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RESUMO
O bexaroteno é um agonista dos receptores retinoides X (RXR) clinicamente utilizado no
tratamento de linfoma cutaneo de células T (LCCT). A terapia oral do bexaroteno resulta em
efeitos colaterais desagradaveis relacionados ao metabolismo de lipidios, de forma que a via
topica se apresenta como alternativa para administracdo do bexaroteno, aumentando a
concentracdo de farmaco no sitio alvo. O uso de sistemas nanoestruturados, como por
exemplo, os lipossomas deformaveis, pode ser uma alternativa interessante para facilitar ou
promover maior permeacdo cutanea do bexaroteno. Assim, o objetivo deste trabalho foi o
desenvolvimento e caracterizacdo de lipossomas deformaveis de bexaroteno. Para selecionar
0s componentes da formulagdo foram avaliados trés tensoativos (Span 80, Tween 80 e Span
85) em trés concentrac@es diferentes (5, 10 e 15%). Os lipossomas foram avaliados quanto ao
diametro médio, Pdl e elasticidade. A seguir um planejamento fatorial completo 32 com
triplicata do ponto central foi aplicado para analisar a influéncia das variaveis de concentragao
do etanol e do tensoativo na elasticidade das vesiculas. Uma solucdo global foi proposta
mediante andlise pelo software Statistica 7.0 aplicando-se a ferramenta desejabilidade e, os
lipossomas deforméaveis encapsulando bexaroteno foram preparados a partir da resposta
obtida. Lipossomas deformaveis foram preparados por hidratacdo do filme lipidico e extrusdo
em membrana de policarbonato (200 e 100 nm). A funcdo desejabilidade ofereceu uma
solucdo global com 5,25% (v/v) de etanol e 5% (p/v) de Span 80. Os lipossomas deformaveis
obtidos apresentaram eficiéncia de encapsulacdo de 99,67+3,4 %, diametro médio de
93,69+1,95 nm e Pdl 0,092+0,02. Os lipossomas liofilizados indicaram parametros de
elasticidade superiores as formulaces ndo liofilizadas, com elasticidade de até 215,5+5,5
(mg.st.cm?) para formulacdes com sacarose e 22,13+1,04 (mg.s™.cm™) para lipossomas
convencionais. Os estudos de RPE demonstraram que as formulagdes liofilizadas
apresentaram maior dinamica molecular dos lipidios em relacdo as nédo liofilizadas em todas
as formulagdes, enquanto nas formulagfes sem BXT houve maior dindmica nas formulagdes
em que a sacarose foi utilizada como crioprotetor, nas formulagdes com BXT ocorre o
contrario. Nos estudos de permeacdo cutanea in vitro, os lipossomas deformaveis de BXT
tiveram uma taxa de penetragdo no EC cerca de 5 vezes superior aos lipossomas
convencionais. Dessa forma, os lipossomas deforméaveis desenvolvidos se apresentam como

potencial promotor de permeacao do bexaroteno na pele.

Palavras-chave: lipossomas deformaveis, bexaroteno, RPE, permeacdo cutanea.



ABSTRACT

Bexarotene is an agonist to retinoid X receptors (RXR) clinically used in cutaneous T cell
lymphoma (CTCL). The oral bexaroteno therapy results in disagreeable side effects related to
lipid metabolism, such that topical administration presents as an alternative to bexaroteno use
increasing the drug concentration at the target site. Nanostructured systems, such as the
deformable liposomes can be an interesting alternative to facilitate or promote increased
cutaneous permeation of bexarotene. So, the aim of this study was the development and
characterization of deformable bexarotene liposomes. Three surfactants were evaluated for
composition of deformable liposomes (Span 80, Tween 80 and Span 85) in different
concentrations (5, 10 and 15%). Liposomes were evaluated for average diameter, Pdl and
elasticity. And then a full factorial design with 32 triplicate central point was applied to
analyze the influence of variables ethanol concentration and surfactant in the elasticity of the
vesicles. A global solution was proposed by analyzing the Statistica 7.0 software applying the
desirability tool and the deformable liposomes encapsulating bexarotene were prepared from
the obtained response. Deformable liposomes were prepared by lipid film hydration and
extrusion polycarbonate membrane (200 and 100 nm). The desirability function provided a
global solution with 5.25% (v / v) ethanol and 5% (w / v) Span 80. Deformable liposomes had
encapsulation efficiency of 99.67+3.4%, diameter average of 93.69+1.95 nm and PDI
0.092+0.02. Lyophilized liposomes showed higher elasticity parameters than non-lyophilized
formulations, with elasticity up to 215.5+5.5 (mg.s™.cm™) for formulations with sucrose and
22.13+1.04 (mg. st.cm?) for conventional liposomes. EPR studies demonstrated that
lyophilized formulations presented higher molecular dynamics of lipids regarding the non
lyophilized in all formulations, while the formulations without BXT was most dynamic in
formulations in which sucrose was used as cryoprotectant, in formulations with BXT occurs
the oposite. In vitro skin permeation studies, BXT deformable liposomes had a penetration
rate EC about 5 times greater than the conventional liposomes. Thus, the developed

deformable liposomes present as bexarotene the potential permeation enhancer on the skin.

Keywords: deformable liposomes, bexarotene, EPR, skin permeation.
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1 APRESENTACAO

O bexaroteno (BXT) é um retinoide de terceira geracdo quimicamente representado
pela Figura 1, é indicado para administracdo oral no tratamento de recidivas de linfoma
cutdneo de células T (LCCT) (SCHADT, 2013), monoterapia de uso topico em estagios
iniciais da doenca (NGUYEN e BOHJANEN, 2015) e terapia de manutencdo em pacientes

em remissdo, a fim de prolongar o estado livre de doenca (DUMMER et al., 2007).

Figura 1- Estrutura molecular do bexaroteno (HURYN e WIPF, 2014).

LT o

O

O mecanismo de acdo exato do bexaroteno é desconhecido, todavia sabe-se que sua
atividade ocorre mediante a modulacdo do receptor retinoide X (RXR), por suprimir a
proliferacdo celular descontrolada e apoptose das células cancerosas. Estudos demonstraram
que o bexaroteno também é capaz de inibir a angiogénese e a metastase em tumores sélidos
(DRAGNEYV et al., 2007; QU e TANG, 2010).

Entretanto, o uso sistémico do bexaroteno proporciona efeitos colaterais indesejaveis,
como a hipertrigliceridemia, hiperlipidemia e hipotiroidismo (TRAUTINGER et al., 2006;
WOIDYLO et al., 2013). Uma estratégia para contornar esses agravantes € o uso topico do
bexaroteno, uma vez que esta via permite a aplicacdo direta do bexaroteno em seu sitio alvo.
Todavia a funcdo barreira da pele, sobretudo na camada cornea, dificulta a permeacéo cutanea
de farmacos, assim, é necesséria a incorporacdo do farmaco em formulacGes que favorecam
sua penetracdo no estrato corneo e permeagdo para as demais camadas da pele (ELIAS e
WAKEFIELD, 2015; PRAUSNITZ et al., 2012).

O emprego de lipossomas deformaveis constitui uma alternativa para aumento da
penetracdo de farmacos na pele por atuar como promotores de permeagdo. Lipossomas

deformaveis consistem de vesiculas concéntricas de bicamadas lipidicas que apresentam
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capacidade eléstica, em virtude da adicdo de um agente capaz de aumentar a fluidez da
bicamada lipidica (BOAKYE et al., 2015).

Devido ao incremento proporcionado a penetracdo cutanea de farmacos, o emprego de
lipossomas deformaveis para encapsulacdo do bexaroteno pode ser uma alternativa
promissora para aumentar a permeagdo do bexaroteno na pele, minimizando reag0Oes
indesejaveis. Para tanto, este trabalho se objetivou a desenvolver e caracterizar lipossomas
deformaveis de bexaroteno, avaliando-0s quanto a permeacao cutanea e por monitoramento
da dinamica molecular dos fosfolipidios da membrana lipossomal por estudos de ressonancia

paramagnética eletronica (RPE).
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2 INTRODUCAO

2.1 Linfoma cutaneo de células T

O linfoma cuténeo de células T (LCCT) conforme estabelece a Organizacdo Mundial
da Saude (OMS) e a Organizacdo Europeia para Pesquisa e Tratamento do Cancer (EORTC),
é classificado como linfoma ndo-Hodgkin e pertence a um grupo heterogéneo de desordens
linfoproliferativas extranodais (WILLEMZE et al., 2005).

ApOls o trato gastrointestinal, a pele é o segundo Orgdo mais atingido por grupos
extranodais de linfoma ndo-Hodgkin, podendo ocorrer manifestacdes malignas restritas a pele
(linfoma cutdneo primério) ou envolvimento cutdneo com infiltragdes sistémicas
(envolvimento extracutaneo) (LEE et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2011). O diagndstico para a
LCCT é um desafio, faz-se necessario uma combinacdo da avaliacdo clinica, de exames
imunolégicos e caracterizacdo molecular, para um diagndstico conclusivo (WONG et al.,
2011).

A micose fungéide (MF) é a forma mais comum de LCCT, aparece em 44% dos casos
de linfoma cutdneo, apresenta comportamento indolente, a principio apresenta aspectos
inespecificos e variantes que imitam condicBGes benignas da pele, como eczema, psoriase,
foliculite, vitiligo, entre outras, o que dificulta o diagndstico no estagio inicial, uma vez que as
lesBes sdo clinica e histologicamente sutis (JAWED et al., 2014; PIMPINELLI et al., 2005).

A MF se apresenta como manchas cutaneas atréficas (Figura 2a) e placas eritematosas
(Figura 2b), muitas vezes pruriginosas, em areas ndo expostas ao sol (seios, nadegas, tronco
inferior e virilha), as placas sdo bem delimitadas com formato irregular, com a progressao da
doenca h& o aparecimento de tumores (Figura 2c) e, por vezes ocorrem infiltracdes.
Geralmente, na MF ocorre o surgimento das trés leses, manchas, placas e tumores,

concomitantemente.
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Figura 2- ManifestacGes cutaneas na MF: (a) manchas atroficas, (b) placas eritematosas, (c)
tumores. (JAWED et al., 2014; SANCHES JUNIOR et al., 2006).

A sindrome de Sézary (SS) é um tipo agressivo e leucémico do linfoma de células T, a
sindrome é caracterizada por circulacdo sanguinea de células T neoplasicas e eritroderma
generalizado (Figura 3a) e lesbes esfoliativas e pruriginosas (Figura 3b), com ou sem
associacao a linfoadenopatia. A SS juntamente com a MF e suas variag@es representam 53%
dos casos de linfoma cutaneo e, demonstram risco aumentado para o aparecimento de cancer
secundario, independente do estagio, antes ou apds o inicio da quimioterapia
(HALLERMANN et al., 2007).

De forma geral, a MF e a SS nédo se desenvolvem juntas, todavia ha relatos de casos
esporadicos em que a MF antecede a SS, assim sendo a Sociedade Internacional de Linfoma
Cutaneo (ISCL) recomenda distingdo desses casos como Sindrome de Sézary precedida de
Micose Fungdide.

