas propriedades lipofilicas, o colesterol modula a fluidez da membrana
fosfolipidica, reduz a permeabilidade a partir da bicamada e melhora a estabilidade da
membrana na presencga de fluidos biolégicos (Figura 5). Lipossomas isentos de colesterol
interagem rapidamente com as proteinas do plasma, as quais extraem os fosfolipideos da
membrana dos lipossomas provocando sua instabilidade fisica (WEINER et al, 1989;
VEMURI et al, 1995 (A); FANG et al, 1997; COCERA et al, 2003).
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Colesterol

Figura 5: Colesterol na membrana e sua interagdo com um fosfolipideo. Fonte: Alves, 2005.

1.1.2.2. CLASSIFICAGAO DOS LIPOSSOMAS

Os lipossomas podem ser classificados a partir do método de preparagao, numero
de bicamadas presentes na vesicula ou pelo tamanho. Quando os lipossomas séao
descritos de acordo com o numero de bicamadas, sdo classificados como vesiculas
unilamelares (ULV) ou vesiculas multilamelares (MLV). Quanto ao método de preparagao
sao descritos como vesiculas de evaporagao em fase reversa, vesiculas de inje¢ao de éter
(EIV), entre outros. E quanto ao tamanho, os lipossomas sao classificados em vesiculas
unilamelares grandes (LUV) e vesiculas unilamelares pequenas (SUV). A descricao dos
lipossomas através do numero de lamelas e tamanho € mais comum que a classificagdo

pelo método de preparacéao (Figura 6) (Vemuri et al, 1995 (A)).

Anfifilico
-l <— Cabeca polar
1 || <&=cauda apolar

Figura 6: Classificagdo dos lipossomas quanto ao tamanho e nimero de bicamadas. Fonte:
Lima, 1995.
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1.1.2.3 ESTABILIDADE DOS LIPOSSOMAS

A estabilidade dos lipossomas é fundamental em todos os passos da sua produgao
e administracdo, desde o armazenamento até a liberagéo do farmaco (VEMURI et al, 1995
(A)). Um dos maiores problemas que comumente limitam a utilizacdo dos lipossomas é sua
estabilidade (SHARMA ET al, 1997). Os fatores que alteram a estabilidade dos lipossomas
podem ser subdivididos em fisicos, quimicos e biolégicos, os quais estdo intimamente
relacionados entre si (LASIC, 1998; SAMUNI et al, 2000). Dependendo da sua
composicao, as formulacdes finais dos lipossomas podem apresentar um baixo tempo de
meia vida, em parte devido a instabilidade fisica e quimica (SHARMA et al, 1997). Outros
fatores que devem ser levados em consideracéo quanto ao estudo da estabilidade séo as
caracteristicas da formulacdo e as condigcdes do meio ambiente. As caracteristicas da
formulagao sao descritas como: pH, estado de tamponamento, forga ibnica e solventes. Os
fatores do meio ambiente que exercem influéncia na estabilidade sao: temperatura, luz,
oxigénio e metais pesados. Estes fatores podem iniciar reagdes quimicas e fisicas, como
por exemplo, mudangas na distribuicdo de tamanho das vesiculas, oxidagao e hidrolise dos
lipideos (VEMURI et al, 1995 (A)).

1.1.2.3.1. Estabilidade quimica

O principal componente das formulacdes de lipossomas é o lipideo. Os fosfolipideos
séo sensiveis a hidrolise na ligacao éster e contém &acidos graxos insaturados que podem
sofrer reagdes oxidativas. Os produtos destas reagbes podem causar mudangas na
permeabilidade da bicamada e alterar o tempo de meia vida dos lipossomas (VEMURI et
al, 1995 (A); SAMUNI et al, 2000; HEURTAULT et al, 2003).

A peroxidagao e a hidrdlise lipidica sdo as duas maiores formas de degradagéo
lipidica. A degradagéo oxidativa dos lipideos em geral pode ser minimizada pela protegao
das preparagdes lipidicas da exposicdo a luz; pelo armazenamento em baixas
temperaturas, pela adicdo de antioxidantes como o alfa-tocoferol ou butil hidroxitolueno
(BHT) e pela adigéo de acido etileno diamino tetracético (EDTA) a formulagao lipidica para
remover metais pesados. A hidrédlise lipidica leva a formacao de liso-fosfatidilcolina (lyso-
PC). A presencga do lyso-PC acentua a permeabilidade dos lipossomas, o que prejudica a
integridade da formulagao (VEMURI et al, 1995 (A); SAMUNI et al, 2000).

O perfil da estabilidade quimica da molécula do farmaco pode ser inteiramente

diferente do perfil da estabilidade da preparagao de lipossomas. Desta forma, € essencial o
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desenvolvimento de protocolos de estabilidade também para o estudo da integridade do
farmaco por um determinado periodo de tempo (VEMURI et al, 1995 (A)).

A maioria dos problemas de instabilidade € mais pronunciada em lipossomas que
contém moléculas de baixo peso molecular e farmacos soluveis em agua. Para reverter a
instabilidade de farmacos soluveis em agua, faz-se necessario a conversao da droga polar
para uma pro-droga lipofilica com a subsequente incorporagdo em lipossomas (GULATI et
al, 1998).

1.1.2.3.2. Estabilidade fisica

Os lipossomas sao vesiculas formadas por substancias anfifilicas, apresentando
fosfolipideos dispersos em uma quantidade excessiva de agua. Preparagbes de
lipossomas que apresentam uma heterogeneidade em seu tamanho representam um
potencial problema em sua estabilidade fisica. A distribuicdo média em tamanho dos
lipossomas é determinada pelo tempo e maneira de preparacdo e pode ser alterada
durante o armazenamento (VEMURI et al, 1995 (A)).

A instabilidade fisica pode ainda ser causada pelo vazamento do farmaco
encapsulado na vesicula, e/ou agregagdo ou fusdo das vesiculas para formar grandes
particulas. Estes processos influenciam a performance in vivo da formulagdo, podendo
afetar o indice terapéutico do farmaco (SHARMA et al, 1997).

Muitas tentativas tém sido realizadas para otimizar a estabilidade dos lipossomas.
Entre elas, a modificagdo da superficie dos lipossomas € um método atrativo para melhorar
a estabilidade in vitro e in vivo do sistema (TAKEUCHI et al,2000). A estrutura dos
lipossomas pode ser reforgada por varios métodos, entre eles, pela polimerizagdo dos
fosfolipideos com um dieno ou um radical acrilato (ISHIHARA et al, 2002), pela
combinagdo com polimeros (SUNAMOTO et al, 1987) e pela complexagédo ibnica com
polieletrolitos naturais (ISHIHARA et al, 2002).

A introdugdo de um grupo hidrofébico em polimeros soluveis em agua como uma
ancora para a membrana lipossomal foi investigada por varios pesquisadores
(SUNAMOTO et al, 1987; WOODLE et al, 1992; ISHIHARA et al, 2002). A superficie dos
lipossomas revestidos com polissacarideos tendo uma fragao colesterol como uma ancora
para fixacdo de cadeias polissacaridicas melhora a estabilidade dos lipossomas, e, além
disso, confere uma especificidade a célula alvo (SUNAMOTO et al, 1987; ISHIHARA et al,
2002). Entretanto, polimeros hidrofébicos com grupos modificados podem induzir
instabilidade aos lipossomas devido a interpenetragdo do grupo hidrofébico na membrana
lipossomal (SAVVA et al, 1999; ISHIHARA et al, 2002). Por outro lado, polimeros soluveis
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em agua capazes de interagir com a superficie da membrana lipossomal tém se mostrado

adequados para a estabilizagédo dos lipossomas (ISHIHARA et al, 2002).

1.1.2.3.3. Estabilidade biolégica

A estabilidade biolégica pode ser determinada pelo tempo de circulagdo dos
lipossomas na corrente sanglinea, o que esta diretamente relacionado com a presenca de
agentes que interagem com os lipossomas (LASIC, 1997; LASIC, 1998). A compatibilidade
sanguinea € um importante fator na avaliacdo dos lipossomas como carreadores de
farmacos na corrente circulatoria, uma vez que as células sangulineas iniciam o processo
de coagulagédo imediatamente quando em contato com materiais estranhos (ISHIHARA et
al, 2002).

Uma ampla variedade de farmacos tem sido incorporada ou associada a
lipossomas, um excelente sistema de liberacdo de farmacos para aplicagcdes sistémicas,
devido ao seu tamanho coloidal, sua facilidade de controle da superficie e propriedades de
membrana, sua ampla capacidade carreadora e sua biocompatibilidade (CEH et al, 1997;
TAKEUCHI et al, 2000).

Para exercer atividade terapéutica, faz-se necessario que o sistema carreador
contendo o farmaco permanecga tempo suficiente na corrente sanguinea, a fim de atingir o
alvo. Entretanto, quando lipossomas s&o administrados in vivo, sao rapidamente removidos
da corrente circulatéria através das células fagocitarias do sistema reticulo endotelial (RES)
(SENIOR, 1987; SEMPLE et al, 1998; TAKEUCHI et al, 2000). Algumas pesquisas tém
demonstrado que algumas propriedades fisicas e quimicas dos lipossomas, como,
tamanho, composicao lipidica, caracteristicas da superficie (hidrofobicidade, carga, fluidez)
e revestimento da superficie exercem influéncia no tempo de circulagdo dos lipossomas
(ISHIDA et al, 1997; SEMPLE et al, 1998; TAKEUCHI et al, 2000).

Embora o mecanismo exato dos efeitos destes fatores ndo seja profundamente
conhecido, sabe-se que varias proteinas plasmaticas sdo adsorvidas na superficie
lipossomal, sendo a principal forma de eliminacdo destes carreadores da circulagcao
sistémica (CHONN et al, 1992; TAKEUCHI et al, 2000).

O tamanho e a composicdo lipidica sdo determinantes na permanéncia dos
lipossomas na circulagdo. Quanto ao tamanho, a redugdo do didmetro dos lipossomas
implica em um menor reconhecimento pelo RES e quanto a sua composicgao lipidica, a
inclusdo de fosfolipideos saturados e esterdis (colesterol), que reduzem a fluidez da
membrana, resultam em uma maior permanéncia destas preparagdes na circulagao
sanguinea (NAGAYASU et al, 1999).
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A modificagdo da superficie dos lipossomas € uma das possiveis formas para
aumentar o seu tempo de circulagdo, com baixo reconhecimento pelo RES. Tem sido
descrito que formulagdes contendo gangliosideos GM1, polietilenoglicol e derivados do
acido glucénico incorporados nos lipossomas, conduzem a uma prolongada meia vida
plasmatica da formulagdo administrada por via intravenosa, através da reducdo do seu
reconhecimento pelo RES (ALLEN et al, 1987; NAMBA et al, 1990 TAKEUCHI et al, 2000,
TORCHILIN, 2006).

O revestimento polimérico empregando polimeros hidrofilicos como o
polietilenoglicol (PEG) é um método alternativo para a modificagdo da superficie dos
lipossomas, conferindo protecdo as vesiculas contra a opsonizacdo e mecanismos de
eliminagdo. Além disso, consiste em um método de extrema simplicidade através da
mistura da suspensédo lipossomal com a solugdo polimérica, ndo promovendo qualquer
ligacdo quimica entre o polimero e a molécula lipidica (GABIZON et al, 1997; TAKEUCHI et
al, 2000; TORCHILIN, 2006).

A presenca de grupos inertes na superficie dos lipossomas reduz as interagdes com
macromoléculas e desta forma estabilizam estas vesiculas. A estabilidade biologica e
coloidal dos lipossomas foi drasticamente aumentada pelo seu revestimento com polimeros
hidrofilicos inertes, impedindo a penetragdo e adsorgdo de opsoninas e promovendo um
baixo reconhecimento dos lipossomas pelas células do sistema reticulo endotelial. Estes
lipossomas revestidos de longa permanéncia na circulagdo sangiinea sao chamados de
lipossomas estericamente estabilizados e exibem uma meia vida mais extensa
comparados aos chamados lipossomas convencionais. Devido a esta habilidade de se
evadirem das defesas do sistema imune, eles também s&o referidos como “lipossomas
secretos” (Stealth Liposomes) (SHARMA et al, 1997; FARRELL et al, 1997; LASIC, 1998;
TORCHILIN, 2006).

Lipossomas catidnicos permanecem por um tempo maior na corrente sanguinea do
que os lipossomas acidos e neutros, ja que as formulag¢des catibnicas conseguem escapar
da fagocitose. O mecanismo de fuga dos lipossomas catibnicos esta relacionado a
interagéo destes com as células do sangue (AOKI et al, 1997). Os lipossomas catidnicos
exibem elevada afinidade pela membrana das células, podendo ser usados para a
liberagdo de material genético exdgeno intracelularmente via fusdo com a membrana das
células (SHARMA et al, 1997).
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1.1.2.4. METODOLOGIAS EMPREGADAS NA CARACTERIZAGAO E PREPARO DE
LIPOSSOMAS

1.1.2.4.1 Preparo dos lipossomas

Dependendo da caracteristica dos lipideos utilizados e de sua geometria, a qual
esta diretamente relacionada com a natureza dos grupos polares e cadeias anfifilicas, trés
tipos de agregados podem se formar quando lipideos anfifilicos sdo dispersos em agua
(Figura 7).

Unidades individuais -~ Unidades individuais Cavidade
€' com forma de cone ‘3 séo cilindricas (seccéo AQUOSH,
| (secc¢do transversal da | transversal da cabeca
cabeca e maior que a 'L igual a da cacdeia lateral)
seccédo da cadeia
lateral)

£y

7 158t o A T B S o L ST
! Lipossoma
Bicamada (c)

(b)

Figura 7: Agregados de lipideos anfifilicos que se formam em presenga de agua. (a) Em micelas
esféricas, as cadeias hidrofébicas dos acidos graxos estdo protegidas no nucleo da esfera, onde
nao ha agua. (b) Em uma bicamada todas as cadeias laterais estao protegidas da interagdo com a
agua, com excecgao daquelas que se encontram nas extremidades. (c) Quando uma bicamada
bidimensional extensa se curva sobre si mesma, forma-se um lipossoma, uma vesicula fechada,
tridimensional, que encerra uma cavidade aquosa. Fonte: kvhs.nbed.nb.ca/phospholipid (Dezembro
2007).

Os diferentes métodos de preparagao de lipossomas em geral diferem entre si pelo
modo de dispersdo dos fosfolipideos na fase aquosa. Como consequéncia, levam a
formacédo de varios tipos de vesiculas, as quais diferem pelo tamanho, estrutura e
capacidade de encapsulagao (VEMURI et al, 1995 (A); LIMA, 1995; LASIC, 1989). Sao
exemplos de metodologias de preparagao: hidratagdo do filme lipidico, sonicagao,
extrusdo, microfluidizacdo, desidratagao-reidratacdo, congelamento-descongelamento,
injecao de etanol, injecdo de cloroférmio, evaporagédo de fase reversa, infusdo de éter e

remocgao de detergente, entre outros (LIMA, 1995).
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1.1.2.4.1.1. Hidratacao do filme lipidico (HFL)

A preparagdo de vesiculas multilamelares por hidratacdo de filme lipidico foi
primeiramente descrita em 1965 por Bangham et al, consistindo até hoje em um método

basico de preparagao de lipossomas contendo substancias ativas (Figura 8).

~

-y i

Figura 8: Hidratacdo do filme lipidico: O filme lipidico seco contendo o farmaco lipossoluvel é hidratado
com uma solugdo aquosa do farmaco hidrossoluvel (A). Sob agitagéo o filme lipidico se desprende das
paredes do baldo (B) e lipossomas multilamelares sdo formados (C). Um tratamento posterior, por ultra-
som ou extrusdo, leva a obtencdo de vesiculas unilamelares (D). As moléculas de farmaco né&o
encapsulado podem ser removidas por didlise, filtragdo em gel ou ultracentrifugacdo (E). Fonte:

www.avantilipids.com (Dezembro 2007).
1.1.2.4.2. Determinagao do diametro dos lipossomas

A determinacéo e o controle do diametro dos lipossomas sao imprescindiveis, uma
vez que a eficiéncia de encapsulacdo de um farmaco e o seu comportamento in vivo
(passagem através de barreiras e capturacao celular) estdo diretamente relacionados ao
tamanho das vesiculas (MATSUZAKI et al, 2000; ALVES, 2005).

Varias técnicas permitem determinar de maneira exata o didmetro dos lipossomas.
Séao exemplos, espalhamento de luz classico por analise espectrofotométrica, dindmica do

espalhamento de luz e a microscopia eletrénica (Lima, 1995).

1.1.2.4.2.1. Espalhamento de luz difusa (light scattering)

Este método estd baseado na propriedade das particulas em suspensdao se
difundirem por todas as diregbes e estarem em movimento permanente (movimento
Browniano), espalhando o feixe de luz quando este incide sobre elas. A intensidade do
espalhamento de luz detectada esta diretamente relacionada a velocidade de difusao das
particulas, determinada por seu tamanho, que ocorre tanto mais rapida quanto menor
forem as particulas. Em um dado ponto, a medida da luz difundida através de uma

preparacdo de vesiculas varia com o tempo, representando na verdade a soma de
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numerosas ondulagdes difundidas individualmente através das particulas. A analise de tais
flutuagdes permite medir o coeficiente de difusdo (D) das particulas, o qual pode ser
utiizado para determinar didmetro hidrodindmico (d(H)) médio considerando-se as
vesiculas como esferas perfeitas [Lima, 1995; Dynamic Light Scattering, disponivel em

www.malvern.co.uk].

1.1.2.4.3. Separagao do farmaco encapsulado

Apo6s a preparacao dos lipossomas contendo o farmaco, € possivel identificar a
presenga farmaco tanto nos lipossomas (fragéo encapsulada), como também dissolvido na
forma livre no meio aquoso (fragdo ndo encapsulada). Para que possam ser empregados
como sistemas de liberacdo controlada, na maioria dos casos, € necessaria a remogao
completa do farmaco livre. Varios métodos tém sido empregados para separagao da fragéo
livre do farmaco. Dentre estes se destacam a cromatografia de troca idnica, a ultrafiltracao
e a cromatografia de exclusdo por tamanho (JEDERSTROM et al, 1981; VEMURI et al,
1995(B)).

A cromatografia de exclusao por tamanho é o método mais utilizado devido a sua
simplicidade, adaptabilidade a varios tipos de preparagdes, reprodutibilidade e aspecto
quantitativo. Além disso, como esta técnica ndo promove alteragcdes na amostra, permite
que as fragbes coletadas possam ser submetidas a analises posteriores (JEDERSTROM et
al, 1981; GRABIELLE-MADELMONT et al, 2003; ALVES, 2005). Pode-se também
determinar a fragcdo de farmaco encapsulado tratando-se a formulagcdo com detergente
capaz de promover a ruptura dos lipossomas e completa liberagdo do farmaco no meio
aquoso circundante, a partir do qual se realiza um ensaio quantitativo (VEMURI et al, 1995
(A))

A cromatografia de exclusdo por tamanho (ou SEC - Size Exclusion
Chromatography), também denominada permeacao em gel ou filtragdo em gel, é um tipo
de cromatografia liquida, na qual a separacdo das moléculas fundamenta-se na diferenca
de tamanho (ou peso molecular) dos compostos presentes na amostra segundo sua
passagem através de uma coluna cromatografica preenchida com uma matriz porosa
empacotada, sendo as moléculas eluidas em ordem decrescente de tamanho. Na coluna
de filtragdo em gel, as moléculas da amostra sofrem uma partigdo entre o eluente (fase
movel) e a facilidade de acesso aos poros da matriz (fase estacionaria). As moléculas
pequenas sao capazes de penetrar nos poros da matriz, 0 que promove um retardo na sua
eluicdo, enquanto que moléculas maiores escapam aos poros da matriz, sendo eluidas

mais rapidamente pela fase mével. O fato de a separacdo depender somente do tamanho
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molecular promove uma seletividade unica e aumenta consideravelmente a resolugao
quando combinadas com outras técnicas de cromatografia.

O volume da amostra € um dos mais importantes parametros da cromatografia de
exclusao, sendo expresso como uma percentagem do volume total da coluna. O emprego
de pequenos volumes ajuda a evitar sobreposicédo dos picos de separagao, sendo indicado
para boa resolugdo um volume de amostra de 0,5-5% do volume total da coluna (Gel

Filtration, disponivel em www.chromatography.amershambiosciences.com).

1.1.2.5 APLICAGOES

Os lipossomas foram primeiramente descritos por Bangham, Standinsh, and
Watkins in 1965 como vesiculas de bicamada lipidica fechada. Desde entdo, a tecnologia
dos lipossomas tem evoluido rapidamente para sistemas empregando uma ampla
variedade de aplicagdes. O desenvolvimento de produtos fundamentados na tecnologia da
encapsulagao em lipossomas para aplicagao terapéutica nos ultimos 15 anos tem resultado
na aprovagao de diversos medicamentos para uso clinico (Tabela 6) (GOYAL et al, 2005;
TORCHILIN, 2005; COUVREUR, VAUTHIER, 2006(b)). O crescente interesse pelo
emprego desta tecnologia pode também ser evidenciado pelo numero de patentes
envolvendo a preparagdo de lipossomas registradas nas bases internacionais na ultima
década (Figura 9).
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Figura 9: Numero de registros internacionais de patentes depositadas via PCT envolvendo

producao e utilizagao de lipossomas. Fonte: WIPO database (Dezembro/2007).
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Tabela 6: Farmacos associados a lipossomas aprovados para aplicacéo clinica ou submetidos a
avaliagdo clinica (GOYAI et al, 2005;TORCHILIN, 2005; COUVREUR, VAUTHIER, 2006(A)

COUVREUR, VAUTHIER, 2006(B)).