Figura 3- Apresentacdes cutineas na SS: (a) eritroderma generalizado, (b) lesGes esfoliativas.
(JAWED et al., 2014)
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O estadiamento do linfoma cutaneo é determinado conforme preconiza a EORTEC e a
ISCL (Tabela 1), para entéo o tratamento para a doenca ser estabelecido. Para o estadiamento
sdo analisados clinica e histologicamente o comprometimento de quatro parametros do corpo:
a pele, os linfonodos, as visceras e 0 sangue, conforme a Tabela 1 (WHITTAKER e FOSS,
2007; WILLEMZE et al., 2013).

Tabela 1- Estadiamento para a micose fungoide e sindrome de Sézary.

Estagio T (Pele) N (Linfonodos) M (Visceral) B (Sangue)

1A 1(<10%) 0 0 0-1

IB 2(>10%) 0 0 0-1

1A 1-2 1-2 0 0-1

1B 3 0-2 0 0-1

1] 4 0-2 0 0-1
IVA, 1-4 0-2 0 2
IVA; 1-4 3 0 0-2
IVB 1-4 0-3 1 0-2

T,: manchas e placas <10% do corpo; T,: manchas e placas >10% do corpo; Ts: tumor (es); T,: eritroderma. No:
auséncia de linfonodomegalia; Nj: presenca de linfonodomegalia, sem envolvimento histolégico. No:
linfonodomegalia, com envolvimento histolégico,sem apagamento da arquitetura do linfonodo. Naj:
linfonodomegalia, com envolvimento histoldgico e apagamento da arquitetura do linfonodo. My: sem
envolvimento visceral. M;: com envolvimento visceral. By: auséncia de células atipicas circulantes (Sézary,
linfocitos <5%). B1: presenca baixa de células atipicas circulantes. B,: presenca elevada de células atipicas
circulantes (>1000 U/ul de sangue). Fonte: WILLEMZE et al., 2013; WONG et al., 2011.

A terapia topica é designada para os estagios iniciais da micose fungoide (1A, IB e
I1A), quando a doenca € restrita a pele e seu controle é mais vidvel, uma vez que a média de
vida global de 71% dos pacientes nesses estagios estd entre 15,8-35,5 anos (AGAR et al.,
2010). Por outro lado, o tratamento sistémico € destinado aos estagios mais graves de MF
(11B, 111 e IV), em que ocorre infiltracdo de células sanguineas ou quando se trata da sindrome
de Sézary, devido ao seu comprometimento sistémico (DUMMER et al., 2007).

No tratamento topico de MF h& uma variedade de terapias que podem ser aplicadas,
corticosteroides, quimioterapia topica por mostardas nitrogenadas, retindides, fototerapia por
UVB ou UVA, radioterapia superficial ou irradiacdo de corpo inteiro com feixe de elétrons
(JAIN et al., 2012; TANDBERG et al., 2015). A terapia topica € administrada de formas
isoladas, como os corticosteroides nos estagios iniciais de grau | e Il que conseguem remissao
completa entre 25-63% dos casos ou, de forma combinada em pacientes com grau IIB e IlI,
em que o0s corticosteroides sdo adjuvantes a uma radioterapia local ou fototerapia
(WHITTAKER e FOSS, 2007; WILLEMZE et al., 2013).

As opcles de terapia sistémica se estendem ao uso de retindides, quimioterapicos

(metrotexato, gencitabina), anticorpos monoclonais (alentuzumabe), interferon-alfa (INFa),
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denileucina difitox (ONTAK®), voristat e fotoforese. Em virtude da heterogeneidade e
raridade de estudos longitudinais em larga escala, ndo had um tratamento de escolha
preconizado pelas associacGes em saude, sendo que a terapia a ser administrada fica a critério
médico, e as condicdes para a escolha sdo multiplas: estagio do LCCT, tratamento anterior,
ocorréncia de recidivas, perfil de efeitos colaterais nocivos e capacidade do paciente a
suporta-los, bem como conveniéncia e despesas financeiras (JAIN et al., 2012; MESTEL et
al., 2009; POLIGONE e HEALD, 2012).

A remissdo clinica significativa e prolongada é o principal objetivo terapéutico no
LCCT, independente da terapia topica, sistémica ou associacdes entre ambas. A mostarda
nitrogenada (mecloretamina), INFo ¢ o bexaroteno, bem como o tratamento por PUVA
apresentaram efeitos satisfatorios no prolongamento das remissées (DUMMER et al., 2007).
O bexaroteno ¢ o INFa sdo candidatos adequados para administragdo pelo paciente, e somado
ao aparecimento de neoplasias secundarias com o uso prolongado, tanto da mecloretamina
quanto de PUVA (WILLEMZE et al., 2013; WONG et al., 2011).

2.2 Bexaroteno

O bexaroteno € um composto sintético pertencente a classe dos retindides que se
relaciona estruturalmente a vitamina A (acido retindico), Figura 4. Os retindides regulam
processos bioldgicos de desenvolvimento, diferenciacdo, proliferacdo e apoptose das células
mediante modulacéo de receptores do acido retindico (RAR) e receptores retindides X (RXR)
(SODHI e SINGH, 2014). As aplicacOes terapéuticas dos retindides incluem acne vulgar,
fotoenvelhecimento, psoriase e tratamentos antineoplasicos (ALIZADEH et al., 2014; SAMI,
2015).

Figura 4- Estrutura quimica do acido retinoico e do bexaroteno. (HURYN e WIPF, 2014).
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O bexaroteno tem uso preconizado para terapia oral de LCCT refratario ao menos a
um tratamento anterior, mas pode ser utilizado na terapia topica em pacientes com estagios
iniciais da doenca (I e 11A), bem como na terapia de manutencdo em pacientes que obtiveram
remissdo completa por algum tratamento anterior (HUEN e KIM, 2015; NGUYEN e
BOHJANEN, 2015; QU e TANG, 2010).

Uso off label do bexaroteno tem sido explorado para cancer de mama e céancer de
pulméo de células ndo pequenas, devido a acdo antiangiogénica e anti metastase que sao
promovidas pela capacidade do bexaroteno impedir a invasdo de células tumorais através de
celulas endoteliais (DI MASI et al., 2015; DRAGNEV et al., 2007; YEN et al., 2006).

2.3 A estrutura da pele e a administracao tépica de medicamentos

A pele e seus derivados consistem de um 6rgdo complexo, formada por trés camadas:
hipoderme, derme e epiderme (Figura 5). Sua principal fungdo consiste em formacdo de
barreira de protecdo a agentes exdgenos, bem como evitar desidratacdo corpdrea, participar da
homeostase corporal (regulacdo térmica), transmissdo de informacgdes sensoriais e funcdes
metabolicas (CEVC e VIERL, 2010; CONTRI et al., 2011).

Figura 5- Estrutura da pele. (MAIONE-SILVA, 2012)
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A hipoderme ou camada subcutanea gordurosa é¢ formada por tecido conjuntivo e
adiposo, atua como protecdo mecanica e isolante térmico (ROSS e PAWLINA, 2008). A
derme, por sua vez, possui capacidade elastica e flexivel que oferece suporte a epiderme,
anexos glandulares e foliculos, dispde de uma malha de vasos sanguineos e linfaticos eficiente

em mediar respostas imunolégicas (PILLAI et al., 2016). A epiderme é constituida por tecido
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epitelial estratificado pavimentoso queratinizado, ndo tem vasos sanguineos e possui 5
camadas: basal, espinhosa, granulosa, lucida e cornea (ELIAS e WAKEFIELD, 2015).

Os queratinocitos constituem o principal grupo celular encontrado na epiderme, sao
formados na camada basal e conforme atingem as camadas superiores da epiderme seu DNA
é fragmentado e as células sdo preenchidas por queratina, até que integrem a camada cérnea, a
qual é formada por células achatadas, queratinizadas e anucleadas, envolvidas por lipidios
(PRAUSNITZ et al., 2012). O estrato corneo (EC) é o principal responsavel pela funcédo
barreira da pele, evitando a perda hidrica e a entrada de substancias e agentes externos
(BARBA et al., 2015).

Hé& basicamente, trés objetivos ao se administrar produtos terapéuticos ou estéticos na
pele: a) quando o alvo é apenas a superficie da pele, para casos de desinfeccGes, protecéo
solar, repeléncia a insetos e apelo estético (maquiagem) (TROMMER e NEUBERT, 2006); b)
quando a finalidade é a penetracdo de fa&rmacos na pele para agéo local (topico) ou c) quando
0 objetivo € a acdo sisttmica do farmaco e, neste Gltimo caso, a pele € utilizada apenas como
via de administracdo (via transdérmica) (BOAKYE et al., 2015; CONTRI et al., 2011; SILVA
etal., 2010).

O wuso tdépico de medicamentos apresenta como Vvantagens aumentar a
biodisponibilidade do farmaco no sitio alvo por evitar o mecanismo de primeira passagem no
figado, comum em farmacos utilizados pela via oral, permitindo uma acdo mais direta do
medicamento, que € aplicado no 6rgdo ao qual se destina (BARRY, 2002; MOHAMMED et
al., 2014). Além disso, o uso topico proporciona aumento da adesdo ao tratamento em relacédo
a via intravenosa, por ser uma via indolor, ndo invasiva e que nao requer treinamento
especializado para aplicacdo do medicamento (BROWN et al., 2006; LOURENCO, 2013).

2.4 Lipossomas

Lipossomas s&o vesiculas constituidas de uma ou varias bicamadas lipidicas
concéntricas que envolvem um compartimento aquoso em seu interior (Figura 6). S&do
constituidos basicamente por fosfolipidios e esterdis. Lipossomas podem ser classificados
quanto ao numero de bicamadas (lamelas), em vesiculas multilamelares (MLV) ou
unilamelares (ULV), mas também podem ser categorizados quanto ao tamanho em vesiculas
unilamelares grandes (LUV) ou vesiculas unilamelares pequenas (SUV).

Vesiculas lipossomais apresentam um comportamento importante para utilizacéo

terapéutica, pois permitem encapsular tanto substancias lipofilicas (bicamada) quanto
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substancias hidrofilicas (interior aquoso), sendo largamente empregadas como drug delivery
systems (DDS).

Figura 6- Representacao esquematica de lipossomas. ©Encyclopedia Britannica, Inc., 2007.
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Lipossomas sdo utilizados como DDS uma vez que sdo capazes de proporcionar um
melhor direcionamento do tratamento terapéutico, aumentando a biodisponibilidade do
farmaco e, preferencialmente, elevando a concentracdo de farmaco no sitio ativo (ALLEN e
CULLIS, 2004; EL KECHAI et al., 2015; PARK, 2014).

2.4.1 Lipossomas deformaveis

Ao longo do tempo, a estrutura dos lipossomas foi aprimorada a fim de se alcancar
maior aplicabilidade farmacéutica, como é o caso das formulagdes destinadas ao uso tépico e
transdérmico. Apesar da administracdo de farmacos através da pele oferecer vantagens em
relacdo ao uso oral, como evitar mecanismo de primeira passagem pelo figado, e sobre a via
intravenosa por administracdo ndo invasiva, a administracdo cutanea também possibilita
aplicacdo do farmaco direto no sitio-alvo (uso topico). Todavia limitagdes sdo encontradas na
aplicagédo cutanea de farmacos, em funcéo da caracteristica de barreira da pele, dificultando a
permeacao de farmacos por esta via (CEVC e VIERL, 2010; GILLET et al., 2011).