Principio Ativo

Nome do

produto

Indicagao Terapéutica

Daunorrubicina

DaunoXome ©

Sarcoma de Kaposi

Doxorrubicina Mycet © Associagao na terapia de cancer de mama
Doxosome recorrente
Doxil ™

Doxorrubicina em PEG-

Doxil/Caelyx®

Sarcoma de Kaposi refratario; cancer

lipossomas ovariano; cancer de mama recorrente
Anfotericina B Ambisome® Infecgdes fungicas

Amphotec®

Amphocil®
Citarabina DepoCyt® Meningite linfomatosa
Vincristina Onco TCS® Linfoma n&o Hodgkin’s
Lurtotecan NX211® Cancer ovariano
Nistatina Nyotran® Agente antifungico topico
All-trans—Acido Altragen® Leucemia promielocitica aguda, linfoma
Retindico nao Hodgkin’s, Sarcoma de Kaposi,

carcinoma nas ceélulas renais.

Compostos de platina Platar® Tumores sélidos
Amicacina Amikacin InfecgOes bacterianas por Pseudomonas

HLA-B7 Plasmideo

Allovectin-7 ™

aeruginosa, Acinetobacter, e Enterobacter.

Melanoma

1.2. RETINOIDES

1.2.1. MECANISMO DE AGAO FARMACOLOGICA

De acordo com a definicdo da IUPAC e da Unido Internacional de Bioquimica e
Biologia Molecular (IUB), retindides € o termo empregado para designar uma classe de
compostos cuja estrutura quimica consiste em quatro grupos isoprendides unidos de modo

cabeca-cauda. O esqueleto dos retindides naturais é constituido por um anel nao
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aromatico de seis atomos de carbono com uma cadeia lateral poliprendide que é, com
poucas excegdes, terminada com um grupo funcional constituido de carbono e oxigénio
(figura 10). O metabolismo e o catabolismo dos retindides provocam o rearranjo destas trés
partes estruturais do esqueleto dos retindides justificando a existéncia de varios analogos
com efeitos biolégicos potencialmente diversos (IUPAC-IUB, 1983; GUNDERSEN,
BLOMHOFF, 2001).

Sporn e Roberts sugeriram, em 1985, que os retindides fossem definidos como uma
classe de substancias que pode iniciar uma resposta bioldgica pela ligagao e ativagéo de
um receptor especifico ou um conjunto de receptores. Entretanto, o mecanismo de acao
destes compostos permaneceu desconhecido até 1987, quando foram descobertos
receptores nucleares para o acido retindico (GIGUERE, et al. 1987; PETKOVICH, et al.
1987; BRAND, et al. 1988; UMESONO, et al. 1988; MANGELSDORF, et al. 1990;
MANGELSDOREF, et al. 1991; LEVIN, et al. 1992). Os receptores para o acido retindico,
identificados como membros de uma superfamilia de receptores intranucleares, atuam
como fatores de transcricdo ligante-dependentes, sendo ativados pelos isébmeros e
metabdlitos do acido retindico. Estes receptores foram classificados em RARao,B,y e
RXRa,B,y com base em diferencas entre os aminoacidos que compdéem sua estrutura,
resposta frente aos diferentes retindides e habilidade em modular a expressdo de genes
especificos. Estas alteracbes podem resultar no aumento ou reducédo da expressao destes
nos diferentes tipos de tecidos ou células malignas (MANGELSDORF, et al. 1990;
MANGLESDOREF, et al. 1991; HEYMAN, et al. 1992; BOEHM, et al. 1994; LEHMANN et al,
2001; DAVIDOVICI et al, 2007; XU, 2007).

O acido all-trans-retindico liga-se com afinidade semelhante aos trés tipos de
receptores RAR (HEYMAN, et al. 1992; LEVIN, et al. 1992; CHANDRARATNA, 1996;
LEHMANN et al, 2001). Por outro lado, o acido 9-cis-retindico apresenta elevada afinidade
para ligagdo a ambos os grupos de receptores RAR e RXR. Entretanto, ainda ndo se pode
afirmar que o acido 9-cis-retindico seja o ligante fisiolégico para RXR (KITAREEWAN, et al.
1996; NAPOLI, 1999; DRAGNEYV et al, 2001; DAVIDOVICI et al, 2007), uma vez que outros
metabdlitos do retinol também agem como ligantes que ativam fatores de transcricao nesta
familia de receptores e ainda, os acidos all-trans-retindico, 9-cis-retindico e 13-cis-retindico
sdo isdmeros geomeétricos, podendo sofrer interconversao in vivo (CHANDRARATNA,
1996; KLAASSEN, et al. 1999).
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Figura 10 : Estrutura molecular de retindides.
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Os retindides estdo envolvidos na proliferacdo e diferenciagdo de varios tipos
celulares durante o desenvolvimento fetal e também ao longo da vida, como resultado da
ativacdo do complexo retindide-receptor (SPORN, ROBERTS, 1985). Por outro lado, a
ativacao deste complexo pode bloquear a agao de outros fatores de transcricdo como o
AP1, cuja expressdao mostra-se exacerbada em varias condigbes hiperproliferativas e
inflamatorias (NAGPAL, et al. 1995; CHANDRARATNA, 1996).

Como resultado dos mecanismos de agao genémica e ndo gendmica dos retinoides,
seus diferentes efeitos biologicos sdo dependentes da expressdo dos receptores
especificos, do tipo e concentragdo dos compostos retindides presentes na célula, da
expressao das proteinas de ligagdo e das enzimas responsaveis pelo metabolismo dos
retindides in vivo e in vitro (KLAASSEN, et al. 1999; NAPOLI, 1999).

1.2.2. Cancer e quimioprevengao:

O uso dos retindides na terapia do cancer tem sido extensivamente estudado nos
ultimos anos, devido sua capacidade de inibir a proliferagdo de células cancerigenas e
induzir a diferenciagdo de células malignas, fazendo destes compostos um dos mais
proeminentes grupos de agentes quimiopreventivos (ORTIZ et al, 2002; SUN, LOTAN,
2002).

A aplicagdo na terapia do cancer pode ser exemplificada pela utilizacdo bem
sucedida da tretinoina no tratamento da leucemia promielocitica aguda e da isotretinoina
no tratamento de leucemia mieldide crénica juvenil e linfomas de células T cutaneas.
Numerosos estudos in vitro e em modelos animais tém demonstrado o efeito sinérgico de
retindides associados a outros agentes quimioterapicos. A combinagdo da tretinoina e
isotretinoina com interferon-a-2a (IFN-a), tamoxifeno, cisplatina, paclitaxel tem mostrado
resultados positivos in vitro e in vivo contra células derivadas de céancer da cabeca e
pescog¢o, mama, pulmao, células ovarianas e cervicais, contra leucemia mieldide crénica e
mielomas multiplos avangados (ORTIZ et al, 2002., KANG et al, 2004; GARATTINI et al,
2007). Em 2004 Lara-Jimenez e colaboradores conseguiram demonstrar que o acido
retindico induz a apoptose em células leucémicas observando a cura em 75% dos

pacientes com APL (Leucemia promielocitica aguda).

S&o inumeras as evidéncias de que os retindides podem ser Uteis na prevengao do
desenvolvimento de varios tipos de neoplasias entre elas o neuroblastoma, o carcinoma
celular escamoso cutédneo em individuos de moderado a alto risco e carcinoma celular
escamoso na cabeca e pescogo apesar de limitagdes como toxicidade e resisténcia
adquirida, (HONG et al, 1990; MOON et al, 1997; REYNOLDS et al, 2003, SMITH & SABA,
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2005). Dragnev et al em 2000, através de estudos clinicos e pré-clinicos utilizando
retindides como agentes de prevengao do cancer, reportaram que derivados da vitamina A
possuem atividade no tratamento especifico de lesbes pré-malignas e redugdo da
incidéncia de tumores primarios e secundarios principalmente em pacientes com cancer na
cabecga, pesco¢o, pulméo e figado, porém ndo ainda se sabe como os retindides irdo

prevenir cancer primario nestes sitios.

O desenvolvimento de retindides com menor toxicidade e mais efetivos,que atuam
somente em receptores especifico, aumentam as chances de utilizar esta classe de
compostos como quimioprevencao em individuos de alto risco (DI GIOVANNA, 1998),
doses de até 0,5mg/Kg/dia de isotretinoina, via oral, podem ser usadas com seguranga em
pacientes com Epidermdlise Bolhosa Distréfica Recessiva para uso em longo prazo com

possivel quimioprevengao do cancer (FINE et al, 2004)

Silver et al em 2003, notaram que a associagdo em longo prazo da isotretinoina com
a quimioterapia convencional (a-2-B interferon e methotrexate) foi capaz de estabilizar o
epitélio e diminuir a progressdo da doenga no controle da papilomatose respiratéria
recorrente, ja Duvic et al, 2003 trouxeram evidéncias de maior resposta e melhor tolerancia
ao tratamento de linfoma cutadneo de células T, através de um estudo em longo prazo com
regimes combinados incluindo a isotretinoina oral na terapia. Combinagdes retindides-nao
retindides bem como com outras classes de agentes quimiopreventivos sdo promissoras
para diminuir a incidéncia de tumores malignos do trato respiratério e digestivo (SMITH &
SABA, 2005).

1.2.2.1 LEUCEMIAS

As leucemias sdo doengas proliferativas de curso progressivo e irreversivel do
tecido hematopoiético. As células leucémicas crescem a custa das células normais as
quais terminam por substitui-las, levando a deficiéncia e finalmente a faléncia da medula
Ossea. Estas células leucémicas sdo quase sempre liberadas ao sangue circulante e o
ritmo de liberagdo esta relacionado ao estagio e o tipo de leucemia. Uma série de
observagdes e estudos tem demonstrado, de modo cada vez mais convincente, que as
leucemias dos mamiferos sdo em sua maioria causadas por virus do tipo RNA. Os fatores
genéticos também possuem importancia na eclosdo das leucemias, demonstrando alta

incidéncia em individuos com defeitos cromossémicos (LORENZI, 2003)
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1.2.2.1.1 Leucemia Mieldide Cronica

A leucemia mieldide crénica (LMC) foi descrita como forma independente de
leucemia ha 150 anos, em pacientes que morreram em consequéncia de intensa
leucocitose e hepato-esplenomegalia. E uma doenca mieloproliferativa clonal das células
pluripotentes da medula éssea e constitui 14% de todas as leucemias, com uma incidéncia
anula de 1,6 casos por 100 mil individuos (KANTARJIAM, et al, 1999).

O clone anbmalo originado dessa célula se expande e infiltra o parénquima
medular, de modo lento, mas progressivo, em detrimento da proliferagcdo das células
normais. O achado da anomalia cromossOmica, denominada de translocagédo t(9:22),
presente em mais de 90% de casos de LMC tipica, é sugerido como uma possivel origem
da doencga. Sabe-se que varias situagbes podem levar a essa alteragdo cromossémica tais
como: radiagdes, intoxicagdes por drogas (benzeno) e infecgao virética (BARBOZA, 2000,
LORENZI, 2003; TALLMAN, 2004).

Com o progresso da biologia molecular, foi possivel demonstrar que a anomalia
cromossémica t(9;22) (q34;911) surgia da translocagao entre as partes dos cromossomos
9 e 22, as chamadas bandas q34.1 e q11.21 respectivamente. Isso da origem a um
cromossomo 9 atipico, denominado 9g+, e a um cromossomo 22 também atipico, 229-,
denominado de Ph; (cromossomo Philadélfia), presente na maioria dos casos de LMC
(BARBOZA, 2000; TALLMAN, 2004; DEWALD et al, 2004). Embora observado em outras
leucemias e até mesmo em condigcdes neoplasicas ndo hematopoiéticas o cromossomo
Philadélfia tem sido reconhecido como marcador citogenético da LMC e sua deteccéo tem
implicacdes no diagnostico, prognostico e na terapéutica da doenga. A célula leucémica
apresenta uma mieloproliferagado continua resultante, provavelmente, de trés mecanismos
principais: alteracdo da ades&o das células progenitoras as células estromais e a matriz
extracelular, manutencdo de um sinal mitogénico constante e resisténcia a apoptose
(BERGANTINI et al, 2005).

Preferencialmente, a LMC incide na quarta e quinta décadas de vida,
predominando ligeiramente no sexo masculino. Raramente incide antes dos 20 anos de
idade. Na infancia e adolescéncia, a doenca tem evolugao clinica mais severa, cursando
com quadro de hemorragias, que € muito raro na forma adulta (KANTARJIAM, et al, 1999;
LORENZI, 2003).

A doenga evolui de forma lenta, mas progressiva. Com frequéncia o diagnéstico
ocorre em média cerca de 2 meses apos a doenga ja ter se instalado. As caracteristicas de
evolugdo crénica da LMC costumam persistir por tempo médio de 3 a 5 anos.

Sistematicamente, a doenga evolui para uma fase de agravamento e termina por se
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transformar numa forma leucémica mieldide aguda. S&o descritas 3 fases da LMC, sendo

estas, fase crbnica, fase de aceleragao e fase de agudizagao (LORENZI, 2003).

1.2.2.2. Tratamento Convencional da LMC

O tratamento baseia-se no emprego de quimioterapicos capazes de promover a
mielossupressdo. Os farmacos comumente utilizados sé&o a hidroxiuréia, interferon alfa e o
mesilato de imatinibe. Entretanto a unica modalidade terapéutica considerada curativa tem
sido os transplantes alogénico de medula 0ssea, cujo sucesso depende de multiplos
fatores que incluem idade, a fase clinica da doencga e a histocompatibilidade entre o doador
e o receptor (BERGANTINI et al, 2005).

Apesar dos avancos terapéuticos que incluem o mesilato de imatinibe, o transplante
de medula 6ssea e a infusdo de linfécito do doador, que possibilitou o aumento
significativamente a perspectiva de vida dos portadores de LMC, mecanismos biolégicos
que privilegiam a selecdo das células hematopoiéticas malignas sobre as células normais
na LMC tem sido responsaveis pelo insucesso terapéutico em muitos casos, essas
mudangas provocam alteragées no processo de apoptose celular e escape das células
leucémicas a resposta imune (BERGANTINI et al, 2005).

1.2.3. Mecanismos de resisténcia aos retindéides

A resisténcia a multidrogas tem sido o maior problema na quimioterapia de alguns
fenotipos de células malignas. Muitos fatores, ainda n&o bem esclarecidos, podem
influenciar a resisténcia como a expressao aberrante de proteinas e receptores nucleares
para os retindides bem como o aumento do seu catabolismo intracelular e sequestro por
proteinas citoplasmaticas. Entretanto, o maior mecanismo responsavel pela resisténcia a
multidrogas tem sido reconhecidamente a atividade da P-glicoproteina (Pgp) relacionada
ao transporte de diferentes compostos através da membrana celular (WARRELL, 1993;
KIZAKI et al, 1996; GALLAGHER, 2002; ORTIZ et al, 2002; STROMSKAYA et al, 2005).

A atividade da Pgp, em células leucémicas, demonstrou ser regulada pelos
receptores RARa , sendo, portanto induzida pelos retindides que apresentam maior
afinidade por este subtipo de receptor, diminuido assim a concentracédo intracelular do
farmaco.

Através de avaliagbes clinicas e citogenéticas de alguns autores como Warrell

(1993), Kizaki e colaboradores (1996) e Gallargher (2002) foi possivel observar a
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existéncia de dois tipos de resisténcia a tretinoina em pacientes com leucemia
promielocitica aguda; a resisténcia primaria e a resisténcia secundaria adquirida, estando
envolvidos no mecanismo de resistencia tanto elementos sistémicos como aumento do
catabolismo, sequestro por CRABP, bem como elementos celulares que limitam a entrada
no nucleo ou diminuem o transporte nuclear através da expressao de proteinas aberrantes,
ou diminuem a concentragao intracelular através do catabolismo intra-celular ou por efluxo

celular via Pgp.

1.2.4. ESTABILIDADE

As reacoes de degradagao nos medicamentos ocorrem em velocidades definidas e
sao de natureza quimica. Dependem de varias condi¢des, tais como, a concentragdo dos
reagentes, temperatura, pH, radiacdo ou da presencga de catalizadores. A decomposi¢cao
das substancias ativas nas formas farmacéuticas ocorre através de vias como hidrdlise,
oxidacdo e reducgao, rancemizagao, descarboxilagdo e fotélise (LACHMAN et al, 2001;
TONNESEN, 2001).

A decomposicdo por oxidagdo e redugdao de farmacos € responsavel pela
instabilidade de um numero consideravel de preparacdes farmacéuticas, como por
exemplo, esterodides, vitaminas e antibibticos. Estas reacdes sao mediadas por radicais
livres ou por oxigénio molecular. A forma mais comum de decomposi¢cdo oxidativa que
ocorre nas preparagdes farmacéuticas é a autoxidagdo que envolvem radicais livres num
processo em cadeia. Normalmente, reagdes de autoxidagcdo podem ser definidas como
reagdes de um material com oxigénio molecular, produzindo a cisao de ligagdes covalentes
de forma que cada atomo ou grupo envolvido retenha um dos elétrons da ligagao covalente
original. Estes radicais sdo bastante insaturados retendo facilmente elétrons de outras
substancias, oxidando-as (LACHMAN et al, 2001; TONNESEN, 2001).

A decomposicao de farmacos, como resultado da absor¢édo da radiagao luminosa,
tem recebido cada vez mais atencdo devido a estrutura quimica complexa de muitos
farmacos, constituindo parte integral dos testes de estabilidade sob condigbes forgadas,
segundo o FDA (Food and Drug Administration). As caracteristicas intrinsecas de
fotoestabilidade de farmacos e produtos devem ser avaliadas para demonstrar que a
exposi¢cao adequada a luz nao resulta em mudangas inaceitaveis (LACHMAN et al, 2001;
TONNESEN, 2001; IOLE et al, 2005).

Os retindides sao compostos instaveis, apresentando sensibilidade ao oxigénio,
altas temperaturas e luz. Estudos sobre a estabilidade da isotretinoina por métodos de
microcalorimetria, calorimetria exploratéria diferencial, espectrometria de massas,

cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e cristalografia revelaram a ocorréncia de
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modificagdes fisicas e quimicas nas caracteristicas do farmaco, em razdo de exposi¢cédo ao
oxigénio atmosférico, luz, umidade e altas temperaturas (TAN et al, 1992; TAN et al, 1993;
BERBENNI et al, 2001).

Os estudos cristalograficos da estrutura do acido retindico e seus isébmeros
demonstraram a existéncia de diferentes formas geométricas dos cristais entre os
compostos. Na auséncia de oxigénio estas substancias sofrem apenas mudangas fisicas
com o decorrer do tempo. A decomposicao dos retindides na presenca de ar atmosférico
resulta em grande numero de produtos, originados principalmente da cisdo oxidativa do
sistema conjugado de dupla ligagdo. O estagio de degradagao depende da pressao parcial
de oxigénio, sendo acelerado com a presencga de luz e altas temperaturas, e ocorre sem
nenhuma seletividade por uma dupla ligacdo em particular. A radiagcdo UVA de maior
contribuicdo para fotodegradagao dessa classe de compostos (TASHTOUSH et al, 2008).

O aparecimento de componentes amorfos esta diretamente relacionado a existéncia
de um processo oxidativo que muda a estrutura molecular, induzindo uma perda parcial do
empacotamento cristalino (MALPEZZI, et al 1998).

1.2.5. ISOTRETINOINA

1.2.5.1. POSOLOGIA

O uso oral de 0,6 a 0,75 mg/kg/dia de isotretinoina por 16 a 35 semanas produz
excelente resposta em pacientes com acne vulgar. Estes resultados foram comprovados
por Al-Kahawajan em 1996, em um grupo de 156 pacientes dos quais 85% apresentavam
acne severa ou moderada resistente a terapia convencional e 15% apresentavam acne
cistica nodular, sendo que em ambos os casos houve completa remissdo da doenca.

O uso terapéutico da isotretinoina, no tratamento da acne severa e resistente as
terapias convencionais, varia de 0,5 a 2 mg/Kg/dia por 16 a 24 semanas (ALLEN,
BLOXHAM, 1989; WHITE, 1999; MARTINDALE, 2007;DRUGDEX, 2008).

A concentracdo de 1 uMol foi capaz de promover a diferenciagao celular em niveis
proximos a 100% em cultura de células de leucemia promielocitica humana conforme
demonstrado por Breitman e colaboradores, em 1981. Ainda segundo estes autores, a
isotretinoina e o acido all-trans-retindico (tretinoina) exercem atividade semelhante. Warrel
et al (1991) propuseram a dose oral de 45mg/Kg/dia de tretinoina como sendo capaz de
promover a inducéo da diferenciagao celular na leucemia promielocitica aguda, dose esta

relata também pelo Martindale, compendio farmacéutico, em 2007.
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1.2.5.2 FARMACOCINETICA

O perfil farmacocinético da isotretinoina é analogo ao da vitamina A. Apos
administragao oral, o pico de concentragao plasmatica da isotretinoina é atingido em cerca
de 2 a 4 horas. Aproximadamente 20% da isotretinoina s&do absorvidos quando
administrada com estbmago vazio, aumentando para 40% quando em presengca de
alimento (NANKERVIS, 1995; WHITE, 1999; MARCUS, COULSTON, 2001). Isotretinoina e
tretinoina s&o interconvertidas in vivo, e cerca de 20% a 30% da dose de isotretinoina séo
aparentemente metabolizados nesta rota. O principal metabdlito da isotretinoina é a 4-oxo-
isotretinoina que é excretada pela bile apés ser conjugada com o acido glicurdnico,
possuindo meia-vida média de eliminagao de 25 horas. Com a administracao repetida, a
concentragcao de equilibrio é estabelecida em 5 a 7 dias (BRAZZELL, COLBURN, 1982;
AHFS- DRUG INFORMATION, 1998; MARCUS, COULSTON, 2001).

Estudos farmacocinéticos realizados em animais recebendo doses orais de
isotretinoina marcada indicam que esta substancia lipofilica possui distribuicdo tissular de
15 minutos com maximo de 1 hora e declinio até niveis ndo detectaveis em um periodo de
24 horas em muitos tecidos, tais como o hepatico, renal, ovariano, adrenal e glandulas
lacrimais (ALLEN, BLOXHAM, 1989; AHFS-DRUG INFORMATION, 1998; DRUGDEX,
2008). A isotretinoina é excretada pela via urinaria, sendo possivel detectar na urina a
presenca de quantidades baixas de isotretinoina ndo conjugada. Entretanto, a excregéo de
cerca de 50 a 74% da isotretinoina administrada ocorre nas fezes, como resultado de uma
absorcao incompleta, eliminagéo biliar ou recirculagéo enteroepatica (ALLEN, BLOXHAM,
1989).