Lipossomas convencionais, constituidos apenas por fosfolipidios e colesterol ndo sdo
eficientes em penetrar a barreira da pele (CEREDA et al., 2013; EL MAGHRABY et al.,
2008). Em 2011, Knudsen e colaboradores mostraram que a rigidez/flexibilidade das
membranas dos lipossomas influencia na permeacao de farmacos através da pele. O aumento

na fluidez da membrana lipossomal ocasiona aumenta da flexibilidade e elasticidade dos
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lipossomas, isso resulta na formacdo de lipossomas deformaveis, também conhecidos como
lipossomas elésticos ou flexiveis (KNUDSEN et al., 2011).

O conceito de lipossomas deformaveis foi introduzido por Cevc e colaboradores em
1992 e, se refere a lipossomas com fosfolipidios e tensoativo de cadeia simples, com alto raio
de curvatura, capaz de desestabilizar a bicamada lipidica dos lipossomas ocasionando em
aumento da elasticidade dessas vesiculas (CEVC, 2012; CEVC e BLUME, 1992; CEVC e
BLUME, 2001). Esses lipossomas deformaveis com tensoativo foram chamados de
Transfersomas®. Diferentes tipos de tensoativos podem ser adicionados para formacgédo de
lipossomas deformaveis, mas em geral sdo usados tensoativos ndo-idnicos como, Tween 80,
deoxicolato de sddio, Span 80, colato de sodio, Span 85, Tween 60, entre outros (ASCENSO
etal., 2014; EL ZAAFARANY etal., 2010; GILLET et al., 2011; KUMAR et al., 2013).

A adicdo de etanol em lipossomas também consiste em uma forma de aumentar a
fluidez da bicamada lipidica, aumentando a elasticidade e favorecendo a permeacdo cutanea
de farmacos (MAHESHWARI et al., 2012; MANCA et al., 2014; TOUITOU et al., 2000). A
incorporacdo de etanol em lipossomas foi inicialmente introduzida por Touiton e
colaboradores em 2000, os quais nomearam esses lipossomas de etossomas. Recentemente, a
fim de englobar caracteristicas de Transfersomas® e dos etossomas, formulagdes de
lipossomas compostos por fosfolipidios, &cido oleico, tensoativo e etanol foram nomeados
como transetossomas.

Os lipossomas deforméaveis sdo empregados com a finalidade de aumentar a
permeacdo cutdnea de farmacos, todavia a forma como as vesiculas lipossomais contribuem
para esse aprimoramento da permeacdo de farmacos através da pele permanece em discussao.
Conforme inicialmente proposto por Cevc e Blume 1992, a maior penetracdo do farmaco na
pele quando encapsulado em lipossomas deformaveis deve-se a travessia das vesiculas pelos
tecidos cutaneos de forma intacta (CEREDA et al., 2013; DARWHEKAR et al., 2012).

Por outro lado, postula-se que as vesiculas elasticas, bem como seus componentes
trabalhnem como promotores de permeacéo efetivos e, 0 aumento de farmaco dentro da pele se
da em virtude disso (Figura 7B e 7C). (COSCO et al., 2015; GILLET et al., 2011; MANCONI
etal., 2011).
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Figura 7- Mecanismos possiveis da permeacdo de lipossomas deforméaveis na pele. A) As
vesiculas atuam apenas como carreadores e, o farmaco livre permeia a pele. B) Os
constituintes da formulacdo atuam como potenciadores da permeacdo. C) As vesiculas se
fundem com o estrato cérneo (EC) e o fa&rmaco livre permeia a pele. D) A vesicula eléstica
atravessa a pele de forma intacta. E) Os lipossomas penetram na pele via foliculos pilosos (EL
MAGHRABY et al., 2008).

Liposome

Para Cevc e colaboradores 2001 a elasticidade garante as vesiculas penetracdo na pele
de forma intacta (Figura 7D) através de um gradiente de hidratacdo proporcionado pelas
vesiculas na superficie do estrato corneo (EC), culminando na abertura de poros entre as
jungdes intercelulares da barreira, permitindo a entrada das vesiculas elésticas. Enquanto
Vazquez-Gonzalez e colaboradores (2014) postularam a hipOtese da sobreposicdo em
bicamadas planares dos lipossomas sobre o EC, formando um filme oclusivo que tornaria a
pele mais permeéavel a passagem dos lipossomas deformaveis (VAZQUEZ-GONZALEZ et
al., 2014).

2.5 Permeacdo cutanea

A atividade do farmaco em um tratamento cutaneo é depende de sua penetracdo na
pele através do estrato corneo (EC). O transporte de substancias através do EC pode ocorrer
por trés formas: via apéndices, transcelular e intercelular (Figura 8). Os apéndices ocupam
apenas 0,1% da superficie corporal, de modo que sua contribuicdo na permeacdo é
considerada baixa. Na via intercelular, a difusdo do farmaco acontece por entre 0s
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cornedcitos, contornando-os pela matriz lipidica, enquanto na via transcelular o farmaco se

difunde atraves dos cornedcitos e da matriz lipidica.

Figura 8- Vias de transporte de farmaco através da pele. Adaptado de Moser et al., 2001.
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A principal forma de se aumentar a penetracdo de farmaco no EC é através do uso de
promotores de permeacdo, que podem ser fisicos ou quimicos. Entre os promotores de
permeacéo fisicos se encontram as microagulhas (PRAUSNITZ, 2004; TUAN-MAHMOOD
et al., 2013), iontoforese (ARTUSI et al., 2004; DEL RIO-SANCHO et al., 2012), sonoforese
(MITRAGOTRI et al., 1996; POLAT et al., 2010), eletroporacdo (CHAROQOO et al., 2010;
WONG et al., 2008) e oclusdo. Promotores de permeacdo quimicos podem ser solventes,
como alcoois e polialcoois; tensoativos anidnicos, catidnicos ou ndo idnicos; terpenos; 6leos e
formulacBes farmacéuticas, como géis, cremes e pomadas (MOGHADAM et al., 2013;
MUTALIK e UDUPA, 2003; SOM et al., 2012).

Neste contexto, as formulacdes de lipossomas deformaveis séo interessantes por atuar
tanto como promotores de permeacao fisicos, por permitir a oclusdo sobre o tecido cutaneo
quanto como promotor quimico, devido a consistir em uma formulacdo farmacéutica
especializada para o direcionamento do delivery cutaneo e, tambeém por possuir tensoativo e
alcoois em sua constituicao.

Dessa forma, o uso de lipossomas deformaveis compostos por etanol e tensoativo para
encapsular o bexaroteno consiste em uma alternativa promissora para aprimorar a penetracao
cutanea do BXT, aumentando a biodisponibilidade cutanea e minimizando efeitos colaterais

desagradaveis.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver e caracterizar lipossomas deformaveis de bexaroteno.

3.2 Objetivos especificos

e Delineamento das formulagdes de lipossomas deforméveis.

e Encapsulacao do bexaroteno nos lipossomas deforméaveis desenvolvidos.

e Caracterizacdo dos lipossomas deforméaveis de bexaroteno.

e Analise da influéncia dos componentes da formulacdo na fluidez da bicamada lipidica
por RPE.

e Estudo de permeacdo das formulacdes de lipossomas convencionais e deformaveis de

bexaroteno.
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4 METODOLOGIA

4.1 Metodologia analitica para quantificagdo do bexaroteno

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com deteccdo UV-Visivel foi
utilizada como método para quantificacdo do bexaroteno. Sendo as andlises realizadas em
cromatégrafo VARIAN, equipado com amostrador automético ProStar 410, detector de UV-
Visivel ProStar 310 e bomba quaternaria modelo ProStar 240. Como fase estacionaria
utilizou- se uma coluna ZORBAX Eclipse XDB-Cyg (100x4,6 mm) 3,5um, mantida a 40°C
por forno externo. A deteccéo do bexaroteno ocorreu em 262 nm (HOWELL et al., 2001).

A fase movel utilizada foi acetonitrila e acido trifluoracético (TFA) 0,1% na proporcao
85:15 (v/v) com fluxo de 0,8 mL/minuto. Os dados foram processados através do software
Galaxie Chromatography Data System.

Cada conjunto de amostras analisadas se utilizou da preparacdo de uma curva
analitica, preparada em triplicata, com soluces etandlicas de bexaroteno de 3-100 pg/mL.

4.1.1 Quantificacédo do bexaroteno em matriz bioldgica

Durante a realizacdo dos testes em matriz bioldgica, o bexaroteno foi quantificado
conforme o método descrito acima, mas com deteccdo por fluorescéncia. A excitacdo e
deteccdo foram de 262 e 430 nm, respectivamente. Cada conjunto de amostras analisadas se
utilizou da preparacdo de uma curva analitica, preparada em triplicata, com solucdes

etandlicas de bexaroteno de 0,03 a 1 pg/mL, em triplicata.

4.1.2 Seletividade do método analitico — analise de possiveis interferentes da matriz

biol6gica

Peles de orelhas de porco foram utilizadas como modelo da pele humana na realizacéo
de estudos de permeacdo cutanea devido as suas propriedades similares a pele de humanos,
tais como, espessura do estrato corneo, caracteristicas bioquimicas e densidade de foliculos
pilosos. Para avaliar os possiveis interferentes da pele no método analitico de quantificagédo do

BXT, as camadas da pele foram separadas pela técnica de tape stripping.
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O tape stripping consiste em uma técnica de separacdo do estrato cérneo (EC) das
demais camadas da pele (pele remanescente-PR) atraves de aplica¢fes sucessivas de fitas
adesivas no EC, que fica aderido na superficie da fita.

Para verificagdo da seletividade, tanto as fitas contendo o EC quanto a PR foram
acondicionadas em tubos falcon, separadamente. Foram adicionados 2,5 ml de etanol. Os
tubos foram agitados em vortex por 1 minuto e levados ao banho de ultrassom por 20
minutos. Em seguida, as amostras foram filtradas e analisadas em HPLC com o mesmo
método de quantificacdo do BXT (deteccdo por fluorescéncia). Os experimentos foram

realizados em triplicata.

4.1.3 Recuperacdo do BXT nas camadas da pele

A recuperagdo do BXT nas camadas da pele foi avaliada a partir da razdo entre a
quantidade de BXT extraida da pele contaminada (detectada pelo método analitico) com a
guantidade conhecida de farmaco, expressa em porcentagem. Para tanto, amostras sem
farmaco de EC e PR foram contaminadas com 500 pul de uma solugdo de BXT (2,5 pg/ml) em
etanol, em triplicata. Apds completa evaporacdo do solvente, as amostras de EC e PR com
BXT foram submetidas a extracdo por etanol, com agitacdo vortex por 1 minuto e levadas ao
banho de ultrassom por 20 minutos. A adi¢do de 2,5 ml de etanol resultou na concentracéo
tedrica de 0,5 pg/ml.

4.2 Desenvolvimento das formulag6es de lipossomas

4.2.1 Obtencéo dos lipossomas convencionais

Os lipossomas foram preparados pelo método de hidratacdo do filme lipidico sucedido
por extrusdo em membrana de policarbonato, ambos em temperatura ambiente. Para formacéo
dos lipossomas convencionais a fase organica foi composta por fosfatidilcolina de soja (PC)
em 25 mM dissolvida em cloroférmio.

Uma solucdo mée de 100 mg/mL de PC em cloroférmio foi preparada e, uma aliquota
de 1 ml foi colocada em baldo de fundo redondo, juntamente com 2 mL de cloroférmio para
formacéo do filme lipidico, por rota evaporacdo do solvente organico.