1.2.5.3. EFEITOS ADVERSOS

A maioria das reagbes adversas envolve a pele e membranas mucosas, sistema
nervoso, musculo-esquelético, hematopoiético e linfatico, gastrintestinal, cardiorespiratério
e genitourinario. Quando administrada no primeiro trimestre de gestagdo, a isotretinoina
pode ocasionar abortos espontdaneos ou ma formagdo do feto, sendo esta também
observada quando a gestacdo ocorre dentro de quatro meses apos o término do
tratamento (LEBOWITZ et al, 1988; MARTINDALE, 2007 ). Devido a isotretinoina ser um
analogo da Vitamina A, a maioria dos efeitos colaterais é similar aos encontrados na
sindrome de hipervitaminose A (ELLIS et al, 2001).

As reacdes adversas envolvendo o sistema nervoso central apresentam-se na forma
de dores de cabega severas, pseudotumor cerebral (papiloedema e/ou aumento da

pressdo por elevagdo do fluido cerebroespinhal), depressdo, sindrome do dissulfiram,
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diminuicdo da libido, impoténcia e ins6nia 9LEBOWITZ et al, 1988; BIGBY et al, 1998;
MARTINDALE, 2007). Na pele ha varios relatos de casos envolvendo erupgbes cutaneas
papulares clinicamente similares a pitiriases rubra papilar, infeccdo por Varicella zoster,
reacoes vasculares com febre e petéquias, eritema noduloso, eritema multiforme, distrofia
das unhas, leucoderma, exacerbacédo da acne, calcificacdo dos cistos faciais e alteracao
da textura do cabelo (BIGBY et al, 1998; MARTINDALE, 2007).

Os efeitos hematologicos s&o clinicamente visualizados pelo aumento da
percentagem de sedimentagdo dos eritrécitos, contribuindo consequentemente para o
decréscimo dos eritrécitos e leucdcitos e o aparecimento de trombocitopenia. A
isotretinoina também pode causar a diminuicdo da concentracdo de hemoglobina e do
hematocrito, ocorrendo sangramentos, hematomas, agranulocitose principalmente em
pacientes com hemofilia A. (BIGBY et al, 1998, ALLEN, BLOXHAM, 1989; MARTINDALE,
2007).

O mecanismo pelo qual a isotretinoina induz o aparecimento de pancreatite &
relatado como efeito da hipertrigliceremia, ja que este farmaco aumenta os niveis de
triglicérides, de colesterol LDL e diminui os niveis sanguineos de colesterol HDL.
Hipertrigliceremia e hipercolesterolemia induzidas sdo doses dependentes e ocorrem em
cerca de 25% dos pacientes em uso do farmaco, o que contribui para o desenvolvimento
de pancreatite em pacientes com historia prévia de hiperlipidemia gestacional (BIGBY et al,
1998, MACCARTER et al, 1992), nauseas, vOmitos, sangramentos gastrintestinais,
anorexia, perda de peso e colite ulcerativa (BARTH et al, 1993; MARTINDALE, 2007).

Entre os efeitos oculares frequentemente observados encontram-se conjuntivites,
cataratas, disturbios visuais, opacidade da cornea e decréscimo da visdo noturna, além de
fotossensibilidade (LEBOWITZ et al, 1988). Efeitos genitourinarios podem ser observados,
como proteindria, hematuria, hiperuremia, uretrite e desordens menstruais, tais como
amenorréia e menorragia (MARTINDALE, 2007).

Apesar dos diversos efeitos adversos relatados, a isotretinoina apresenta-se como
alternativa favoravel no tratamento de patologias relacionadas com a regulagdo da
diferenciagcéo epitelial e, no caso dos retindides, a utilizagdo de vesiculas fosfolipidicas
promove uma redugao na toxicidade, aumenta a solubilidade do farmaco em meio aquoso,
e fornece consideravel estabilidade a preparagao (NASTRUZZI et al, 1990; MANCONI et
al, 2002).
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1.2.6. RETINOIDES E NANOCARREADORES DE FARMACOS.

O uso terapéutico da isotretinoina, apesar dos interessantes efeitos farmacolégicos
mencionados anteriormente, apresenta-se limitado devido a variedade de efeitos adversos
que caracterizam o perfil de atividade dos retindides. A elevada toxicidade, destacando-se
o potencial teratogénico, e a baixa estabilidade quimica sao fatores limitantes da aplicagao
na terapéutica dos retindides. Além disso, a natureza hidrofébica dos retindides dificulta a
administragdo pelas vias oral e intravenosa, requerendo a utilizagcdo de formulagdes
oleosas ou solugbes aquosas contendo tensoativos (CORTESI et al, 1994).

A associagao e ou inclusdo dos retindides, relatados até o momento, empregando
principalmente a tretinoina, em diferentes tipos de sistemas de liberacdo modificada como
lipossomas, nanoparticulas lipidicas solidas, ciclodextrinas, niossomas e nanoparticulas
poliméricas podem melhorar a solubilidade (MONTASSIER et al, 1997; BRISAERT AND
PLAIZIER VERCAMMEN, 2000; YAP et al, 2005; LIN et al, 2007), a estabilidade fisico-
quimica e fotoestabilidade (BRISAERT AND PLAIZIER VERCAMMEN, 2000; BRISAERT et
al, 2001; MANCONI et al, 2003; LIM et al, 2004; IOELE et al, 2005; SAHA et al, 2007;
TRICHARD et al, 2007; OURIQUE et al, 2008) a biodisponibilidade e eficacia (ZUCCARI et
al, 2005; LIN et al, 2007; SAHA et al, 2007; TRICHARD et al, 2007) bem como
potencializar seus efeitos citotdxicos, antineoplasicos e anti-proliferativos (NASTRUZZI et
al, 1989; DIAZ et al, 2006).

No sentido de otimizar a aplicagdo dos retindides na terapéutica, o emprego de
vesiculas lipidicas e nanoparticulas poliméricas como sistemas transportadores de
farmacos paresenta-se como alternativa viavel para a redu¢ao dos problemas relacionados

a especificidade, solubilidade e estabilidade dessa classe de compostos.
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2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi obter e caracterizar nanocapsulas de PLGA contendo

isotretinoina e, avaliar em modelos in vitro, o efeito da encapsulagao da isotretinoina em

lipossomas e nanocapsulas sobre a atividade antitumoral.

Objetivos especificos:

R/
°

Padronizar o método de obtencdo e formagdo de nanocapsulas de PLGA com
diametro inferior a 200 nm e baixo indice de polidispersao;

Avaliar a estabilidade fisico-quimica das nanocapsulas de PLGA contendo
isotretinoina;

Obter lipossomas de fosfatidilcolina contendo isotretinoina encapsulada;

Determinar a eficiéncia de encapsulagao da isotretinoina nas formulagoes;

Avaliar a citotoxicidade dos nanosistemas pelo teste de exclusao por Azul de Tripan,
utilizando a linhagem leucémica eritromieloblastoide K562 e células de pacientes
com LMC provenientes de leucoferese;

Avaliar a biodistribuicéo tissular da isotretinoina ap6s administracao intravenosa de

nanocapsulas de PLGA em camundongos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

3.1.1. Substancias e Reagentes

Isotretinoina (acido 13-cis-retinoico) SIGMA (USA)

Tretinoina (acido all-trans-retinoico) SIGMA (USA)

Poloxamer® 188 ICI (Franga) — PM 8400

PLGA 85:15 — DL lactideo 15mol% - SIGMA (USA) — Viscosidade inerente 0,57g/dL
Fosfatidilcolina de soja — Lipoid® S100 (100% PC) — Lipoid GMBA (Alemanha)
Colesterol - Avanti Polar Lipids (lote CH-33)

Oleo de soja - Sigma Aldrich® (St.Louis, USA)

Fosfato de potassio monobasico anidro PA — Merck® (Darmstadt, Alemanha)
Hidréxido de sodio PA — Merck® (Darmstadt, Alemanha)

Acetona — Merck® (Darmstadt, Alemanha)

Metanol — Merck® (Darmstadt, Alemanha)

Acetonitrila — Merck® (Darmstadt, Alemanha)

Alcool Etilico — Merck® (Darmstadt, Alemanha)

Acido Acético Glacial — Merck® (Darmstadt, Alemanha)

Hidroxido de Aménia — Merck® (Darmstadt, Alemanha)

Agua ultra-pura Milli-Q®

Meio RPMI — Sigma (USA)

Tampéo Fosfato pH 7,4

Soro Bovino Fetal — GIBCO

Tampéo IPB pH 7,2

3.1.2. Equipamentos e Utensilios Diversos

Evaporador Rotativo TECNAL® TE-210 acoplado a um banho termostatizado e
refrigerador TECNAL® TE 184 e a Bomba de vacuo TECNAL® TE 0581

Centrifuga SIGMA® 3-18K

Agitador de tubos - Vortex Phoenyx ® AP 56

Balanca analitica Gehaka® AG-200

Zeta Sizer Malvern® Nanoseries 50

Espectrofotdbmetro CARY UV-VISIBLE VARIAN®

HPLC - Bomba quaternaria (ProStar 240), com amostrador automatico(ProStar 410)
e detector ultravioleta (ProStar 325)VARIAN®.

Coluna de vidro (capacidade 35mL) com gel de Sephadex® G-50;
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e Coluna OmniSpher C 18 (150 mm x 4,6 mm x 5 um)- Varian lote 27-26-M03

e Microscopico 6ptico Leica® DME

e pH-metro digital Gehaka® PG 18000

e Mini incubadora com agitador orbital, MA 410, Shaker Marconi®

e Céamara fechada com luz UVA — A 365nm TECNAL® TE 540

e Cartucho de extracdo em fase solida Strata'™-X 33 um, C18, 1 cc (Phenomenex)

e Tubos falcon - TPP

e Garrafa para cultivo celular — TPP

e LC-MS-MS - Bomba quaternaria (ProStar 240), com amostrador automatico(ProStar
410) acoplado a um detector de espctrometria de massas (1200 MS) VARIAN®.

e Processador ultrassonico marca Misonix, modelo XL 2020.

3.2. METODOS

3.2.1. DETERMINACAO DOS PARAMETROS ANALITICOS PARA A ISOTRETINOINA.

3.2.1.1 Determinagcao do comprimento de onda de absor¢do maxima da

isotretinoina em espectrofotometro.

Foi realizada uma varredura de espectros de absorbancia no intervalo de
comprimento de onda de 200 nm a 500 nm de uma solugéo de isotretinoina em solvente
adequado (etanol: tampao IPB na proporgao 7:3 para os lipossomas e etanol: tampéao
fosfato na propor¢do de 5:1 para nanocapsulas de PLGA) na concentragdo de 0,004
mg/mL.

A anadlise espectrofotométrica no UV-VIS foi realizada obedecendo as condi¢cdes

limites de absorbanica de 0,2 a 1,5, com caminho éptico de 1,0 cm.

3.2.1.2. Desenvolvimento e validagao de metodologia analitica por cromatografia

liquida de alta eficiéncia (HPLC) para determinagao da isotretinoina.

Amostra padrdo de isotretinoina foi diluidas com metanol, separadamente, em
quantidade suficiente para obter uma solugdo com concentragdo de 1 mg/mL. Foram
avaliadas diferentes condicbes cromatograficas: fases moveis, temperatura da coluna e
volume de injegao, conforme demonstrado na Tabela 7, para determinar as condi¢des de

melhor desempenho do método que garantisse a separagcdo de possiveis subprodutos,
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facilmente encontrados quando se trabalha com retindides, obtendo-se picos simétricos em

tempo de retencéo favoravel.

Tabela 7. Condi¢gdes cromatograficas utilizadas para desenvolvimento de metodologia

analitica por cromatografia Liquida de alta eficiéncia.

. Volume
i Proporgao Fluxo
Fase Movel . Modo Detector Temperatura de
(viv) (mL/min) L
injecao
Acetonitrila: . )
95:5 1,0 Isocratico UV-VIS Ambiente 20 yL
Acetato de Amonio
Acetonitrila: Acido . o
) 85:15 1,0 Isocratico UV-VIS 50°C 50 yL
aceético 0,5%
Acetonitrila: Acido » o
. 85:15 1,0 Isocratico UV-VIS 50°C 30 uL
aceético 0,5%
L 70:30
Acetonitrila: Acido Espectrémetro o
. 98:2 0,3 Gradiente 30°C 10 uL
acético 0,5% de Massa
70:30
Acetonitrila: Acido Espectrémetro
o 70:30 0,3 Isocratico Ambiente 10 uL
formico 0,5% de Massas

Apds cada um dos métodos terem sido testados e avaliados quanto a simetria e

resolugéo dos picos, tempo de retengao e largura da base do pico, 0 método de escolha foi

submetido, posteriormente, ao procedimento de validacdo baseado nos critérios de

aceitacdo da Resolugdo - RE n°. 899, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, de

linearidade, seletividade, especificidade, robustez, precisao e exatidao.

3.2.1.2.1. Curva de calibragao para isotretinoina e tretinoina.

Para construcdo das curvas foram preparadas 7 solugdes de isotretinoina e

tretinoina em metanol utilizando padrdao com teor de 99,9%. Inicialmente foram preparadas,

separadamente, solugdo-mae de 1 mg/mL tanto de isotretinoina quanto de tretinoina. Estas
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solugdes foram sequencialmente diluidas, e combinadas, obtendo-se os seguintes pontos
de concentragdo para cada uma das substancias: 50 ug/mL; 25ug/mL; 5ug/mL; 1ug/mL;
0,5ug/mL; 0,1ug/mL e 0,05ug/mL.

As leituras em triplicata das areas obtidas apds injegdo das solugdes foram
realizadas em cromatografo liquido (Varian), equipado com detector de UV-VIS, coluna de
fase reversa, C18 (150 mm x 4,6 mm x 5 um) e as condigdes cromatograficas utilizadas
foram: fase mével de acetonitrila e acido acético 0,5% na propor¢ao de 85:15, em modo
isocratico, fluxo de 1,0 mL/min, volume de injegdo de 30uL , temperatura da coluna de
50°C e tempo de corrida de 10 minutos. As curvas de calibragdo foram construidas a partir
das médias das areas dos picos versus as concentragdes de isotretinoina e tretinoina

respectivamente.

3.2.1.2.2. Verificagao da precisao e exatidao.

A precisdo foi avaliada quanto a repetibilidade (precisdo intra-corrida), precisao
intermediaria (precisao inter-corrida) e reprodutibilidade.

Para avaliar a repetibilidade, foram realizadas em HPLC nove determinacgdes de trés
concentragdes, baixa, media e alta com trés réplicas cada para calculo da média das
areas, do desvio padrao e do desvio padrao relativo. A precisao intermediaria foi realizada
por outro analista em dia diferente; as analises também foram realizadas com nove
determinagdes de trés concentragdes, baixa, media e alta com trés réplicas cada e os
resultados obtidos foram tratados estatisticamente.

A exatidao foi determinada pela verificacdo da proximidade dos resultados obtidos
das amostras de isotretinoina e tretinoina em relacdo ao valor verdadeiro obtido através do

padrao.

3.2.1.2.3. Verificagao dos limites de quantificagao e detecgao.

Os limites de quantificagcao e detec¢ao foram determinados pela analise em HPLC
de solucbes contendo concentragcdes decrescentes dos farmacos até o menor nivel
determinavel e detectavel, respectivamente, com precisdo e exatidao aceitaveis. As
solugdes com concentragdes decrescentes estabelecidas foram: 0,04 ug/mL; 0,035 pg/mL;
0,030 pg/mL; 0,025 ug/mL; 0,020 pg/mL e 0,015 ug/mL.
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3.2.1.2.4. Verificagao da Robustez.

Para avaliar a robustez do método, pequenas variagbes nos parametros analiticos
do método cromatografico foram realizadas para avaliar a susceptibilidade do método as
variagdes nas condigdes analiticas. Os parametros analiticos avaliados foram pH da fase
movel, de 3,9 foi modificado para 4,1, o fluxo inicial de 1mL/min foi alterado para 0,9
mL/min, a temperatura da coluna de 50°C foi alterada para 40°C. A propor¢ao da fase

movel também foi modificada de 85:15 (v/v) para 80:20 (v/v).

3.21.3. Validacao de metodologia de extragdo em fase soélida (SPE) para

determinacgao da isotretinoina.

Para desenvolvimento do método de extracdo da isotretinoina das diferentes
matrizes bioldgicas propostas neste trabalho, foram realizados estudos para otimizagao
das condigdes de extragao, utilizando cartucho Strata™ - X 33 um, C18, 1 cc.

Inicialmente, para otimizar as diferentes variaveis envolvidas no processo de
extragcdo como: for¢a de extragao dos eluentes, volumes de eluigdo, volumes de lavagem,
pH da amostra, diferentes condicbes foram testadas na auséncia das matrizes biolégicas
para avaliar a taxa de recuperagéo dos analitos, conforme demonstrado na Tabela 8.

Para todas as amostras foi adotado como procedimento padrao condicionar os
cartuchos com 1 mL de metanol e posteriormente equilibra-los com 1 mL de agua. Depois
de condicionados, 500 uL de uma solugdo padrdo de concentragdo conhecida foram
aplicados juntamente com 500 uL de PBS para padronizar as condigdes de extragdo do
analito da matriz polimérica existente no cartucho. Definida a melhor condi¢do de remogéao
dos analitos, o procedimento foi realizado na presenga das matrizes teciduais e validados

quanto a taxa de recuperacgao e precisao conforme descrito no item 4.2.1.4.1.
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3.2.1.3.1. Extragdao em fase soélida da isotretinoina a partir de amostras de figado,

baco, pulmao e sangue.

Tabela 8. Diferentes condigdes de extracao do analito a partir da matriz polimérica do

cartucho de extracdo.

Teste de N°. e volume de N°. e volume
Extragio Solvente Lavagem (v/v) Lavagens Solvente Eluigao (v/v) de Eluicdes

1 CH;0H 1x1,0mL ACN:H,0 (85:15) 1x1,0mL

2 CH3;OH:NH3;OH (80:20) 1x1,0mL ACN:NH3;0H (85:15) 1x1,0mL

3 CH;0H 1x1,0mL ACN:H,0 (50:50) 1x1,0mL

4 CH3;OH:NH3;OH (80:20) 1x1,0mL ACN:NH3;O0H (50:50) 1x1,0mL

5 H.O 1x1,0mL CH3;OH: NH3;0OH (80:20) 1x1,0mL

6 NH;OH 1x1,0mL CH3;OH: NH3;0OH (80:20) 1x1,0mL

7 NH;OH 1X0,5mL CH3;OH: NH30H (80:20) 1x1,0mL

9 NH;OH 1x 1,0 mL CH3;OH: NH3;0OH (80:20) 1x1,0mL

10 NH;OH 1x 0,75 mL CH3;OH: NH30OH (85:15) 1x1,0mL

11 NH;OH 1x 0,75 mL CH3;OH: NH3;0H (90:10) 1x1,0mL

12 NH;OH 1x 0,75 mL CH3;0H: NH30H (95:5) 1x1,0mL

13 NH;OH 2x 0,75 mL CH3;OH: NH3;0H (90:10) 1x1,0mL

14 CH3;OH: NH3;0H (90:10) 1x1,0mL

NH;OH 1x 0,75 mL
CH30H (100%) 1x1,0mL
v e CH3OH (100%) 2X1,0mL

* CH30H= Metanol; NH3;OH= hidréxido de amonio

Para extracdo do analito, os

tecidos de camundongo,

foram pesados

separadamente, e triturados em gral. Do material triturado foi pesado 1 grama de tecido, ao

qual foi acrescentado 1,5 mL de metanol

para digestdo tecidual. A mistura foi

homogeneizada em vortex por trés minutos e, posteriormente centrifugada a 5000 rpm

durante 3 minutos. Do sobrenadante, 500 uL foram coletados e aplicados no cartucho de

extracdo em fase solida. Novamente a amostra foi submetida a centrifugacéo, por 5000

rpm, durante 3 minutos, sendo desprezado o eluido desta etapa do processo.

O cartucho foi entdo lavado apenas uma vez com 750 uL de uma solugdo de

hidroxido de aménio 10 mM e o residuo da lavagem desprezado. Em seguida o analito foi

extraido da matriz através de 2 eluigdes sucessivas com 1 mL cada, sendo a primeira
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constituida por uma mistura de 9:1 metanol:hidroxido de aménio 10 mM e a segunda com
100% de metanol.

Para validar a taxa de recuperacdo e a precisdo na presenca das diferentes
matrizes, o mesmo procedimento foi adotado em quintuplicata, utilizando tecidos de
animais nao tratados, aos quais foram adicionadas quantidades conhecidas do farmaco,
para posterior avaliagdo da recuperacdo. Para determinar a recuperagao maxima (100%),
o acréscimo de quantidade conhecida do padrao foi realizado ao final do procedimento

conforme ilustrado na figura 11.

Amostra + Digesior. Amastra + Digesiors Padrio.

Homogeneizar em vortese Aplicar

IESNSESr & i
B o i Homogenazar em vorbese Aplicar

FiWN add nen msorhardha,

@

eluido apos
centrifugacéo

Centrifugar a S000 rpm
& h por 3 min. Desprezar o - A

-

Lavar com 750 pd. NHiOH (10 mi): Lavar com 750 1 NH:OH {10 mi);

o &
2 Centrifugar a S000 rpm
) - por 3 min. Desprezar o q b
gluido apos
centrifugacdo
)

a

Eluir o Srmaco com 1 mL de CH20H:
MH=OH {10 mb} 5010 {wil+ TmL
CHOH 100
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Figura 11. Otimizagéo da taxa de recuperagao da isotretinoina de matrizes bioldgicas.
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3.2.1.3.2. Extracdo em fase soélida da isotretinoina a partir de amostras de
células K 562.

Para extracdo do analito, a partir de cultura de células K562, inicialmente foram
separados botdo celular e o meio de cultura sobrenadante. Ao botdo celular foi
acrescentado 1 mL de metanol, homogeneizado em vortex por trés minutos e,
posteriormente sonicado em ultra-som por 1 minuto. Em seguida, foram aplicados 500 pL
no cartucho de extragdo em fase solida. A amostra foi submetida a centrifugagéo, por 5000
rpom, durante 3 minutos, sendo desprezado o eluido desta etapa do processo.

O analito foi extraido da matriz através de 2 eluicdes sucessivas com 1 mL cada,
constituida por 100% de metanol.

Do meio de cultura sobrenadante foram retirados 500 pL e aplicados no cartucho de
extracdo em fase solida. A amostra foi submetida a centrifugagdo por 5000 rpm durante 3
minutos, sendo desprezado o eluido deste etapa do processo e os analitos foram extraidos
da matriz através de 2 eluigbes sucessivas com 1 mL cada, com 100% de metanol.

Para validar a taxa de recuperagao e a precisdo na presenca tanto do botao celular
quanto do meio de cultura sobrenadante, o mesmo procedimento foi adotado em
quintuplicata, utilizando botdo celular e sobrenadantes, aos quais foram adicionados
concentracdo conhecida do farmaco, para posterior avaliacdo da recuperagdo. Para
determinar a recuperacdo maxima de 100%, o acréscimo de quantidade conhecida do

padrao foi realizado ao final do procedimento.

3.3 PREPARO DAS NANOCAPSULAS

Nanocapsulas contendo isotretinoina foram obtidas partindo-se do método de
deposigao interfacial de polimero pré-formado, proposto por Fessi e colaboradores (1989)
com algumas modificagbes nas concentragbes dos componentes da formulacdo e
utilizacdo metanol e acetona na propor¢céo de 1:1 para dissolver a fosfatidilcolina. A fase
interna (organica), constituida de PLGA 85:15 ou D,L-PLA, fosfolipidio de soja, 6leo de soja
e isotretinoina foi inicialmente preparada em temperatura ambiente (= 25°C). O polimero foi
dissolvido em 7 mL de acetona, o 6leo de soja e isotretinoina em 10 mL de acetona, a
fosfatidilcolina foi dissolvida em uma mistura de 5mL de metanol e 5 mL de acetona. A
fase externa (aquosa) foi preparada com adi¢ao do tensoativo hidrofilico poloxamer 188®
em tampao fosfato pH 7,4. Apds as dissolugdes, as solugdes organicas foram misturadas e

introduzidas lentamente na solugdo aquosa (fase aquosa), previamente preparada e
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mantida sob agitagdo moderada antes e depois da adigdo da fase organica. A adigao da
fase organica a fase aquosa foi realizada através de gotejamento com fluxo uniforme e
continuo. O produto dessa agitagcao foi uma nanoemulsdo que permaneceu sob agitagao
magnética por um periodo de 30 minutos a fim de que as nanocapsulas fossem formadas
de forma homogénea apds a evaporagédo do solvente e precipitagdo do polimero em volta
das goticulas da emulsdo. A acetona e o metanol, os quais s&o rapidamente difundidos
através da fase aquosa, foram entdo removidos em rotaevaporador sob pressao reduzida
de aproximadamente 600ATM a 40°C, originando uma dispers&o coloidal. Esta dispersao
coloidal foi concentrada para um volume final de 10mL pela remog¢do da agua sob as
mesmas condi¢coes (SANTOS et al, 2005) (Figura 4). As nanocapsulas formadas foram
avaliadas quanto a forma e dimensdes tanto por espalhamento de luz quanto por
microscopia eletrénica de varredura e, o conteudo de farmaco encapsulado determinado

por espectroscopia de Ultravioleta e cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

= Fase Organica:
¥ leo desais

v Fosiatidilooling
¥ |gsotrafinging

¥ Acsona

Fase Aguoss:
vHz0
¥ Poloxamar 158

Manocapsulas

Figura 12: Método de preparo das nanocapsulas de PLA e PLGA pelo método de
deposigao do polimero pré-formado.

3.3.1. Estudo de desenvolvimento da formulagao.

Durante o estudo de pré-formulacdo diferentes condigbes experimentais foram

testadas para posteriormente avaliar, através do método cromatografico descrito no item
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4.2.1.2 a quantidade maxima de isotretinoina encapsulada em nanocapsulas de PLGA.

Foram variadas as concentragdes de alguns dos constituintes da formulagdo como
o farmaco e o tensoativo hidrofilico. Durante a fase de introdugao da fase organica na fase
aquosa foi utilizado gotejamento, através de uma seringa com agulha G23 (Gauge 23) que
corresponde a medida do diametro interno de 0,3175 mm anteriormente padronizado para
nanocapsulas de PLA por Teixeira (2007).

Concentragbes de 0,5 a 0,7 mg/mL de isotretinoina foram incorporadas em cada
processo na intencdo de avaliar a eficiéncia maxima de encapsulacdo para uma
formulacao estavel de nanocapsulas.

A Tabela 9 descreve algumas das formulag¢des e as variagdes introduzidas durante
os ensaios de otimizagdo do método e processo de obtengédo das nanocapsulas contendo

isotretinoina.

Tabela 9. Formulagdes de nanocapsulas com PLGA 85:15 contendo isotretrinoina (NC-
ISO) obtidas com diferentes didmetros das goticulas durante a fase de preparagéo da
emulsao.

Formulagées
Componentes das formulagées

NC-ISO 1 5 3 4 5
PLGA 85:15 (0,57dl/g) (mg) 150 150 150 150 150
PC L100 99% (mg) 150 150 150 150 150
Oleo de soja (mg) 100 100 100 100 100

Isotretinoina (mg) 5 5 5 6 7

Metanol (mL) 5 5 5 5 5
Acetona (mL) 22 22 22 22 22
Tampao fosfato pH 7,4 50 50 50 50 50
Poloxamer (mg) 150 125 75 150 150
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3.3.2 Estabilidade fisico-quimica (envelhecimento acelerado das dispersdes de

nanocapsulas)

A dispersdo de nanocapsulas obtida apdés a evaporagcdo do solvente orgénico foi
avaliada quanto a estabilidade fisico-quimica através da utilizacdo dos testes de
envelhecimento acelerado (para escolha da melhor formulagdo durante o processo de
otimizagao) e envelhecimento em longo prazo (para o acompanhamento da estabilidade da
formulagcédo selecionada em tempo real). Estes testes tiveram como objetivo principal
submeter as preparacbes as condigdes de estresse para simular processos de
esterilizacado, transporte e armazenamento. Nos ensaios de estabilidade acelerada, a
dispersao foi analisada seguindo as metodologias descritas abaixo adaptadas de Santos et
al, 2005.

3.3.2.1. Resisténcia a centrifugagao

Cerca de 2 mL da amostra da dispersdo de nanocapsula foi submetida a

centrifugagdo a 2500 rpm, durante 1h, na temperatura de 25°C.

3.3.2.2. Resisténcia a ciclos de congelamento e descongelamento.

Aliquotas de 1mL da dispersdo foram congeladas durante 16h a -18°C e
descongeladas por 8h a 25°C. As amostras foram entdo avaliadas quanto ao didmetro

médio das particulas por espalhamento de luz a cada ciclo.

3.3.3. Estabilidade fisico-quimica (envelhecimento em longo prazo das

dispersoes de nanocapsulas)

As amostras foram avaliadas imediatamente apds a sua obtencgao, e em intervalos
de 15, 30, 60, 90, 120 e 150 dias. Nestes intervalos de tempo, foram investigados os
seguintes parametros: aspectos macro e microscépicos, variagées de pH e tamanho médio

de particula, seguindo as metodologias descritas abaixo:

57



3.3.3.1. Aspecto macroscépico.

As caracteristicas organolépticas das formulagdes foram analisadas, observando
visualmente o aparecimento de mudangas no aspecto geral, tais como: coloragao,
translucéncia azulada, deposi¢ao de residuos e/ou cristais de cor laranja da isotretinoina,
formagdo de grumos, cremagem ou nata sobrenadante, goticulas de 6leo aderidas ao
vidro, floculagado ou separagéao de fases (SANTOS et al, 2005).

3.3.3.2. Estudo da variagao do pH.

A variagcdo do pH foi analisada utilizando-se um potenciémetro digital equipado com
um eletrodo de vidro e um sensor de temperatura. O aparelho foi previamente calibrado
com tampdes de pH 4,0; 7,0 e 10. Aliquotas de nanocapsulas foram colocadas em béquer

para que eletrodo introduzido permitisse a leitura imediata do pH das formulagdes.

3.3.3.3. Diametro médio da particula e PDI.

As dispersdes foram armazenada em geladeira (4,0°C £ 1,0°C) e monitoradas
por espalhamento de luz ao longo do tempo quanto a manutengdo do tamanho médio
das particulas e PDI (TEIXEIRA et al, 2005).

3.3.4. Tamanho médio da particula e indice de polidispersibilidade (PDI)

Cerca de 1 mL das dispersdes obtidas foram introduzidas em cubeta apropriada e
avaliadas quanto ao didmetro médio das particulas e seu respectivo indice de
polidisperséo (PDI) por técnica de espalhamento de luz a 25°C em equipamento Zetasizer

(Malvern).

3.3.5. Fotoestabilidade.

Inicialmente 1 mL da dispersdo de nanocapsulas, contendo 0,5 mg de isotretinoina,
foi diluida em tampao fosfato pH 7,4 quantidade suficiente para 25 mL. Esta diluigdo foi

submetida a radiagdo UVA com comprimento de onda fixo em 365 nm. Aliquotas de 0,5
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mL foram coletadas, para avaliagao da fotoestabilidade com intervalos de 2, 5, 10, 15, 30,
45, 60, 120, 180 minutos de exposic¢ao. Este procedimento foi realizado em duplicata.

Para avaliar os niveis de fotodegradagao do farmaco, o polimero foi precipitado da
dispersdo de nanocapsulas com a adicdo de alcool etilico na propor¢cédo de 1:5 e, em
seguida as amostras foram homogeneizadas em vortex e centrifugadas a 5000 rpm por 5
minutos. Apos centrifugagdo o sobrenadante foi recolhido, filtrado em filtro de membrana
de PVDF com poro de 0,45 um e analisados por HPLC segundo método descrito no item
4.4.3.

Para padronizar a propor¢cdo de alcool utilizada na precipitacdo do polimero,
diferentes testes de extragdo do farmaco a partir das nanocapsulas foram realizadas
seguindo proporgdes entre o volume de nanocapsulas e o volume de alcool etilico de 1:3,
1:4 e 1:5.

Para avaliar a estabilidade do farmaco livre frente a exposicdo UVA, uma solugéo de
isotretinoina em etanol foi exposta as mesmas condicbes experimentais que as
nanocapsulas. Assim, de uma solugdo de 3,3 ug/mL de isotretinoina em etanol foram
coletadas aliquotas de 1 mL ao final dos intervalos de 2, 5, 10,15,30, 45, 60, 120, 180
minutos de exposicéo e, filtradas em filtro de membrana de PVDF com poro de 0,45 um e
analisados por HPLC segundo método descrito no item 4.4.3. Este procedimento foi

realizado em duplicata.

3.4 PREPARO DOS LIPOSSOMAS

Os lipossomas foram preparados empregando o método de hidratagdo do filme
lipidico seco. Foram utilizados na preparagcdo de lipossomas, fosfatidilcolina na
concentracao de 40 mM, colesterol na concentracao de 0,04 mM e 5 mL de uma solucao

de isotretinoina em cloroférmio na concentracao de 2 mg/mL.

Os lipossomas obtidos pelo método de hidratagdo do filme lipidico foram
preparados da seguinte maneira: a fase organica (constituida pelos componentes
estruturais do lipossoma dissolvidos em cloroférmio) foi colocada em um baldo de fundo
redondo, no qual formou-se um filme por evaporagao do cloroférmio induzida por atmosfera
de nitrogénio. O filme foi hidratado com fase aquosa (tampé&o IPB —Isotonic Palitzch Buffer)
e levado ao agitador tipo vortex, obtendo-se uma dispersao leitosa formada por um mistura
heterogénea de vesiculas multilamelares (MLV) e fragmentos de bicamada que, apoés
sonicagao em processador ultrasonico resultou em uma preparagao semitransparente

contendo vesiculas unilamelares pequenas (SUVs)
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ApOs sonicagdo, as amostras foram centrifugadas a 2500 rpm por 05 minutos para
promover a remog¢ao de qualquer vestigio de titdnio oriundo da sonda de sonicagdo. O
perfil de formagao e a caracterizagao fisico-quimica dos lipossomas foram avaliados por
Alves em 2005.

3.5 DETERMINAGAO DA EFICIENCIA DE ENCAPSULAGAO DA ISOTRETINOINA EM
LIPOSSOMAS E NANOCAPSULAS

3.5.1. Separagao do farmaco livre

Lipossomas e nanocapsulas contendo o farmaco encapsulado foram
separados da fragdo de farmaco livre por cromatografia de exclusado de tamanho, utilizando
uma coluna de vidro de 35 cm x 2 cm de didmetro interno, empacotada com Sephadex G-
50 Fine. Para preparar a coluna, 4g de sephadex G-50 Fine foram hidratados com tampé&o
IPB ou tampéo fosfato, para lipossomas e nanocapsulas respectivamente, por 4 horas na
temperatura ambiente. Posteriormente, o sephadex hidratado foi levado ao banho ultra-
sbénico por 20 minutos para a remocado de ar. O material foi aplicado lentamente pelas
paredes da coluna evitando a formagado de bolhas, obtendo-se uma coluna empacotada
com sephadex de 30 cm de altura para os liposssomas, correspondente a um volume de
94,2 ml e de 15 cm de altura para as nanocapsulas, correspondente a um volume de 47, 1
ml. Um mililitro das preparagdes de lipossomas ou 0,5 mL de nanocapsulas foram
aplicados sobre a respectiva coluna de sephadex, correspondente a cerca de 1,4% do
volume da coluna, quantidade esta adequada para uma boa resolugdo, evitando-se
qualquer perturbagao da parte superior da coluna, e eluido com devido tampé&o. Apds a
aplicagao, fragcbes de 2,5 mL e 1,5 mL foram coletadas para os lipossomas e nanocapsulas
respectivamente e cada fragdo foi submetida a leitura de absorbancia em
espectrofotdbmetro UV-VIS (Cary 50) em 360 nm para acompanhamento da eluicdo dos
lipossomas, das nanocapsulas e do farmaco n&o encapsulado. As fragcbdes eluidas
contendo lipossomas e nanocapsulas foram combinadas separadamente e foram
posteriormente rompidas para quantificar o farmaco encapsulado. O volume total das
fragdes foi medido e registrado. As aliquotas correspondentes as fragdes nas quais eluiram
as nanocapsulas foram reunidas e, a 1 mL deste volume foram acrescentados 5 mL de
etanol PA para promover a precipitagdo do polimero. Na sequéncia, esta mistura foi
homogeneizada em vortex e entdo centrifugada a 5000 rpm por 5 minutos para remogao
do polimero precipitado. Apds a separacdo do sobrenadante, este foi filtrado em filtro de

membrana de PVDF com poro de 0,45 um e analisados por HPLC segundo método

60



descrito no item 4.4.3, para calcular a concentragdo de farmaco encapsulado, e eficiéncia
de encapsulacéo.

As aliquotas correspondentes as fracbes nas quais eluiram os lipossomas
também foram reunidas e, a 1 mL deste volume foram acrescentados 2 mL de etanol PA
para rompimento das vesiculas lipidicas, esta mistura foi homogeneizada em vortex,
fitrada em filtro de membrana de PVDF com poro de 0,45 um e analisados por HPLC
segundo método descrito no item 4.4.3 para calcular a concentracdo de farmaco

encapsulado, e eficiéncia de encapsulacao.

3.5.2. Calculo da eficiéncia de encapsulagao.

A quantificacdo da isotretinoina encapsulada foi efetuada pela técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecg¢ao por ultravioleta. Os calculos foram
efetuados com base nas respectivas curvas de calibragdo através da leitura das amostras
resultantes do rompimento dos lipossomas e das nanocapsulas presentes nas fracdes
contendo farmaco encapsulado. A Eficiéncia de Encapsulagao (EC) foi calculada de duas

formas:

a. Porcentagem de isotretinoina encapsulada em relagdo a quantidade de

isotretinoina originalmente adicionada a formulagao:

EC, = Total de farmaco encapsulado (ISOg) x 100

Total de farmaco adicionado (ISO,)

b. Razdo Molar entre a isotretinoina incorporada no nanosistema e a

concentragao do componente estrutural das nanocapsulas ou lipossomas:

EC, = Mol de farmaco encapsulado (ISOg)

Mol de fosfatidilcolina nos lipossomas

EC, = Mol de farmaco encapsulado (ISOg)

Mol do Polimero
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3.6. MEDIDA DO DIAMETRO DOS LIPOSSOMAS DE NANOCAPSULAS

3.6.1. Espalhamento de luz (Light Scattering).

A determinagédo do tamanho das particulas foi realizada empregando a técnica de
espalhamento de luz em equipamento ZetaSizer Nano (Figura 13 ), técnica nado invasiva,
que permite a analise da distribuicdo e medida do tamanho das vesiculas formadas neste
processo de interagao.

Uma aliquota (1,0 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 e das nanocapsulas. A distribuicdo do tamanho das
particulas foi determinada utilizando o indice de polidispersibilidade, o qual € medido pela
extensao da distribuicdo do tamanho das vesiculas na amostra [Muller et al, 2004].

Figura 13: Zeta Sizer Nano e autotitulador MPT-2.

3.7. PERFIL DE LIBERAGAO DOS LIPOSSOMAS E NANOCAPSULAS.

Os perfis de liberacdo da isotretinoina das preparacbes de nanocapsulas e
lipossomas foram determinados como a concentracdo de isotretinoina liberada dos
sistemas para o meio receptor (tampao fosfato pH 7,4 a 37°C) em fungéo do tempo.

A avaliagao da liberagao da isotretinoina encapsulada foi realizada através de um

sistema de diadlise adaptado em mini-incubadora com agitacdo orbital, nas seguintes
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condig¢des: volume de 50 mL de meio receptor, temperatura 37° C e agitagdo constante (=
77 rpm).

Foram utilizadas membranas de didlise de acetato de celulose (Cellu Sep®),
tubulares, de 6,37 mm de didmetro e 50 um de espessura e poro de 12.000-15.000, onde
foram inseridos 1 mL de lipossomas ou da dispersdo de nanocapsulas. O tubo de dialise foi
mergulhado no meio de receptor e a liberacdo da isotretinoina avaliada em intervalos de
tempo durante 48 horas. A cada tempo foram retiradas aliquotas de 1 mL do meio receptor,
sendo 0 meio receptor reposto nas mesmas condi¢des de volume e temperatura.

As aliquotas retiradas foram analisadas por HPLC segundo método descrito no

item 4.4.3 para determinar o conteudo de isotretinoina liberado.

3.8. POTENCIAL ANTITUMORAL

3.8.1. ENSAIOS IN VITRO

3.8.1.1. LINHAGENS CELULARES

A linhagem celular K562 foi mantida em meio RPMI 1640 (Sigma) suplementado
com soro bovino fetal (Cultilab) e 2 mM de L-glutamina. Semanalmente estas células foram
expandidas para congelamento e realizagado dos experimentos.

Para avaliagédo da citotoxicidade pelos métodos de azul de trypan e MTT a linhagem
celular K562 foi incubada com concentragbes equimolares do farmaco em estudo (de 21,3
a 0,16 uM), na sua forma livre e encapsulada tanto em lipossomas quanto nanocapsulas,

por um periodo de 24, 48 e 72 horas.

3.8.1.2. Avaliagao da citotoxicidade através do método de exclusédo por azul de

trypan.

Apoés incubacgdo das células da linhagem K562 do farmaco livre e encapsulado,
durante 24, 48 e 72 horas em estufa umida com 5% de CO,, as células foram avaliadas
quanto a viabilidade através, de uma diluicdo (1:10) no Azul de Trypan e a contagem das

células inviaveis em cadmara hemocitométrica.
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3.8.1.3. Avaliacao da citotoxicidade através do método de reducao do tetrazolium
(MTT).

Neste teste, tanto a proliferagdo como a citotoxicidade celulares podem ser
avaliadas através de um sistema de oxi-reducdo mitocondrial. Desta forma, o tetrazolium é
reduzido através das células viaveis, formando o sal de formazan, o qual sera solubilizado
para a leitura das células viaveis através de ELISA a 570 nm (absorbancia maxima). As
células da linhagem celular K-562 foram incubadas na forma encapsulada e livre e em
seguida, as mesmas foram incubadas em estufa umida com 5% de CO; no ar, por 24, 48 e
72 horas. Apo6s este periodo, 10 uL a solugdo de MTT (Kit — Boehringer Mannheim) foi
adicionada a placa de cultura e incubada por mais 4 horas. Logo apés, foi adicionado
DMSO para solubilizagédo do MTT. Apds 24 horas foi realizada leitura em ELISA a 570 nm

e a citotoxicidade celular para cada sistema calculada da seguinte maneira:

Viabilidade celular = Absorbéancia por well x 100
Média da absorbéancia do controle

A concentragao inibitéria de 50% (ICsp) foi definida como a concentragdo do farmaco
que resulta em 50% de morte celular sendo obtida através de uma curva dose-resposta
(MOSMANN, 1983).

3.8.1.4. Determinacgao da concentragao intracelular da isotretinoina.

Para determinar a quantidade de isotretinoina internalizada pelas células da
linhagem K562, 0,250 mL de cada sistema e de solugéo alcodlica do farmaco livre foram
adicionados a 2,75 mL de suspens&o celular contendo 1x10° células por mL e, incubados
por 24, 48 e 72 horas. Ao final do respectivo tempo de incubacdo o botdo celular e o
sobrenadante do meio de cultivo foram separados e submetidos ao procedimento de
extracdo conforme descrito no item 4.2.1.4.2. A concentracdo inicial de isotretinoina foi de
56,4; 36,9; 87,02 e 17,85 ng para lipossomas, nanocapsulas de PLGA, nanocapsulas de
PLA e farmaco livre respectivamente. A concentracdo internalizada foi expressa em

porcentagem.
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3.9. ENSAIOS IN VIVO.