O filme lipidico foi hidratado com 5 ml de agua ultrapurificada (milli-Q) por 20

minutos, a seguir houve agitagdo em vortex até completo desprendimento do filme com a
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formacgdo de vesiculas multilamelares. Realizou-se entdo a extrusdo da formulagdo em 2
ciclos com 10 repeticdes cada, o primeiro em membrana de policarbonato com poros de 200
nm de diametro e o segundo em membranas com poros de 100 nm, ambos sob pressao de 1

MPa (megapascal).

4.2.2 Obtencao dos lipossomas deformaveis

4.2.2.1 Selecédo do Tensoativo

Diferentes tensoativos foram incorporados, separadamente, ao filme lipidico com
objetivo de observar possiveis variacbes na elasticidade, tamanho médio e Pdl dos
lipossomas. Foram testados em trés concentracdes diferentes (5, 10 e 15 %), o Tween 80,
Span 80 e Span 85. As proporcdes de fosfatidilcolina utilizadas foram complementares a
concentracdo de tensoativo, 95, 90 e 85% (p/p). Os filmes foram formados por rota
evaporacdo, hidratados com 5 ml de agua e extrusados conforme metodologia descrita no item
4.2.1.

4.2.2.2 Planejamento Experimental

O planejamento fatorial € um planejamento experimental multivariavel que possibilita
a obtengdo de muitas informag6es usando menos experimentos, em relagdo ao uso de estudos
univariaveis (KUMAR e GOINDI, 2014). Sendo que a funcdo desejabilidade € um modelo
matematico utilizado para otimizar experimentos multivaridveis permitindo encontrar
condicdes que fornecam a resposta mais desejada por combinacdes de multiplas respostas, a
partir de limites anteriormente estabelecidos.

A fim de se avaliar a contribuicdo das variaveis, etanol e tensoativo, na elasticidade
das formulagdes lipossomais, foi realizado um planejamento fatorial completo do tipo 32 com
duplicata do ponto central (Tabela 2). Em que, as variaveis trabalhadas, tensoativo e etanol,
sdo denominadas fatores e, as concentragdes 0s quais se encontram sdo retratadas como niveis

e, codificados para o software em nivel alto (+1), médio (0) e nivel baixo (-1).
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Tabela 2- Planejamento Fatorial completo 32.

Niveis

Experimentos EE(‘;‘/L‘)‘" (T%A) Codificados
X | X

1 5 5 1 1
2 5 10 1 0
3 5 15 1 +1
4 20 15+ 41
5 20 10 +1 0
6 20 5 +1 -1
7 125 5 0 1
8 125 15 0 +1
9 125 10 0 0
10 125 10 0 0
11 125 10 0 0

As concentracdes estabelecidas de tensoativo (5, 10 e 15%) e etanol (5, 12,5 e 20%),
permitiram um planejamento fatorial completo com o total de 11 experimentos, a fim de
avaliar a contribuicdo dessas variacOes para a elasticidade dos lipossomas (resposta mais
desejada).

O software Statistica 7.0 foi utilizado para gerar o planejamento fatorial e tratamento

dos resultados.

4.2.3 Obtencéo dos lipossomas deformaveis de bexaroteno

Baseado na solucdo global oferecida pelo planejamento experimental, concentracdes
progressivas de bexaroteno foram testadas, adicionando-se a fase organica da preparacao para

formacao do filme lipidico conforme descrito no item 4.1.1.

4.3 Caracterizagao dos lipossomas

4.3.1 Determinacéo do diametro médio e indice de polidisperséo

O didmetro médio e indice de polidispersdo (Pdl) dos lipossomas deforméaveis foram
determinados pela técnica de espalhamento de luz dindmico (dinamic light scattering- DLS),
através do equipamento ZetaSizer NanoS (Malvern Instruments, Reino Unido). As leituras

foram feitas em &gua ultrapurificada (1:10).
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4.3.2 Determinacao da elasticidade dos lipossomas deformaveis

A elasticidade dos lipossomas foi analisada a partir da metodologia descrita por
IRFAN et al., 2012 com modificacbes. Dois mL de cada formulacdo foram submetidos ao
processo de extrusdao em membrana de policarbonato de 50 nm, uma Unica vez, sob presséo de
1 MPa por um periodo maximo de cinco minutos. A determinacdo da elasticidade dos

lipossomas foi obtida pela equacéo 1.

E=]. (3—5)2 Eq. (1)

Onde: E corresponde a elasticidade (mg. s2. cm?), J é a taxa de penetracdo através da
membrana (Equacdo 2), d, € o diametro médio das particulas apds a extrusdo e, dy € 0
didmetro dos poros da membrana empregada (50 nm).

=2 Eq. (2)

Em que, m é a massa em mg de formulagdo ap6s o processo de extrusdo, t € o tempo em
segundos que a formulacéo levou para passar através da membrana, A € a area da membrana

de policarbonato em cmz.
4.3.3 Determinacéo da eficiéncia de encapsulacéo

A eficiéncia de encapsulacdo (EE%) dos lipossomas de bexaroteno foi realizada por
centrifugacdo de 1 ml da formulagdo por 15 minutos a 14500 rpm e 15 minutos a 8000 rom,
sucessivamente. Uma aliquota de 100 pl foi retirada do liquido sobrenadante e diluida em
1000 pl de etanol. As amostras foram quantificadas em HPLC e a EE% calculada através da

equacéo 3.
EE =2 x 100 Eq.(3)
t

Onde EE corresponde a eficiéncia de encapsulacdo em porcentagem, C, é a

concentracdo experimental e C; é a concentragéo tedrica.
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4.3.4 Estabilidade dos lipossomas deformaveis de bexaroteno

A estabilidade dos lipossomas deformaveis de bexaroteno aconteceu com
experimentos em triplicata, mediante avaliacdo das formula¢6es mantidas em refrigerador a
4°C e a temperatura ambiente a 25°C (£2°C), por um periodo de 30 dias. As formulacGes
foram avaliadas quanto ao didmetro médio, indice de polidispersdo (Pdl), eficiéncia de

encapsulacdo (EE) e elasticidade, apos o preparo, 2, 7, 15 e 30 dias de armazenamento.

4.4 Estudo de Liofilizagdo dos Lipossomas

Para o preparo de lipossomas liofilizados foram avaliadas diferentes concentracdes dos
crioprotetores,  sacarose e trealose, separadamente, em quatro  proporcles
fosfatidilcolina:crioprotetor (PC:CRP), 1:2, 1:3, 1:4 e 1:6.

Trés formulagdes foram preparadas, uma de lipossoma convencional e outras duas de
lipossomas deformaveis. As formulacdes de lipossomas deformaveis diferem quanto a
hidratacdo do filme lipidico, enquanto um filme lipidico foi hidratado com solucao
hidroalcodlica 5,25%, o outro o foi com agua milli-Q, a fim de se avaliar a interferéncia do
alcool no processo de liofilizagdo dos lipossomas deformaveis. Ambas as preparacfes foram
ressuspensas com solucdo hidroalcodlica 5,25%, sendo que o crioprotetor foi adicionado
durante a fase de hidratacdo do filme lipidico.

Apds a extrusao, 2 ml dos lipossomas deformaveis foram mantidos em freezer a -22°C
por 12 horas. As amostras foram colocadas, congeladas, no liofilizador (Micromodulyo,
Thermo Scientific, USA), sob baixa presséo e temperatura, e mantidas por 24 horas. Ao final
da liofilizacdo, as formulacGes, agora em po, foram retiradas do liofilizador. No dia seguinte
foram ressuspensas com agua (lipossomas convencionais) e solucdo hidroalcoolica 5,25%

(lipossomas deforméveis) e, reavaliadas quanto ao tamanho médio, Pdl e elasticidade.

4.5 Analise das formulacGes por Ressonancia Paramagnetica Eletronica

A estrutura e fluidez da bicamada lipidica podem ser estudadas mediante aplicagdo da
técnica de ressonancia paramagnética eletrébnica (RPE ou EPR- electron paramagnetic
resonance). Biomoléculas como os lipidios ndo possuem eletrons desemparelhados, todavia o

monitoramento da dindmica molecular da fosfatidilcolina, presente em lipossomas, pode
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ocorrer atraveés da associacdo a uma molécula com radical livre estavel, denominadas
marcadores de spin (KONOV et al., 2015; STONE et al., 1965).

Os marcadores de spin apresentam espectros de RPE que informam dados
relacionados ao ambiente molecular em que estdo inseridos (TOSTA et al., 2014). E possivel
que a adigdo de agUcares de cadeia curta, como a sacarose (KONOV et al., 2015) e a trealose
(LUZARDO et al., 2000) possa influenciar na dindmica molecular dos lipideos.

Dessa forma, e em vista do emprego desses dissacarideos como crioprotetores na
liofilizacdo de formulagtes lipossomais, foi realizado um estudo para avaliar a influéncia dos
componentes da formulacdo e o processo de liofilizacdo na fluidez da bicamada lipidica dos
lipossomas por analise de RPE.

Na Tabela 3, estd descrito as formulacdes avaliadas por RPE, considerando as
variaveis presenca e auséncia de Span 80, sacarose, trealose e o processo de liofilizacdo. Além
disso, a influéncia do bexaroteno na fluidez da bicamada lipidica dos lipossomas também
necessitou de avaliacdo, de forma que as formulagdes da Tabela 3 foram realizadas com e sem

bexaroteno, totalizando 20 formulaces.

Tabela 3- Formulagdes de Lipossomas avaliadas por EPR.

Formulagéo Componentes
Span 80 Sacarose  Trealose Liofilizacéo
1 X X - -
2 - X - -
3 X - X -
4 - - X -
5 X - - -
6 - - - -
7 X X - X
8 - X - X
9 X - X X
10 - - X X

X: presente na formulagdo. -: ausente na formulacao.

Os marcadores utilizados foram o anadlogo do &cido estearico 5-doxil-estearato (5-
DSA) e 0 16- doxil-estearato (16-DSA) (Figura 9), separadamente. Foi adicionado 1ul de uma
solucdo a 5Smg/ml do 5-DSA a durante a fase de formac&o do filme lipidico. Contudo, antes da
leitura no RPE as amostras precisaram ser remarcadas, 0 mesmo marcador, com a mesma

concentracdo. As marcagcfes com o 16-DSA procederam da mesma forma que para o 5-DAS.
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Figura 9- Estrutura quimica dos marcadores 5-DSA e 16-DSA. (TOSTA et al., 2014).
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As andlises foram realizadas em um espectrébmetro ESP Bruker 300 (Rheinstetten)
com uma cavidade ressonante ER 4102 ST ajustado com as seguintes configuragdes: poténcia
de microondas, 2 mW, frequéncia de modulacdo, 100 KHz, amplitude de modulacéo, 1,0 G,
campo magnético de varredura, 100 G.

Os espectros tedricos foram ajustados aos espectros experimentais usando modelos
com um e dois componentes espectrais, para 0 marcador 16-DSA e 5-DSA, respectivamente.
Os valores dos tensores magnéticos g e A utilizados foram gxx(1) = 2.0088; gyy(1) = 2.0058;
gzz(1) = 2.0028; Axx(1) = 6.6; Ayy(1) = 6.5; Azz(1) = 33.0; gxx(2) = 2.0088; gyy(2) =
2.0058; gzz(2) = 2.0026; Axx(2) = 5.5; Ayy(2) =5.5; e Azz(2) = 30.8. Onde, os nimeros (1) e
(2) referem-se ao primeiro e segundo componente espectral (CAMARGOS e ALONSO, 2013;
MENDANHA e ALONSO, 2015). Todas as medicGes foram realizadas a temperatura

ambiente.

4.6 Estudos de permeacédo cutanea in vitro
4.6.1 Estudo de solubilidade

Antes da realizacdo dos estudos de permeacdo cutanea é necessario fazer um estudo de
solubilidade do farmaco, a fim de que seja assegurada a condicao sink, em que o volume de
solucéo utilizado nos experimentos nao favoreca proximidade a saturacéo do farmaco.

A solubilidade do BXT foi determinada em &gua:etanol (50:50, v:v) através da
preparacdo de uma solucéo saturada de BXT mantida em agitacdo orbital (300 rpm) por 24
horas em mini-incubadora a 37°C. Em seguida, a solucdo foi filtrada em membrana de
difluoreto de polivinilideno (PVDF) 0,45 pm, diluida e quantificada por HPLC. O estudo foi

realizado em triplicata.
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4.6.2 Permeacao cutanea in vitro

A permeacdo cutanea in vitro foi realizada em células de difusdo vertical do tipo
Franz, acopladas ao sistema de permeacdo da Hanson Research (Hanson Research
Corporation). Foram adicionados no compartimento doador das células de difusdo 250 ul das
formulagdes de lipossomas deformaveis de BXT e lipossomas convencionais de BXT. Ambas
as formulacdes tinham a mesma concentracdo de bexaroteno, 0,5 mg/ml, resultando em um
total de 0,15 mg de bexaroteno em cada compartimento doador. As formulacGes foram
dispostas nas células de Franz, conforme na Figura 10 (FDA, 1997). As demais condicGes
experimentais estdo expostas na Tabela 4.

Figura 10- Disposicdo das formulagfes de lipossomas convencionais (LC) e deforméaveis
(LD) de bexaroteno nas células de difusdo de Franz para realizacdo do estudo de permeacéo

cutanea.
O
©

© ©

Tabela 4- CondicOes estabelecidas nos estudos de permeacédo cutanea in vitro.

Agitacdo 300 rpm
Temperatura 37°C
Volume de coleta 1ml
Volume de rinse 1ml
Volume do compartimento doador 300 pl
Volume do compartimento receptor 6,7 ml
Area de difusio 1,86 cm 2

Concentracdo de BXT no compartimento doador 0,15 mg
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As orelhas de porco foram coletadas imediatamente apds o abate dos animais e a pele
foi removida da cartilagem com um bisturi. A pele foi armazenada a -80°C por no maximo 30
dias. Para os experimentos de permeacao a pele foi colocada com o estrato cérneo voltado
para cima entre os dois compartimentos da célula de Franz (doador e receptor). Os estudos de
permeacdo foram realizados por 24 horas, com duas coletas do meio receptor, em 12 e 24
horas.

Ao final do experimento a pele foi removida da célula, lavada com agua
ultrapurificada, colocada em uma superficie lisa com o EC voltado para cima e, entdo
submetida a técnica de tape stripping para separacdo do EC e PR, a fim de determinar a
quantidade de farmaco retido mediante a extracdo conforme descrito no tépico 4.1.2.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Quantificacao do bexaroteno por cromatografia liquida de alta eficiéncia

Ambos detectores utilizados (UV-Vis e fluorescéncia) para quantificar o bexaroteno,
apresentaram método com tempo de corrida de 8 minutos e tempo de retencdo do farmaco em
5 minutos como mostra a Figura 11. O tempo correspondente ao volume morto da corrida foi
de 1,04 minutos. As condicOes aplicadas do método geraram um tempo de corrida curto,

possibilitando a quantificacdo do bexaroteno de forma rapida e eficiente.

Figura 11- Perfil cromatografico do bexaroteno gerado a partir da analise do farmaco em
etanol na concentragdo de 100 pg/ml, em HPLC-UV (262 nm).
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5.1.1 Linearidade

A curva de calibracdo obtida pela plotagem da area do pico versus a concentracdo do
bexaroteno em etanol, pelo método de detecgdo em UV-Vis, é demonstrada na Figura 12 A.
Os valores das médias das areas e o coeficiente de variacdo (CV) séo apresentados na Figura
12 B. A equagdo da reta obtida foi de y=51,804x + 36,292, com coeficiente de correlagéo
igual a 0,999. Todas as concentracdes apresentaram CV menor que 5%, como preconizado
pela Resolucdo 899 da ANVISA, 2003. Portanto, 0 método se mostrou linear na faixa

analisada.
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Figura 12- (A) Curva analitica do BXT em etanol na faixa de concentracdo de 3-100 pg/ml
obtida por analise em HPLC com detec¢do em UV-Vis, usando como fase movel acetonitrila
e TFA 0,1%, 85:15, com fluxo de 0,8 ml/min. (B) Média das concentracdes, area sob a curva,
desvio padrdo e CV.
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A curva de calibracdo obtida pela plotagem da area do pico versus a concentra¢do do
bexaroteno em etanol, pelo método de deteccdo em fluorescéncia, é demonstrada na Figura 13
A. Os valores das médias das areas e o coeficiente de variagdo (CV%) sdo apresentados na
Figura 13 B. A equagdo da reta obtida foi de y=84,19x + 0,7198, com coeficiente de
correlacdo igual a 0,9992. Todas as concentracGes apresentaram CV menor que 5%, como
preconizado pela Resolucdo 899 da ANVISA, 2003. Portanto, 0 método se mostrou linear na

faixa analisada.

Figura 13- (A) Curva analitica do BXT em etanol na concentracdo de 0,03-1 pg/ml obtida por
analise em HPLC com deteccdo em fluorescéncia, usando como fase mével acetonitrila e
TFA 0,1%, 85:15, com fluxo de 0,8 ml/min. (B) Média das concentracdes, area sob a curva,
desvio padrdo e CV.
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5.1.2 Seletividade do método analitico

A seletividade de um método analitico é dada pela capacidade em analisar uma
substancia mesmo na presenca de outros componentes, sem que haja interferéncia. Os
cromatogramas obtidos pela analise dos produtos de extracdo do estrato cérneo (EC) e pele
remanescente (PR) por HPLC com o mesmo método analitico que o bexaroteno, estdo
apresentados na Figura 14. Pode-se observar que ndo ha presenca de interferentes da pele no
tempo de retencdo do BXT.

Figura 14- Cromatogramas obtidos a partir da analise do EC e PR sem farmaco em relagéo ao
tempo de retencdo do BXT em solucéo etanolica.
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5.1.3 Recuperacéo do bexaroteno nas camadas da pele

O método de extracdo se mostrou eficiente e capaz de efetuar a recuperagdo do BXT
nas camadas da pele (EC e PR), como observado na Tabela 5. Os estudos de recuperacao da
pele sdo de fundamental importancia, pois componentes da pele como proteinas e lipidios
podem interagir com o farmaco em estudo, levando a baixa extracdo do farmaco da matriz

biologica.

Tabela 5- Recuperagdo do BXT no EC e PR.

Concentracdo tedrica  Concentracdo obtida

Camadas da pele
P (ug/ml) (ug/ml)

Recuperacéo (%)

EC 0,5 0,57 + 0,05 114,69 + 10,07

PR 0,5 0,55 + 0,02 110,02 + 4,92
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5.2 Preparagéo e Caracterizacio de Lipossomas Deformaveis sem farmaco

5.2.1 Selegéo do Tensoativo

Com o intuito de estudar a influéncia de diferentes tensoativos nas caracteristicas de
elasticidade dos lipossomas deformaveis, formulacbes lipossomais foram preparadas usando
Span 80, Span 85 e Tween 80. A escolha desses tensoativos foi feita com base nas
propriedades de elasticidade que estes conferem aos lipossomas (EL ZAAFARANY et al.,
2010; ELSAYED et al., 2006; KUMAR et al., 2013; RATTANAPAK et al., 2012)

O tamanho médio das vesiculas lipossomais estd demonstrado na Tabela 6. Os valores
variaram de 103,1+3,32 a 91,44+1,78 nm. O tratamento estatistico por ANOVA mostrou que
ndo houve diferenca nos valores de tamanho dos lipossomas, com exce¢do do experimento
usando 15 % de Tween 80, sendo que, nessa concentracdo, os lipossomas apresentaram
tamanho de 91,44+1,78 nm.

Tabela 6- Diametro médio dos lipossomas obtidos com diferentes proporcdes de tensoativos e
fosfatidilcolina.

Diametro Médio (nm)

PC:TA  Span 80 Tween 80 Span 85

95:5 98,76+4,52 98,98+1,93 95,13+3,19
90:10 97,83+1,73 98,03+2,14 95,21+3,48
85:15 103,10+3,32 91,44+1,78" 97,96+4,07

Nota: PC:TA — propor¢do fosfatidilcolina : tensoativo. Valores representados com * foram estatisticamente
diferentes pelo teste de varidncia ANOVA fator Unico, seguida de Bonferroni, com p < 0,05.

A faixa de tamanho encontrada esta de acordo com Mishra et al., 2007, nota-se que ha
aumento de didmetro da particula com o aumento de tensoativo até o ponto de saturacdo, a
partir do qual formam-se micelas que se encontram em maior nimero e o diametro cai. A
capacidade de formacédo de micelas depende em parte do HLB do tensoativo, o Tween 80 tem
HLB igual a 15, um potencial de detergente elevado, isso explicaria a diminui¢do de tamanho
para o Tween 80 na concentracdo de 15%, um numero elevado de micelas, fator que nédo
ocorre para o Span 80 e 85, com valores de HLB mais baixos, 4,5 e 1,6, respectivamente.

O indice de polisdispersdo permite analise da heterogeneidade de tamanho das

particulas na formulacdo, a Tabela 7 mostra os valores de Pdl obtidos com diferentes
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tensoativos. Todos os sistemas lipossomais desenvolvidos apresentaram valores de Pdl abaixo
de 0,2. Tanto o tipo de tensoativo quanto as propor¢des avaliadas apresentaram uma
distribuicdo estreita para sistemas nanoestruturados. O Tween 80 apresentou 0S menores
indices de Pdl em relacdo aos demais, enquanto o Span 80 demonstrou valores mais elevados.

Com relacéo a concentracdo de tensoativo, as formulag¢fes produzidas com 5 % foram
capazes de reduzir o Pdl, enquanto que o aumento de tensoativo produziu lipossomas com

PdlIs mais elevados, com excecdo do Tween 80.

Tabela 7- Valores de Pdl dos lipossomas obtidos com diferentes propor¢des de tensoativos e
fosfatidilcolina.

indice de Polidisperséo (Pdl)

PC:TA  Span 80 Tween 80 Span 85

95:5 0,125+0,014 0,094+0,024 0,104+0,024
90:10 0,111+0,016 0,103+0,015 0,144+0,035
85:15 0,205+0,063 0,106+0,09 0,155+0,033

Para averiguar se o procedimento experimental no estudo de elasticidade poderia
modificar o tamanho das vesiculas lipossomais, o tamanho médio das particulas foi
monitorado antes e depois do teste, conforme apresentando na Tabela 8.