3.9.1. ANIMAIS.

Foram utilizados camundongos machos swisses, de 6 a 8 semanas, com 35 £ 10
gramas de peso fornecidos pelo Centro de Bioterismo da Universidade Federal de Goias.
Esses animais foram mantidos agrupados ao acaso em gaiolas plasticas, em sala
climatizada sob temperatura constante de 26 + 2°C, com ciclo escuro de 12 horas, onde
permaneceram durante todo o experimento até eutanasia para avaliagdo da biodistribuigao
tissular da isotretinoina. O regime alimentar foi o classico, com ragao comercial padrao e
agua fornecidas ad libitum. Os experimentos em animais foram realizados de acordo com

os protocolos institucionais do COBEA (Colégio brasileiro de experimentagédo animal).

3.9.2. Avaliagao da biodistribuicao tissular da isotretinoina nanoencapsulada.

A partir dos resultados obtidos com os ensaios de citotoxicidade foi selecionado o
sistema de maior potencial antineoplasico para a avaliagcdo da biodistribuicdo tissular.
Foram utilizados 24 camundongos de 35 + 10 g, divididos em grupos de trés, tratados com
35 ug de farmaco encapsulado em nanocapsulas de PLGA. Uma aliquota de 0,05 mL da
dispersao de nanocapsulas foi inoculada em cada animal pelo plexo ocular, e os animais
submetidos a eutanasia, através da técnica de deslocamento cervical apds anestesia, com
30 minutos, 1, 2, 3, 4, 6 8 e 24 horas. De cada animal foram coletados figado, baco,
pulm&o e sangue para quantificagdo da isotretinoina nestes tecidos. Os tecidos foram
coletados e armazenados a — 20°C até analise por HPLC segundo método descrito no item
4.4.3.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO.

4.1. PARAMETROS ANALITICOS PARA A ISOTRETINOINA

4.1.1. Determinagcao do comprimento de onda de absor¢do maxima da

isotretinoina em espectrofotometro.

O espectro de varredura UV-VIS foi obtido no intervalo de 250 a 500 nm para verificar o

comprimento de onda de maior absorbancia da amostra de isotretinoina e certificar a

inexisténcia de interferéncia na absorbancia maxima do farmaco em 360 nm por outro

componente da formulagéo conforme demonstrado nas figuras 14 e 15.
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Figura 14: Varredura do espectro de absorgéo da isotretinoina por espectrofotometria
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Figura 15: Varredura do espectro de absorgdo da isotretinoina e dos componentes da formulagado das

nanocapsulas, como poloxamer e o 6leo de soja, por espectrofotometria.
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4.1.2. Desenvolvimento e validagdao de metodologia analitica por cromatografia

liquida de alta eficiéncia (HPLC) para determinagao da isotretinoina.

Em trabalhos anteriores do nosso grupo foi proposta inovadora metodologia
analitica por cromatografia gasosa para avaliacdo da isotretinoina e seus produtos de
degradacgéao (LIMA et al, 2005). Entretanto, devido a complexidade da matriz bioldgica, foi
necessario o desenvolvimento e validagdo de nova metodologia analitica, para analise da
isotretinoina e seus produtos de degradacdo presentes em material biologico. Para
padronizar o método cromatografico diferentes condi¢gdes analiticas foram utilizadas
conforme demonstrado no item 3.2.1.2. As diferentes condi¢des foram avaliadas quanto ao
pH, tempo de retengao, resolugéo e simetria dos picos para os analitos. Obteve-se como
resultado numero de pratos tedricos acima de 8000 para todas as anadlises, fator de
simetria, segundo USP de 1.10 e 1.08 para a isotretinoina e tretinoina respectivamente.
Segundo Ribani e colaboradores (2004) o numero minimo de pratos teodricos para
validagcao de métodos por HPLC dever ser de 2000.

A especificidade e seletividade do método foram determinadas através de analise
comparativa entre os cromatogramas obtidos a partir da solugdo padrao dos analitos,
analisados separadamente e quando combinados na mesma solucdo. A analise dos
cromatogramas demonstrou a inexisténcia de qualquer interferente, inclusive dos solventes
conforme demonstrado pela figura 16, além de demonstrar boa resolugdo do
cromatograma, com completa separagao dos picos. Os tempos de retengcdo para a

isotretinoina e tretinoina foram de 5,5 e 6,5 respectivamente.
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Figura 16: Cromatograma da isotretinoina e tretinoina obtidos por HPLC-UV utilizando coluna C 18 (150 x 4,6 mm),

fase movel ACN:H2O na razéo de 85:15 (v/v), com fluxo de 1 mL/min.

67



4.1.2.1. Curva de calibracao para isotretinoina e tretinoina por HPLC-UV.

A linearidade foi determinada pelo coeficiente de correlacdo (R?), obtido a partir das
curvas de calibragdo, conforme ilustrado nas figuras 17 e 18. A linearidade do método
demonstrou proporcionalidade entre as diferentes concentragdes de padrdo, as
absorbancias e as areas dos picos. O coeficiente de correlagdo com valores acima de 0,99
demonstra que as solugdes apresentaram boa correlacao linear entre a absorbancia e as
concentragdes, indicando que os coeficientes de linearidade sdo adequados. Esta
correlagao foi verificada na faixa de concentragédo de 0,05 a 50 ug/mL, tendo sido utilizados

sete valores para a construgao da curva conforme descrito no item 3.2.1.2.1.
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Figura 17: Curva de calibragdo por HPLC-UV para Isotretinoina utilizando coluna C 18 (150 x 4,6

mm),fase moével ACN:H,0 na razao de 85:15 (v/v), com fluxo de 1 mL/min.
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Tretinoina

Figura 18: Curva de calibragdo por HPLC-UV para Tretinoina utilizando coluna C 18 (150 x 4,6 mm),

fase mével ACN: H,O na razao de 85:15 (v/v), com fluxo de 1 mL/min.

Segundo a Resolugédo - RE n. 899/03 da ANVISA, coeficientes de correlagdo da
curva proximos a 1 significam que o método apresenta linearidade. Assim, a metodologia
analitica desenvolvida demonstrou linearidade uma vez que apresentou resultados
diretamente proporcionais as concentragdes de isotretinoina e tretinoina presentes nas
solugbes com coeficiente de correlagdo igual a 0,9989 e 0,9991 respectivamente. As
equacdes da reta obtidas foram iguais a y=2,48115x+0,01322 e y=8,90974e°+3,43158

para a isotretinoina e tretinoina respectivamente.

4.1.2.2. Verificagao da precisao e exatidao.

Os valores obtidos dos ensaios de precisdo, precisdao intermediaria,
reprodutibilidade e exatidao durante periodo de validacdo foram demonstrados nas tabelas
10 -13. Todos os valores estdo de acordo com os limites recomendados pela Resolugao-
RE 899/03, que prevé que a precisdo pode ser expressa como desvio padrdo ou desvio
padrao relativo (coeficiente de variagdo) de uma serie de medidas ndo se admitindo

valores superores a 15% e que a exatidao esteja entre 80 a 120%.
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4.1.2.2.1 Isotretinoina.

O método cromatografico demonstrou precisdo e exatiddo para a isotretinoina
dentro dos limites aceitaveis para os niveis analisados conforme demonstrado nas tabelas
10 e 11

Tabela 10. Precisdo e exatiddao obtidas para a isotretinoina utilizando método

cromatografico descrito no item 4.1.2.

Concentragao _
. Concentragao
Tedrica Area do pico Exatidao
Média DP DPR calculada Média DP DPR
(ng/mL) (mAU.seg) (%)
(ng/mL)
0,05 6,262 6,896 7,675 6,94 0,707 10,19 0,047 | 0,049 0,048 0,048 | 0,0008 | 1,70 96,00
1 138,75 | 139,36 139,05 139,05 | 0,305 0,21 1,019 | 1,021 1,017 1,019 | 0,0016 | 0,16 101,9
50 7.973 8.136 7.984 8.030 91,09 1,13 51,21 | 52,251 | 51,283 | 51,58 | 0,4744 | 0,92 103,16

Tabela 11. Precisdo intermediaria e exatidao obtidas para a isotretinoina utilizando

método cromatografico descrito no item 4.1.2.

Concentragao .
Area do pico Concentragao calculada Exatidao
Tedrica Média DP DPR Média DP DPR
(mAU.seg) (ng/mL) (%)
(ng/mL)
0,05 7,6 7,755 8,125 7,82 0,269 | 3,4463 | 0,046 | 0,049 | 0,047 | 0,047 | 0,001 | 2,63 94,67
1 141,61 159,64 159,59 153,61 | 10,396 | 6,7676 | 0,946 1,067 1,067 | 1,027 | 0,057 | 5,56 102,67
50 8.895 8.918 8.899 8.900 | 12,398 | 0,1392 51,2 51,3 51,2 51,24 | 0,045 | 0,09 102,47

4.1.2.2.2. Tretinoina

O método cromatografico também demonstrou preciséo e exatidao para a tretinoina
dentro dos limites aceitaveis para os niveis analisados conforme demonstrado nas tabelas
12 e 13.
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Tabela 12. Precisdo e Exatidao obtidas para a tretinoina obtidas utilizando método

cromatografico descrito no item 4.1.2.

Concentragao .
Area do pico Concentragao calculada Exatidao
Teorica Média DP DPR Média DP DPR
(mAU.seg) (ng/mL) (%)
(ng/mL)
0,05 7,76 7,83 8,57 8,05 0,44 5,54 0,051 0,052 0,05 0,051 0,0008 1,60 102,00
1 177,77 | 177,63 | 179,61 | 178,34 1,10 0,61 0,971 0,99 0,975 | 0,978667 | 0,0081 0,83 97,87
50 11.540 | 11.060 | 11.180 | 11.260 | 249,13 | 2,21 50,45 51,2 | 50,567 50,739 0,3294 | 0,64 101,48

Tabela 13. Precisédo Intermediaria e Exatiddo obtidas para a tretinoina utilizando

método cromatografico descrito no item 4.1.2.

Concentragao .
Area do pico Concentragao calculada Exatidao
Teorica Média DP DPR Média DP DPR
(mAU.seg) (ng/mL) (%)
(ng/mL)
0,05 7,6 7,755 8,125 7,826 0,269 | 3,44 0,046 0,049 | 0,047 0,047 0.001 2,63 94,67
1 141,6 | 159,6 159,59 153,61 10,3 6,76 0,946 1,067 | 1,067 1,027 0,057 | 5,56 102,67
50 8.890 | 8.910 8.890 8.904 12,4 0,14 51,21 51,20 | 51,30 51,4 0,045 | 0,09 102,47

4.1.2.3. Verificagdao dos limites de quantificacao e detecgcao para isotretinoina e

tretinoina.

O limite de quantificacdo foi estabelecido por meio da andlise de concentracbes
decrescentes do farmaco até o menor nivel quantificavel e detectavel com precisao e
exatidao aceitaveis. O limite de quantificacdo deve ser no minimo cinco vezes superior a
qualquer interferente da amostra branco no tempo de reten¢do do farmaco (RE-899) e o
pico de resposta do farmaco deve ser identificavel e reprodutivel com precisao de ate 20%
e exatidao de 80 a 120%.
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O limite de deteccdo também foi estabelecido por meio da analise de concentracdes
decrescentes do farmaco, até menor nivel detectavel correspondente a 3 vezes o ruido da
linha de base.

4.1.2.3.1. Limites de Quantificagcao e Detecgao para a Isotretinoina e Tretinoina.

A menor concentragdo dos analitos, determinadas quantitativamente, cujo pico de
resposta foi reprodutivel e identificavel com precisdao demonstrado por DPR menor ou igual
20% e exatidao entre 80-120%, para isotretinoina e tretinoina foi de 20 ng/mL. Ja a menor
concentragao, cujo pico de reposta foi identificavel nas mesmas condi¢gdes experimentais

para isotretinoina e tretinoina foi de 15 ng/mL conforme demonstrados nas tabelas 14 e 15.

Tabela 14. Limite de quantificacdo e deteccéo obtidos para Isotretinoina utilizando

método cromatografico descrito no item 4.1.2.

Concentracao Concentragao .
Tedrica Calculada Media DP DPR EXATIDAO
(ngimL) (ng/mL) (hgmt) %)

0,015 (LD) 0,011 | 0,012 | 0,022 0,015 0,006 | 40,55 100

0,020 (LQ) 0,018 | 0,023 | 0,016 0,019 0,003 | 18,98 95,00
0,025 0,025 | 0,023 | 0,024 0,024 0,001 4,17 96,00
0,030 0,031 | 0,03 0,03 0,030 0,0005 | 1,90 101,1
0,040 0,040 | 0,038 | 0,038 0,039 0,001 2,99 96,67

Tabela 15. Limite de quantificacdo e deteccdo obtidos para Tretinoina utilizando

meétodo cromatografico descrito no item 4.1.2.

Concentragao Concentragao o ~
. Média EXATIDAO
Tedrica Calculada DP DPR
(ng/mL) (%)
(ng/mL) (ng/mL)

0,015(LD) 0,017 | 0,013 | 0,016 | 0,015333 | 0,002082 | 13,57608 102,22
0,020(LQ) 0,019 | 0,02 0,02 | 0,019667 | 0,000577 | 2,935679 98,33

0,025 0,026 | 0,024 | 0,026 | 0,025333 | 0,001155 | 4,558028 101,33
0,030 0,03 0,03 | 0,029 0,03 0,000577 | 1,946125 98,89
0,040 0,042 | 0,043 | 0,041 0,042 0,001 2,380952 105,00
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4.1.2.4 Verificagao da Robustez.

As pequenas alteragcées nos parametros analiticos, como temperatura da coluna,

fluxo e proporcao dos constituintes da fase mével, descritas no item 3.2.1.2.4, realizadas

para avaliar a susceptibilidade do método a mudancas ndo demonstraram variagoes

significativas no tempo de retencao dos picos cromatograficos, muito menos na simetria e

resolugéo entre os picos conforme demonstrado nas figuras 19, 20 e 21. Com a diminuigéo

em 10°C na temperatura da coluna os tempos de retencdo obtidos foram de 6,5 e 7,5 para a

isotretinoina e tretinoina respectivamente.

mAU

oo

C5TH 110.00_F

o o

Isotretinoina

Tratinoina
|’I
|

(%)

Min

Figura 19: Cromatograma obtido para a isotretinoina e tretinoina utilizando coluna C 18 (150 x 4,6 mm),

fase mével ACN: H,O na razéo de 85:15 (v/v), com fluxo de 0,9 mL/min e forno na temperatura de 50°C.
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Figura 20: Cromatograma obtido para a isotretinoina e tretinoina utilizando coluna C 18 (150 x 4,6 mm),

fase mével ACN: H,O na razéo de 85:15 (v/v), com fluxo de 1 mL/min e forno na temperatura de 40°C.
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Figura 21: Cromatograma obtido para a isotretinoina e tretinoina utilizando coluna C 18 (150 x 4,6 mm),

fase mével ACN: H,O na razao de 80:20 (v/v), com fluxo de 1 mL/min e forno na temperatura de 50°C.
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4.1.3. Desenvolvimento e validagcao de metodologia de extragao em fase soélida

para determinagao da isotretinoina em figado, pulmao, bago e sangue.

A condicao de extragdo que apresentou maior eficiéncia de remogédo do analito da
matriz polimérica do cartucho foi a que utilizou 750 pL de hidroxido de aménio 10 mM como
solvente de lavagem, mistura metanol:hidroxido de aménio 10 mM na proporgéao de 90:10
para primeira eluicdo e, 100% de metanol para segunda eluicdo conforme demonstrado
pela Tabela 16 (teste de extragdo n°. 14). Esta condigao foi utilizada para extracao dos
analitos a partir das amostras de figado, pulmao, bago e sangue animal e, a taxa de
recuperagao da isotretinoina, em porcentagem, determinada para os diferentes tecidos foi
de 96,7; 83,1; 62,1 e 84,4 para figado, pulmao, bago e sangue respectivamente (Tabela
17), tendo sido efetuada a corregéo das concentragdes determinadas de acordo com o
percentual de recuperacdo do farmaco da matriz polimérica do cartucho, estabelecido

como 91,6%.

Tabela 16. Porcentagem de recuperagao da isotretinoina, das diferentes condigdes

de extragao, a partir da matriz polimérica do cartucho de extragdo em fase solida.

Teste de

Extragdo* Recuperagao da isotretinoina (%)
1 49,8
2 52
3 45
4 51,2
5 74,8
6 81,9
7 54,8
8 56,2
9 471
10 61,6
11 69,5
12 52,7
13 73
14 91,6
15 50

* Condigdes experimentais descritas na tabela 8 (pag.55)
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Tabela 17. Processo de validagcao da extracao em fase solida

partir de amostras de figado, pulmao, bago e sangue de camundongo.

da isotretinoina a

Extragdes das amostras

Concentragao (pg/mL)

Figado Pulmao Bacgo Sangue

a 3,75 4,08 3,2 3,3

! b 3,77 4,02 3,12 3,31

5 a 5,08 4,16 3,2 3,27

b 5,05 4,17 3,6 3,27

3 a 5,34 4,62 3,6 4,7

b 5,35 4,45 4,0 4,6

4 a 3,77 4,34 4,0 3,7

b 3,78 4,37 3,5 3,7

5 a 5,04 4,44 3,5 4,36

b 5,00 4,5 3,48 4,3

Média 4,59 4,32 3,52 3,85

DP 0,66 0,17 0,32 0,7

DPR 14,3 3,95 9,1 14,5
Extragoes do Padréao Concentragao (ug/mL)

1 a 4,67 5,7 5,8 4,5

b 4,70 6,0 5,88 4,5

5 a 4,8 4,7 5,49 4,57

b 4,8 4,7 55 4,6

Média 4,75 5,2 5,67 4,54

DP 0,06 0,67 0,19 0,01

DPR 1,26 12,5 3,69 0,34

Recuperagao (%) 96,7 83,1 62,1 84,4

A taxa de recuperagdo da tretinoina, em porcentagem, determinada para os

diferentes tecidos foi de 93,8; 86,1; 72,2 e 81,2 para figado, pulmédo, bago e sangue

respectivamente (tabela 18).

Os resultados analisados em quintuplicata apresentaram coeficiente de variagao

inferior a 20%, dentro dos limites aceitaveis de precisdo e exatiddao tanto para a

isotretinoina quanto para a tretinoina nos diferentes tecidos analisados.
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Tabela 18. Processo de validagdo da extragdo em fase sdlida da tretinoina a partir de

amostras de figado, pulmao, bago e sangue de camundongo.

~ Concentragéao (ug/mL)
Extragcoes das amostras - —
Figado Pulmao Bacgo Sangue
a 0,25 0,3 0,07 0,14
! b 0,2 0,3 0,08 0,135
2 a 0,25 0,32 0,06 0,12
b 0,27 0,3 0,06 0,115
a 0,17 0,33 0,06 0,14
3 b 0,18 0,35 0,06 0,14
a 0,27 0,29 0,06 0,11
‘ b 0,27 03 0,07 0,11
a 0,2 0,31 0.07 0,12
> b 0,19 0,3 0,06 0,12
Média 0,23 0,31 0,065 0,13
DP 0,013 0,012 0,07 0,0125
DPR 8,1 4,23 12,3 9,6
Extragdes do Padréao Concentragao (ug/mL)
1 a 0,24 0,38 0,09 0,17
b 0,26 0,4 0,1 0,18
5 a 0,24 0,35 0,09 0,14
b 0,24 0,33 0,1 0,16
Média 0,245 0,36 0,09 0,16
DP 0,012 0,023 0,001 0,015
DPR 4,8 6,3 1,44 9,3
Recuperagao (%) 93,8 86,1 72,2 81,2

4.1.4. Validacao de metodologia de extracao em fase sélida para determinagao

da isotretinoina em células K562.

A condicao de extragao utilizada para a remogao dos analitos em células K562 foi a
que utilizou 100% de metanol para primeira e segunda eluicdo sem etapa de lavagem.
Esta condicdo foi empregada com o intuito de minimizar o numero de interferentes na
amostra ja que se trata de dois analitos com concentragdes baixas em uma matriz
complexa. A taxa de recuperagdo da isotretinoina determinada, em porcentagem, foi de
58,5 e 49,5 para o botao celular e sobrenadante respectivamente (Tabela 19). Ja a taxa de
recuperagao da tretinoina, determinada para o botdo celular e o sobrenadante foi de
apenas 10% (Tabela 20). Mesmo com baixas taxas de recuperagéo obtidas os resultados
analisados apresentaram coeficiente de variagdo inferior a 20%, dentro dos limites

aceitaveis de precisédo e exatidao tanto para a isotretinoina quanto para a tretinoina.
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Tabela 19. Validacdo da extragdo em fase solida da isotretinoina a partir de amostras de

sobrenadante e botio celular de células K562.

Extragoes das amostras

Concentracao (ug/mL)

K 562 Sobrenadante

1 a 15,54 19,6

b 15,53 19,4

9 a 16,04 19,6
b 16,4 19,56

a 16,4 19,8

3 b 16,5 19,6

4 a 16,6 19,8

b 16,4 19,8

Média 16,2 19,6
DP 0,14 0,08
DPR 0,86 0,79
Extragoes do Padrao Concentracgao (ug/mL)
] a 27,6 40,04

b 26 40,4

9 a 29,2 39,6

b 29,2 40,1

Média 28 40,0
DP 0,784 0,15
DPR 2,8 0,77
Recuperagao (%) 58 49,5

Tabela 20. Validagcado da extracao em fase sdlida da tretinoina a partir de amostras de

sobrenadante e botio celular de células K562.