O tamanho médio das formulagdes produzidas com 5 % de Span 80 antes e apos a
extrusdo em membrana de 50 nm, foram de 97,97 + 2,02 e 92,17 + 1,02 nm, sendo
consideradas semelhantes com p > 0,05, Tabela 8. As porcentagens de 10 e 15 % também
mostraram semelhancas, quando os tamanhos de antes e despois da extrusdo foram
comparados, ndo apresentando diferenca de tamanho. Considerando o conceito de lipossoma
deformavel, o fato dessas particulas ndo apresentarem alteragcdo de tamanho esté diretamente
relacionado ao fato do tensoativo conferir elasticidade ao lipossoma, impedindo a diminuicao
do didmetro, mesmo com a extrusdo em membrana de poro menor (CEVC et al., 2004, 2010,
2012; EL MAGHRABY et al., 2006).
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Tabela 8- Composicao e caracterizacdo dos lipossomas deformaveis com Span 80, Tween 80
ou Span 85.

x Diametro médio Diametro médio Pdl Elasticidade

Formulacéo * PCP;O'IE)XK(;\EII/OV) antes TE leee}PItEES ap6s TE apo6s (mg.s*.cm™
' (nmzDP) (nmxSD) TE +DP)

SP 80-1 95:5 98,76+4,52° 0,104+0,01 92,17+2 5 0,127+0,02 24,33+0,69
SP 80-2 90:10 97,83+1,73° 0,111+0,015 90,59+3,1° 0,131+0,01 23,53+0,42
SP 80-3 85:15 103,10+3,32% 0,120+0,02 102,06+8,1° 0,204+0,08 16,81+0,58"
TW 80-1 95:5 98,98+1,93" 0,087+0,01 94,94+2 5° 0,130+0,04 5,71+0,08
TW 80-2 90:10 98,03+2,14% 0,103+0,008 95,71+8,4° 0,140+0,05 6,56+0,47
TW 80-3 85:15 91,44+1,78% 0,102+0,007 86,32+3,3° 0,120+0,01 4,79+0,13
SP 85-1 95:5 95,1313,19b* 0,098+0,02 87,2215,1b 0,115+0,02 9,52+0,79
SP 85-2 90:10 95,21+3,48"  0,136+0,01 87,32+3,4° 0,154+0,01  13,76+1,46
SP 85-3 85:15 97,96+4,07% 0,154+0,03 94,52+4,2° 0,219+0,01 10,89+0,31

®pC: fosfatidilcolina, TA: tensoativo, SP80: Span 80, TW80: Tween 80, SP85: Span 85. a: indica que néo ha
diferenca estatistica entre o didmetro médio do lipossoma antes e apos o teste de elasticidade; b: indica diferenca
estatistica entre o didmetro médio do lipossoma antes e ap6s o teste de elasticidade. *: valores estatisticamente
diferentes por teste de variancia ANOVA fator unico seguido por Bonferroni, com p<0,05.

Em relacdo, aos lipossomas obtidos com Span 85, os valores de tamanho de particula
apresentaram diferencas entre de tamanho nas concentracdes de 5 e 10 %, Tabela 8. A
formulacdo com 5% apresentou tamanho de 94,72+1,05 nm e, apds o processo de extrusdo o
tamanho de particula diminuiu para de 87,22+2,08 nm. O mesmo foi observado para a
formulacdo com 10 % que apresentou valores de tamanho meédio de 95,21 + 1,42 e 87,33 +
1,40 nm antes e ap0s a extrusdo, respectivamente.

Por outro lado, na porcentagem de 15 % de Span 85 o tamanho de particula ndo foi
alterado ap0s o processo de extrusdo, com valores de tamanho de 97,96 £ 1,66 nm antes e
94,52+1,73 nm depois do processo de extrusdo, conferindo caracteristica de elasticidade aos
lipossomas.

Diferentemente do ocorrido com o Span 80 e 85, as formulagGes de Tween 80

mostraram diferenca significativa para o tamanho médio da concentracdo de 15 %, antes
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(91,44+0,73 nm) e depois (86,32+1,34 nm) da extrusdo. Entretanto, a formulacdo com menor
proporcao de PC:TA, 90:10 ndo mostrou diferenca no tamanho médio de suas particulas antes
(98,03+0,87 nm) e apds (98,11+2,97nm) o ensaio de elasticidade por extrusao, Tabela 8.

A Figura 15 mostra os valores de elasticidade dos lipossomas deforméaveis obtidos
com trés diferentes tensoativos. Os lipossomas produzidos com Tween 80 apresentaram 0s
menores valores de elasticidade, abaixo de 5,82 + 0.12. Comparado ao Tween 80, 0 Span 85
mostrou um aumento dos valores de elasticidade proximos a 11,48 + 0.34. Por outro lado, o
Span 80 apresentou valores bem elevados de elasticidade quando comparado aos outros dois

tensoativos avaliados.

Figura 15- Elasticidade dos lipossomas deformaveis produzidos com Span 80 (S), Span 85
(SP) e Tween 80 (T) nas concentracdes de 5, 10 e 15 %.
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Nota: (*) valores que foram estatisticamente diferentes pelo teste de variancia ANOVA fator Gnico, seguida de
Bonferroni, com p < 0,05.

Os lipossomas deforméaveis produzidos com 5 e 10 % de Span 80 apresentaram
valores de elasticidade de 24,33 + 0.69 e 23,53 + 0.42, respectivamente. Em contrapartida, o
aumento da porcentagem de Span 80 para 15 % promoveu uma diminui¢do dos valores de
elasticidade para 16,81 + 0.58.

Os requisitos do tensoativo em obter melhores valores de elasticidade, tamanho
razoavelmente pequeno na escala nanométrica e que apresentasse um Pdl menor, foram

atendidos pelo Span 80, nas concentragdes de 5 e 10 %, as quais foram capazes de aumentar a
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elasticidade quando comparado aos outros tensoativos avaliados e apresentaram um tamanho

de aproximadamente 100 nm com um Pdl menor que 0,125.

5.2.2 Planejamento fatorial

A partir da escolha do Span 80 como tensoativo da formulacao, o desenvolvimento de
lipossomas deformaveis seguiu conforme o planejamento experimental estabelecido (Tabela
9). O planejamento fatorial mostrou que os fatores estudados (porcentagem de etanol e Span
80) influenciaram as respostas analisadas.

A partir de combinacdes das mdaltiplas respostas obtidas (tamanho médio, Pdl e
elasticidade) pelas diferentes formulacbes desenvolvidas dentro do planejamento
experimental, a funcdo desejabilidade forneceu condigdes otimizadas (5,25% de etanol e 5%
de Span 80), a partir da elasticidade que foi estabelecida como parametro alvo, através pelo

programa Statistica 7.0.0, conforme representado na tabela 6.

Tabela 9- Otimizacdo dos lipossomas deformaveis.

Parametros Dados
. . Valores Valores
Objetivo Baixo Alvo Alto  Peso Preditos Atuais
Elasticidade Maximo 20,25 44,71 44,71 1 43,55 31,09+1,79
Diametro ) ) . - - - 91,14+1.32
(nm)
Pdl - - - - - - 0.138+0,01

Desejabilidade: 0,95256

Solucéo global:
% etanol = 5,25
% de tensoativo=5

5.3 Caracterizacgao de lipossomas deformaveis de bexaroteno

A partir da solucdo global oferecida pelo emprego da ferramenta desejabilidade no
planejamento fatorial, em que a proporc¢éo de tensoativo da formulacéo aparece em 5% (p/v) e
a hidratacao dos lipossomas, a encapsulacdo do bexaroteno foi testada nessa formulagdo, com
concentracéo inicial de 0,2% (p/v), considerando o volume final da formulacgao de 5 ml.

Todavia a eficiéncia de encapsulagdo dessas formulages foi baixa 25,71-42,53%

(Tabela 10), possivelmente devido ao extravasamento de farmaco das vesiculas, o que
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também pode ser observado pela baixa estabilidade aparente da formulagdo que sofreu
turvacdo, seguida de quebra do sistema lipossomal, em menos de 6 horas, além de Pdl
elevado (> 0,3).

Tabela 10- Resultados da caracterizacdo dos lipossomas deformaveis de bexaroteno.

Percentual de EE (%) Diametro médio Pdl
farmaco (p/v) (nm)
0,05% 99,67+£3,4 93,69£1,95 0,092+0,02
0,1% 95,74+4,2 99,85+11,27 0,228+0,095
0,2% 32,84+8,6 104,21+36,25 0,307+0,12

Eficiéncia de encapsulacdo baixa (65,5%) da tretinoina em lipossomas deforméaveis foi
encontrada por Raza e colaboradores 2013, enquanto formulagdes com 0,05% apresentaram
eficiéncia de encapsulacdo satisfatorias em um outro estudo (ASCENSO et al., 2014), sendo
que a tretinoina é também um retindide com caracteristicas fisico-quimicas similares a do
bexaroteno e, além disso ndo ha casos registrados anteriormente da encapsulacdo do
bexaroteno em vesiculas lipossomais deformaveis ou néo.

Apesar das formulagbes com 0,1 e 0,05% terem apresentado eficiéncia de
encapsulagdo acima de 90%, a formulagdo com 0,1% demonstrou baixa estabilidade aparente
com turvacdo e separacdo de fase em menos de 48 horas, sugerindo extravasamento do
bexaroteno das vesiculas lipossomais. Dessa forma, a formulacdo contendo 0,05% de
bexaroteno se mostrou a mais adequada quanto aos parametros de diametro médio, Pdl,

eficiéncia de encapsulagdo, bem com manté-los durante o tempo avaliado.

5.4 Estabilidade dos lipossomas deformaveis de bexaroteno

Lipossomas deformaveis contendo bexaroteno expostos a temperatura ambiente de
25°C demonstraram menor estabilidade ao longo dos 30 dias de analise quanto aos parametros
de elasticidade, eficiéncia de encapsulacéo e didmetro médio. Na Tabela 11, observa-se que 0
didmetro médio das formulagdes mantidas a 25°C se manteve sem alterac6es significativas até
0 15° dia, todavia no 30° dia observa-se aumento do didmetro medio juntamente com
diminuigéo significativa (p<0,05) da eficiéncia de encapsulacdo do BXT. Possivelmente, o
aumento no didmetro dos lipossomas ao longo do tempo esta associada a agregacéo e fusao
das particulas (EL ZAAFARANY et al., 2010)
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Tabela 11- Parametros de estabilidade avaliados dos lipossomas deforméaveis de bexaroteno
mantidos a 25 ou a 4°C, por 30 dias, com avaliagdo do diametro médio, Pdl e EE nos dias 0,

2,7,15¢€ 30.
Estabilidade a 25°C Estabilidade a 4°C
Tempo Diametro Diametro
: diag’) médio Pdl EE% médio Pdl EE%
(nm=DP) (nm=DP)

0 84,06+3,35 0,139+0,01 9556+4,5 | 85,48+1,91 0,132+0,01 96,08+8,06
2 84,01+3,3 0,156+0,003 81,26+8,07* | 84,25+3,45 0,134+0,01 92,20+0,3
7 88,11+6,3 0,134+0,03 79,41+6,45* | 86,59+1,1 0,122+0,01 93,93+5,01
15 85,22+1,3 0,114+0,001 74,52+6,07 | 88,54+1,6 0,137+0,01 90,89+3,7
30 140,6+53,0* 0,223+0,04 29,73+18,8* | 84,92+19 0,148+0,01 88,40+1,8

Nota-se que as formulagdes de lipossomas deforméveis mantidas a 4°C, apesar de

aparentar perda do farmaco com diminuicdo da eficiéncia de encapsulacéo, essa diferenca ndo

¢ estatisticamente significante e, assim sendo a formulacdo em 4°C manteve a eficiéncia de

encapsulacdo do BXT durante os 30 dias do estudo de estabilidade. Por outro lado, as

formulacdes lipossomais mantidas a 25°C tiveram perda progressiva do farmaco encapsulado

ao longo do tempo. Houve alteracbes macroscopicas das formulacdes de lipossomas

deformaveis de BXT mantidas a 25°C no 30° dia do estudo de estabilidade, a formulacao

estava visivelmente mai

s opaca e precipitado branco.

Figura 16- Eficiéncia de encapsulagdo do BXT em lipossomas deforméaveis mantidos a 25 e a
4 °C, durante 30 dias com avaliacdo nos dias 0, 2, 7, 15 e 30 do estudo.
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Quanto aos parametros de elasticidade dos lipossomas deformaveis de BXT, houve,
inicialmente, aumento significativo da elasticidade dos lipossomas mantidos a 25°C, de
28,82+2,86 para 45,23+2,16, entre o0 segundo e sétimo dia (Figura 17). Entretanto, o diametro
médio das particulas antes e apds o teste de elasticidade (TE) demonstraram diminuicéo
significativa no tamanho dos lipossomas ap0os a passagem por membrana de 50 nm, durante
todos os dias de anélise da estabilidade, sendo condizente com a queda abrupta da elasticidade

apos o dia 7.

Figura 17- Elasticidade dos lipossomas deformaveis de BXT mantidos a 25 e a 4 °C, durante
30 dias com avaliagédo nos dias 0, 2, 7, 15 e 30 do estudo.
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Os lipossomas deformaveis de BXT mantidos a 4°C apresentaram um comportamento
de elasticidade semelhante aos lipossomas mantidos em 25°C, com aumento inicial da
elasticidade entre os dias 2 e 7 da andlise, 28,7755 a 31,63+1,6, seguido por uma
diminuicdo para 24,93+3,9 e 22,05+2,71 nos dias 15 e 30, respectivamente. Todavia, 0
comportamento de elasticidade dos lipossomas mantidos a 4°C se mostrou menos
proeminente que o dos lipossomas em 25°C.

Além disso, os valores de diametros médios obtidos antes e apds TE, dos lipossomas
em 4°C, se apresentaram estatisticamente iguais nas duas primeiras analises (2° e 7° dia),
indicando maior manutencao das caracteristicas elasticas dos lipossomas mantidos em 4°C em

vista dos armazenados a 25°C (Tabela 12).
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Tabela 12- Avaliacdo do diametro médio dos lipossomas deformaveis de BXT antes e apds o
teste de elasticidade (TE) em membrana de 50 nm.

Diametro
Médio Dia 2 Dia7 Dia 15 Dia 30
(nmxDP)

LD 25°C LD 4°C LD 25°C LD 4°C LD 25°C LD 4°C LD 25°C LD 4°C

?EteSde 84,01+333 84,25¢343 | 88,11+6,27 86,50+112 | 8522+1,26  88,54+157 | 140,6+53,0 84,92+1,92

Depois 5 *
iy 73,95+4,11* 80,1+0,95 | 78,51+3,60* 78,34+0,66 7710£2,41%  79,13+553* 303,8* 75 46+1,12%

(*) valores que foram estatisticamente diferentes pelo teste de variancia ANOVA fator unico,

seguido de Bonferroni, com p<0,05.

5.5 Liofilizacdo dos lipossomas

Um fator limitante para aplicacdo clinica de lipossomas é a instabilidade fisico-
quimica das formulages, que pode ser causada por oxidacdo lipidica das membranas
lipossomais, ocasionando em quebra da estrutura lipossomal e, consequentemente vazamento
do farmaco encapsulado.

A liofilizacdo é uma técnica comumente empregada como estratégia para se prolongar
a vida util das formulagGes, todavia, para uso em formulagdes lipossomais é necessario o
emprego de medidas que garantem a integridade da membrana durante o processo, poisos
cristais de gelo provocam desintegracdo da estrutura vesicular formando agregados durante a
reidratacdo (STARK et al., 2010).

Adicionar carboidratos a formulacdo lipossomal promove formacdo de uma matriz
amorfa no lugar dos cristais de gelo, durante a fase de congelamento, evitando os problemas
causados pelos cristais.

Foram avaliadas diferentes concentracdes de trealose e sacarose como crioprotetor em
trés formulagdes diferentes, convencionais e, deformaveis com hidratagdes feitas em agua e
em meio de hidroalcodlico 5,25%, em ambos os casos as formulacbes de lipossomas
deformaveis foram reidratadas com a solucédo hidroalcodlica.

As formulagdes deformaveis, em que a sacarose foi utilizada como crioprotetor, se
mostraram mais polidispersas e com didmetro medio menor, em relagdo as formulagdes de
lipossomas convencionais, como apresentado na Tabela 13. O didmetro médio e o Pdl das

formulacBes ndo sofreram alteracdes significativas (p<0,05) antes e apds a liofilizagdo,
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contudo foi observado o aparecimento de particulas maiores que 1 um apoés a reidratagdo das
formulacbes de lipossomas convencionais, contendo razdo molar de 1:2 e 14

(lipidio:sacarose).

Tabela 13- Diametro médio e Pdl dos lipossomas antes e apds a liofilizacdo com uso da
sacarose como crioprotetor.

Razédo Formulacao Antes da liofilizacao Apos a liofilizacao
P(%fﬂicrﬂm‘;’e Diametro médio Pdl Diametro médio Pdl
(nm) (nm)
1:2 LC 114,56+9,40 0,158+0,098 108,9+1,60 0,101+0,01
LD™ 109,75+1,48 0,096+0,003 104,35+1,60 0,084+0,01
LD™ 98,57+3,85 0,073+0,024 92,67+2,59 0,153+0,02
1:3 LC 109,85+0,01 0,063+0,02 106,55+0,02 0,107+0,02
LD™ 106,5+0,01 0,056+0,01 101,6+1,62 0,090+0,02
LD™ 96,55+0,01 0,042+0,01 93,88+1,56 0,158+0,02
1:4 LC 110,80+1,69 0,078+0,015 119,55+1,62 0,185+0,01
LD™ 106,10+1,98 0,056+0,01 111,85+2,32 0,106+0,02
LD™ 102,65+1,91 0,049+0,01 99,81+2,48 0,151+0,01
1:6 LC 110,8+1,98 0,062+0,002 109,6+1,80 0,125+0,02
LD™ 105,95+1,06 0,070+0,02 105,85+2,30 0,100+0,01
LD*™ 99,44+2,07 0,068+0,01 92,14+1,58 0,140+0,02

LC: lipossomas convencionais. LD™: lipossomas deformaveis com hidratagdo por agua e
reidratacdo com solucdo hidroalcodlica de 5,25%. LD'": lipossomas deforméaveis com
hidratacdo e reidratacdo com solucédo hidroalcodlica de 5,25%.

O diametro médio e Pdl das formulagdes que utilizaram a trealose como crioprotetor
estd demonstrado na Tabela 14, em que as formula¢fes com propor¢cdo molar 1:2 e 1:6
(PC:trealose) se apresentaram mais polidispersas, indicando para a propor¢do 1:2 sua
incapacidade em proteger a membrana lipossomal, enquanto que a opacidade e dificuldade em
ressuspender as formulagbes com 1:6 (lipidio:trealose) podem indicar um excesso de

crioprotetor.
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Tabela 14- Diametro médio e Pdl dos lipossomas antes e apds a liofilizacdo com uso da

trealose como crioprotetor.

Razédo Formulacéo Antes da liofilizacao Apos a liofilizacéo
P(Cr;l-\r/l';?;l:\%e Diametro médio Pdl Diametro medio Pdl
(nm) (nm)
1:2 LC 106,8+0,71 0,052+0,01 100,40+2,34 0,086+0,023
LD™ 100,81+2,11 0,062+0,02 112,80+12,005  0,250+0,087
LD™ 99,74+1,78 0,080+0,01 90,46+1,48 0,130+0,028
1:3 LC 98,30+2,40 0,100+0,01 106,94+19,88 0,20040,089
LD™ 107,95+3,18 0,077+0,01 99,09+1,58 0,066+0,017
LD*™ 101,50+1,41 0,056+0,02 94,50+2,16 0,111+0,024
1:4 LC 112,6+2,83 0,048+0,01 104,45+2,28 0,088+0,010
LD™ 107,30+3,94 0,078+0,01 101,55+1,81 0,085+0,019
LD™ 103,60+2,12 0,056+0,003 105,4+1,53 0,198+0,012
1:6 LC 100,44+3,06 0,055+0,002 93,9+1,42 0,097+0,012
LD™ 93,25+1,95 0,133+0,003 91,25+2,28 0,112+0,009
LD™ 87,44+1,84 0,148+0,03 114,95+3,42 0,365+0,003

LC: lipossomas convencionais. LD™: lipossomas deformaveis com hidratagdo por agua e reidratacio
com solucéo hidroalcodlica de 5,25%. LD™": lipossomas deformaveis com hidratacdo e reidratacéo
com solucéo hidroalcodlica de 5,25%.

A elasticidade média dos lipossomas deformaveis sem bexaroteno teve um aumento

significativo, quando a sacarose foi utilizada (Tabela 15). Mesmo as formulacGes de

lipossomas convencionais apds a liofilizacdo apresentaram valores de elasticidade

semelhantes aqueles encontrados por lipossomas deforméaveis néo liofilizados.
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Tabela 15- Elasticidade dos lipossomas ap6s a liofilizacao.

Razéo Elasticidade
PC:Crioprotetor Formulag&o®
(mMM:mM) Sacarose Trealose

LC 215,5%5,5 14,89+0,51

1:2 LD-+ 159,1+7,8 36,31+1,38
LD++ 121,8+4,45 34,86+1,36
LC 167,1+3,9 17,005+0,95

1:3 LD-+ 121,8+4,5 39,75+1,92
LD++ 124,742,8 42,33+1,88

LC 175,16x4,1 22,13+1,04

1:4 LD-+ 205,31£6,15 42,4+0,9
LD++ 171,5£5,2 33,4+0,98

LC 189,57+8,66 13,24+0,32

1:6 LD-+ 201,79+7,35 20,45+0,53
LD++ 147,09+7,36 46,99+1,13

#LC: lipossoma convencional, LD-+: lipossoma deformavel hidratado com agua e ressuspenso
com solucdo hidroalcodlica (5,25%), LD++: lipossoma deformavel hidratado e ressuspenso
com solugdo hidroalcoolica (5,25%).

Esses resultados sugerem que o processo de liofilizagdo dos lipossomas, com uso da
trealose e da sacarose como crioprotetores, ocasionou na obtencdo de lipossomas com um
grau mais elevado de elasticidade apds a ressuspensdo do po liofilizado. Considerando que a
presenca do acUcar em formulagdes ndo liofilizadas, ndo demonstrou diferenca significativa
(>0,5 G) na dindmica da bicamada em analises por EPR, conclui-se que a liofilizacdo tem
uma contribuicdo fundamental nos parametros de elasticidade e fluidez dos lipossomas.