Extrag6es das amostras

Concentragao (ug/mL)

K 562 Sobrenadante

1 a 0,034 0,046

b 0,030 0,050

9 a 0,028 0,044

b 0,030 0,046

3 a 0,030 0,054

b 0,034 0,04

4 a 0,036 0,046

b 0,030 0,044

Média 0,031 0,046

DP 0,001 0,002
DPR 3,2 4,3
Extrag6es do Padrao Concentragao (ug/mL)
1 a 0,31 0,50

b 0,32 0,44

5 a 0,31 0,46

b 0,32 0,47

Média 0,315 0,47

DP 0,002 0,002
DPR 1,22 0,4
Recuperagao (%) 10 10
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4.2 PREPARO DAS NANOCAPSULAS

4.2.1. Estudo de desenvolvimento da formulagao.

As formulagdes de nanocapsulas contendo isotretinoina foram obtidas com 150 mg
de PLGA 85:15, gotejamento com agulha de diametro interno de 0,317mm e diferentes
quantidades (p/v) de isotretinoina: 5mg, 6mg e 7 mg e variagdo na concentragdo de
poloxamer de 75 a 150 mg como descrito na tabela 9.

A analise das caracteristicas fisico-quimicas das dispersdes de nanocapsulas logo
apos a preparagao indicou que a maior parte das formulagdes de nanocapsulas com PLGA
85:15 produziu um liquido amarelo claro de aspecto leitoso, presenca de translucéncia
azulada, pH entre 7,3 - 7,4 e auséncia de indicadores de instabilidade como cristais
alaranjados de isotretinoina, cremagem pelo excesso de tensoativos e 6leo, aglomerados e
sedimentos de polimeros nao redispersiveis.

Duas formulagdes (NC-ISO 4 e 5) apresentaram precipitados alaranjados de
isotretinoina apds 48 horas de preparagao devido a presenga de farmaco em excesso.
Apenas uma formulagdo (NC-ISO 3) apresentou menor translucéncia que as demais,
devido a menor quantidade de tensoativo hidrofilico empregado na preparagao, além disso,
também foram observados residuos de natureza hidrofébica aderidos ao baldo de
rotaevaporagao. A menor quantidade de tensoativo hidrofilico empregado no preparo desta
formulagao interferiu diretamente na formagao das nanocapsulas.

Com o acréscimo da concentragdao de poloxamer nas formulagées (75, 125 e 150
mg de poloxamer) foi observada a diminuigdo do tamanho médio das nanoparticulas
conforme demonstrado na tabela 21. Este pardmetro tem suma importancia, ja que a
concentracado do agente emulsionante na formulagéo esta relacionada a nao formagao das
nanocapsulas ou a agregacao das particulas (MOSQUEIRA et al, 2000; MU, 2003;
BOUCHEMAL et al, 2004.) e consequentemente desestabilizagdo do sistema coloidal.

A otimizacdo da formulagao foi, entdo, demonstrada pela obtencdo de particulas

com diametro médio em torno de 170nm e indice de polidispersédo préximo de 0,1.

Tabela 21. Efeito do Poloxamer sobre a formulagado de nanocapsulas com incorporagao da

isotretinoina.

Formulagao Poloxamer Tamanho médio (Z) PDI
NC-1SO 3 75 mg 195,4 nm 0,336
NC-1SO 2 125 mg 193,0 nm 0,310
NC-1SO 1 150 mg 169,4 nm 0,116
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O tamanho final das particulas dependeu tanto da composicdo e dos parametros
envolvidos na formacao da emulsao primaria como viscosidade e concentracdo do 6leo na
fase organica, concentragcdo e massa molar do polimero e tipo de solvente organico,
quanto da concentragédo e tipo de agente emulsionante utilizado. Varios autores como
Mosqueira (2000), Guinebretiere (2002), Bouchemal (2004), Song (2006), Legrand (2007),
Moinard-Chcecot (2008) e seus colaboradores também avaliaram em seus trabalhos as
influencias destes parametros no perfil de formagao de nanoparticulas pela deposicdo de
polimero pré-formado.

A comparagdo entre o didmetro das nanocapsulas com auséncia do farmaco (171
nm e PDI 0,1) e o didametro das nanocapsulas contendo a isotretinoina (169,4nm e PDI
0,09) permitiu observar que, a encapsulacao do farmaco nao afeta o didametro médio das

particulas assim como demonstrado na figura 22.

Intensidade (%)

A 1 i ‘.Iﬂﬂ

Tamanho (nm)
Figura 22: Distribuicdo de tamanho das nanocapsulas na presenga (vermelho) e auséncia
(verde) do farmaco encapsulado.
4.2.2. Estabilidade a longo prazo e acelerada
A dispersdo de nanocapsulas de isotretinoina (NC-ISO 1) submetida ao teste de
estabilidade acelerada apresentou resultados satisfatérios quanto a estabilidade, ou seja,

nao exibiram alteragdes tanto das suas caracteristicas organolépticas quanto do didmetro
médio das particulas conforme demonstrado na tabela 22.
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O pequeno precipitado creme, redispersivel, observado na formulagdo 2 pode ser
atribuido a quantidade de poloxamer empregada na preparagdo. Ja a formulagéo de
numero 5, contendo 0,7 mg/mL de isotretinoina, exibiu cristais de isotretinoina
alaranjados, agregados e precipitados pelo excesso de farmaco empregado (Figura 23). A
completa auséncia de agregados ou sedimentos contendo cristais de cor laranja em
concentragdes inferiores a 0,6 mg/mL indicou que a isotretinoina nesta concentragao foi
dissolvida na fase oleosa nanoencapsulada e que a quantidade de poloxamer empregada

garantiu a completa formagao das nanoparticulas (Tabela 22).

Tabela 22. Estabilidade acelerada de nanocapsulas contendo isotretinoina.

Testes de estabilidade Formulagées NC-ISO
acelerada para resisténcia 1 2 | 3 ‘ 4-5
Estresse mecanico (=150 IT:::F:?: T;?:;P:addeo
rotagdes /minuto, 37°C, Estavel Estavel . J , . J .
isotretinoina isotretinoina
48h)
Pequeno Precipitado Precipitado
Centrifugacéo 2500 . precipitado p p
Estavel laranja de laranja de
rpm/1hora creme . . . L
isotretinoina isotretinoina

redispersivel

Figura 23: Fotomicrografia da dispersdo de nanocapsulas (NC-ISO 5) demonstrando

cristais de isotretinoina.
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Nos ensaios de resisténcia aos ciclos de congelamento e descongelamento,
efetuados apenas com a dispersao contendo 0,5 mg/mL de isotretinoina que permaneceu
visivelmente estavel (NC-ISO1), formou-se, apdés 30 dias, precipitado redispersivel. A
formagdo deste precipitado foi crescendo gradativamente a medida que a amostra
permaneceu exposta ao estresse de congelamento e descongelamento, entretanto foi
possivel observar que o didmetro médio das populagées permaneceu em torno de 200 nm
como demonstrado na Figura 24. Antes do ensaio de resisténcia aos ciclos de
congelamento e descongelamento a dispersdo de nanocdpsulas possuia uma unica
populagdo que ocupava 100% do volume da dispersao e PDI de 0,1. A partir do décimo
ciclo de congelamento e descongelamento foi possivel observar uma segunda populagéo,
com diametro médio de 1um, que ocupava 80% do volume da dispersao, o surgimento de
uma segunda populagdo também foi acompanhado pela alteragéo do valor do PDI de 0,1
para 0,3.

Em experimento semelhante realizado por Santos e colaboradores (2005), com
nanocapsulas de PLGA contendo acido usnico de composigéo similar para quantidade de
fase aquosal/tensoativo hidrofilico e proporgédo de fase organica/oleosa, a formulagao
resistiu ao estresse de congelamento e descongelamento por 45 dias. Fundamentados na
observagao macroscopica para a analise da ocorréncia de precipitado, cremagem e
agregados. No presente trabalho, o comportamento das amostras foi monitorado também
por medidas do tamanho médio e indice de polidispersibilidade por técnica de
espalhamento de luz, permitindo o acompanhamento direto de alteragdes que, mesmo nao

observadas macroscopicamente, pudessem indicar a ocorréncia de instabilidade da

formulacgao.
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Figura 24: Distribuicdo de tamanho da dispersdo NC-ISO 1 durante ciclo de congelamento
e descongelamento, apos a preparagao (vermelho), 10 ciclos (verde), 15 ciclos (azul), 30

ciclos (preto).
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Apoés o teste de centrifuga realizado com a dispersdo de nanocapsulas, nenhum
Oleo livre foi detectado, mas foi observada a presengca de um pequeno precipitado, que
ocupa menos que 1% do volume total da dispersdo. Este precipitado € provalvelmente
formado por nanoparticulas, sejam nanoesferas e/ou nanocapsulas aglomeradas que
permaneceram com tamanho médio superior a 400 nm apds ressuspensao, conforme
demonstrado pela Figura 25.

O sobrenadante coletado apos a centrifugagéo da amostra obtida demonstrou que a
maioria das popula¢des de nanocapsulas com tamanho inferior a 300 nm permaneceram
estaveis na dispersdo. Ja no precipitado ressuspenso apareceram populagbes de
nanoparticulas com tamanhos aproximados a 400 nm também detectadas na dispersao

antes de centrifugar (Figura 25).

Intensidade (%)

= Ry B

=3
=]

Tamanho (nm)

Figura 25: Distribuicdo de tamanho antes e apds centrifugacdo, disperséo (verde),

sobrenadante (azul) e precipitado ressuspenso (vermelho).

Teixeira e colaboradores, em 2005, também obtiveram nas suas dispersdes de
nanocapsulas um pequeno pellet formado no fundo do tubo apds teste da centrifuga, o
qual foi atribuido a formagao de nanoesferas devido a inadequada deposi¢céo do polimero
sobre a interface das goticulas oleosas da emulsao no meio aquoso. Neste trabalho, como
nenhum oleo livre foi detectado nas formulagbes analisadas, acredita-se que o 6leo foi
completamente coberto pelo polimero.

Embora o processo de centrifugagcdo tenha permitido observar um pequeno
precipitado, os resultados demonstrados na figura 26, obtidos na pré e pos centrifugagao
das amostras da NC-ISO 1, demonstraram que o didmetro médio das particulas nao sofreu
alteracéo.
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Figura 26: Distribuicdo de tamanho da NC-ISO 1antes () e pds-centrifugacéo (—).

A dispersao coloidal de nanocapsulas também foi observada quanto a estabilidade
ao longo de nove meses. Esta avaliagdo consistiu na observagdo do didmetro médio das
particulas, na observacdo de variaveis macroscopicas e microscopicase e, a tendéncia a
agregacédo e sedimentacdo. As tabelas 23 e 24 e, a figura 27 demonstram que as
nanocapsulas contendo isotretinoina mantiveram-se estaveis quanto aos aspectos
observados ao longo de 9 meses sob refrigeracéo a 4°C.

E importante mencionar também que a tendéncia & agregagdo e sedimentacéo das
nanoparticulas em fungédo do tempo péde ser monitorada pela determinacdo da mudanca
na sua distribuicdo de tamanho. Também por esta avaliagdo, a dispersao apresentou
variagdo minima em 9 meses, quando armazenada a 4°C, isso péde ser constatado pelos
valores de diametro e PDI descritos na tabela 23 e pela figura 27, que ilustra a estabilidade

da formulagao.

Tabela 23. Tamanho e PDI para NC-ISO 1, durante 9 meses de avaliagao sob refrigeragao
a4°C.

Formulagio Tempo (meses) |Diametro Médio (nm) PDI
Recém-preparada 169,4 0,094
NC-ISO 1 > 170 0,105
4 169 0,127
5 170 0,112

9 172 0,141
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Tabela 24. Estabilidade segundo critérios macro e microscopicos durante 9 meses de
avaliagao sob refrigeracdo a 4°C da NC-ISO 1

Formulagao Macroscopia Microscopia

Aspecto leitoso, opalescente, cor

1 n Auséncia de agulhas ou cristais
amarelo palido, translucéncia

NC-1SO 1 . de isotretinoina, goticulas de 6leo
azulada e auséncia de grumos ou - )
. e vestigio de polimeros.
residuos.

20
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Figura 27: Distribuicdo de tamanho das particulas da formulagdo da NC-ISO 1

ao longo de 9 meses armazenados em geladeira a 4°C.

4.2.3. Tamanho médio das particulas e indice de Polidispersibilidade (PDI)

O método de adigdo da fase orgénica a fase aquosa através de gotejamento com
agulha de diametro interno de 0,3175 mm (G23) foi fundamental para obter populagdes de
tamanhos médios abaixo de 200 nm e PDI 0,1 para nanocapsulas compostas tanto por
PLGA 85:15 quanto por PLA. O reduzido didametro interno da agulha G23 garantiu
uniformidade de fluxo a fase organica quando gotejada. Quanto mais uniforme o fluxo do
gotejamento e menores as goticulas produzidas durante o processo da emulsificagao,
menor o tamanho médio e PDI das particulas resultantes, logo, maior a uniformidade de

tamanho entre as populag¢des de nanocapsulas conforme demonstrado na figura 28.
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Figura 28: Distribuicdo média de tamanho de nanocapsulas submetidas a rotaevaporagao
(—)—500 ATM (10 min), — 600 ATM (110 min) e (—) =600 ATM (120 min).

Tabela 25. Reprodutibilidade do método de preparo das dispersdes de nanocapsulas.

Preparagoes Diametro Médio (nm) PDI
1 163 0,107
2 174 0,1
3 173 0,118
4 171 0,094
5 179 0,116
6 169 0,197
7 169 0,197
8 174 0,182
9 166 0,188
10 173 0,11
11 169 0,2
12 173 0,12
13 164 0,162
15 170 0,1
Média 170,5
DP 4,15
DPR 2,43
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Figura 29: Distribuicdo de tamanho da preparagdo NC-ISO 1 (—) antes da
rotaevaporagao (ainda no estado de nanoemulsao) e (—) apds rotaevaporagao (dispersao

de nanocapsula).

O perfil de formagao de nanoparticulas nos sistemas e os indices de polidispersao
obtidos foram similares entre as amostras produzidas através do gotejamento com agulha
G23 conforme demonstrado na tabela 25. Os resultados encontrados neste trabalho
permitem observar que o reduzido didmetro do orificio da agulha demonstrou ser pequeno
suficiente para influenciar na obtencdo de PDI com valores proximos a 0,1, ndo sendo
observada formacao de populacdes de microparticulas. Deste modo foi possivel viabilizar,
com reprodutibilidade, a preparagao de sistemas com didmetro e polidisperséo inferiores
aqueles obtidos pelo método de deposicdo de polimero pré-formado anteriormente
descritos na literatura. Santos e colaboradores (2005) e Santos-Magalhdes (2000)
utilizaram diferentes componentes na formulacdo de nanocapsulas, bem como as mais
variadas proporcdes entre os mesmos e obtiveram populagdes de nanocapsulas de PLGA
50:50 com média de tamanho 324 nm e 224 nm respectivamente. Cauchetier e
colaboradores (2003) obtiveram nanocapsulas com tamanhos médios de 230 nm; ja
Teixeira e colaboradores em 2005, obtiveram nanocapsulas de tamanhos médios inferiores
a 300 nm e PDI de aproximadamente 0,4.

Durante o método de preparagdo das nanocapsulas, uma etapa critica no processo
foi a evaporagédo do solvente organico nos primeiros minutos. A presséao inicial deve ser
regulada no inicio da rotaevaporagédo para evitar o aparecimento de bolhas de ar que
podem formar uma segunda interface e prejudicar a precipitagdo uniforme do polimero
sobre as goticulas oleosas da emulsdo, com consequente formacédo de microcapsulas,

como demonstrado na figura 29.
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A pressdo de -500 atm durante o tempo inicial (nos primeiros 10 minutos) de
evaporagao do solvente orgéanico (acetona) foi fundamental para uma precipitagao rapida e
uniforme do polimero sobre as goticulas. O emprego de presséo inicial a —600 atm gerou
turbuléncia visivel no interior do baldo, com aparecimento de bolhas de ar durante este
periodo inicial de rotaevaporagdo, o que pode ter contribuido para a formacido de
micropopulagdes e a precipitacao defeituosa do polimero sobre elas.

Além de otimizar as concentragdes dos componentes da formulagdo, o método de
preparacdo também foi padronizado tendo sido observado que a uniformidade de
gotejamento e tamanho das goticulas da emulsdo foram fundamentais para obtencdo de
amostras reprodutiveis com tamanhos médios menores que 200nm e PDI de 0,1 conforme
demonstrado na Tabela 25.

Teixeira e colaboradores (2005) observaram tamanhos similares para a
nanoemulsdao correspondente a dispersdo de nanocapsulas. Jalil e Nixon (1990)
observaram que, ao preparar nanocapsulas, durante o processo de evaporagao do
solvente ocorre um decréscimo gradual no volume e consequentemente um acréscimo na
viscosidade da emulsdo que afeta o equilibrio do tamanho das goticulas. Este processo
pode resultar em coalescéncia e aglomeragdo das goticulas oleosas, o que pode ser
resolvido com a adigdo de tensoativo hidrofilico na fase aquosa continua, o qual fornece
uma fina camada protetora em volta das goticulas, reduz a coalescéncia e estabiliza a

emulsdo.

4.2.4. Determinacao da eficiéencia de encapsulagcdo da isotretinoina em

nanocapsulas de PLGA.

4.2.4.1. Separagao do farmaco livre

Para determinar o perfil de eluicdo das nanocapsulas de PLGA através da coluna de
separagao, foram aplicados 0,5 ml da amostra de nanocapsulas contendo isotretinoina e
promovida sua eluicdo com o auxilio de tampéao fosfato. Foram coletadas fragdes de 1,5 ml
as quais foram analisadas em espectrofotdometro no comprimento de onda de 360 nm. As
nanocapsulas eluiram nas fragdes de 8 a 15, enquanto o farmaco nao encapsulado eluiu
nas fragcdes de 25 a 30. O perfil de eluicdo das nanocapsulas esta representado na figura
30.
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Figura 30: Perfil de eluicdo das nanocapsulas contendo isotretinoina em

coluna de Sephadex G-50 determinado por espectrofotometria em 360 nm.

4.2.4.2. Calculo da quantidade de isotretinoina encapsulada em nanocapsulas
de PLGA.

Para o doseamento do farmaco encapsulado, inicialmente foram reunidas as
fragcGes contendo nanocapsulas (8 a 15), perfazendo um volume de 12 mL. Em seguida, foi
retirado 0,5 mL desta reunido de fragbes para rompimento das nanocapsulas e
precipitacdo do polimero com etanol na proporgéo 1:5, com posterior centrifugagao por 5
minutos a 5000 rpm. O sobrenadante foi entdo removido e quantificado por HPLC segundo
método descrito no item 4.1.2.

A partir da concentragdo de farmaco quantificada em pg/mL foi obtida a
concentracdo total de farmaco na preparagdo. Pela equacdo da curva padrdo de
isotretinoina determinada por HPLC (Figura 18), calculou-se a concentragdo de
isotretinoina de 0,0034 mg/mL, sendo a amostra formada por 0,5 mL das fragdes de
nanocapsulas coletadas da coluna, mais 2,5 mL de etanol. Logo, a quantidade de
isotretinoina nas fragdes foi calculada multiplicando-se este valor por 3: 0,0034 x 3 =
0,0102 mg, sendo esta a quantidade de isotretinoina encontrada em 0,5 mL da fragdo de
nanocapsulas contendo ISOkg.

A quantidade total de isotretinoina eluida da coluna foi 0,0102 x 12 mL = 0,245 mg

de isotretinoina, que corresponde a quantidade de isotretinoina eluida da coluna apds a
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aplicacdo de 0,5 mL da amostra. Multiplicando-se este valor por 10, e dividindo por 0,5
(volume aplicado na coluna) foi encontrada a quantidade de isotretinoina encapsulada nos
10 mL de nanocapsulas preparadas inicialmente: (0,245 x 10) / 0,5 =4,9 mg de ISOg

Considerando-se que foram pesados, na etapa de preparagdo, 5 mg de
isotretinoina, e calculados 4,9 mg encapsulados, a eficiéncia de encapsulagéo absoluta foi
de 98% do farmaco (Tabela 26).

EC, = Total de farmaco encapsulado (ISOg) x 100
Total de farmaco adicionado (ISOa)
EC, = 4,9 mg x 100
5,0 mg

A eficiéncia de encapsulagdo foi calculada para as amostras de nanocapsulas
preparadas com teor de isotretinoina em 5 mg aproximadamente, visto que ocorreu maior
encapsulacao do farmaco nessa dosagem. Nas experiéncias com quantidades maiores de
farmaco foi verificada saturagcédo da fase oleosa, resultando em precipitagdo do farmaco na
fase aquosa, diminuindo a eficiéncia de encapsulagcéo (Tabela 27). Mu e Feng (2003)
demonstraram para o paclitaxel o mesmo comportamento de saturacéao.

Utilizando-se 3,8 mM de PLGA na preparagao de nanocapsulas, foi possivel
encapsular a quantidade 4,9 mg de isotretinoina. Admitindo-se 5 mg como sendo a maxima
quantidade de ISOg obtida, a razdo molar entre isotretinoina (1,50 mM) e PLGA (3,8 mM)

foi de aproximadamente 1:4.

EC, = 1,50 mM de isotretinoina
3,8 mM PLGA

EC2= 1:4
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Tabela 26. Eficiéncia de encapsulagao da isotretinoina em Nanocapsulas de PLGA.

Nanosistema Eficiéncia de Encapsulagao Mg isotretinoina / mL de
carreados Absoluta (%) preparacao
Tedrica Calculada
Nanocapsulas de o
PLGA 987% 0,5 0,49

Tabela 27: Comparacéao entre os resultados de Eficiéncia de Encapsulacao Absoluta (EC)

das nanocapsulas obtidas com as formulagbes contendo de 0,5 a 1,0 mg/mL de

isotretinoina.