5.6 Monitoramento da dindmica molecular dos lipidios na bicamada dos lipossomas

As figuras 18 e 19 apresentam 0s espectros experimentais por EPR, bem como o de
seus melhores ajustes obtidos a partir de lipossomas marcados com 5-DSA. Esses marcadores
foram utilizados a fim de se monitorar diferentes regides da bicamada lipidica lipossomal.
Devido a presenca do grupo nitréxido no carbono 5 da cadeia do &cido estearico, 0 marcador
5-DSA permite detectar alteracbes no ambiente mais proximo aos grupos polares da
membrana. Enquanto, o 16-DSA é mais sensivel a alteracdes na regido mais hidrofobica da

bicamada, por ter o grupo nitréxido no C 16 de sua cadeia carbonica.
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Em espectroscopia por EPR, o pardmetro de desdobramento hiperfino, 2A; esta
relacionado com a mobilidade do marcador e, é retratado na separagdo em Gauss (G) entre o
primeiro pico do espectro e a Ultima depressdo (GAETI, 2011; MENDANHA et al., 2013;
STONE et al., 1965). Valores menores atribuidos a medi¢do do 2A; indicam maior
mobilidade do 5-DSA dentro da bicamada lipidica, sugerindo maior fluidez da membrana. Os
erros experimentais estimados para 2A e 1. sdo 0,5G e 0,1 ns, respectivamente. A escala de
varredura do campo magnético para todos os espectros foi de 100 G (ANDRADE et al., 2014;
MENDANHA e ALONSO, 2015).

Foram avaliadas por RPE formulacGes de lipossomas variaveis quanto a presencga e
auséncia de Span 80, sacarose, trealose e o processo de liofilizacdo, além da influéncia do
bexaroteno na fluidez da bicamada lipidica dos lipossomas.

Quando o Span 80 estd presente nas formulacdes em que a trealose € usada em
lipossomas ndo liofilizados, ocorre diminuicdo da dindmica molecular da bicamada pelo
marcador 5-DSA (aumento do valor de 2A; e diminui¢do nos valores de t¢). Por outro lado, o
mesmo ndo ocorre para as formulacdes ndo liofilizadas com adicdo de sacarose, sugerindo
diferentes mecanismos de interacdo dos dois crioprotetores usados com o tensoativo. Nos
quais, a presenca da sacarose junto com o Span 80 concedeu maior fluidez a membrana
lipidica tanto para as amostras ndo liofilizadas quanto as liofilizadas, analisando

paralelamente com os resultados obtidos pela trealose (Figura 18).
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Figura 18- Espectros experimentais (linha preta) e melhor ajuste (linha vermelha) do
marcador 5-DSA incorporado em lipossomas deformaveis (a e b) e lipossomas convencionais
(c e d). Sacarose (parte A) ou trealose (parte B) foram usadas como crioprotetores. Os valores
do parametro de desdobramento hiperfino 2A, foram medidos diretamente nos espectros de
EPR e 0 tempo de correlacdo rotacional (tc) obtidos a partir do melhor ajuste s&o indicados.
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E interessante notar que quando apenas o Span 80 ¢ incorporado nas formulagdes, sem
adicdo de crioprotetores, hd uma diminuigdo da dindmica molecular na membrana lipidica dos
lipossomas (Tabela 16). Entretanto, quando as amostras sdo submetidas a liofilizac&o ocorre
aumento na dindmica dos fosfolipidios em todas as formulacBes marcadas com 5-DSA em
vista das mesmas formulagfes quando ndo liofilizadas. Entre as formulagGes liofilizadas com
sacarose, a adicdo de Span 80 ndo mostrou diferencas na dinamica dos lipidios e, 0 mesmo foi
observado entre as formulagdes liofilizadas com trealose, apesar das formulagdes liofilizadas

com sacarose terem demonstrado maior dindmica de bicamada.
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Tabela 16- Parametros de EPR de membranas lipossomais determinados a partir da simulacao
de melhores ajustes dos espectros obtidos pelos marcadores 5-DSA e 16-DSA em lipossomas
néo liofilizados, sem crioprotetores, com e sem Span 80.

5-DAS 16-DAS
¢ (NS)* 2A* 1o (NS)*
Presenca de Span 80 4,2 48,3 0,4
Auséncia de Span 80 3,9 47,4 0,4

* O erro experimental de t¢ (ns) e 2A; € de 1,0 e 0,5G, respectivamente.

Nas formulacdes com bexaroteno podemos notar que ndo ha diferenca na dinamica
molecular dos lipidios de membrana entre as formula¢Ges ndo liofilizadas com sacarose e
trealose, independente da adicdo de Span 80 (Figura 19). Todavia, entre as formula¢6es néo
liofilizadas com trealose, a presenca do Span 80 diminui a dinamica molecular dos
fosfolipidios, o que ndo acontece entre as formulaces com sacarose, a semelhanca do que
ocorreu para as formulacdes sem bexaroteno.

Entretanto, as formulagdes liofilizadas com bexaroteno apresentaram contrastes em
relacdo as formulagOes liofilizadas sem bexaroteno: a presenca do Span 80 aumentou a
dindmica dos lipidios nas formulagdes liofilizadas tanto com sacarose quanto nas liofilizadas
com trealose, entretanto as formulagbes com trealose demonstraram maior dindmica

molecular dos lipidios quando liofilizadas com bexaroteno.
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Figura 19- Espectros experimentais (linha preta) e melhor ajuste (linha vermelha) do
marcador 5-DSA incorporado em lipossomas deformaveis (a e b) e lipossomas convencionais
(c e d). Com presenca de bexaroteno. Sacarose (parte A) ou trealose (parte B) foram usadas
como crioprotetores. Os valores do pardmetro de desdobramento hiperfino 2A; foram
medidos diretamente nos espectros de EPR e o tempo de correlacdo rotacional (t;) obtidos a
partir do melhor ajuste sdo indicados.
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Apesar das diferengas na dindmica molecular dos lipidios entre as formulagdes
marcadas com 5-DSA, ndo houve nenhuma modificacdo significativa para as formulagdes em
que o marcador 16-DSA foi utilizado (todas apresentaram valores de t. igual a 0,4). Isto
sugere que as alteracfes demonstradas pelo processo de liofilizagdo ocorrem, sobretudo, na
interface polar dos lipossomas, enquanto o ndcleo hidrofébico da membrana permanece sem

modificagdes.
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5.7 Estudo de solubilidade e verificacdo da condigéo sink

A verificacdo da condicdo sink é importante para assegurar que o farmaco sera
solubilizado no meio receptor e que o volume deste meio é suficiente para ndo causar a
saturacdo da solucdo receptora. A condicdo sink é garantida quando o volume do meio
receptor € pelo menos trés vezes maior que o volume necessario para solubilizar o farmaco
disponivel (MARQUES, 2009).

A solubilidade do BXT em solucdo etanol: agua, na proporcdo 50:50 foi de 0,065
mg/ml. De acordo com este resultado, para solubilizar o farmaco contido no compartimento
doador (0,125 mg) seriam necessarios 1,92 ml de meio receptor. No entanto, o volume do
compartimento receptor é de 6,666 ml e, portanto o volume de meio receptor é

aproximadamente 3,47 vezes maior que o necessario (1,92 ml).
5.8 Permeacéao cutanea in vitro

Nos estudos de permeacdo realizados em pele de orelha de porco é possivel observar
que os lipossomas deformaveis favoreceram a entrada de BXT na pele em relacdo aos
lipossomas convencionais. Na Figura 20, observa-se que quando encapsulado nos lipossomas
deformaveis, a quantidade de BXT que penetrou no EC foi cerca de 5 vezes superior a
quantidade de BXT retido no EC com a encapsulacdo do BXT nos lipossomas convencionais.
O acumulo de BXT na PR foi um pouco maior com a encapsulacdo do farmaco em
lipossomas deformaveis, no entanto, ndo foi observada diferenca estatistica significativa entre

estes resultados (p<0,05).

Figura 20- Quantidade de BXT retido no EC e PR (ug/cm?) ap6s 24 h de exposicdo da pele a
formulacdes de lipossomas deformaveis e convencionais de BXT.
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Ap0s 12 horas, € possivel verificar que a quantidade de BXT que atravessou a pele e
chegou no meio receptor apresentou uma tendéncia maior de permeacgao quando utilizados os
lipossomas deformaveis (p >0,05). No entanto, a capacidade destes lipossomas de facilitar a
entrada do BXT através da pele é comprovada com a maior quantidade de BXT contida no

meio receptor apds 24 horas de experimento (p < 0,05) (Figura 21).

Figura 21- Quantidade de BXT difundido para o meio receptor (ug/cm?/h) com tempo de
coleta em 12 e 24 h de exposicdo da pele a formulacdes de lipossomas deformaveis e
convencionais de BXT.
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A maior penetracdo do farmaco pelo EC, seguida de maior difusdo para 0 meio
receptor € semelhante aos resultados descritos por Song e colaboradores (2012), no qual
foram utilizados lipossomas deformaveis com etanol e Tween 80 para encapsular o farmaco
lipofilico voriconazol. A ndo permanéncia do farmaco na PR, apesar da grande difusdo pelo
EC conforme demonstrado na Figura 20, pode ser devido a baixa afinidade deste farmaco com
as camadas da PR, que possuem muita dgua em sua composi¢do (MOSER et al., 2001).
Todavia, extrapolando-se para uma situacdo de permeacao in vivo, em que as celulas da pele
se encontram em plena atividade, o aumento no fluxo de farmaco capaz de penetrar na pele
seria muito favoravel, uma vez que poderia haver captacdo do farmaco pelas células, com

possibilidade de desempenho das suas func¢des terapéuticas.
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6 CONCLUSAO

e Durante o desenvolvimento de lipossomas deforméveis, o Span 80 foi escolhido como
tensoativo na concentracdo de 5% e 5,25% de etanol, através da solucdo global
oferecida pelos resultados do planejamento fatorial.

e O bexaroteno a 0,05% (p/v) obteve indices de eficiéncia de encapsulacdo em
99,67+3,4%, com tamanho e Pdl em 93,69+1,95 nm e 0,092+0,02, respectivamente.
Portanto, por apresentar melhor estabilidade em relago as demais, a concentragéo de
bexaroteno a 0,05% foi escolhida para compor a formulagdo de lipossomas
deforméveis.

e O estudo de estabilidade dos lipossomas deformaveis de BXT revelou que as
formulacGes mantidas em 4°C indicaram melhor estabilidade em vista das formulac6es
em 25°C, por maior prolongamento da elasticidade.

e A liofilizacdo dos lipossomas sem farmaco apresentaram valores de elasticidade
elevados em todas as formulacdes avaliadas inclusive em lipossomas convencionais.

e As analises de RPE das formulagdes com multiplas variaveis nos lipossomas (Span
80, etanol, sacarose, trealose, BXT e o processo de liofilizacdo) demonstraram que as
formulagdes com e sem BXT exibem aumento na dindmica molecular dos lipidios
quando foram liofilizadas.

e Os estudos de permeacdo cutanea in vitro entre lipossomas de BXT convencionais e
deformaveis apontaram aumento na penetracdo de BXT pela barreira do EC, quando
encapsulado em lipossomas deformaveis em detrimento dos lipossomas

convencionais.
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