Concentracgao inicial Quantidade de farmaco Eficiéncia de
isotretinoina encapsulado Encapsulagao %
(mg/ mL) FE (mg)
0,5 mg/mL 4,9 mg 98%
0,6 mg/mL 4,3 mg 77%
0,7 mg/mL 5,1 mg 73%
1,0 mg/mL 4,7 mg 47%

Tendo em vista os resultados obtidos para a eficiéncia de encapsulacdo a
formulacdo escolhida para dar continuidade aos estudos foi a que utilizou a quantidade

inicial de 5 mg de isotretinoina para 10 mL de preparagao.

4.2.5. Fotoestabilidade da isotretinoina em nanocapsulas de PLGA

Os retinoides, classe de compostos ao qual pertence a isotretinoina, demonstram
grande instabilidade quando expostos a Iuminosidade. Durante o processo de
fotodegradagao sao gerados alguns isbmeros ou produtos n&o retinoides, os isbmeros de

maior prevaléncia sao a tretinoina (acido all-trans-retindico), isotretinoina (acido 13-cis-
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retindico) e a alitretinoina (acido 9-cis-retindico) (BRISAERT e PLAIZIER-VERCAMMEN,
2000; IOELE et al, 2005).

A instabilidade dos retindides tem sido alvo de estudo de alguns autores como Tan
e colaboradores (1992 e 1993) que avaliaram a degradagéao da tretinoina e da isotretinoina
no estado solido e em solugdo. Brisaert e Plaizier-Vercammen (2007) demonstraram que a
tretinoina em logdes foi rapidamente degradada quando submetida ao comprimento de
onda de 420 nm. Por outro lado a inclusdo da tretinoina em lipossomas (BRISAERT et al,
2001) e niossomas (MANCONI et al, 2003) promoveu redugdo na taxa de fotodegradacgao.
Entretanto, a fotoprotegdo conferida por essas vesiculas foi variavel e dependente de sua
estrutura e composicao.

Yap e colaboradores (2005) e loele e colaboradores (2005) demonstraram que a
inclus&o da isotretinoina em hidroxipropil-B-ciclodextrina e lipossomas, respectivamente,

minimizou sua fotodegradacao.
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Figura 31: Perfil de fotodegradacao da isotretinoina livre e encapsulada em

nanocapsulas de PLGA submetidas a radiagao UVA.
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Figura 32: Porcentagem de isotretinoina degradada e tretinoina formada durante

ensaio de fotodegradacgao da isotretinoina encapsulada em nanocapsulas de PLGA.

100,0 -
90,0
80,0
70,0 -
60,0 -
50,0 -
40,0 -
30,0
20,0
10,0

0,0 -

Area dos picos (%)

0 2 5 10 15 30 45 60 120 180
Tempo (min)

M isotretinoina W tretinoina @ outros compostos

Figura 33: Compostos observados por cromatografia liquida de alta eficiéncia

durante ensaio de fotodegradagao da isotretinoina encapsulada (% de area dos
picos).
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Figura 34: Cromatograma de amostra de nanocapsula de PLGA, antes e depois de
3 horas da exposigao a luz UVA (365 nm), obtidos por HPLC-UV utilizando coluna C
18 (150 x 4,6 mm), fase mével ACN:H,O na razédo de 85:15 (v/v), com fluxo de 1

mL/min.

Neste trabalho foi possivel demonstrar que nos primeiros minutos de exposi¢ao a
radiagdo UV, a isotretinoina presente nas nanocapsulas de PLGA mantem cerca de 20%
de teor acima daquele determinado para a isotretinoina livre, demonstrando que a
nanoencapsulagdo promove redugdo na taxa de fotodegradagao da isotretinoina (Figura
31). A fotoprotegdo pode ser atribuida a cristalinidade do polimero e sua habilidade de
refletir e espalhar a radiagao UV (PERUGINI et al, 2002; JIMENEZ et al, 2004). Também
foi observada a distingdo entre a degradagdo que ocorre por isomerizagdo em outros
retinoides como a tretinoina (Figura 32), e a degradagao que ocorre por fotélise em outros
produtos supostamente n&o retinoides (Figura 33). Estes resultados podem ser
visualizados também pelos cromatogramas da isotretinoina apresentados na figura 34 que
demonstram a isotretinoina encapsulada antes e apds 3 horas de exposicdo a radiacao
UVA, respectivamente. Este mesmo comportamento foi demonstrado para a tretinoina
presente em cremes por Tashtoush e colaboradores em 2008, ficando claro que a
isomerizagado entre isotretinoina e tretinoina é extensa, mas ndo € o mecanismo exclusivo

da fotodegradacgao causada pela radiagao UVA.
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Figura 35: Porcentagem de isotretinoina degradada e tretinoina formada durante

ensaio de fotodegradagao da isotretinoina livre.
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Figura 36: Cromatograma de amostra de isotretinoina na sua forma livre, antes (A) e
depois de 3 horas (B) da exposi¢éo a luz UVA (365 nm), obtidos por HPLC-UV utilizando
coluna C 18 (150 x 4,6 mm), fase movel ACN:H,O na razdo de 85:15 (v/v), com fluxo de 1

mL/min.
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Figura 37: Porcentagem de isotretinoina degradada e tretinoina formada durante ensaio

de fotodegradacao da isotretinoina livre e nanoencapsulada.

O estudo do comportamento da isotretinoina livre em solugao etandlica seguida da
exposicdo a luz UVA, nas mesmas condicdes que a dispersao de nanocapsulas,
demonstrou a conversao de 70% da isotretinoina original em tretinoina nos minutos iniciais
de exposigao (Figura 35), assim como demonstrado por Tashtoush e colaboradores em
2008. Este decaimento pode ser observado nas figuras 36 e 37. Desta forma, fica claro que
a inclusdo deste farmaco em nanocapsulas poliméricas possibilita resolver um dos
importantes problemas de formulagao e producao que € a fotoestabilidade dessa classe de

compostos.

4.2.6. Perfil de liberagao da isotretinoina a partir de nanocapsulas de PLGA.

De forma gradativa e lenta, ocorreu liberagdo de pouco mais de 1% de isotretinoina
nas primeiras 10 horas, e pouco mais de 2% do conteudo de farmaco encapsulado foi
liberado em 24 horas de ensaio a 37°C (Figura 38). Apos 24 horas de ensaio foi observada

concentragao crescente de tretinoina no meio receptor. Com 72 horas cerca de 60% da
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isotretinoina liberada no meio receptor ja havia sido isomerizada a tretinoina,
demonstrando que o tempo e temperatura do experimento influenciaram na isomerizacao
do farmaco, justificando a interrupgdo do experimento. Jeong e colaboradores (2003)
utilizaram PLGA 50/50 para obter microesferes de tretinoina e observaram efeito burst
inicial, durante os primeiros 10 dias, liberando cerca de 20% do conteudo de tretinoina
encapsulado. Entretanto, estes autores, ndo relataram a ocorréncia de isomerizagéo
provavelmente por terem utilizado apenas a técnica de espectrofotometria para avaliagao
do farmaco liberado.

Santos e colaboradores (2005), demonstraram que a liberagdo do acido usnico a
partir de nanocapsulas de PLGA (50/50) chegou a 78% da concentracgao inicial de farmaco
dentro de 48 horas. Govender e colaboradores (1999) obtiveram 80% de liberagdo da
procaina, farmaco hidrofilico, a partir de nanocapsulas de PLGA em 2 horas.
Derakhshandeh e colaboradores (2007) obtiveram a liberagdo de 20% de um potente
antitumoral, o 9-nitrocanfotecin, com caracteristicas lipofilicas, a partir de nanocapsulas de
PLGA em 20 horas. Lao e Venkatramam em 2008 demonstraram a liberacdo de 80% do
Paclitaxel a partir de nanocapsulas de PLGA 53/47 em cerca de 20 dias, demonstrando
assim como Santos (2005) que a solubilidade e a afinidade do farmaco pela fase oleosa,
bem como a proporcao de acidos latico / glicolico esta diretamente relacionada a taxa de
liberacdo. Estes diferentes perfis de liberagdo podem ser atribuidos a varios fatores que
tém efeito sobre a liberagdo de farmacos encapsulados em sistemas nanocarreadores
como tamanho da particula, solubilidade, afinidade do farmaco pela fase oleosa e pelo
polimero e sua incorporagdo. Estes sdo parametros comuns que governam o perfil de
cinética de liberagao dos farmacos, o que pode explicar porque as nanocapsulas de PLGA
contendo isotretinoina, propostas neste trabalho, liberaram em 24 horas apenas 3% do
farmaco, pois com menor tamanho médio da particula (<200 nm), maior a uniformidade
entre as populagdes formadas (PDI 0,1) e a caracteristica lipofilica do farmaco, foi possivel
proporcionar liberagéo lenta e gradativa.

Fica claro entdo, que as propriedades de degradagdo do PLGA, extensivamente
estudas por outros autores como Dong et al (2006), Cruz et al (2006), Zolnik e Burgess
(2007), dependem das propriedades intrinsecas do polimero como, peso molecular,
estrutura quimica, hidrofobicidade e cristalinidade; das propriedades do meio receptor
como, pH, temperatura, da presenca de biocatalizadores ou enzimas além das
propriedades da formulagdo, como tamanho da particula, presenca de plastificantes, entre

outros.
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Figura 38: Cinética de liberacdao (%) in vitro da isotretinoina encapsulada em
nanocapsulas de PLGA, ao longo do tempo (0 — 24 horas).

4.2.7. Nanocapsulas de D,L-PLA com incorporacgao da isotretinoina.

As nanocapsulas obtidas com D,L-PLA contendo isotretinoina foram caracterizadas
e avaliadas quanto a estabilidade fisico-quimica, fotoestabilidade e cinética de liberagcéo
por Ribas (2007). A eficiéncia de encapsulagéo calculada para a isotretinoina foi de 99%
quando foram utilizados 5 mg de isotretinoina na obtengdo das nanocapsulas. Nas
experiéncias com quantidades maiores de farmaco também foi verificada saturacédo da fase
oleosa, resultando em perda de farmaco por precipitagdo na fase aquosa, diminuindo a
eficiéncia de encapsulagdo assim como demonstrado para as nanocapsulas obtidas a
partir do PLGA.

Utilizando-se 3,3 mM de PLA na preparacdo de nanocapsulas, foi possivel
encapsular a quantidade de 4,9 mg de isotretinoina. Admitindo-se 4,9 mg como sendo a
maxima quantidade de ISOg obtida, a razdo molar entre isotretinoina (1,4 mM) e PLA (3,3

mM) foi de aproximadamente 1:3.
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4.3. PREPARO DOS LIPOSSOMAS

4.3.1 Determinacdo da eficiéncia de encapsulagcao da isotretinoina em

lipossomas.

4.3.1.1. Separacgao do farmaco livre

Para determinar o perfil de eluicdo dos lipossomas através da coluna de separacéo,
foram aplicados 1 ml da amostra contendo lipossomas vazios e promovida sua eluicdo com
o auxilio de tampao IPB. Foram coletadas fragdes de 2,5 ml, as quais foram analisadas em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 410 nm. O perfil de eluigdo dos lipossomas

esta representado na figura 39.
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Figura 39: Perfil de eluicdo dos lipossomas em coluna de Sephadex G-50 determinado por

espectrofotometria em 410 nm.

A presencga de lipossomas na amostra promove a elevagcédo da absorbancia da luz
visivel (410 nm) medida em espectrofotometro. Desta forma, a leitura de cada fragéo eluida
permitiu observar que os lipossomas deixam a coluna de separag¢ao nas fracoes de 8 a 13.

A separacgao das fragbes contendo isotretinoina encapsulada em lipossomas pode
ser observada pela figura 40.

A leitura das absorbancias no comprimento de onda de 410 nm permite observar as
fragbes nas quais eluiram os lipossomas ja a leitura realizada em A=360 nm, que

corresponde ao comprimento de onda de maior absor¢cdo para a isotretinoina, permite
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observar a eluigdo tanto dos lipossomas quanto do farmaco livre. A elui¢cao dos lipossomas
com farmaco encapsulado ocorreu nas fragées de 8 a13 e do farmaco livre, nas fragdes de
17 a 25. Esta separagéo ocorre em virtude do tamanho dos componentes da amostra, uma
vez que os lipossomas contendo farmaco encapsulado apresentam didmetro (e peso
molecular) muitas vezes superior ao do farmaco em sua forma livre, o que resulta em uma
eluicdo mais rapida pela coluna enquanto que o farmaco livre sofre retardo na sua eluigao,

ficando temporariamente retido nos poros da coluna.
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Figura 40: Perfil de eluicdo das fragbes de lipossomas vazios em azul e lipossomas

contendo a isotretinoina encapsulada (8 a13) e livre (17 a 25) em vermelho.

Além de possibilitar a separacao do farmaco encapsulado em lipossomas, a técnica
de cromatografia de exclusdo por tamanho permite comprovar a homogeneidade da
preparagao lipossomal, uma vez que promove a separagado por grupos de estruturas de
tamanho semelhante. ApoOs a eluicdo pela coluna cromatografica, as fragdes contendo
lipossomas foram reanalisadas por espalhamento de luz (Figura 41) demonstrando a
existéncia de uma unica populacdo de vesiculas assim como demonstrado por Alves em
2005.
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Figura 41: Distribuicdo de tamanho de lipossomas por espalhamento de luz antes (—) e

apos (—) a cromatografia de exclusao.

4.3.1.2. Calculo da eficiéncia de encapsulagao.

A eficiéncia de encapsulacdo foi calculada para as amostras de lipossomas
preparadas com isotretinoina, segundo o método cromatografico descrito no item 4.1.2. Os
resultados estdo apresentados na tabela 28.

Para proceder ao doseamento do farmaco encapsulado, as vesiculas foram
rompidas empregando-se etanol na proporgao de 1:2, conforme previamente descrito.
Portanto, a 1 mL das fragdes de SUV reunidas foram adicionados 2 mL de etanol, sendo
realizada em seguida realizada analise por HPLC-UV segundo o método descrito no item
4.1.2. Para exemplificar esta analise, os dados apresentados a seguir referem-se a
preparacgao utilizando 10 mg de isotretinoina.

Pela equagao da curva padrao de isotretinoina determinada por HPLC (Figura 18),
calculou-se a concentragao de isotretinoina de 0,0175 mg/mL encontrada no volume de 3
mL, formados por 1mL das fragbes de lipossomas coletadas da coluna, mais 2 mL de
etanol. Logo, a concentragcdo de isotretinoina nas fragdes de lipossomas foi calculada
multiplicando-se este valor por 3: 0,0175 x 3 = 0,0525 mg, sendo esta a quantidade de
isotretinoina encontrada em 1mL da fragdo de lipossomas contendo ISOk.

A quantidade total de isotretinoina eluida da coluna foi 0,0525 x 15 mL = 0,787 mg
de isotretinoina, que corresponde a quantidade de isotretinoina eluida da coluna apés a
aplicacdo de 1 mL da amostra. Multiplicando-se este valor por 8, foi encontrada a
quantidade de isotretinoina encapsulada nos 8 mL de lipossomas preparados inicialmente:
0,787 x 8 = 6,3 mg de ISOg. A eficiéncia de encapsulagao foi calculada pelas seguintes

formulas:
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EC,=  Total de farmaco encapsulado (ISOg) x 100

Total de farmaco adicionado (ISO,)

ISOg = 6,3 mg
EC1=63%
ISOa =10 mg
EC, = Total de farmaco encapsulado (ISOg)

Total de fosfatidilcolina nos lipossomas

ISOe = 6,3 mg

EC, =0,026
PCtotaI =240 mg

Tabela 28. Eficiéncia de encapsulacao da isotretinoina em Lipossomas.

Nanosistema Eficiéncia de Encapsulagao Mg isotretinoina / mL de
carreados Absoluta (EC) preparagao
Tedrica Calculada
H [0)
Lipossoma 63% 1,25 078

Utilizando-se 40 mM de fosfatidilcolina na preparagao de lipossomas, foi possivel
encapsular a quantidade 6,3 mg de isotretinoina. Admitindo-se 6,3 mg como sendo a
quantidade maxima de ISOg obtida, a raz&o molar entre isotretinoina (2,3 mM) e
fosfatidilcolina (40 mM) foi de 1:17.
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4.3.2. Perfil de liberagao da isotretinoina dos lipossomas.

Apb6s quatro horas de ensaio, foram liberados pouco mais de 6% da concentragao
de isotretinoina encapsulada nos lipossomas. Com 24 horas, apenas 8% da concentragao
de isotretinoina encapsulada, havia sido liberada (Figura 42). Estes resultados reafirmam o
alto grau de interacdo da isotretinoina com os fosfolipideos da bicamada lipidica,
dificultando assim sua liberagao, conforme demonstrado por Alves em 2005.

A solubilidade da isotretinoina é outro fator que deve ser ressaltado, uma vez que
por ser insoluvel em agua e apresentar solubilidade minima em tampéao fosfato pH 7,4, o
meio de dissolugao n&o contribui para que o farmaco deixe o ambiente lipidico. O emprego
de solventes organicos como meio de dissolugdo poderia ser uma alternativa. Entretanto,
além de nao apresentarem qualquer correlagdo com os fluidos biolégicos, provocariam o
rapido rompimento dos lipossomas, gerando resultados falsos. O uso de tensoativos como
agentes solubilizantes também seria alternativa. Contudo, a interagdo das moléculas
anfifilicas do tensoativo com a bicamada dos lipossomas teria efeito superior ao seu papel
solubilizante para o farmaco, levando também a resultados falsos (Alves, 2005).

Os resultados encontrados estdo de acordo com Cortesi et al (1994) e Brisaert et al
(2001), que também demonstraram reduzida liberagdo do farmaco, sugerindo uma
associagcao extremamente estavel dos retindides com os lipossomas. Entretanto estes
autores ndo relataram nenhuma isomerizacdo do farmaco. No presente trabalho foi
possivel observar que apdés 24 horas de experimento cerca de 40% da isotretinoina
liberada sofreu isomerizagdo em tretinoina, conforme demonstrado na figura 42. Este
resultado justifica a interrupgao do experimento com apenas 24 horas.

Apesar dos percentuais de liberagdo encontrados neste estudo terem sido baixos,
os lipossomas desenvolvidos destinam-se a administragédo intravenosa ao organismo. No
ambiente in vivo, a presenca de proteinas, a interacdo com o sistema imune, a diluicido nos
fluidos biolégicos e a propria interagdo com as membranas celulares serao fatores que
contribuirdo para a liberagdo do material encapsulado nos lipossomas com eficiéncia muito

superior ao que pode ser determinado pelo experimento in vitro.
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Figura 42: Cinética de liberacéo (%) in vitro da isotretinoina encapsulada em Lipossoma, ao

longo do tempo (0 — 24 horas).

4.4. POTENCIAL ANTITUMORAL

4.4.1. ENSAIOS IN VITRO
4.4.1.1. Avaliagao da citotoxicidade pelo método de exclusao por Azul
de Trypan em células K562.

O crescimento e a viabilidade de células leucémicas da linhagem K562, avaliadas
apobs 24, 48 e 72 horas de exposigao em culturas tratadas com concentragdes equimolares
(0,16 a 21,3 uM) de isotretinoina nas formas livre, encapsulada em lipossomas,

nanocapsulas de PLA e de PLGA estao apresentados nas figuras 43 a 45.
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Figura 43: Citotoxicidade da isotretinoina livre e encapsulada em lipossomas,
nanocapsulas de PLA e PLGA em células K562 apds 24 horas de incubagdo segundo

método de azul de trypan.
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Figura 44: Citotoxicidade da isotretinoina livre e encapsulada em lipossomas,
nanocapsulas de PLA e PLGA em células K562 apdés 48 horas de incubagado segundo

método de azul de trypan.
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Figura 45: Citotoxicidade da isotretinoina livre e encapsulada em

lipossomas,

nanocapsulas de PLA e PLGA em células K562 apds 72 horas de incubagdo segundo

método de azul de trypan.
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Figura 46: Citotoxicidade da isotretinoina encapsulada em lipossomas em células K562

apos 24, 48 e 72 horas de incubagédo segundo método de azul de trypan.
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Figura 47: Citotoxicidade da isotretinoina encapsulada em nanocapsulas de PLGA em

células k 562 apos 24, 48 e 72 horas de incubagédo segundo método de azul de trypan.
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Figura 48: Citotoxicidade da isotretinoina encapsulada em nanocapsulas de PLA em

células K562 apos 24, 48 e 72 horas de incubagao segundo método de azul de trypan.
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Tabela 29. Atividade da isotretinoina encapsulada e nao encapsulada no crescimento de

células leucémicas eritromielociticas K562.

TEMPO | G (PM) IC*so (uM
(Horas) LIVRE ENCAPS(SL;DA e
LIPOSSOMA PLA PLGA LIPOSSOMA PLA PLGA
24 31,39 22,4 5,63 4,04 1.4 5.57 7.77
48 5.66 25 2.057 1,77 2.26 2.75 3.2
72 3,85 1,375 0,995 0,69 2.8 3.87 5.58

* Concentragéo (uM) que causa 50% de inibicdo do crescimento celular das células k 562.

** indice de ganho= razao entre I1Cs, do farmaco ndo encapsulado e o ICs, do farmaco encapsulado

Os resultados demonstraram que a encapsulagéo da isotretinoina em nanocapsulas
e lipossomas promove aumento da atividade citotoxica do farmaco. Também foi observado
que a atividade citotdxica da isotretinoina encapsulada é dose e tempo dependente (figuras
46 a 48).

Os valores do ICs (concentracdo inibitéria 50%) para a isotretinoina néo
encapsulada, obtidos matematicamente a partir da curva de concentragado versus resposta
para 24, 48 e 72 horas de incubagao foram de 31,39; 5,66; 3,85 uM respectivamente. Em
contraste, foi observada significativa reducédo nos valores do ICsy para a isotretinoina
encapsulada tanto em lipossomas como em nanocapsulas incubadas por 24, 48 e 72 horas
conforme demonstrado na tabela 29. A reducao dos valores do ICsy demonstraram um
importante ganho no indice terapéutico (Tabela 29).

O aumento da atividade antiproliferativa do farmaco nao foi devido a presenca de
fosfolipidios (CORTESI et al, 1994) ou polimeros presentes nas formulagdes ja que
lipossomas vazios e nanocapsulas vazias, tanto de PLA quanto de PLGA, foram incubados
com células K562 e ndo demonstraram nenhuma atividade. Isto permite sugerir que o
aumento da atividade antiproliferativa da isotretinoina quando encapsulada em lipossomas
ou nanocapsulas de PLA e PLGA seja devido ao aumento da solubilidade e/ou
biodisponibilidade da isotretinoina encapsulada, promovidos pelos nanocarreadores.

As interagcbes entre lipossomas e células tém sido extensivamente estudadas.
Foram propostos mecanismos fisiolégicos de internalizagdo dos farmacos como fusao,

endocitose, adsorgdo e transferéncia lipidica (TORCHILIN, 2005). Entretanto, o
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mecanismo exato de interacdo dos lipossomas contendo isotretinoina com células K562
n&o esta claro.

O estudo das interagbes entre nanocapsulas de PLA e PLGA e as células sao
menos extensivamente relatados na literatura que os estudos de interagcdo entre os
lipossomas e células. Alguns autores, como Cho e colaboradores (2001) e Kuykendall e
Zimmerman (2007) sugerem que ocorra internalizacdo das nanoparticulas por endocitose
via receptor.

O presente trabalho, além de demonstrar o aumento da atividade citotdoxica do
farmaco quando encapsulado em nanocarreadores demonstra diferencas na atividade
citotoxica entre os proprios sistemas. Quando encapsulado em lipossomas, a isotretinoina
teve sua atividade citotéxica aumentada comparada ao farmaco nédo encapsulado. Alguns
autores também observaram aumento na atividade citotdxica de outros retinéides quando
encapsulados em lipossomas, tanto para células leucémicas quanto para outros tipos
celulares (CORTESI et al, 1994; CORTESI et al, 1999; NASTRUZZI et al, 1990;
RAFFAGHELLO et al, 2003; ARCE et al, 2005; CHANSRI et al, 2006; KAWAKAMI et al,
2006; SUZUKI et al, 2006).

Cortesi e colaboradores, em 1994, demonstraram que a tretinoina quando
encapsulada em lipossomas possui ICsy de 0,9 uM e um ganho de 33,3 vezes na sua
atividade citotéxica sobre células da linhagem K562. Ja Nastruzzi e colaboradores em 1990
demonstraram que a tretinoina encapsulada exibiu um ganho de 350 vezes na atividade
citotéxica quando comparada a tretinoina ndo encapsulada apds 5 dias de incubagéo com
células da linhagem K562.

A isotretinoina encapsulada tanto em nanocapsulas de PLGA quanto em
nanocapsulas de PLA demonstrou maior atividade citotoxica que a isotretinoina
encapsulada em lipossomas. Para a isotretinoina encapsulada em lipossomas foram
obtidos valores de 22,4; 2,5 e 1,375 uM para o ICso com 24, 48 e 72 horas de incubacgao,
respectivamente.

Quando encapsulada em nanocapsulas de PLGA a isotretinoina demonstrou I1Csy de
4,04; 1,77 e 0,69 uM ja, quando encapsulada em nanocapsulas de PLA, foram observados
valores de 5,63; 2,057 e 0,995 uM para o ICsyp com 24, 48 e 72 horas de incubagéo
respectivamente. Apesar de todos os sistemas avaliados terem demonstrado alto indice de
ganho terapéutico quando comparados ao farmaco ndo encapsulado, também foi possivel
observar, entre os sistemas, que o indice de ganho terapéutico foi maior quando o farmaco

foi encapsulado em nanocapsulas de PLGA e PLA (Tabela 29).
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Figura 49: Porcentagem de Isotretinoina internalizada em células K562 apos 24, 48 e 72

horas de incubacado com lipossomas, nanocapsulas de PLA e PLGA contendo isotretinoina.

A isotretinoina ndo encapsulada demonstrou maior internalizagdo celular, ja que
farmacos lipofilicos permeam através da membrana plasmatica muito rapidamente (Figura
49). A transferéncia entre os fosfolipidios da membrana ocorre em menos de 30 segundos
(DIAZ et al, 2006; NASTRUZZI et al, 1990) e dificilmente um nanocarreador poderia ser
internalizado nesta velocidade. A maior taxa de internalizacdo nao foi indicativo de maior
atividade citotoxica, pois embora a isotretinoina ndo encapsulada tenha apresentado maior
internalizacdo, foi demonstrada maior atividade citotbxica na presenga dos
nanocarreadores.

Foi possivel observar decréscimo na concentragdo de isotretinoina, na sua forma
livre, internalizada com o tempo, sugerindo o aumento do efluxo celular e/ou isomerizagao
intracelular em tretinoina e outros retinoides (WARREL, 1993; KIZAKI et al, 1996;
TAKESHITA et al, 2000; GALLAGHER, 2002; STROMSKAYA et al, 2005).

110



100+

20+
10

90
3

2 e
o, 70
@3 60
23

B g 501
8 g 40
37 30
£

°

14

LIPOSSOMA NC-PLGA FARMACO LIVRE

OISOTRETINOINA ETRETINOINA

Figura 50: Porcentagem de isotretinoina e tretinoina presentes em células K562 apos 24, 48 e

72 horas de incubacdo com lipossomas, nanocapsulas de PLA e PLGA contendo isotretinoina.
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Figura 51: Porcentagem de isotretinoina e tretinoina presentes no meio de cultivo celular apos
24, 48 e 72 horas de incubacdo com lipossomas, nanocapsulas de PLA e PLGA contendo

isotretinoina.
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Figura 52: Cromatograma da isotretinoina tempo zero (A), apds 24 horas (B) e 48 horas

(C) de incubagdo com células K562 em meio RPMI com 10% SBF e células utilizando

coluna C 18 (150 x 4,6 mm), fase movel ACN: H,O na razdo de 85:15, com fluxo de 1

mL/min e forno a temperatura de 50°C.
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Segundo Lanvers e colaboradores (1998), durante o periodo de incubagdo de
células HL-60, separadamente, com isotretinoina, tretinoina e alitretinoina os retinoides
sofrem isomerizagdo mediados por radicais tiol presentes no meio de cultivo, resultando no
surgimento de uma mistura de isbmeros. De acordo com estes autores, todos os isbmeros
gerados no meio de cultivo foram detectados nas células HL-60. A isotretinoina e a
alitretinoina demonstraram farmacocinética celular semelhante, ao passo que a tretinoina
apresentou altas concentragdes celulares quando comparadas as concentragdes
encontradas tanto para a isotretinoina quanto para a alitretinoina demonstrando assim
maior aporte celular por este composto.

Klaassen e colaboradores (1999) também demonstraram a isomerizagdo da
tretinoina em isotretinoina e alitretinoina em diferentes meios de cultura e relacionaram o
grau de isomerizagcdo ao tipo de meio e a presenga e/ou auséncia de alguns constituintes
dos meios de cultura como proteinas e soro bovino fetal.

No presente trabalho também foi possivel observar a presenga de tretinoina e
isotretinoina tanto dentro das células K562 quanto no meio de cultura, demonstrando a
isomerizagdo destes compostos durante a incubagdo (Figura 50 a 52). Neste caso, a
encapsulagcdo da isotretinoina em lipossomas e nanocapsulas nao impediu sua
isomerizacdo em meio RPMI. Observa-se, entretanto, que a propor¢cdo de isotretinoina
convertida em tretinoina € maior no interior das células que no meio de cultura.

Segundo Lanvers e colaboradores (1998), a tretinoina é a mais eficientemente
internalizada pelas células e sua concentracéo intracelular aumenta também a medida que
este isbmero é formado no meio, de forma que torna-se o isbmero predominante nas
células mesmo que o farmaco originalmente incubado tenha sido a isotretinoina.

Entretanto, devido a isomerizacdo e a influencia da concentragéo intracelular dos
retinoides na citotoxicidade, os estudos de eficacia dos isbmeros in vitro devem ser
interpretados com cautela. Estudos comparativos entre a atividade da isotretinoina e da
tretinoina em varios tipos de células demonstraram propriedades similares no que diz
respeito a inibicdo da proliferacdo celular, esta observagdo, segundo Armstrong et al
(2005) suporta a hipotese de que a isotretinoina funciona como pro-farmaco, gerando
tretinoina via isomerizacdo, embora ndo exclua outros mecanismos de agao para a
isotretinoina. Assim, muitas das agbes sugeridas por outros autores para a isotretinoina
podem ser mediadas pela tretinoina apds isomerizagao e/ou muitas das ag¢des atribuidas a
tretinoina podem ser mediadas pela isotretinoina (BLANDER, 2001). Os resultados de
internalizagéo celular obtidos neste trabalho vem corroborar a hipdtese sugerida por
Blander (2001) e Armstrong e colaboradores (2005) de isomerizagao intracelular dos

retinéides na presenca de meio de cultura RPMI suplementado com soro bovino fetal.
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Segundo Ortiz e colaboradores (2002) e SATO e colaboradores (2004) a modulagéo

da entrada do farmaco na célula promovida pelo nanocarreador permite controlar o aporte

celular burlando alguns dos mecanismos de eliminagdo do farmaco como a bomba de

efluxo via glicoproteina P, diminuindo assim a resisténcia aos retinoides. Isto explicaria, em

parte, a diferenca na atividade citotoxica da isotretinoina ndo encapsulada em relacéo a

isotretinoina encapsulada tanto em lipossomas como em nanocapsulas (PLA e PLGA).

4.4.1.2. Avaliacao da citotoxicidade pelo método de exclusao por azul de

trypan em células de paciente obtidas em procedimento de leucoférese.

A viabilidade de células leucémicas de paciente, avaliadas apds 24, 48 e 72 horas

de exposigdo em culturas tratadas com concentragdes equimolares (0,16 a 21,3 uM) de

isotretinoina livre e, encapsulada em lipossomas, nanocapsulas de PLA e PLGA estao

apresentados nas figuras 53 a 55.
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Figura 53: Citotoxicidade da isotretinoina livre e encapsulada em lipossomas, nanocapsulas de

PLA e PLGA em células de pacientes obtidas em processo de leucoférese apds 24 horas de

incubagédo segundo método de azul de trypan.
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Figura 54: Citotoxicidade da isotretinoina livre e encapsulada em lipossomas,
nanocapsulas de PLA e PLGA em células de pacientes obtidas em processo de

leucoférese apds 48 horas de incubagao segundo método de azul de trypan.
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Figura 55: Citotoxicidade da isotretinoina livre e encapsulada em lipossomas,
nanocapsulas de PLA e PLGA em células de pacientes obtidas em processo de

leucoférese apds 72 horas de incubagao segundo método de azul de trypan.
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Os resultados demonstraram que a encapsulagéo da isotretinoina em nanocapsulas
e lipossomas, assim como observado para as células da linhagem K562, promoveu um
aumento na atividade citotoxica do farmaco. Também foi observado que a atividade
citotéxica da isotretinoina encapsulada é dose e tempo dependente quando comparada a
isotretinoina ndo encapsulada em todos os periodos de incubagao investigados (Figuras 53
a 55).

Tabela 30. Efeito da isotretinoina encapsulada e nao encapsulada no crescimento de células

leucémicas de pacientes com leucemia mieldide crénica.

TEMPO | G (PM) IC*so (uM
(Horas) LIVRE ENCAPS(SL;DA e
LIPOSSOMA PLA PLGA LIPOSSOMA PLA PLGA
24 115,4 5,4 3,15 2,01 21,3 36,6 57,4
48 2,88 2,22 1,59 1,2 1,3 1,8 24
72 1,91 1,12 0,76 0,68 1,7 25 2,8

* Concentragéo (uM) que causa 50% de inibi¢do do crescimento celular das células de pacientes.

** [ndice de ganho= razao entre ICs, do farmaco ndo encapsulado e o ICs, do farmaco encapsulado

Os valores do ICsy para a isotretinoina ndo encapsulada e encapsulada, apos 24, 48
e 72 horas de incubacao para células de pacientes foram demonstrados na tabela 30. Os
resultados observados com as células de paciente foram expressivos no que diz respeito a
redugao dos valores do ICso € ao ganho terapéutico para a isotretinoina encapsulada tanto
em lipossomas quanto em nanocapsulas incubadas por 24, 48 e 72 horas quando
comparados aos resultados obtidos para as células de linhagem K562 conforme
demonstrado pelas figuras 56 a 58 e pelos resultados do ICs e do indice de ganho para as
células da linhagem K562 e células de paciente com LMC conforme demonstrado nas

tabelas 30 e 31 respectivamente.
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Figura 56: Citotoxicidade da isotretinoina encapsulada em lipossomas, sobre células K562

(azul) e células de pacientes (rosa) apos 24 (A), 48 (B) e 72 (C) horas de incubagao

segundo método de azul de trypan.
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Figura 57: Citotoxicidade da isotretinoina encapsulada em nanocapsulas de PLGA, sobre
células K562 (azul) e células de pacientes (rosa) apos 24 (A), 48 (B) e 72 (C) horas de

incubagao segundo método de azul de trypan.
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Figura 58: Citotoxicidade da isotretinoina encapsulada em nanocapsulas de PLA, sobre
células K562 (azul) e células de pacientes (rosa) apds 24 (A), 48 (B) e 72 (C) horas de

incubagao segundo método de azul de trypan.

A maior susceptibilidade ao farmaco, a reducéo do ICsy € 0 aumento expressivo do
indice terapéutico ja com 24 horas de incubacdo com células de pacientes podem ser
explicados pela maior atividade metabdlica destas células em relacdo as células de
linhagem e também ao fato de serem células de paciente que ainda ndo havia sido

submetido a nenhum tratamento quimioterapico.
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Diferentemente do observado nos experimentos de cultivo com células K562, no
ensaio de citotoxicidade sobre células de paciente foi possivel alcangcar 100% de morte
celular ja com 48 horas de incubacgao, tanto para lipossomas quanto para nanocapsulas
contendo isotretinoina, demonstrando assim o expressivo ganho terapéutico com o uso dos

nanosistemas.

4.41.3. Avaliacao da citotoxicidade em células K562 segundo método de

reducgao do tetrazolium (MTT).

O crescimento e a viabilidade de células leucémicas da linhagem K 562, também
foram avaliadas apds 24, 48 e 72 horas de exposicao utilizando método colorimétrico de
reducao do tetrazolium. As culturas foram tratadas com concentragdes equimolares (0,16
a 21,3 uM) de isotretinoina livre e encapsulada em lipossomas e nanocapsulas (PLA e
PLGA).

Tabela 31. Atividade da isotretinoina encapsulada e nao encapsulada no crescimento de
células K562 segundo MTT.

ICs (LM
TEMPO = (uM) IC*so (uM)
LIVRE
(Horas) ENCAPSULADA
LIPOSSOMA PLA PLGA
24 7.459 2533 47.6 38,03
48 2.969,5 26.1 22.9 10.3
72 8445 757 4.3 1.01

* Concentragéo (uM) que causa 50% de inibicdo do crescimento celular das células de pacientes.
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Figura 59: Citotoxicidade da isotretinoina encapsulada em lipossomas e nanocapsulas em
células K562 com 24 (A), 48 (B) e 72 (C) horas de incubagédo segundo método de redugao

do tretazolium.
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Os resultados apresentados na figura 59 demonstraram, assim como observado
através do método de azul de trypan, que com a encapsulagdo da isotretinoina em
lipossomas e nanocapsulas houve um aumento da atividade citotdxica do farmaco, estando
esta diretamente relacionada a dose e ao tempo de incubacdo, quando comparada a
isotretinoina ndo encapsulada em todos os periodos de incubagao investigados.

Os resultados obtidos matematicamente a partir da curva de concentragéo versus
resposta para os valores do ICs¢ da isotretinoina ndo encapsulada com 24, 48 e 72 horas
de incubacao estdo demonstrados na tabela 31.

Os valores para o ICsy segundo método de azul de trypan foram menores devido a
maior sensibilidade daquele método em relaggo ao MTT. O MTT é um método
colorimétrico que avalia a atividade mitocondrial das células através da mudanga na
intensidade de absorbancia das amostras, assim muita célula pode ter a membrana
danificada, um dos parametros de morte celular mais avaliados, mas ainda possuir
atividade mitocondrial. Desta forma, este método foi utilizado para confirmar a atividade
citotoxica da isotretinoina encapsulada em relagdo a nao encapsulada de uma forma
reprodutivel ja que a medida da absorbancia foi realizada através de uma leitora de ELISA.
Detectar diferentes estagios da morte celular como diminuicdo da atividade metabdlica
(MTT), aumento da permeabilidade da membrana celular (Azul de Trypan) permitiu inferir
sobre os resultados de citotoxicidade obtidos neste trabalho com maior precisédo e

seguranca.

4.5. BIODISTRIBUIGAO TISSULAR.

4.5.1. Avaliagao da biodistribuigao tissular, em camundongos, da isotretinoina

encapsulada em Nanocapsulas de PLGA.

Os resultados obtidos do ensaio de biodistribuicdo tissular da isotretinoina

encapsulada em nanocapsulas de PLGA est&o apresentados nas figuras 60 e 61.
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Figura 60: Biodistribuicdo da isotretinoina encapsulada em

figado de camundongo durante 24 horas.
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Figura 61: Biodistribuicdo da isotretinoina encapsulada em nanocapsulas de PLGA em

pulm&o de camundongo durante 24 horas.
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Conforme mencionado anteriormente, sabe-se que a isotretinoina sofre significativa
isomerizacdo em seu isdbmero mais estavel in vivo e in vitro, a tretinoina (MARCHETTI et
al, 1997; BLANER, 2001). Isto pode ser confirmado neste trabalho em dois momentos
distintos, durante incubacdo com as células K562 e durante o ensaio de biodistribuicdo
tissular em camundongos, onde foi possivel monitorar apenas a tretinoina. Nao foi
encontrado na literatura nenhum trabalho que demonstrasse a biodistribuigao tissular da
isotretinoina em animais.

A concentragdo plasmatica da tretinoina, em camundongos, € rapidamente
diminuida pelo grande sequestro e metabolismo tecidual mantido interrupto mesmo apés a
eutanasia (KURLANDSKY, 1995). Chansri e colaboradores, utilizando marcador radioativo,
demonstraram (2006) que a tretinoina quando incorporada em micelas poliméricas e
lipossomas foi rapidamente eliminada da corrente sanglinea e recuperada no figado nos
primeiros 30 minutos. Suzuki e colaboradores (2006) demonstraram que quando
encapsulada em lipossomas catidnicos o 6rgdo de maior acumulo da tretinoina foi o
pulmao.

Através dos resultados obtidos neste trabalho em relagdo a biodistribuicdo tissular
pdde-se observar que as nanocapsulas de PLGA foram rapidamente sequestrados pelo
figado e pulmao assim como demonstrado por Chansri et al (2006) e Suzuki et al (2006)
Estes tecidos demonstram maior acumulo das nanocapsulas, pela presenca de capilares
fenestrados e células do sistema reticulo endotelial. (KURLANDSKY et al, 1995; CHANSRI
et al, 2006; KAWAKAMI et al, 2006; SUZUKI et al, 2006).

124



5. CONCLUSOES.

v A obtencao de populagdes com diametro médio menor que 200 nm e PDlI igual a 0,1
quando se utilizou gotejamento agulha com diédmetro interno de 0,317, foi

reprodutivel e garantiu o mesmo didmetro médio para as goticulas da emulséo;

v Dentre as diversas formulagdes avaliadas, a que apresentou melhores
caracteristicas de eficiéncia de encapsulacéo e estabilidade foi a que contem 5 mg
de isotretinoina/150 mg PLGA/150 mg PC/100 mg Oleo de soja /150 mg Poloxamer
188, para 10 mL da dispersao obtida através do método de deposi¢cao do polimero

pré-formado;

v' A dispersdo de nanocapsulas de PLGA contendo isotretinoina (0,5 mg/mL) — NC-

ISO 1, armazenada em geladeira se mostrou estavel durante pelo menos 270 dias;

v A eficiéncia maxima de encapsulagdo foi alcangada com 98% de isotretinoina
encapsulada, partindo da concentragdo inicial de 0,5 mg/mL. A razdo molar de

maxima encapsulagéo foi de 1:4 (isotretinoina: PLGA)

v' A encapsulagdo da isotretinoina em nanocapsulas de PLGA reduziu os efeitos da

radiacao UVA sobre a isotretinoina na primeira hora de exposigao.

v Utilizando-se 40 mM de fosfatidilcolina na preparagédo de lipossomas, foi possivel
encapsular a quantidade 6,3 mg de isotretinoina. A Raz&o molar entre isotretinoina
(2,3 mM) e fosfatidilcolina (40 mM) foi de 1:17. Os lipossomas obtidos apresentaram

didmetro médio de 90 nm.

v' A isotretinoina apresentou maior atividade citotoxica sobre células K562 quando
encapsulada em lipossomas e nanocapsulas em comparagdo com o farmaco em

sua forma livre.

v No ensaio de citotoxicidade sobre células de paciente foi possivel alcangar 100% de
morte celular com 48 horas de incubagao, tanto para lipossomas quanto para
nanocapsulas contendo isotretinoina, demonstrando efeito antitumoral superior

aquele observado com as células K562.
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v' A isotretinoina sofre isomerizagdo em tretinoina e outro retindides, ndo identificados
neste trabalho, na presengca de meio de cultura. A encapsulagao da isotretinoina
tanto em lipossomas quanto em nanocapsulas (PLGA e PLA) néo evitou a

isomerizacao intracelular em tretinoina.

v' Devido a isomerizacao intracelular e ao fato de que a atividade citotéxica é dose
dependente, a atividade citotdéxica dos retindides parece ser devida ao efeito
combinatério dos dois principais isdmeros (isotretinoina e tretinoina), mesmo

quando a inoculagao inicial tenha sido apenas de um deles, no caso, a isotretinoina.
v' A isotretinoina também sofre isomerizagdo in vivo em ftretinoina. A tretinoina

monitorada nos experimento de biodistribuicdo tissular permite inferir que as

nanocapsulas de PLGA distribuiram-se no figado e pulmao.
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